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PRIMJENA HLADNE ATMOSFERSKE PLAZME U TERAPLJI OSTEONEKROZE
CELJUSTI

Sazetak

Plazma je djelomic¢no ili potpuno ioniziran plin sastavljen od mjesavine brojnih aktivnih
komponenti: iona, fotona, slobodnih elektrona, radikala te raznih drugih pobudenih i neutralnih
Cestica. Hladna atmosferska plazma (engl. cold atmospheric plasma, CAP) je vrsta plazme Cija je
klini¢ka primjena moguca jer se stvara pri atmosferskome tlaku i temperaturi ispod 40 °C. Stvara
se dovodenjem odredene vrste energije plinu/plinovima poput argona i helija te ambijentalnom
zraku. Postoji viSe razli¢itih uredaja koji stvaraju plazmu, a za medicinsku se primjenu najcesce
upotrebljavaju uredaji s dielektriénim barijernim izbojem (DBD) i plazma - mlazni uredaji (engl.
plasma jets). Plazma je nasla Siroku primjenu u podru¢ju biomedicinskih znanosti ukljuc¢ujuéi
stomatologiju. U ovom radu naglasak je stavljen na mogucu primjenu hladne atmosferske plazme
u terapiji osteonekroti¢nih ZzariSta. Osteonekroza celjusti patoloSko je stanje oSteenja i
progresivnog odumiranja koStanog tkiva celjusti. MozZe se podijeliti na osteoradionekrozu,
medikamentoznu osteonekrozu, traumatsku, netraumatsku i spontanu osteonekrozu. Glavni
klinicki pokazatelj svih vrsta osteonekroza, je eksponirano kostano tkivo koje ne cijeli kroz dulje
razdoblje. Prema klini¢koj slici 1 radioloSkom nalazu razlikuju se razli€iti stadiji bolesti koji
predstavljaju smjernice za odabir terapije. Primjena CAP-a spada u relativno novije oblike terapije
osteonekroze Celjusti. Ona se upotrebljava kao dodatak osnovnoj terapiji kako bi ubrzala cijeljenje
osteonekroti¢nih lezija najviSe zahvaljujuéi antiseptickom ucinku koji omogucuje postizanje
sterilnih uvjeta u leziji, a smatra se i da direktno potice zacjeljivanje i regeneraciju osteonekrozom
zahvacenih tkiva putem stimuliranja proliferacije 1 migracije klju¢nih stanica. Iako nedovoljno
istrazena terapijska metoda, pokazuje vrlo dobre rezultate u tretiranju osteonekroti¢nih zarista i za

sada nema zabiljezenih negativnih posljedica na zdrava tkiva.

Kljuéne rije¢i: hladna atmosferska plazma; osteonekroza celjusti; terapija



USE OF COLD ATMOSPHERIC PLASMA IN THERAPY OF OSTEONECROSIS OF
THE JAW

Summary

Plasma is a partially or fully ionized gas composed of a mixture of numerous active components:
ions, photons, free electrons, radicals, and various other charged and neutral particles. Cold
atmospheric plasma (CAP) is a type of plasma suitable for clinical applications because it is
generated at atmospheric pressure and temperatures below 40°C. It can be generated by applying
a specific type of energy to a gas or a combination of gases such as argon, helium, and ambient air.
There are several different devices that generate plasma, with dielectric barrier discharge (DBD)
devices and plasma jet devices being most commonly used for medical purposes. Plasma has found
wide application range in the field of biomedical sciences, including dentistry. This study
emphasizes the potential of plasma in healing osteonecrotic lesions. Osteonecrosis of the jaw is a
pathological condition characterized by damage and progressive necrosis of jawbone tissue. It is
categorized into osteoradionecrosis, medication-related, trauma-induced, non-traumatic, and
spontaneous osteonecrosis. The main clinical indicator of all types of osteonecrosis is exposed bone
tissue that does not heal over an extended period of time. Based on the clinical presentation and
radiological findings, different stages of disease can be identified, which then serve as guidelines
for selecting the appropriate therapy. CAP represents one of the more recent therapeutic approaches
for treating osteonecrosis of the jaw. It is used alongside conventional therapy to accelerate the
healing of osteonecrotic lesions, primarily due to its antiseptic properties that establish a sterile
environment in the affected area. It is also thought to directly stimulate the healing and regeneration
of osteonecrosis-affected tissues by promoting the proliferation and migration of key wound-
related cells. Although it is a relatively understudied therapeutic method, it has shown very
promising results in the treatment of osteonecrotic lesions, with no recorded negative effects on

healthy tissues so far.

Keywords: cold atmospheric plasma; jaw osteonecrosis; therapy
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Popis skracenica

AAOMS - Americko udruzenje oralnih i maksilofacijalnih kirurga (engl. American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons)

APPJ - atmosferski plazmeni mlaz (engl. atmospheric pressure plasma jet)

ATP - adenozin trifosfat

CAP - hladna atmosferska plazma (engl. cold atmospheric plasma)

CBCT - kompjuterska tomografija konusnog snopa (engl. cone beam computed
tomography)

CCL2 - kemokinski (C-C motiv) ligand 2 (engl. chemokine C-C motif ligand 2)

COLlal - kolagen tipa 1, alfa 1

DBD - dielektri¢ni barijerni izboj (engl. dielectric barrier discharge)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

EGF - epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor)

EM - elektromagnetno

FE-DBD - lebdec¢i dielektri¢ni barijerni izboj (engl. floating electrode-dielectric
barrier discharge)

FGF - Cimbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)

IL-1 - interleukin 1

IL-4 - interleukin 4

IL-6 - interleukin 6

IL-8 - interleukin 8

IR - infracrveno (engl. infrared)

LOP - lipidni oksidacijski produkti

LTE - lokalna termodinamicka ravnoteza (engl. local thermodynamic
equilibrium)

MMP1 - matriksna metaloproteinaza 1

MRONJ - medikamentozna osteonekroza Celjusti (engl. medication-related
osteonecrosis of the jaw)

MSCT - viSeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. multislice computed

tomography)
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ROS
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VEGF

osteoradionekroza

jezgrin antigen proliferirajucih stanica (engl. proliferating cell nuclear
antigen)

pozitronska emisijska tomografija

plazma bogata faktorima rasta (engl. plasma rich in growth factors)
reaktivne dusikove vrste (engl. reactive nitrogen species)

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

tumorski faktor nekroze (engl. tumor necrosis factor)

ultraljubicasto (engl. ultraviolet)

vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth

factor)
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UvVOD
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Vise od 99 % poznatog svemira ¢ini materija koju nazivamo plazma. Zvijezde, Zemljina
ionosfera, munje i polarna svjetlost samo su neki primjeri plazme nastale prirodnim procesima (1).
Iako je plazma kao fizikalni fenomen otkrivena joS u drugoj polovici 19. stoljeca kada je 1897.
godine Werner von Siemens konstruirao generator za proizvodnju ozona, termin ,,plazma‘ (grc.
materija koja se moze oblikovati) prvi put upotrebljava americki kemicar i fizicar Irving Langmuir
1928. godine u svom ¢lanku ,,Oscillations in Ionized Gases* (2—4). Za razliku od krvne plazme,
koja je tekucina, plazma u fizici predstavlja potpuno ili djelomicno ioniziran plin za koji se kaze
da je Cetvrto agregatno stanje tvari. Stvaranjem plazme radne temperature ispod 40 °C, u
atmosferskim uvjetima, zapocelo je razdoblje njezine primjene u biomedicini. Hladna atmosferska
plazma (engl. cold atmospheric plasma, CAP) emitira elektromagnetno zracenje i predstavlja izvor
brojnih nabijenih i1 nenabijenih Cestica, od kojih se posebno isti¢u reaktivne kisikove i1 dusikove
vrste (1). Posljednjih nekoliko godina postoji sve vefe zanimanje za proucavanjem njezinih
terapijskih moguénosti. Prema dosadasnjim istrazivanjima, hladna atmosferska plazma pokazala
se kao sigurna i efikasna metoda za lijecenje bolesti mekih i tvrdih tkiva usne Supljine, ukljucujuéi
osteonekrozu celjusti (5). Osteonekroza celjusti patoloSko je stanje obiljeZeno nekrozom kosti, a
moze biti posljedica razli¢itih ¢imbenika. LijeCenje osteonekroze izrazito je zahtjevno 1 obuhvaca
niz razliCitih terapijskih postupaka, ovisno o tome u kojem je pacijent stadiju bolesti (6,7).
Antimikrobni, antiinflamatorni, biostimulirajuci 1 analgetski uc¢inak, samo su dio pozitivnog 1
poticajnog djelovanja koje plazma ima na tkiva i kojim ubrzava njihovo cijeljenje (8). Sadasnja
saznanja o CAP-u govore u prilog sigurnoj primjeni ove vrste terapije, bez gotovo ikakvih
negativnih posljedica na zdravo tkivo. Kao minimalno - invazivna, bezbolna, brza, relativno
jednostavna i vrlo pristupa¢na metoda terapije predstavlja poticaj za daljnji razvoj i Sirenje podrucja

njezine primjene u biomedicinskim znanostima (9).

