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Streszczenie

Wprowadzenie. Ekspozycja na dym tytoniowy jest uznanym czynnikiem ryzyka zapalen przyzebia. Jest on niesta-
bilnym aerozolem w krétkim czasie zmieniajacym swe wlasciwoséci chemiczne. Poszukuje si¢ sktadowych dymu
tytoniowego bedacych swoistymi i czulymi markerami narazenia oséb eksponowanych oraz nowych metod anali-
tyczno-toksykologicznych.

Cel pracy. Okreslenie zwigzkow stezen nikotyny i jej glownych metabolitow, tj.: kotyniny i 3’-hydroksykotyniny
w surowicy krwi, z wybranymi parametrami periodontologicznymi u pacjentéw z przewleklym zapaleniem przy-
zebia palacych i niepalgcych tyton.

Material i metody. Badaniem objeto 199 pacjentéw z przewleklym zapaleniem przyzebia, ktdrych podzielono na
dwie grupy: 101 pacjentéw nigdy niepalacych papieroséw oraz 98 nalogowych palaczy tytoniu. Pacjenci zostali
zakwalifikowani do badan po szczegdétowej klinicznej analizie wybranych wskaznikéw stanu przyzebia oraz para-
metréw periodontologicznych. Material biologiczny do badan biochemicznych stanowila surowica krwi pobieranej
od kazdego pacjenta zakwalifikowanego do badan. Badania biochemiczne dotyczyly okreslenia obecnosci i stezen
nikotyny, kotyniny i 3’-hydroksykotyniny w surowicy krwi, jako markeréw narazenia na dym tytoniowy, metoda
wysoko sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Wiyniki. Zaobserwowano istotnie statystycznie gorsze warto$ci wskaznikéw i parametréow klinicznych przyzebia
u pacjentéw natogowo palacych tyton wzgledem pacjentéw nieeksponowanych, poza wskaznikiem krwawienia
z kieszonki przyzebnej (mSBI%), ktory u pacjentow natogowo palacych przyjmowal wartoéci istotnie mniejsze.
Wykazano ponadto obecnos¢ nikotyny i jej metabolitéw w surowicy krwi badanych pacjentéw natogowo palacych,
przy czym najwieksze stezenia w badanym materiale osiagneta kotynina.

Whioski. Badanie stezen podstawowych metabolitow nikotyny, szczegdlnie kotyniny, moze by¢ obiektywna ocena
narazenia na dym tytoniowy oraz weryfikacja danych pochodzacych z kwestionariuszy i ankiet okreslajacych status
palenia tytoniu u pacjentéw kwalifikowanych do badan naukowych (Dent. Med. Probl. 2011, 48, 3, 355-363).

Stowa kluczowe: nikotyna, kotynina, 3’-hydroksykotynina, zapalenie przyzebia.

Abstract

Background. Exposure to tobacco smoke is a recognized risk factor for periodontal inflammation. It is an unstable
aerosol changing its chemical properties in a short time. There is an ongoing search for components of tobacco
smoke which are specific markers of the exposure and the new methods of analytical toxicology.

* Grant PAM-02/07/PB, MNiSW NR 403 034 32/2046.
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Objectives. Determining the associations between concentrations of nicotine and its major metabolites: cotinine
and 3’-hydroxycotinine in serum, and selected periodontal parameters in patients with chronic periodontitis,
including tobacco smokers and non-smokers.

Material and Methods. The study included 199 patients with chronic periodontitis divided into two groups:
101 never smoking patients and 98 heavy smokers of tobacco. Patients were enrolled in the study after a detailed
clinical examination of selected indicators of periodontal status and periodontal parameters. Material for biochem-
ical studies was serum of blood collected from each patient qualified for the study. Biochemical studies related to
determining the presence and concentrations of nicotine, cotinine and 3’-hydroxycotinine in serum, as markers of
exposure to tobacco smoke, by high-performance liquid chromatography (HPLC).

Results. Significantly worse indices and clinical parameters of periodontum have been observed in heavy smok-
ers relative to never smoking patients, with the exception of an indicator of periodontal pocket bleeding (mSBI%)
which was significantly lower in smokers. In addition, the presence of nicotine and its metabolites was demon-
strated in blood serum of the patients studied, with cotinine reaching the highest concentrations.

Conclusions. The measurement of concentrations of primary metabolites of nicotine, cotinine in particular, can
provide an objective assessment of exposure to tobacco smoke and verification of data from questionnaires and sur-
veys to determine the status of smoking patients eligible for research (Dent. Med. Probl. 2011, 48, 3, 355-363).

Key words: nicotine, cotinine, 3’-hydroxycotinine, periodontitis.

Dym tytoniowy to ogdlne okreslenie dy-
mu pochodzgcego ze spalania tytoniu zawartego
w papierosach, cygarach, cygaretkach i fajce. Jest
niestabilnym aerozolem, w krétkim czasie zmie-
niajacym swoje chemiczne wilasciwosci. Sklada sig
z dwdch faz: gazowej i czasteczkowej. Faze gazo-
wa stanowig lotne zwigzki, m.in.: tlenek wegla,
cyjanowodor, akroleina oraz tlenki azotu. Faze
czgsteczkowg natomiast stanowia substancje smo-
liste. Najwigkszg ich grupa sa wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne, jak: benzopiren, ben-
zenoantracen, inden, fluoren, perylen. Obecne
w dymie sg rowniez fenole i ich estry, kwasy, alde-
hydy, alkohole, ketony oraz wiele metali cigzkich,
np.: tal, arsen, otéw, antymon, bizmut, tellur, po-
lon, lantan, chrom, mangan, zelazo, kobalt, nikiel,
miedz, srebro, ztoto, cynk, kadm i rte¢. Wszyst-
kie te zwiazki sg uznane za szczegélnie aktywne
i potencjalnie toksyczne dla organizmu czlowieka,
w tym dla tkanek przyzebia [1]. Jednym z najbar-
dziej poznanych skfadowych dymu tytoniowego
jest nikotyna. LiScie Nicotiana tabacum zawar-
te w suszu tytoniowym stanowig jedyne zna-
czace ilosciowo, dla czlowieka, zrédlo nikotyny.
Chemicznie jest ona pirydynowym alkaloidem.
Absorbowana z dymem tytoniowym podlega in-
tensywnym procesom biotransformacji, gléwnie
w watrobie. Nadrzednym szlakiem przemian ni-
kotyny w organizmie czlowieka jest C-utlenianie.
Okoto 80% nikotyny jest metabolizowane do ko-
tyniny. Ta nastepnie ulega dalszym przemianom,
glownie do tranms-3’-hydroksykotyniny. Jedynie
$ladowa jej ilo$¢ jest metabolizowana do stereo-
izomeru cis-3’-hydroksykotyniny. W nastepstwie
3’-hydroksykotynina jest wydalana z moczem,
w wiekszoéci w postaci wolnej, a pozostala czes§¢
jest sprzegana z kwasem glukuronowym. Metabo-
lizm nikotyny u czlowieka przebiega z zaangazo-
waniem nieswoistych monooksygenaz cytochro-
mu P-450. Dotychczasowe badania dowodza, iz

ekspozycje na dym tytoniowy mozna oszacowaé
na podstawie pomiaru zawarto$ci w nim danej
substancji. Przed laty nikotyne uznano za swoisty
i specyficzny marker narazenia na dym tytoniowy;,
glownie ze wzgledu na mozliwo$¢ oznaczenia jej
w réznych plynach ustrojowych, jak: krew, mocz,
§lina, nasienie, ptyn mézgowo-rdzeniowy lub plyn
owodniowy. Obecnie uwaza si¢, ze mimo iz niko-
tyna jest wysoce swoista dla palenia tytoniu, to nie
spelnia wymogéw dobrego biomarkera, zwtaszcza
przy diugotrwalym narazeniu na dym tytoniowy,
z uwagi na stosunkowo krétki okres pdttrwania
w plynach ustrojowych [2].

Celem pracy jest okreslenie zwigzkéw stezen
nikotyny i jej gléwnych metabolitéw, tj.: kotyniny
i 3-hydroksykotyniny, w surowicy krwi z wybra-
nymi parametrami periodontologicznymi u pa-
cjentow z przewleklym zapaleniem przyzebia pa-
lacych i niepalacych tyton.