Svrha ovog rada je objasniti teoretske osnove 1 mogucnosti stvaranja razliCitih oblika hladne
atmosferske plazme. Osim toga, svrha rada je i objasniti razvoj 1 nastanak te klinicku sliku
razli¢itih oblika osteonekroze celjusti i mogucu primjenu hladne atmosferske plazme u terapiji

osteonekroti¢nih Zzarista.



2.

TEMELJNI PRINCIPI PLAZMA SUSTAVA
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2.1 Definicija plazme

Plazma je potpuno ili djelomi¢no ioniziran, kvazineutralan plin koji ¢ine pozitivno i
negativno nabijeni ioni, fotoni, elektroni, atomi i molekule u pobudenom ili nepobudenom stanju
(2). Uz tekuce, kruto i plinovito, plazma se smatra ¢etvrtim agregatnim stanjem tvari, za Cije je
postizanje potrebno dovesti odredenu koli¢inu energije molekulama i atomima plina. Ako je
osigurana dovoljna koli¢ina energije, elektroni prelaze iz vezanog u slobodno stanje i zapo€inje niz
fizickih 1 kemijskih reakcija izmedu cestica plina, odnosno plazme, dok se ne postigne Zeljeni

stupanj ionizacije (3,10).

S obzirom na razli¢ite veli¢ine kojima opisujemo plazmu (kao Sto su temperatura, tlak,
gustota, magnetiziranost, stupanj ionizacije itd.), postoji viSe klasifikacija plazme. Prema
termodinamickim svojstvima, plazmu dijelimo na visokotemperaturnu i niskotemperaturnu.
Visokotemperaturnom plazmom smatra se potpuno ionizirana plazma ¢ije su Cestice u stanju
lokalne termodinamicke ravnoteze (engl. local thermodynamic equilibrium, LTE). Kod postignute
LTE vrijedi da je temperatura elektrona u plazmi (Te) priblizno ista temperaturi iona (T;), koja je
pak priblizno ista temperaturi plina (Tg), dakle vrijedi relacija Te = Ti = Ty, pri ¢emu su temperature
plina vide od 10° K (4). Niskotemperaturna plazma je djelomi¢no ioniziran plin kod kojeg &estice
nisu u stanju termodinamicke ravnoteze, a ovisno o temperaturi Cestica dodatno se dijeli na
termalnu (kvaziekvilibrijsku) 1 netermalnu (neekvilibrijsku/hladnu) plazmu. Termalna plazma ima
elektrone 1 ione priblizno jednake temperature, ali je temperatura plina znatno niza od onih
visokotemperaturnih plazma i iznosi manje od 10° K. Za netermalnu (hladnu) plazmu vrijedi da je
temperatura elektrona znatno visa od one iona (Te >> Tj), a temperatura plina odgovara sobnoj
temperaturi (= 300-400 K). Upravo je zahvaljuju¢i stvaranju hladne plazme pri atmosferskom tlaku

omogucena primjena plazme u medicinsko - terapijske svrhe (2,11).



Marta Hrelja, diplomski rad

2.2 Fizicko-kemijske karakteristike plazme
Iako je svaki plin u nekoj mjeri ioniziran, odnosno sadrzi odreden broj nabijenih Cestica, ne moze
se svaki plin smatrati plazmom. Da bi ionizirani plin bio plazma treba posjedovati sljedece

karakteristike:

1. kvazineutralnost

2. Debyeovu sferu (Ap), da pritom vrijedi: dimenzije sustava >> Ap
3. elektrostatsko zasjenjenje, da vrijedi: Np>> 1
4

plazmenu frekvenciju mnogo vec¢u od sudarne frekvencije (10,11).

Kvazineutralnost plazme proizlazi iz (gotovo) jednake gustoce pozitivno i negativno elektricki
nabijenih Cestica. To znaci da, iako u plazmi uz neutralne Cestice nailazimo i na one s nabojem,
gledano izvana, ukupan naboj plazme jednak je nuli (10). Uz kvazineutralnost, osobitost plazme je
i skupno medudjelovanje njezinih Cestica koje se temelji na Coulombovoj sili. Naime, zbog velikog
broja elektricki nabijenih Cestica interakcije koje se odvijaju u plazmi su elektromagnetske prirode.
Te su interakcije dugog dometa, tako da svaka nabijena Cestica, u svakom trenu, interreagira s
velikim brojem ostalih nabijenih Cestica i sve skupa stvaraju zajednicko elektromagnetsko polje
(1,10,12). Da bi navedene karakteristike bile zadovoljene, a da bi se sprijecila lokalna prostorno -
vremenska odstupanja od kvazineutralnosti, dimenzije sustava plazme moraju biti mnogo vece od

polumjera Debyeove sfere i frekvencija plazme mora biti mnogo vec¢a od sudarne frekvencije (1,8).

Debyeova sfera dio je prostora u kojem djeluje elektri¢no polje nekog naboja u plazmi. Dakle,
oko nabijene Cestice u plazmi formira se ,,oblak* suprotno nabijenih Cestica tako da ona biva
elektrostatski zasjenjena 1 izvan tog ,,oblaka* njezino polje nestaje. Debljina tog ,,oblaka“ naziva
se Debyeovom duljinom (Ap). To omogucuje odrzavanje elektroneutralnosti plazme na
udaljenostima ve¢im od Ap. Buduc¢i da je elektrostatsko zasjenjenje rezultat kolektivnog ponaSanja
Cestica unutar Debyeove sfere, takoder je potrebno da je broj nabijenih Cestica (Np) u sferi velik.
Ako se poremeti stanje ravnoteZe plazme i ako unutar plazma polja dode do razdvajanja naboja,
nastalo unutarnje elektricno polje nastojat ¢e kolektivnim ubrzanjem elektrona vratiti izvornu
neutralnost plazme. Takvo specifi€no gibanje elektrona u plazmi obiljeZeno je stalnim osciliranjem
oko ravnoteznog polozaja. Frekvencija takvog osciliranja naziva se elektronska plazmena

frekvencija. Sudari izmedu elektrona i neutralnih Cestica prigusuju oscilacije, tako da je Cetvrti
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kriterij za postojanje plazme da elektronska plazmena frekvencija (wpe) bude manja od sudarne

frekvencije elektrona (3,10).

2.3 Kemijske reakcije u plazmi

Kemijska kinetika plazme vrlo je kompleksna i ukljuCuje velik broj reakcija na
elementarnoj razini (2). Kemijske reakcije koje se odvijaju u plazmi posljedica su sudara izmedu
Cestica. Sudare opcenito mozemo podijeliti na elasti¢ne i neelasti¢ne. Razlika medu njima jest da
u elasti¢nim sudarima kineticka energija ostaje sacuvana i ne dolazi do promjene unutrasnjeg stanja
tijela, dok kod neelasti¢nih sudara dolazi do pretvorbe dijela kineticke energije u neki drugi oblik,
odnosno dolazi do promjene unutarnje energije zahvaéenih Cestica. Vecina je sudara u plazmi

neelasti¢nog tipa (3).

Zbog male mase i velike mobilnosti, elektroni prvi primaju energiju vanjskog izvora, a
zatim predaju tu energiju drugim ¢esticama uzrokujuéi ionizaciju, ekscitaciju i disocijaciju u prvoj
fazi plazma-kemijskih reakcija (13,14). Stvorene pobudene cCestice zatim interreagiraju s
preostalim neutralnim Cesticama, dok se istovremeno odvija i njihova interakcija s poljima
elektri¢nih i elektromagnetskih sila, Sto dovodi do aglomeracije, rekombinacije, neutralizacije i
fragmentacije (14). Sve reakcije koje se odvijaju u plinovitoj plazmi izmedu elektrona (e7) i teSkih
Cestica (AB) spadaju u skupinu homogenih reakcija (2) (7ablica 1.). Druga skupina plazma-
kemijskih reakcija su heterogene reakcije koje se odvijaju izmedu plazme i povrSine druge tvari
koja je s njom u kontaktu. Ove su reakcije takoder posljedica kolizije elektrona, iona 1 slobodnih

radikala uz djelovanje elektri¢nih i elektromagnetskih polja (2) (7ablica 2.).
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Tablica 1. Homogene reakcije plazma sustava (prilagodeno iz (2,15))

Reakcija Jednadzba reakcije

Ekscitacija atoma 1 molekula etA, —A>*+e
etAd—A*+e

Deekscitacija et Ax* > A>+e+ hv
Disocijacija etA>—24+e
Ionizacija et+Ar— A +e
Rekombinacija iona A +B"— 4B
Disocijativno vezanje etAr—A"+A+e
Disocijativna ionizacija etd,—A+e
Fragmentacija AB+e—A+B+te
Volumna rekombinacija A"+B+e—A+B

Tablica 2. Heterogene reakcije izmedu plazma sustava i povrSine ¢vrste tvari

( prilagodeno iz (2))
Reakcije JednadZba reakcija
Jetkanje AB + Cs — A+ BCgy
Depozicija AB — A+ By
Adsorpcija Mg +S— Mg
R+ S — R
Rekombinacija S—-A+A4A—->S5S+A4;
S—-R+R —»>S+M
Deekscitacija S+A4*— 4
Polimerizacija R(g) + Rs) — Ps)
M) + Rgs) — Pes)
Abrazivni u¢inak S-B+A4"—>S"+B+4

Tijekom odvijanja kemijskih reakcija u hladnoj atmosferskoj plazmi, pri dielektricnom

barijernom izboju, nastaju: pobudeni atomi i molekule, fotoni te reaktivne kisikove (engl. reactive
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oxygen species, ROS) 1 dusikove (engl. reactive nitrogen species, RNS) vrste. Osim $to predstavlja
izvor mnogih aktivnih molekula, CAP je takoder izvor elektromagnetnog (EM) zracenja
(infracrveno [IR] i ultraljubicasto [UV] zraCenje te vidljiva svjetlost) (1). Navedene karakteristike
1 produkti CAP-a razlog su interakcije plazme s bioloskim tkivima i njezine primjene u terapijske

svrhe.

24 Sustavi za proizvodnju hladne atmosferske plazme

U laboratoriju se plazma moZe proizvesti na razli¢ite nacine, to¢nije dovodenjem razli¢itih
oblika energije neutralnim plinovima kao $to su argon, helij, kisik, zrak ili njthova mjeSavina. [zvor
energije, potrebne za dobivanje plazme iz plina, moze biti mehanicki, kemijski, toplinski,
elektromagnetski ili elektricni (15,16). Najcesée se upotrebljava elektri¢éna energija pa se plazma
proizvodi putem elektri¢nih izboja (8). Danas se razvija sve viSe instrumenata za generiranje CAP-
a, a trenutno se u biomedicinske svrhe upotrebljavaju: atmosferski plazmeni mlaz (engl.
atmospheric pressure plasma jet, APPJ), izboji s dielektriénom barijerom (engl. dielectric barrier
discharge, DBD), korona izboji (engl. corona discharge) 1 mikrovalni izboji (engl. microwave
discharge) (1). Ti sustavi generiraju plazmu primjenom radiofrekvencija, mikrovalnih frekvencija,
visokonaponske 1 visokofrekvencijske izmjenicne struje ili istosmjerne struje. Plazma se moze

proizvoditi impulsno ili kontinuirano u otvorenim ili zatvorenim sustavima (10).

Dielektri¢ni barijerni izboj (DBD) je elektricni izboj, odnosno proces u kojem dolazi do
oslobadanja 1 prijenosa elektriciteta kroz plin, izmedu najmanje dvije elektrode razlicitih
potencijala koje su razdvojene dielektricnom barijerom, odnosno izolatorom. Materijali izbora za
dielektricne barijere najceS¢e su staklo ili kvarc (17,18). Dielektricni barijerni izboj u
atmosferskom zraku nastaje kada napon vanjskog elektri¢nog polja bude ve¢i od probojnog napona
dielektrika, koji u plinovima ovisi o tlaku plina i razmaku elektroda (19). Pri atmosferskom tlaku
DBD ¢ine brojni mikroizboji rasporedeni u zra¢nom prostoru izmedu elektroda, od kojih se svaki
moze promatrati kao mali plazma reaktor (18,20). Dielektrik pritom ogranicava koli¢inu energije
svakog pojedinog mikroizboja i istovremeno ih rasporeduje po cijeloj praznini izmedu elektroda
(18). Formacija mikroizboja, odnosno CAP-a, rezultira vodenjem struje kroz dielektrik do trenutka

kolapsa lokalnog elektricnog polja uzrokovanog gomilanjem naboja na povrSini dielektrika,
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ionizacija tada prestaje i mikroizboj je ugusen. Proces se ponavlja nakon promjene polariteta anode

i katode 1 stvaranje plazme se nastavlja (21,22).

S obzirom na nacin primjene i mjesto stvaranja plazme, generatore CAP-a moZemo
podijeliti u direktne i indirektne. Kod indirektnih, CAP se stvara u odabranoj mjesavini plinova
koji se pod pritiskom ispustaju preko elektroda i pobuduju dielektri¢nim barijernim izbojem te se
u obliku mlaza (engl. jef) dovode na ciljnu povrSinu. U indirektne sustave ubrajaju se plazmena
igla, plazmena baklja i plazmena olovka. Kod sustava za direktno stvaranje plazme DBD se odvija
u okolnom zraku, izravno na mjestu primjene. Za razliku od indirektnih generatora CAP-a, ovi
uredaji u svom sastavu nemaju uvijek dvije medusobno spregnute elektrode, ve¢ ulogu druge
elektrode preuzima sama terapijska povrSina. Takav se uredaj naziva lebdeci dielektri¢ni barijerni

izboj (engl. floating electrode-dielectric barrier discharge, FE-DBD) (23-25).

Karakteristike proizvedene hladne atmosferske plazme razlikuju se s obzirom na koriSteni
uredaj i primarno ovise o odredenim tehni¢kim parametrima: naponu, frekvenciji, sastavu
koriStenog plina ili smjese plinova i njegovom protoku te temperaturi i vlaznosti. Medutim, vazno
je uzeti u obzir i prirodu ciljnog mjesta, udaljenost elektrode i terapijske povrsine, dozu i trajanje
izloZenosti tkiva djelovanju plazme. Sve to utjeCe na to kakav ¢e se oblik plazme proizvesti.

Razli¢iti oblici plazme imaju razlicite karakteristike 1 posljedi¢no razli¢ite u¢inke na tkiva (26).

Prilikom uporabe plazma uredaja nuzno je pridrzavati se uputa proizvodaca kako bi se
izbjegle nezeljene posljedice. Primjenu generatora CAP-a, zbog predostroznosti, poZeljno je
izbjegavati kod trudnica, pacijenata s ugradenim elektrostimulatorom srca (engl. pacemaker),
pacijenata s tezim oblikom astme 1 osoba preosjetljivih na elektri¢ne stimulacije. Usporedujuci
pozitivne ucinke plazma terapije s moguc¢im negativnim posljedicama, plazma terapija smatra se

jednom od najsigurnijih metoda lijecenja (25).



3. OSTEONEKROZA CELJUSTI
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Osteonekroza Celjusti je patolosko stanje u kojem dolazi do ostecenja i odumiranja dijela
kostanog tkiva Celjusti (7). Postoji viSe razli€itih uzroka koji dovode do razvoja osteonekroze
Celjusti,a koja se prema tome dijeli na: medikamentoznu osteonekrozu celjusti (MRONJ)
uzrokovanu lijekovima, osteoradionekrozu (ORN) wuzrokovanu zraenjem, ostale vrste
osteonekroze koje se rjede pojavljuju, a posljedica su traumatskih i atraumatskih faktora, te

idiopatsku osteonekrozu s neutvrdenom etiologijom.

3.1 Medikamentozna osteonekroza celjusti (MRONJ)
Medikamentozna osteonekroza Celjusti (engl. medication related osteonecrosis of the jaw,
MRONJ) potencijalna je nuspojava koriStenja antiresorptivnih i antiangiogenih lijekova koji su

najcesce indicirani u terapiji osteoporoze i osteopenije, kostanih metastaza 1 malignih bolesti (27).
Glavni dijagnosticki kriteriji za MRONI su (7):

1. trenutna ili prijasnja terapija antiresorptivnim i antiangiogenim lijekovima
2. eksponirana kost ili kost koja se sondira kroz intra- ili ekstraoralnu fistulu, a koja perzistira
dulje od osam tjedana

3. izostanak radioterapije u podrucju glave i vrata te izostanak metastaza u podrucju Celjusti

Navedeni kriteriji umanjuju mogucnost diferencijalno dijagnosti¢ke zamjene MRONIJ-a s
gingivitisom/parodontitisom, periapikalnim lezijama, alveolarnim osteitisom, sinuitisom,

temporomandibularnim poremecajima, atipicnim neuralgijama i dr. (7).
3.1.1 Patofiziologija

Tocan mehanizam nastanka MRONJ-a jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjen ali postoji
vise teorija koje se medusobno nadopunjuju. Vjeruje se da osteonekroza nastaje kombinacijom i
medusobnom interakcijom antiangiogenih i antiresorptivnih lijekova uz sekundarnu kontaminaciju
mikroorganizmima fizioloSke flore usne Supljine te kao posljedica lokalne traume tkiva (28).
Antiresorptivni 1 antiangiogeni lijekovi mijenjaju koStani 1 angiogenetski metabolizam 1
posljedi¢no dovode do ishemije kosti 1 nekroze. U skupinu antiresorptivnih lijekova spadaju
bifosfonati, denosumab i romosozumab. Glavni mehanizam njihova djelovanja je inhibicija
kostane remodelacije i resorpcije kosti ko¢enjem diferencijacije i funkcije osteoklasta, $to konacno
vodi njihovoj apoptozi. Kako su kosti Celjusti gotovo stalno izlozene silama pritiska, ova su

podrucja najvise podlozna aktivnoj kostanoj remodelaciji, a kao takva 1 mjesto predispozicije za
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razvoj osteonekroze (29). U 73% slucajeva MRONJ se javlja u mandibuli (27). Osim na
osteoklaste, bifosfonati negativno utjeCu i na bioloSku aktivnost osteoblasta, keratinocita i
fibroblasta. Potonje je posebno vidljivo kod stanica oralnog epitela, gdje dolazi do eksponiranja
lijekovi povezani s medikamentoznom osteonekrozom su bevacizumab (Avastin) i sunitinib
(Sutent). Njihova funkcija je kocCenje angiogeneze tako §to se vezu na razlicite signalne molekule.