Material i metody

Badaniem objeto 199 pacjentéw dorostych
w wieku 24-74 lat (117 kobiet i 82 mezczyzn)
z przewleklym zapaleniem przyzebia (CP). Prze-
prowadzono badanie kliniczne, w wyniku ktérego
zakwalifikowano pacjenta do danej grupy (pala-
cych lub niepalgcych). Po postawieniu rozpozna-
nia CP zmierzono wybrane wskazniki i parame-
try periodontologiczne oraz pobrano materiat
biologiczny do analizy biochemicznej. Badanie
biochemiczne dotyczylo analizy obecnosci i ste-
zen glownych metabolitéow nikotyny w surowicy
krwi pacjentéw badanych grup. Diagnoze kliniczng
oparto na stosowanej obecnie klasyfikacji Europej-
skiej Federacji Periodontologicznej zmodyfikowa-
nej podczas warsztatow periodontologicznych AAP
w 1999 1. [3]. W celu wlasciwej kwalifikacji pacjen-
tow do grupy badanej i kontrolnej na podstawie
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wywiadu stomatologicznego i ogélnomedycznego
wykluczono osoby z towarzyszacymi chorobami
ogolnoustrojowymi, przyjmujace leki oraz pacjen-
tow zglaszajacych wystepowanie zapalenia przy-
zebia w rodzinie.

Pierwsza grupa (I) to 98 nalogowych palaczy
(P) w wieku 24-71 lat (Srednia wieku 49 lat; 61,22%
kobiet, 38,78% mezczyzn), tj. pacjentéw palacych
od min. 5 lat bez przerwy, min. 10 papierosow
dziennie.

Druga grupe (II) stanowilo 101 pacjentow
z przewleklym zapaleniem przyzebia nigdy niepa-
lacych papieroséw (NP) w wieku 26-74 lat (Srednia
wieku 50 lat; 56,44% kobiet, 43,56% mezczyzn).
Byla ona jednoczesnie grupg kontrolna.

Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycz-
nie miedzy pacjentami poszczegdlnych grup pod
wzgledem plci (p = 0,56) i wieku (p = 0,86).

Pomiaréw klinicznych dokonano w jedno-
rodnych warunkach gabinetu stomatologicznego.
Oceniano: wskaznik higieny jamy ustnej API%
wg Langego et al. [4], zmodyfikowany wskaz-
nik krwawienia z kieszonki przyzebnej mSBI%
wg Mithlemanna i Sona [5], glebokos¢ kieszonek
przyzebnych (PD - probing depth, w mm) i utrate
przyczepu lacznotkankowego (CAL - clinical at-
tachment lost, w mm, sondg WHO 621), odsetek
zebow trzonowych z otwartg przestrzenig mie-
dzykorzeniowg (zglebnikiem Nabersa) oraz odse-
tek zebow z patologiczng ruchomoscia (aparatem
Periotest). Oceniano ponadto liczbe zebdw utraco-
nych z powodu zapalenia przyzebia (LZU).

Pomiaréw PD i CAL dokonywano w 4 punk-
tach pomiarowych z¢ba: mezjalnie — M, centralnie
od strony przedsionkowej — B i podniebiennej — P
oraz dystalnie - D wzgledem linii posrodkowej
wyznaczanej przez zeby sieczne przysrodkowe.
Metode badawcza szczegélowo przedstawiono
w innej pracy [6].

Material biologiczny do badan biochemicz-
nych stanowila surowica krwi otrzymywana po
odwirowaniu 10 ml krwi pelnej, pobieranej bez-
posrednio z zyly lokciowej od kazdego pacjen-
ta zakwalifikowanego do badan. Do oznaczenia
obecnodci i stezen nikotyny, kotyniny i 3’-hydrok-
sykotyniny zastosowano metode wysoko sprawnej
chromatografii cieczowej — High Performance Li-
guid Chromatography (HPLC) z detekcjg nadfio-
letu (UV).

Prébke 500 pL surowicy umieszczano w pla-
stikowej probdwce 1,5 mL (Eppendorf) i dodawa-
no jako standardu wewnetrznego 50 puL roztworu
2-fenyloimidazolu o stezeniu 600 pg/L rozpusz-
czonego w mieszaninie metanolu i kwasu solnego
(10 : 90 v/v). Nastepnie dodawano 500 pL wodne-
go roztworu kwasu trichlorooctowego o stezeniu
100 g/L i zawarto$¢ intensywnie mieszano na wor-