Izostankom stvaranja novih krvnih zila dolazi do ishemije i posljedi¢no nekroze tkiva (7,30-33).

Nepobitnu ulogu u patogenezi MRONJ-a ima upala i infekcija uzrokovana uglavnom
bakterijama tog podrucja, koje tvore rezistentni biofilm na ve¢ prethodno oste¢enom i nekroticnom
tkivu (34). Bakterije koje prevladavaju u nekroticnom uzorku koStanog tkiva su: Actinomyces,
Fusobacterium, Streptococcus, Selenomonas i Bacillus, a osim bakterijskih, na povrSini su prisutni
1 gljivicni mikroorganizmi, najces¢e Candida Albicans. Bakterije na nekoliko nacina doprinose
razvoju osteonekroze: stimuliraju osteoklaste na resorpciju kosti, poti¢u sintezu proupalnih
medijatora, destruiraju tkiva bakterijskim enzimima i oStecuju lokalnu krvnu opskrbu. Navedeni
mehanizmi omogucuju napredovanje nekroze 1 dublje prodiranje bakterija kroz oSteceno tkivo te
progresiju i Sirenje upale (35). Bifosfonati dodatno povecavaju adheziju bakterija za hidroksiapatit
u kosti, koja postaje avaskularna i1 nekroti¢na, Sto objaSnjava zaSto je vadenje zuba ili

uznapredovala parodontna bolest iniciraju¢i dogadaj za razvoj MRONIJ-a (34).

Vrijednost pH takoder je jedan od bitnijih parametara u razvoju MRONJ-a. Naime, kada
vrijednosti pH padnu, bifosfonati, koji se skladiste u kostima, oslobadaju se i aktiviraju inhibitorne
mehanizme djelovanja na osteoklaste. Ako vrijednosti pH ostanu niske kroz dulje razdoblje
bifosfonati negativno djeluju i na osteoblaste, fibroblaste, limfocite i makrofage, doprinoseci

razvoju osteonekroze (36,37).

3.1.2 Kliniéka slika

Eksponirano nekroti¢no kostano tkivo glavni je i patognomonican klini¢ki znak MRONJA -a, koji
se pojavljuje u 94 % pacijenata (38). MRONJ najcesce zahvaca lingvalnu stranu straznjeg dijela
mandibule, ali se takoder pronalazi 1 na raznim drugim podrucjima zbog Cega je vazno pazljivo 1
temeljito obaviti klinicki pregled cijele usne Supljine. Opseg zahvacenog dijela kosti moZe varirati
od eksponiranih malih rubova alveolarne kosti pa sve do eksponiranog veceg dijela mandibule i

maksile ili ¢ak cijele ¢eljusti. Kao posljedica infekcije, uz kostanu leziju javljaju se znakovi poput
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oticanja okolnih mekih tkiva, bolova u podrucju ¢eljusti, formiranje fistula (intra- ili ekstraoralnih)
te rjede apscesa (27,39,40). Bol se javlja u akutnoj fazi upale, dok su kasnije nekroti¢ne lezije
uglavnom asimptomatske. Ovisno o progresiji i lokalizaciji osteonekroze, pojavljuju se i simptomi
utrnulosti brade 1 donje usne (Vincentov znak), klimanje zuba u blizini nekroti¢nog podrucja,
trizmus kao posljedica zahvaéenosti zvacnih misiéa, halitoza te komplikacije poput sinuitisa u
podrucju gornje ¢eljusti, oroantralne komunikacije ili fistule 1 patoloske frakture ¢eljusti. Zbog svih
prethodno navedenih simptoma pacijentu je otezano ili u potpunosti onemoguceno normalno

funkcioniranje stomatognatnog sustava (7,27,41).

Anamneza 1 klinicki pregled dodatno se upotpunjuju radioloSkom obradom
(ortopantomogram, CBCT-om) koja omogucuje procjenu opseznosti osteonekroze i pracenje tijeka
bolesti te olakSava dijagnosticiranje komplikacija MRONJ-a. Naj¢eS¢e uocavana promjena na
radioloskim snimkama povezana s MRONJ-om je sklerozacija lamine dure alveolarne kosti, ali se
takoder pojavljuje sklerozacija rubnih dijelova celjusti, sekvestri nekroti¢ne kosti, izostanak
cijeljenja postekstrakcijske rane, suzavanje mandibularnog kanala i dr. (27,42,43). Pravovremena
dijagnoza vazna je da bi se pacijentima $to ranije ordinirala terapija te time olakSao daljnji tijek 1

onemogucilo daljnje napredovanje bolesti.

3.1.3 Klasifikacija

Prema klini¢koj slici 1 radioloSkom nalazu, pacijenti se dijele u razliCite stadije za koje su

predlozeni odredeni protokoli terapije koji se po potrebi individualno prilagodavaju.
STADIJ 0

U nultom stadiju MRONJ-a nekroticna kost prekrivena je intaktnom sluznicom (27).
Pacijent nema klinicki jasan i vidljiv razvoj osteonekroze, ali nespecificni simptomi ili radioloski
znakovi mogu upucivati na nju. Pacijenti se Zale na neobjasnjivu odontalgiju, tupu i duboku bol u
mandibuli koja se Siri prema temporomandibularnom zglobu, bol u podruc¢ju sinusa bez upale 1
poremecenu neurosenzoricku funkciju (7,27,44). Klinickim pregledom utvrduje se patoloSka
pomicnost zuba, bez kroni¢ne parodontne bolesti u podlozi, fistula koja nije povezana s karijesom
ili nekrozom pulpe te intra- ili ekstraoralna oteklina mekog tkiva. Takav nespecifi¢an klinicki nalaz
prate radioloske snimke s gubitkom ili resorpcijom alveolarne kosti koja nije povezana s kroni¢cnom

parodontitisom, promjenama u sastavu trabekularne kosti, osteosklerozom, izostankom stvaranja

13



Marta Hrelja, diplomski rad

nove kosti u postekstrakcijskoj alveoli, zadebljanjem lamine dure i smanjenjem prostora

parodontnog ligamenta (7,45).
STADIJ 1

U ovom je stadiju nekroti¢na kost eksponirana (stadij 1a) ili je prisutna fistula (stadij 1b)
koja se moze sondirati sve do kosti, ali nema klinickih znakova infekcije, a lezija je asimptomatska.

Radioloski nalaz ovih pacijenata moze odgovarati nalazu pacijenata s nultim stadijem (7).
STADIJ 2

Za drugi stadij karakteristi¢na je pojava eksponirane nekroti¢ne kosti ili fistule koja se moze
sondirati do kosti uz prisutnost infekcije praéene simptomima poput boli, a moze i ne mora biti

prisutna supuracija. [ kod ovih pacijenata radioloski znakovi mogu odgovarati nultom stadiju (7).

a) b)

Slika 1. Klini¢ki nalaz medikamentozne osteonekroze Celjusti (a), zub 47 odstranjen pincetom iz
potpuno destruirane alveole donje celjusti (b) (ljubaznoscu prof. dr. sc. Bozidara Pavelica)

STADIJ 3

Trec¢i stadij oznaCava eksponiranu nekroticnu kost ili fistulu uz prisutnost infekcije te
postojanje barem jedne od sljede¢ih navedenih komplikacija: patoloske frakture, ekstraoralne
fistule, Sirenja nekroze prema maksilarnom sinusu, donjem rubu ili ramusu mandibule te
zigomati¢noj kosti, oroantralne ili oronazalne komunikacije ili pak postojanje osteolize koja se Siri

prema dnu maksilarnog sinusa ili donjem rubu mandibule (7).
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3.2 Osteoradionekroza (ORN)

Osteoradionekroza (ORN) je zra¢enjem inducirana ishemi¢na nekroza kosti i okolnog
mekog tkiva koja ne cijeli dulje od tri mjeseca, uz odsutnost znakova primarnog tumora, recidiva
ili metastaza. Smatra se najozbiljnijom komplikacijom radioterapije u podrucju glave i vrata i javlja
se u otprilike 2 - 8 % slucajeva (27,46). ORN se moze razviti spontano ili kao posljedica traume
(npr. kod oralnokirur§kih zahvata na dijelu ozracene kosti) (47). Rizik od razvoja osteonekroze
raste s ukupno dozom zracenja koja je aplicirana na tkivo. Prevalencija ORN veca je kod pacijenata
koji su primili dozu zracenja vecu od 60 Gy (27). Osim rizi¢nih ¢imbenika koji su povezani sa
zra¢enjem, zabiljezeni su i ¢imbenici povezani s tumorom i ¢imbenici povezani s pacijentom (48).
Treba imati na umu da je rizik za nastanak ORN dozivotan, a terapija kompleksna i dugotrajna

zbog Cega se naglasak stavlja na prevenciju (27).

3.2.1 Patofiziologija

Postoji vise razlicitih teorija koje objasnjavaju nastanak ORN. Prema Marxovoj (49) (,,3H*)
teoriji kao posljedica ionizacijskog zrac¢enja u tkivu nastaje tkivni endoarteritis i shodno tome
hipovaskularizacija, hipoksija i hipocelularnost. Odumiranje stanica, osteoliza 1 kolagenoliza
odvijaju se mnogo brze od stvaranja novog tkiva i dolazi do formiranja kroni¢ne rane (27,49,50).
Mikroorganizmi su pronadeni samo na povrsini, ali ne 1 u dubljim slojevima nekroti¢ne kosti, stoga

nemaju veliku ulogu u patogenezi ORN (49).