teksie przez 30 s. Probki wirowano przez 20 min
przy 20000 g, a nastepnie pobierano pipetg 800 pL
supernatantu do szklanej probéwki zawierajacej
250 uL wodnego roztworu wodorotlenku potasu
o stezeniu 5 mol/L. Dodawano 3 mL mieszaniny
chlorku metylenu z izopropanolem (90 : 10 v/v)
i probowki wytrzasano z maksymalng intensyw-
no$cig (Heidolph Vibramax 110) przez 15 min,
a nastepnie wirowano przez 5 min przy 2000 g.
Z dolnej warstwy cieczy przenoszono strzykawka
(Hamilton) 2,5 mL fazy organicznej do nowej pro-
béwki szklanej, zwracajac szczegolng uwage, aby
nie pobra¢ fazy wodnej z gérnej warstwy. Dodawa-
no do niej 100 pL roztworu kwasu solnego o steze-
niu 10 mmol/L w metanolu i mieszano na wortek-
sie przez 15 s. Roztwdr odparowywano strumie-
niem azotu w ciggu ok. 30 min. Do probowki po
odparowaniu dodawano 200 pL roztworu kwasu
solnego o stezeniu 10 mmol/L w metanolu i mie-
szano na worteksie przez 30 s, aby rozpusci¢ osad
ze $cianek. Roztwdr odparowywano strumieniem
azotu w ciggu ok. 10 min, a osad rozpuszczano
w 50 pL fazy ruchomej HPLC, mieszajac na wor-
teksie przez 15 s. 25 pL roztworu przenoszono do
fiolki autosamplera i do czasu analizy przechowy-
wano w -80°C.

Roztwory kalibracyjne przygotowano z wzor-
cowych roztworéw nikotyny (N5511, Sigma)
i kotyniny (C0430, Sigma), a krystaliczng trans-
3’-hydroksykotynine (H9040-50, USBiological)
rozpuszczano w metanolu. Roztwory wyjsciowe
o stezeniu 200 mg/L w metanolu rozcienczano na-
stepnie mieszaning metanol : 50 mmol/L kwas sol-
ny (10 : 90 v/v) do zakresu stezen 200-12000 ug/L.
Préby kalibracyjne preparowano, mieszajgc 25 pL
kazdego ze wzorcéw z 500 uL wody zamiast suro-
wicy, uzyskujac stezenia odpowiadajace zakresowi
10-600 pg/L w surowicy. W celu kontroli jakosci
analizowano réwniez probki zerowe (zawierajace
wzorzec wewnetrzny, a niezawierajace surowicy
ani dodanych wzorcéw) oraz prébki nie zawiera-
jace wzorca wewnetrznego.

Do analizy chromatograficznej zastosowano
chromatograf cieczowy Agilent 1200 z poczworng
pompa gradientowa, modulem prézniowego od-
gazowania buforow, chtodzonym autosamplerem,
przedzialem termostatowania kolumny i detek-
torem diodowym (DAD). Rozdzial prowadzono
izokratycznie na kolumnie Luna C18(2) o wy-
miarach 150 X 3 mm i $rednicy ziarna 3 pm. Jako
faze ruchomag zastosowano mieszaning zawiera-
jaca 30 mmol/L diwodorofosforanu potasowego,
30 mmol/L jednowodnego kwasu cytrynowego,
1 mmol/L heptanosulfonianu sodu oraz 8% (v/v)
acetonitrylu o pH réwnym 5,5. Przed uzyciem roz-
twor filtrowano przez filtr o porach 0,2 pm (Ny-
lon 66, Supelco). Przeptyw fazy ruchomej wynosit
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0,5 mL/min, temperatura kolumny 40°C, a detekcje
prowadzono przy dlugosci fali 260 nm, oceniajac
dla kazdego z pikéw badanych zwigzkow czystosé
na podstawie widma absorpcji UV (DAD) w za-
kresie 220-350 nm. Prébki do czasu analizy byly
schfodzone w autosamplerze do 4°C, a objetos¢
nastrzyku wynosita 20 pL. Miedzy nastrzykami
igle autosamplera ptukano 3-krotnie w mieszani-
nie acetonitrylu z woda (50 : 50 v/v). Czasy retencji
wynosity: 3,6 min dla trans-3’-hydroksykotyniny,
4,0 min dla nikotyny, 7,1 min dla kotyniny i 11,9
min dla standardu wewnetrznego, a kolejne anali-
zy wykonywano co 15 min. Granice detekcji me-
tody przy stosunku sygnal/szum réwnym 3 wyno-
sity: 3 pg/L dla trans-3’-hydroksykotyniny, 2 pug/L
dla nikotyny oraz 1 pug/L dla kotyniny.