Smatra se da je u podlozi osteoradionekroze 1 smanjena aktivnost osteoklasta, te posljedicno
1zostanak razgradnje ozracene avitalne kosti. Kao rezultat izostaje i cijeljenje tkiva. Ova je hipoteza
poduprta pronalaskom vece koli¢ine kosti subperiostalno i zadebljanjem celjusti u ozratenom

podrucju kosti (51).

Treca teorija tvrdi da glavnu ulogu u razvoju osteoradionekroze ima zracenjem inducirana
fibroatrofija. Promjene u fibroblasti¢noj aktivnosti vode atrofiji ozracenog tkiva kroz tri razlicite
faze: prefibrotsku fazu, kontinuiranu organiziranu fazu i kasnu fibroatrofi¢nu fazu. U prvoj,
prefibrotskoj fazi, dolazi do izravnog oSteCivanja endotela zraCenjem 1 nastalim slobodnim
radikalima. Zbog ozljeda endotelnih stanica dolazi do otpuStanja citokina i1 razvoja akutnog
upalnog odgovora. U kontinuiranoj organiziranoj fazi oslobodeni citokini poput tumorskog faktora
nekroze (TNF), interleukina 1 (IL-1), interleukina 4 (IL-4), interleukina 6 (IL-6) i osnovnog faktora
rasta fibroblasta (bFGF) uzrokuju abnormalne promjene u funkciji fibroblasta i tako interferiraju s

15



Marta Hrelja, diplomski rad

normalnim procesom cijeljenja. Za vrijeme posljednje, kasne fibroatrofi¢ne faze, oSteceno tkivo
biva zamijenjeno manje vrijednim tkivom pa u konacnici koStani matriks biva nadomjesten

fibroznim tkivom 1 nastaje hipocelularna kost (48, 52, 53).
3.2.2 Klinicka slika

Dijagnoza osteoradionekroze postavlja se na temelju anamnestickih podataka o zracenju u
podrucju glave i vrata te klinickog pregleda kojim se utvrduje postojanje eksponirane kosti unutar
ozratenog podrudja. Cesto se uz lezije nekroti¢ne kosti nalaze podruéja ulceracija i nekroze
mukoze ili koze (27,54). Uz to pacijent moze imati sljedece simptome: bol, halitozu, disgeuziju,
trizmus te poteSkocée pri govoru, gutanju i zvakanju. Ako se ORN ne prepozna na vrijeme cesto
dolazi do pojave komplikacija u vidu patoloskih fraktura, ekstra- i intraoralnih fistula te lokalnih
ili sistemskih infekcija (55). U ranoj fazi ORN simptomi mogu biti odsutni. ORN se najcesce
pojavljuje u straznjem dijelu donje Celjusti zbog debljeg kortikalisa i slabije opskrbe krvlju u

odnosu na gornju celjust (55).

Prije postavljanja konaéne dijagnoze nuzno je provesti biopsiju i patohistolosku analizu
kako bi se iskljuc¢ila moguénost postajanja recidiva, novog tumora ili metastaza. U diferencijalnoj
dijagnozi pomazu nam 1 radioloSke metode kao Sto su ortopantomogram, CBCT, MSCT,

pozitronska emisijska tomografija (PET) i dr. (27,48).
3.2.3 Klasifikacija

Morton i Simpson (56) 1986. su godine osteoradionekrozu podijelili u sljedece tri skupine:

e blagi (minor) oblik - vidljive ulceracije 1 eksponirana nekroti¢na kost; rana se
spontano povlaci unutar par mjeseci

e umyjereni oblik - vidljiva eksponirana kost 1 koStani sekvestri; poboljSanje lezije
vidljivo nakon konzervativne terapiju u periodu od Sest mjeseci do godine dana

e prevladavajuci (major) oblik - eksponirana je velika povrSina kosti koja pokazuje
sklonost patoloskim frakturama 1 formiranju fistula; odlikuje ga brza progresija i

trajanje dulje od godine dana (52)
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Kagan i Schwartz (57) svoju su klasifikaciju predstavili 2002. godine i njome opisali tri stadija

osteoradionekroze:

3.3

stadij I - zahvacen je samo kortikalis, a ulceracije mekih tkiva su minimalne

stadij Ila - zahvacena kortikalna i manji dio medularne kosti uz prisutne plitke ulceracije
mekog tkiva

stadij IIb - zahvacena kortikalna i manji dio medularne kosti te vidljiva blaga nekroza
mekog tkiva ili pojava orokutane fistule

stadij III - zahvacena cijela debljina kosti Celjusti uz moguénost nastanka patoloskih

prijeloma, fistula i nekroze koze (54).

Ostali uzroci osteonekroze

Iako su lijekovi i radioterapija dva naj¢eséa uzroka osteonekroze, u manjem broju slucajeva

ona moze biti posljedica 1 nekih drugih ¢imbenika. Oni su podijeljeni u dvije velike skupine:

traumatski 1 netraumatski. Traumatska osteonekroza nastaje uslijed nekog mehanic¢kog, kemijskog

ili termickog ostecenja, dok se netraumatskim uzrocima smatraju infekcije (gljivicne, bakterijske,

virusne 1 osteomijelitis), narkotici, tumori te steCene 1 kongenitalne bolesti. Takoder,

dokumentirano je i nekoliko slu¢ajeva spontane osteonekroze (58,59).
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U suvremenom pristupu, u primjeni se nailazi na mnogo razlicitih oblika terapije za
osteonekrozu celjusti, medutim, trenutno ne postoji konsenzus o najprikladnijoj strategiji lijeCenja
osteonekroze (60). Prema smjernicama Americkog udruzenja oralnih i maksilofacijalnih kirurga
(engl. American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons, AAOMS) naglasak je stavljen na
kirurSku procjenu prihvatljivosti neoperativnog i operativnog pristupa lijeCenja za sve stadije
bolesti, uzimaju¢i u obzir i Cimbenike vezane za pacijenta (7). Primarni ciljevi terapije
osteonekroze su eliminacija i kontrola boli 1 infekcije te sprje¢avanje stvaranja novih i smanjivanje
postoje¢ih nekroti¢nih lezija, odnosno prevencija progresije bolesti. LijeCenjem se pokuSava
posti¢i prelazak iz akutne u kroni¢nu, stabilniju fazu osteonekroze, koja ima povoljniji klini¢ki
ishod (61,62). Odredivanje stadija bolesti i klini¢ki tijek bolesti klju¢ni su prilikom odabira terapije
jer postoje standardizirani terapijski protokoli prilagodeni navedenim parametrima. Svaki pacijent,
medutim, zahtijeva individualan pristup i prilagodbu preporucenih smjernica terapije s obzirom na
stadij i fazu primarne bolesti, opce stanje organizma, dob i spol, primjenu antiresorptivnih i drugih
lijekova, prekid lijeCenja te s obzirom na nepodesne navike i motivaciju pacijenta. Terapija
osteonekroze moze biti konzervativna, kirurSka ili kombinacija navedenog. Konzervativna,
odnosno neinvazivna terapija podrazumijeva odrzavanje zadovoljavajuée oralne higijene, primjenu
antibiotika 1 antiseptika za usnu Supljinu, hiperbari¢nu oksigenaciju, teriparatid, dodatak
pentoksifilina 1 tokoferola antimikrobnoj terapiji, niskoenergetski laser, plazmu obogacenu
faktorima rasta (engl. plasma rich in growth factors, PRGF), ultrazvuk i terapiju ozonom (63,64).
Iako konzervativna terapija najces¢e ne dovodi do potpunog izljecenja, smanjuje simptome bolesti
1 obicno se preporucuje kod pacijenata u nultom ili prvom stadiju MRONJ-a, kao i prvom stadiju
ORN-a (63—-66). Medutim, kod visih stadija bolesti takva je terapija nedovoljna, pa se u tom slucaju
ili u slu¢aju progresije bolesti i podbacivanja konzervativne terapije pristupa radikalnijim kirurSkim
postupcima (66). Kirurski zahvati koji se upotrebljavaju u terapiji osteonekroze dijele se na
konzervativne (minimalno invazivne), u koje spadaju debridman kosti, modelacija grebena i
sekvestrektomija, te agresivnije, poput marginalne 1 segmentalne resekcije mandibule te parcijalne
maksilektomije s ¢iS¢enjem maksilarnog sinusa. Njih prate rekonstruktivne metode kako bi se
nadoknadio dio izgubljenog tkiva (67). U vecini slucajeva potrebno je kirurSki odstraniti nekroticnu
kost jer se smatra da se kao takva ne moze revitalizirati i predstavlja hranjivu podlogu za bakterije
1 ostale mikroorganizme, $to omogucuje daljnju progresiju bolesti (68). U usporedbi s nekirurSkim

metodama, kirurSkim se dokazano postize bolja kontrola osteonekroze (67). Studije su takoder
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pokazale da kombinacija obaju pristupa, to¢nije kombinacija konzervativne kirurgije s
adjuvantnom terapijom (npr. ozonom, niskoenergetskim laserom, PRFG-om i dr.) doprinosi boljem
cijeljenju u svim stadijima osteonekroze, u odnosu na samo konzervativnu terapiju ili samo
konvencionalne kirurSke metode (60,69). Pacijent nakon provedenog zahvata treba dolaziti na
redovite kontrolne preglede, ovisno o provedenom lijecenju, na kojima se biljezi status lezije koji

moze biti razrijeSen, poboljSan, stabilan ili progresivan (65).