Badania zostaly zatwierdzone przez Komisje Bio-
etyczng Pomorskiej Akademii Medycznej w Szcze-
cinie uchwatg nr BN-001/89/06 z dnia 21 czerwca
2006 r. Wszystkie osoby biorace udzial w badaniach
wyrazily zgode na ich przeprowadzenie oraz zostaly
poinformowane o zakresie i celu badania.

Otrzymane wyniki badan klinicznych podda-
no analizie statystycznej z uzyciem pakietu kompu-
terowego Statistica Pl 7.1. Rozklady wiekszosci ana-
lizowanych zmiennych mierzalnych istotnie odbie-
galy od rozkladu normalnego (test Shapiro-Wilka),
dlatego zastosowano metody nieparametryczne:
test Manna-Whitneya dla poréwnan miedzy gru-
pami oraz wspdlczynnik korelacji rang Spearmana
(Rs) dla oceny korelacji migdzy zmiennymi.

Jako prog istotnosci statystycznej przyjeto
warto$¢ p < 0,05.

Wyniki

Poréwnanie higieny jamy ustnej za pomoca
wskaznika API (%) i rozleglosci stanu zapalnego
dzigset z uzyciem zmodyfikowanego wskaznika
krwawienia (SBI%) w grupie pacjentéw palacych
(P) i niepalacych papieroséw (NP) z zapaleniem
przyzebia przewleklym przedstawiono w tabeli 1.
Srednia warto$¢ wskaznika API(%) w grupie pa-
cjentéw niepalacych tyton (NP) to 69,9% (+ 19,2),
a w grupie pacjentéw nalogowo palacych papiero-
sy (P) 85,2% (+ 11,9), p < 0,0001 (tab. 1).

Wskaznik krwawienia z kieszonki przyzebnej
(mSBI%) w grupie nalogowo palgcych tyton (P)
byt istotnie nizszy w poréwnaniu z grupa pacjen-
tow niepalacych (NP). W grupie palaczy (P) wy-
nosit 12,5% (+ 7,2), a w grupie niepalacych (NP)
62,4% (+ 18,6). Warto$¢ (mSBI%) byta wigc istotne
wyzsza u pacjentow z zapaleniem przyzebia prze-
wleklym nigdy niepalacych, p < 0,0001, (tab. 1).

Srednia warto$¢ PD u pacjentéw niepalacych
(NP) wynosita 4,4 mm (+ 0,9), a u 0séb natogowo

palacych (P) - 54 mm (+ L1), p < 0,0001. Sred-
nia warto$¢ utraty CAL u pacjentéw niepalacych
to 6,8 mm (+ 1,7), a u os6b natogowo palacych -
8,5 mm (+ 2,0), p < 0,0001, (tab. 1).

Odsetek 0sob z ubytkiem kos$ci w przestrze-
niach miedzykorzeniowych w grupie osob niepa-
lacych (NP) wynosit $rednio 3,1% (£ 5,4), a w gru-
pie 0s6b nalogowo palacych tyton (P) byl prawie
3-krotnie wyzszy - $rednio 8,5% (+ 8,8), p <
< 0,0001, (tab. 1).

Tabela 1 przedstawia réwniez poréwnanie od-
setka posiadanych zebdéw wykazujacych klinicz-
nie ruchomo$¢ od pierwszego do trzeciego stopnia
w grupie os6b z zapaleniem przyzebia przewle-
kltym niepalacych (NP) oraz nalogowo palacych
(P) tyton. Réznice miedzy badanymi grupami pa-
cjentow byly wysoce istotne statystycznie, bowiem
$redni odsetek zebow wykazujacych kliniczng pa-
tologiczng ruchomos¢ wyrazona 1, 2 lub 3 stop-
niem w grupie pacjentow niepalacych (NP) wyno-
sit 19,8% (£ 17,9), a w grupie pacjentéw natogowo
palacych (P) byt o okoto polowe wyzszy - 35,7%
(+ 21,2), p < 0,0001.

Mediana i rozstep kwartylowy (Q1-Q3) licz-
by zeboéw utraconych (LZU) w grupie pacjentow
niepalgcych (NP) wynosila 7 (4-10), a w grupie
pacjentéw natogowo palacych tyton (P) 8,5 (6-12),
p = 0,014. Grupe pacjentéw nalogowo palacych
tyton z zapaleniem przyzebia przewleklym cha-
rekteryzowala wiec wyzsza wartos¢ liczby zebow
utraconych w poréwnaniu z grupg pacjentéw nie-
palacych (tab. 1).

Badania biochemiczne surowicy krwi w gru-
pie pacjentéow niepalacych tyton (NP) z zapale-
niem przyzebia przewleklym wykazaly nastepuja-
ce $rednie wartosci stezen: nikotyny — 0,0447 ug/l;
kotyniny - 0,5195 pg/l i 3-hydroksykotyniny —
0,0920 pg/l. W grupie natomiast pacjentéw nalo-
gowo palacych papierosy (P) z zapaleniem przyze-
bia przewleklym srednie st¢zenia ksztaltowaly sie
na poziomie: nikotyny - 18,2751 ug/l, kotyniny -
305,1568 ug/1i 3’hydroksykotyniny - 91,1109 pg/l,
p < 0,00001 (ryc. 1).

Zanalizowano réwniez ksztaltowanie sie war-
tosci maksymalnych stezen nikotyny i jej metaboli-
tow w surowicy krwi obu badanych grup (ryc. 2).

W grupie pacjentéw niepalacych papierosow
(NP) z zapaleniem przyzebia przewleklym maksy-
malne stezenie nikotyny w surowicy krwi wyniosto
4,5157 ug/l, stezenie kotyniny — 14,0056 ug/l, a ste-
zenie 3’-hydroksykotyniny - 6,6352 pg/l. W grupie
pacjentéw natogowo palacych tyton (P) z zapale-
niem przyzebia przewleklym natomiast maksy-
malne stezenie nikotyny w surowicy krwi wynosi-
Yo 77,3314 pg/l; stezenie kotyniny - 726,5404 pg/l,
a stezenie 3’-hydroksykotyniny - 323,6445 pg/l,
p < 0,00001 (ryc. 2).
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Tabela 1. Roznice parametréw periodontologicznych w grupie pacjentéw palacych (P) i niepalacych (NP) tyton
z przewleklym zapaleniem przyzgbia

Table 1. Differences in periodontal parameters in smokers (P) and non smokers (NP) with chronic periodontitis

Wskazniki stanu Niepalacy (n = 101) Palacy (n = 98) Istotnos¢ staty-
przyzebia (Non-smokers) (Smokers) styczna
(Periodontal status . . ; . . . (Statistical signifi-
o di $rednia + SD mediana (Q1-Q3) | $rednia + SD mediana (Q1-Q3)
indicators) (average) (median) (average) (median) cance)
API% (Approximal 69,9 £ 19,2 70 (55-84) 852+ 11,9 85 (77-98) p < 0,0001
plaque index)
MSBI% (Sulcus ble- | 62,4 + 18,6 62 (54-78) 12,5+7.2 12 (8-18) p < 0,0001
ading index)
PD 44409 42 (3,8-4,8) 54+ 1,1 5,2 (4,7-6,1) p < 0,0001
(Probing depth)
CAL (Clinical attach- | 6,8 + 1,7 6,8 (5,8-7,7) 8,5+ 2,0 8,7 (7,3-10,2) p < 0,0001
ment lost)
FURK I-III(%) 3,154 0 (0-4,5) 8,5+ 8,8 8,3 (0-14,8) p <0,0001
(Furcations)
RUCH 1-3(%) 19,8 + 17,9 14,8 (7,1-27,3) 357 +21,2 30,6 (21-50) p < 0,0001
(Teeth mobility)
LZU 7,5+ 4,5 7 (4-10) 9,2+ 4,8 8,5 (6-12) p =0,014
(Teeth lost)
ne/! Ryc. 1. Poréwnanie $rednich stezen
350 (pg/1) nikotyny i jej metabolitow,
N tj.: kotyniny i 3’-hydroksykotyniny
300 / \ w surowicy krwi pacjentéw niepalacych
250 (NP) i palacych (P) z przewleklym
/ \ zapaleniem przyzebia, p < 0,00001 dla
200 / \ kazdego zwiazku
150 W Fig. 1. Comparison of average concentra-
100 / \ -° tions (ug/l) of nicotine and its metabo-
/ N\ lites: cotinine and 3’-hydroxycotinine in
50 serum of non smokers (NP) and smokers
/ (P) with chronic periodontitis,
0 p < 0.00001 for each compound
nikotyna kotynina 3'-hydroksykotynina
(nicotine) (cotinine) (3'-hydroxycotinine)
ug/!
800 Ryc. 2. Poréwnanie maksymalnych
200 AL s.tc;ier'l (pg/l) .nikotyny ijej metabolit(’)w,
/ \ tj.: kotyniny i 3’-hydroksykotyniny
600 w surowicy krwi pacjentéw niepalacych
/ \ (NP) i palacych tyton (P) z przewlektym
500 / \ zapaleniem przyzebia, p < 0,00001 dla
200 kazdego zwiazku
/ \ ——np  Fig. 2. Comparison of maximum concen-
300 NP
/ —p trations (pg/1) of nicotine and its metabo-
200 lites: cotinine and 3’-hydroxycotinine in
/ serum of non smokers (NP) and smokers
100 7 (P) with chronic periodontitis,
o p < 0.00001 for each compound
nikotyna kotynina 3'-hydroksykotynina
(nicotine) (cotinine) (3'-hydroxycotinine)
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Tabela 2. Korelacja porzadku rang Spearmana (Rs) miedzy parametrami klinicznymi stanu przyzebia a stezeniami nikotyny
i jej metabolitow w surowicy krwi u 0sob natogowo palacych tyton z przewlektym zapaleniem przyzebia