Slika 2. Pocetni radioloski nalaz pacijenta s osteoradionekrozom (ljubaznosc¢u prof. dr. sc.
Bozidara Pavelica)

Slika 3. Radioloski nalaz pacijenta nakon provedene kirurSke i radioloske terapije (ljubaznoscu
prof. dr. sc. Bozidara Pavelica)
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4.1 Primjena hladne atmosferske plazme u terapiji osteonekroze celjusti

Terapija osteonekroze vrlo je zahtjevna i ponekad je nemoguce, zbog patofizioloSkih
karakteristika, posti¢i potpuno cijeljenje same lezije, odnosno postignuti stanje remisije. Idealno bi
bilo kada bi se nakon terapije postiglo potpuno mekotkivno cijeljenje, koje se najcesce odvija vrlo
polako, dok podruc¢je zahvacene kosti cijeli bez restitutio ad integrum (60,71). Osteonekroti¢ne
lezije treba stoga promatrati s aspekta kroni¢nih rana. Dokazano je da hladna atmosferska plazma
pokazuje veliki uspjeh u terapiji akutnih i kroni¢nih rana (9). Zahvaljuju¢i antimikrobnom i
antioksidativnom djelovanju te biostimuliraju¢em ucinku na stanice vazne u procesu cijeljenja

rane, jasno je zasto je pronasla svoje mjesto u terapiji osteonekroze celjusti (72).

Za vecinu bioloskih u¢inaka CAP-a odgovorne su reaktivne kisikove (ROS) i1 dusikove
(RNS) vrste. U reaktivne kisikove vrste spadaju hidroksilni radikal(*OH), vodikov peroksid
(H202), superoksidni ion (Oz*), singletni kisik ('O2) i ozon (O3), dok su glavni predstavnici
dusikovih reaktivnih vrsta dusikov monoksid (¢NO), dusikov dioksid (*NO.), didusikov tetroksid
(N204), nitratni ion (NO3"), dusSikov (I) oksid (N20) i1 peroksinitrit (ONOO") (23). Iako je ozon
samo jedna od komponenti nastalih prilikom DBD izboja, odnosno prilikom formiranja plazme,
njegovo je djelovanje najvise proucavano pa se u vecini istrazivanja ,,terapija ozonom‘ navodi kao

adjuvantna terapija u tretiranju osteonekroti¢nih lezija.

4.1.1 Antimikrobni u¢inak plazme

Doprinos CAP-a u procesu cijeljenja tkiva moZe se prije svega pripisati njezinom
antimikrobnom ucinku (73). Za inhibitorno djelovanje plazme na Siroki spektar patogena kljucni
su ROS, RNS 1 UV zracenje (74). Upala 1 bakterijska infekcija dokazano imaju ulogu u nastanku i
razvoju osteonekroze. Bakterije su opcenito najces$¢i uzrok kroni¢nih upala koje usporavaju
cijeljenje rane, pa se konstantno tezi unapredivanju i pronalasku novih nacina koji ¢e maksimalno
reducirati broj patogenih mikroorganizama bez Stetnih posljedica na organizam 1 stanice domacina
(75). 1 dalje se za sanaciju i kontrolu infekcije nekroticnih zariSta primarno upotrebljavaju
antiseptici 1 antibiotici uz mehanicko uklanjanje, odnosno povrsinski debridman zahvacenog tkiva
(70). Medutim, s obzirom na to da mehanicko uklanjanje moze biti neucinkovito i ne djeluje na
inaktivaciju biofilma te patogeni mikroorganizmi mogu razviti otpornost na antimikrobna sredstva,
potrebne su alternativne terapije (76). Sposobnost CAP-a da ucinkovito iskorijeni bakterijske

biofilmove pokazalo je nekoliko studija (77-80). Rezultati ovih studija potaknuli su koriStenje

21



Marta Hrelja, diplomski rad

plazme u terapiji kroni¢nih rana, Sto je pokazalo redukciju bakterijskog optereé¢enja i pobolj$ano
cijeljenje (81). Toc¢an mehanizam CAP-a na mikroorganizme jo$ uvijek nije u potpunosti jasan, no
dokazano je da ROS i RNS uzrokuju lizu membrane, oSte¢enje DNA 1 stani¢nih makromolekula te
posljedi¢no dovode do ostecenja 1 smrti mikroorganizama (82—84). Visoki oksidacijski potencijal
plazma-reaktivnih kisikovih vrsta uzrokuje peroksidaciju lipida i1 oksidaciju odredenih
aminokiselina proteina stanicne membrane i stijenke, $to ugrozava njihov integritet i funkciju
(85,86). Destabilizacija membrane dovodi do poremecaja ravnoteze intracelularnog pH 1 otpustanja
stani¢nog sadrzaja u okolinu (25,87). ROS takoder ima op¢e mehanicko djelovanje na primijenjene
povrsine u vidu ,,jetkanja“ (engl. efching). To se na stanicnoj stijenki i membrani manifestira u
obliku perforacija i one izgledaju nagrizeno (83). Nastala oSte¢enja membrane su nesto jace
izrazena u gram-negativnih bakterija koje su opcenito osjetljivije na djelovanje plazme u odnosu
na gram-pozitivne bakterije (74,83). Stvaranje pora na stanicnoj membrani takoder moZze biti
uzrokovano impulsima elektromagnetskih polja, §to se naziva elektroporacijom. Dulja izlozenost
takvim jakim EM poljima koja nastaju prilikom generiranja CAP-a takoder dovodi do oSte¢enja
membrane 1 lize stanice (88). Postoje dokazi da CAP oksidacijom uzrokuje promjene i u
strukturama unutarstani¢nih proteina, $to rezultira smanjenom aktivnos¢éu enzima. Treba, medutim,
uzeti u obzir da niske doze oksidativnog stresa pogoduju nekim sojevima bakterija, stoga se vrijeme
tretmana 1 doze trebaju strogo kontrolirati (89). Izravna DNA oStec¢enja nastala kidanjem veza
dvostruke zavojnice i inducirana programirana smrt stanice (o kojoj se tek nedavno pocelo
raspravljati u studijama) takoder predstavljaju potencijalni mehanizam inaktivacije bakterijskih
stanica izazvanih CAP-om (9). Osim na bakterije, CAP ima negativan utjecaj 1 na gljivice, spore,
viruse 1 parazite (89). Istrazivanja, uglavnom povedena in vitro, pokazala su da se CAP uspjesno
moze upotrebljavati za oralne infekcije uzrokovane razli€itim patogenima, a medu njima su i
Actinomyces, Streptococcus i Candida albicans koji se mogu pronaci u osteonekroti¢nim lezijama

(9,76,90).
4.1.2 Uloga plazme u cijeljenju tkiva

Cijeljenje osteCenog tkiva odvija se kroz visoko regulirane biokemijske stanicne
mehanizme koji su ugroZeni negativnim utjecajem antiresorptivnih lijekova i radioaktivnih zraka.
ZaraStavanje svake rane odvija se kroz nekoliko medusobno preklapajucih faza. Primjena hladne
atmosferske plazme ima pozitivan utjecaj na svaku fazu djelujuci na molekule i stani¢ne funkcije

kljuéne u procesu cijeljenja (9). Cijeljenje osteonekroti¢nih lezija podrazumijeva istodobnu
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reparaciju i regeneraciju oralne sluznice, ali i podlezece kosti. Nakon primjene plazme, u interakciji
plazma-generiranih aktivnih vrsta (ROS i RNS) s terapijskom povr§inom, nastaju dodatne koli¢ine
ROS-a, a zatim peroksidacijom lipida i lipidni oksidacijski produkti (LOP). Navedene skupine
aktivnih spojeva odgovorne su za daljnje biokemijske reakcije u stanicama (91). ROS i LOP
pokazuju Siroki spektar bioloskih ucinaka kao S$to su: aktiviranje i modulacija stani¢nog
metabolizma, redukcija sinteze proupalnih prostaglandina i otpusStanja algogenih spojeva,
imunomoduliraju¢i u¢inak putem supresije ili stimulacije citokina, redukcija oksidativnog stresa
induciranjem sinteze antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze, glutation peroksidaze i
katalaze), poboljSanje opskrbe tkiva kisikom, poticanje proliferacije, migracije i diferencijacije
stanicaidr. (8,92,93). Protuupalno djelovanje vazna je karakteristika CAP-a kojom potice cijeljenje
lezija. Istrazivanjima je dokazano da, iako plazma djelomicno povecava ekspresiju gena proupalnih
molekula poput tumorskog faktora nekroze (TNF), interleukina 8 (IL-8), interleukina 6 (IL-6),
interleukina 1 beta (IL-1B), kemokinskog (C-C motiv) liganda 2 (CCL2) na proteinskoj razini, ona
ipak vodi njihovoj redukciji i time smanjuje i sprjeCava upalu na primijenjenoj povrsini, §to
pozitivno utjece na zarastanje tkiva (73). Medutim, navedene proupalne signalne molekule nisu
zasluZzne samo za upalu u oSte¢enom tkivu, ve¢ takoder doprinose cijeljenju tkiva u kasnijim
fazama 1 to na viSe nacina (stimuliranjem neovaskularizacije, remodelacije tkiva, proliferacije
keratinocita 1 fibroblasta itd.) (73). Neka su istrazivanja (94-97) pokazala drukcije rezultate,
odnosno razlike u regulaciji odredenih molekula nakon koriStenja CAP-a, §to se moZe objasniti
¢injenicom da CAP izaziva razli¢ite u€inke u razli¢itim vrstama stanica. Ono §to je vazno je da,
bez obzira na rezultate, studije neupitno potvrduju plazmin blagotvoran uc¢inak na cijeljenje rane
(73,76,94,96-102). Razliiti rezultati takoder mogu biti posljedica toga da se u istrazivanjima nisu
uvijek rabili isti uredaji za generiranje plazme, a ako uzmemo u obzir i nepodudaranje u tehnickim
parametrima (vrijeme izloZenosti CAP-u, udaljenost tkiva i elektrode, koriSteni plin i dr.) jasno je
da se rezultati provedenih studija ne mogu usporedivati i da definitivni u¢inak CAP-a na odredene

stanice 1 tkiva jo§ uvijek nije dovoljno istrazen (94,102).