Table 2. Spearman’s rank correlation coefficients (Rs) between the clinical parameters of periodontal status and the concen-
trations of nicotine and its metabolites in serum of people addicted to smoking tobacco (P) with chronic periodontitis

Wskazniki i parametry klinicz- | Nikotyna Kotynina 3’-hydroksy-kotynina
ne stanu przyzebia (Nicotine) (Cotinine) (3’-hydroxycotinine)
(Indicators and clinical perio-
dontal parameters) Rs istotno$¢ staty- | Rs istotno$¢ sta- | Rs istotno$¢ staty-
styczna tystyczna styczna
(statistical si- (statistical si- (statistical si-
gnificance) gnificance) gnificance)
Wiek (Age) +0,08 | p=0,4263 +0,13 p =0,1870 +0,17 p = 0,1003
API% (Approximal plaque +0,04 p = 0,6887 +0,06 p =0,5361 +0,09 p =0,3949
index)
SBI% (Sulcus bleading index) -0.21 p =0,0342 -0,40 p = 0,0001 -0,23 p = 0,0264
PD D (distal) +0.36 p = 0,0002 +0,08 p=0,4341 +0,03 p =0,7739
éprzﬁ;ng P (palatal) 1020 | p=0,0490 20,08 | p=0379% 0,16 | p=00952
ep
B (buccal) +0,17 p = 0,0862 -0,11 p =0,2913 -0,15 p =0,1393
M (mesial) +0,33 p = 0,001 +0,04 p = 0,6629 +0,02 p =10,8163
PD DPBM +0,30 p = 0,0026 -0,05 p = 0,6235 -0,10 p=0,3192
(all surfaces)
CAL (Clinical attachment lost) | +0,02 p=0,8128 -0,15 p =0,1416 -0,21 p =0,0374
FURK I-1I1(%) (Furcations) -0,06 p = 0,5604 +0,05 p = 0,5952 +0,08 p = 0,4259
RUCH 1-3(%) (Teeth mobility) | -0,10 p =0,3183 -0,06 p =0,5419 -0,01 p =0,9334
LZU (Teeth Lost) -0,09 p = 0,3638 -0,18 p = 0,0667 -0,17 p = 0,0867
Nikotyna (Nicotine) X X +0,71 p = 0,0001 +0,35 p = 0,0004
Kotynina (Cotinine) +0,71 p =0,0001 X X +0,45 p = 0,0001
3’hydroksykotynina +0,35 p = 0,0004 +0,45 p =0,0001 X X
(3’-Hydroxycotinine)

Analizie poddano réwniez wzajemne korelacje
wedlug rang Spermana (Rs) miedzy wybranymi
wskaznikami stanu przyzebia i parametrami kli-
nicznymi tkanek przyzebia ze stezeniami nikotyny,
kotyniny i 3™-hydroksykotyniny w surowicy krwi
natogowych palaczy (P) z przewlekltym zapaleniem
przyzebia. Zaleznoéci te przedstawia tabela 2.