CAP promovira cijeljenje lezija poticanjem proliferacije i migracije keratinocita i
fibroblasta $to je dokazano povecanom ekspresijom i sintezom Ki67 1 PCNA (engl. proliferating cell
nuclear antigen) (102). Pojacana proliferacija navedenih stanica odvija se zahvaljujuci aktivaciji 1
regulaciji citokina (interleukina) i faktora rasta te regulaciji ekspresije gena za kolagen tip 1

(COLlal) i gena za matriksne metaloproteinaze (MMP1), dvaju vaznih regulatora rane faze
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cijeljenja (8,9,102). Primjenom CAP-a dokazana je poboljSana sinteza izvanstani¢nog matriksa
(ECM), sto je klju¢no u proliferacijskoj fazi procesa cijeljenja (103). Osim $to poti¢e mekotkivno
cijeljenje, u in vitro istrazivanjima potvrdeno je da CAP stimulira regeneraciju i mineralizaciju
tvrdih tkiva (94,100). Kao Sto je prije navedeno, ROS aktivira stani¢ni metabolizam pojacavajuci
glikolizu i1 posljedi¢no stvaranje ATP-a u stanicama te poja¢ava metabolizam proteina i direktno
utjece na nezasicene lipide, Sto potice regenerativne mehanizme. U eritrocitima pojacana glikoliza
vodi blagom sniZzenju pH i povec¢anom stvaranju 2,3-difosfoglicerata (2,3 DPQG), §to se manifestira
povecanim parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi i smanjenim parcijalnim tlakom kisika u
venskoj krvi. Modulaciju u metabolizmu kisika ROS postize i djelovanjem na reoloska svojstva
krvi (104). Rezultat tih svih promjena je poja¢ano otpusStanje i saturacija tkiva kisikom te je
osigurana bolja perfuzija tretiranih podrucja (104,105). ROS potice i obnovu stijenki malih krvnih
zila 1 djeluje na koncentraciju NO, vaznog regulatora vazodilatacije ali i regeneracije tkiva (9,104).
Provedena istrazivanja dokazala su da nakon primjene CAP-a dolazi do poveéane saturacije tkiva
kisikom, povecanog kapilarnog protoka krvi i pove¢anog krvnog tlaka na venskom kapilarnom
kraju. Povecéani kapilarni protok krvi dovodi do veée sile smicanja (engl. shear stress) unutar
kapilara, Sto doprinosi angiogenezi (101,106). Pokazano je i da ROS 1 RNS, stvoreni nakon
primjene CAP-a, stimuliraju angiogenezu povecavajuci sintezu pro-angiogenih faktora poput
VEGF, FGF, EGF IL-6 itd. (107). Istrazivanja (101,106,107) vezana za utjecayj CAP-a na
angiogenezu 1 krvni protok su medutim provedena na kroni¢nim ranama koZe 1 ista bi bilo poZeljno
provesti na ranama oralne sluznice kako bi se potvrdilo postize li se isti uc¢inak bez obzira na

lokaciju terapijske povrsine.

Bitno je naglasiti da iako pozitivno djelovanje CAP-a na cijeljenje tkiva nuzno
podrazumijeva prisutnost reaktivnih spojeva i redoks-reakcije na stani¢noj razini, u€inci plazma
terapije ovise o primijenjenim dozama. Primjena plazme u niZim, terapijskim dozama, nije
pokazala Stetno djelovanje na tkiva 1 zabiljezen je mali broj kontraindikacija za njezinu primjenu
(104). Prekomjerna doza CAP-a rezultira ekscesivnim stvaranjem ROS-a uzrokujuéi apoptozu

stanica i ima negativan ucinak na cijeljenje tkiva (108).
4.1.3 Protokol primjene CAP-a (ozona)

Istrazivanja koja proucavaju uspjeh pojedinih vrsta terapije na cijeljenje osteonekroti¢nih

lezija uglavnom ne upotrebljavaju pojam hladne atmosferske plazme, ve¢ se umjesto toga navodi
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terapija ozonom. Razlog tome je Cinjenica da se u proslosti dielektri¢ni barijerni izboj, zbog pojave
karakteristiénog mirisa i donekle jednostavnog nacina dokazivanja ozona koji pritom nastaje,
povezivao isklju¢ivo s proizvodnjom ozona. Danas se zna da je ozon samo jedan u nizu aktivnih
spojeva koji nastaje pomocu DBD-ja u procesu stvaranja hladne atmosferske plazme (8). Dakle,
terapija hladnom atmosferskom plazmom ukljucuje terapiju ozonom, koja je samo mali dio
njezinih terapijskih moguénosti. Bitno je istaknuti da takav odnos plazme i ozona vrijedi samo kod

aplikacije ozona u plinovitom obliku.

Ozon pripada u ROS, pa kao takav ima sposobnost da izazove izrazen oksidativni stres,
koji stimulira zastitne mehanizme stanica. Stovise, to dovodi do poveéanog otpustanja kisika iz
crvenih krvnih stanica, povecava se koncentracija trombocita i razina hemoglobina te stimulira
dijapedeza i fagocitoza retikuloendotelnog sustava, $to se najviSe istice u manjim krvnim Zilama,
poput onih u ¢eljusti (92,109). Uz to, posjeduje i sva navedena svojstva vezana uz CAP-generirane
reaktivne spojeve kao §to su antimikrobni, protuinflamatorni, analgeticki, imunomodulirajuéi,

biostimulirajudi i proangiogenetski u¢inak.

Istrazivanjima Agrilla i sur. (110,111) dokazano je da ozon, u kombinaciji s
farmakoterapijom i/ili minimalno invazivnom kirurgijom smanjuje simptome i pozitivno utjece na
cijeljenje lezije. Ozon, a time 1 CAP, potice sekvestraciju, pojacava vaskularizaciju kostanog tkiva
ispod lezije 1 potie stvaranje granulacijskog tkiva. Nakon kirurS§kog uklanjanja sekvestra
podleze¢e koStano tkivo sklono je regeneraciji i nema potrebe za daljnjim kirurSkim

intervencijama.

Na temelju provedenih studija utvrden je preporuceni protokol terapije ozonom apliciranog
postupkom insuflacije u kombinaciji sa stvaranjem CAP-a. U njemu se ozon primjenjuje topikalno
prije 1 poslije minimalno invazivnog kirurSkog zahvata koji podrazumijeva kiretazu kosti ili
sekvestrektomiju. Za aplikaciju se upotrebljava uredaj za generiranje hladne atmosferske plazme
kao §to je Ozonitron. Ciklus se sastoji od ukupno osam trominutnih aplikacija s u€estalos¢u od
dvije do Cetiri aplikacije tjedno. Uz to, svakom se pacijentu propisuje antibiotik, najcesce
metronidazol. Primjena antibiotika zapocCinje prije 1 nastavlja se nakon operacije. Nakon zahvata
nema primarnog zatvaranja rane, ve¢ se ona tamponira, najces¢e vazelinskim (parafinskim)
gazama. Takoder, po zavrSetku terapije vazno je uputiti pacijenta o vaznosti i nafinu odrzavanja

oralne higijene, $to ukljucuje ispiranje usta s 0,05 % natrijeva hipoklorita (112).
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Slika 4. Klini¢ki prikaz osteonekroze donje ¢eljusti
(Ijubaznoséu prof. dr. sc. BoZidara Pavelica)

Slika 5. Terapijska primjena hladne atmosferske plazme (a),
nalaz neposredno nakon provedene terapije (b)
(Ijubaznos§éu prof. dr. sc. Bozidara Paveli¢a)
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Slika 6. Klini¢ki nalaz mjesec danas nakon provedene terapije
(Ijubaznoscu prof. dr. sc. BoZidara Pavelica)
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Posljednjih godina sve se viSe paznje pridaje koriStenju hladne atmosferske plazme u
podrucju biomedicinskih znanosti, pa tako i u stomatologiji. Terapija plazmom nalazi Siroku
primjenu u suvremenoj stomatologiji, od sterilizacije stomatoloski instrumenata i modificiranja
povrsine dentalnih materijala do dezinfekcije korijenskih kanala, izbjeljivanja zubi i drugo. Tako
se izmedu ostalog otkrila primjenjivost CAP-a u terapiji akutnih i kroni¢nih rana, ¢ime je plazma
pokazala potencijal za promicanje cijeljenja osteonekroti¢nih lezija. Istrazivanja su pokazala veliki
uspjeh djelovanja plazme na cijeljenje tkiva i u in vitro i u in vivo uvjetima, bez ikakvih poznatih
negativnih ucinaka na zdrava tkiva (9). U literaturi su dokazana tri bioloska ucinka CAP-a koji su
klju¢ni za poticanje zacjeljivanja: inaktivacija Sirokog spektra mikroorganizama, ukljucujuéi
mikroorganizme otporne na vise lijekova; povecana proliferacija i migracija stanica povezanih s
ranom 1 povecana angiogeneza (113). Terapija CAP-om pridonosi cijeljenju tkiva prvenstveno u
vidu antimikrobnog u¢inka. Isbary i sur. (81,114) proveli su klinicka ispitivanja u kojim su utvrdili
da CAP moze ubiti razne patogene bakterije, smanjiti bakterijsko optere¢enje rana nakon tretmana
1 ubrzati njihovo zacjeljivanje. Brojni pozitivni nalazi primjene CAP-a na koznim lezijama,
potaknuli su koriStenje plazme i1 na ranama oralne sluznice. Iako jo$ uvijek rijetka, istrazivanja
poput onog od Delben i sur. (76) pokazala su antimikrobni u¢inak plazme te potvrdila da nema
Stetnih posljedica djelovanja plazme na oralni epitel in vitro. Jungbauer i sur. (115) nakon
provedenog sustavnog pregleda 55 in vitro studija koje istrazuju antimikrobni u¢inak CAP-a na
mikroorganizme u podrucju usne Supljine, zakljuc€ili su da ova vrsta terapije ima u¢inak na nastanak
1 razvoj biofilmova u podrucju usne Supljine. Nazalost, kod pacijenata s osteonekrozom
zarastavanje lezija je usporeno 1 Cesto se javlja bakterijska kontaminacija izloZene kosti, Sto
predstavlja opravdanu indikaciju za primjenu CAP-a (116). Uz antimikrobni uc¢inak, plazma je
svoju ulogu u tretiranju kroni¢nih, ishemi¢nih rana, poput onih koje vidimo u osteonekrozi, nasla i
zbog biostimulacijskih 1 protuupalnih, odnosno antioksidativnih svojstava (87). Oksidativnim
stresom stimulirani i aktivirani endogeni antioksidativni obrambeni mehanizmi imaju pozitivno

djelovanje na kostane defekte (110).

CAP takoder poti¢e regeneraciju oSteenog tkiva svojim proliferativnim i
proangiogenetskim djelovanjem. Koji su to€no sve mehanizmi u podlozi cijeljenja potaknutog
CAP-om jos$ je uvijek u fazi istrazivanja. Ono §to je vazno za terapiju osteonekroze je da su
dosadasnja istrazivanja pokazala pozitivho djelovanje CAP-a na regeneraciju i mekog (102) i

tvrdog tkiva (94,100). Mora se uzeti u obzir da su prije spomenute studije provedene u in vitro
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uvjetima. Klinicke studije koje istrazuju intraoralno cijeljenje lezija potaknuto CAP-om jo$ su
uvijek rijetke. Jedna od njih je i ona od Pekbagriyanik i sur. (99), koji su dokazali da je epitelizacija

gingive nakon kirur§kog zahvata znatno ubrzana nakon samo jedne aplikacije CAP-a.

Iako hladna atmosferska plazma kao cjelina koju ¢ine brojni reaktivni spojevi posjeduje sva
ova spomenuta, ali i mnoga druga, pozitivna svojstva zbog kojih zauzima mjesto u terapiji
osteonekroze Celjusti, u istrazivanjima vezanima za terapiju osteonekroze uglavnom se nailazi na
termin ,terapije ozonom*. Ozon se mozZe rabiti u vise razlicitih oblika, medu kojima je i apliciranje
postupkom insuflacije uz istovremenu primjenu CAP-a. Pozitivno djelovanje insuflacijom
apliciranog ozona navode Ripamonti et al. (117), koji su terapiju provodili nad 24 onkoloska
pacijenta koji su razvili MRONJ (stadij II). Rezultati su pokazali da je 18 pacijenata nakon terapije
ozonom imalo sekvestraciju 1 potpunu ili djelomi¢nu spontanu ekspulziju nekroti¢ne kosti, nakon
Cega je uslijedila reepitelizacija oralne sluznice bez prijavljivanja Stetnih dogadaja. Pozitivan
ucinak pri insuflaciji tkiva ozonom u kombinaciji s antibioticima pokazali su Kaptan et al. (118) u
terapijt MRONIJ-a (stadij 0) koji se razvio nakon endodontske terapije kod dva onkoloska bolesnika
na terapiji bifosfonatima. Kombinacija ovih terapija rezultirala je povla¢enjem boli i drenaze te
eliminacijom infekcije, $to govori u prilog antiinflamatornom i analgetskom uc¢inku ozona. Uz to,
u razdoblju od godinu dana pracenja nisu se pojavili nikakvi znakovi povezani s MRONJ-em. CAP
se pokazao korisnim i u slu¢aju prevencije MRONIJ-a kod pacijenta koji je razvio dehiscenciju rane

nakon vadenja zuba. CAP terapija rezultirala je potpunom reepitelizacijom rane (73).

U nedostatku klinic¢kih istrazivanja terapijskih utjecaja CAP-a u lijeCenju osteonekroze
¢eljusti, navedene su studije (109—-111,117,118) koje u terapiji osteonekroze koriste ozon. Ozon je
jedan od glavnih sastavnica CAP-aiizaziva iste u€inke u interakciji s bioloskim tkivima kao i CAP,

Sto opravdava uporabu hladne atmosferske plazme u tretiranju osteonekroti¢nih Zarista.

Dosadasnje studije dokazale su mnoge prednosti koristenja CAP-a u podruc¢ju medicine i
stomatologije bez znacajnijih negativnih u¢inaka na zdrave stanice. Medutim, zna se da neki
produkti CAP-a potencijalno mogu djelovati toksi¢no i da su rezultati djelovanja plazme na
bioloska tkiva ovisni o primijenjenoj dozi (23). Stetni uéinci plazme mogli bi se u potpunosti izbjeci
koriStenjem preporucene terapijske doze CAP-a (91). Takoder, jo$ uvijek nije provedeno dovoljno
istrazivanja koja potvrduju sigurnost njezine primjene, posebice na oralnoj sluznici (76). Potrebna

su daljnja istrazivanja za procjenu biokompatibilnosti plazme na oralnim tkivima. Dodatni napori
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u podru¢ju plazma medicine takoder su potrebni kako bi se steklo detaljnije razumijevanje
interakcije bioloskih tkiva i CAP-a, standardizirali tehnicki parametri plazma-uredaja i sukladno

tome osigurali protokoli za njezinu sigurnu i u¢inkovitu primjenu (9,76).
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Zbrinjavanje osteonekroze celjusti vrlo je kompleksno, a dodatno ne olakSava ¢injenica da
do danas ne postoji ,,zIatna terapija“, niti konsenzus o strategiji lijecenja iste. Glavni ciljevi terapije
su lisiti pacijenta boli, uspostaviti kontrolu nad upalom 1 zaustaviti daljnju progresiju bolesti.
Postoje razliciti pristupi lijeCenju osteonekroze, a koji pristup odabrati ovisi o stadiju bolesti u
kojem se pacijent nalazi. Sustav stupnjevanja olakSava terapeutu odabir terapije i vodi stvaranju
smjernica i skupljanju podataka o ishodima lijecenja, §to bi u konac¢nici moglo dovesti do
standardiziranja protokola za lijeCenje osteonekroze. Hladna atmosferska plazma novija je
terapijska metoda koja nalazi Siroku primjenu u stomatologiji, pa je tako zauzela mjesto i u lijeCenju
osteonekroze Celjusti. Upotrebljava se kao adjuvantna terapija u kombinaciji s farmakoterapijom i
kirurSkim zahvatima, §to se za sada pokazalo iznimno uspje$nim u zbrinjavanju osteonekroti¢nih
lezija. Njezini doprinosi osnovnoj terapiji su brojni, a za cijeljenje osteonekroti¢nih Zarista posebno
je korisno njezino antimikrobno, antiinflamatorno, biostimulirajuce i proangiogenetsko djelovanje.
Plazma terapija do sada se pokazala kao vrlo sigurna i efikasna minimalno - invazivna terapija.
Njezina brza, jednostavna i bezbolna primjena ¢ine je idealnom metodom za tretiranje bolesti usne

Supljine.

S obzirom da se radi o suvremenom terapijskom postupku, potrebna su daljnja in vitro i in vivo
istrazivanja kako bi se detaljnije razumio ucinak djelovanja hladnog atmosferskog plazma polja te
u potpunosti iskljucili moguéi negativni ucinci na biolosko tkivo 1 samim time standardizirale

smjernice za njezinu primjenu.
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