Analiza wykazata w wiekszosci dodatnie ko-
relacje nikotyny i jej metabolitow z wybranymi
parametrami klinicznymi tkanek przyzebia. Istot-
na statystycznie okazala si¢ takze ujemna korela-
cja wskaznika krwawienia z kieszonki przyzeb-
nej (mSBI%) z nikotyna, na poziomie Rs = -0,21,
p = 0,03 i jej metabolitami: kotyning (Rs = -0,40,
p = 0,0001) i 3-hydroksykotyning (Rs = -0,23,
p = 0,03).

Sposrod wybranych parametréw klinicznych
tkanek przyzebia jedynie parametr glebokosci
kieszonek przyzebnych PD wykazat istotng sta-
tystycznie dodatnig korelacje ze st¢zeniem niko-
tyny zawartej w surowicy krwi pacjentéw pala-
cych tyton. Glebokos¢ kieszonek przyzebnych
mierzonych dystalnie (D) oraz mezjalnie (M) na

powierzchni zebéw w przestrzeni miedzyzebo-
wej ze stezeniem nikotyny wykazala najistotniej-
sz3, dodatnia korelacje (Rs = +0,36, p = 0,0002
dystalnie i Rs = +0,33, p = 0,001 mezjalnie).
Glebokos¢ kieszonek przyzebnych mierzonych
we wszystkich miejscach pomiarowych (DPBM)
na powierzchni analizowanych z¢bow w szcze-
ce i zuchwie takze wykazala dodatnig korelacje
ze stezeniem nikotyny (Rs = +0,30, p = 0,002).
Nikotyna ponadto koreluje silniej z kotyning
(Rs = +0,71, p = 0,0001) niz z 3’-hydroksykotyni-
ng (Rs = +0,35, p = 0,0004). Pozostate zaleznosci
przedstawiono w tabeli 2.

Omowienie

Palenie tytoniu, obok czynnikéw niemodyfi-
kowalnych, jest jednym z wlasciwych czynnikow
ryzyka zapalen przyzebia. W poszukiwaniu mar-
keréw narazenia na dym tytoniowy przeprowa-
dzono badania analizujace sktadowe dymu tyto-
niowego. Niestety, wiekszo$¢ z nich, jak np.: szcze-
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gllnie toksyczny tlenek wegla czy cyjanowodor, to
markery niespecyficzne, poniewaz powstaja w wy-
niku wielu fizjologicznych przemian metabolicz-
nych zachodzacych w organizmie [1, 2]. Miano
biologicznego markera narazenia tkanek ustroju
ludzkiego na dym tytoniowy uzyskata nikotyna do
oceny zaréwno biernej, jak i czynnej ekspozycji na
dziatanie dymu tytoniowego. Jest ona markerem
wysoce specyficznym, poniewaz powstaje wylacz-
nie w wyniku reakcji wynikajacych ze spalania
tytoniu i nie powstaje na drodze innych przemian
zachodzacych w organizmie czlowieka. Okres
biologicznego poéitrwania nikotyny w osoczu jest
jednak stosunkowo krotki i wynosi zaledwie ok. 2
godz. Jest zatem wskaznikiem nietrwalym, szyb-
ko ulegajacym biotransformacji. Zdecydowanie
lepszym wskaznikiem dla biochemicznej analizy
jest kotynina, jeden z gléwnych, bezposrednich
metabolitow nikotyny. Charakteryzuje si¢ ona
znacznie dluzszym okresem biologicznego pottr-
wania, wynoszacym nawet do 48 godz. Z uwagi
na dlugi okres polowicznego rozpadu kotynina
zostala uznana za najbardziej trwatly i czuly mar-
ker narazenia organizmu, w tym i tkanek przyze-
bia na dym tytoniowy. Inny ilo§ciowy metabolit
nikotyny, 3-hydroksykotynina charakteryzuje si¢
stosunkowo krétkim okresem poéttrwania okresla-
nym na okoto 6 godz. [2, 7, 8].

Nikotyna to jednak najbardziej poznany, far-
makologicznie aktywny skladnik tytoniu. Poza
watroba jest metabolizowana w nerkach i ptucach.
Moze by¢ absorbowana przez skore, uktad pokar-
mowy, oddechowy i wydalniczy. Jako niezdysocjo-
nowana, staba zasada rozpuszcza si¢ w ttuszczach
i latwo migruje przez blony komoérkowe. Jest roz-
prowadzana do wszystkich tkanek i ptynéw or-
ganizmu ludzkiego. Jej stezenie, poza plynami
ustrojowymi, moze by¢ oznaczane wlasciwie we
wszystkich tkankach [9].

Wiergowski et al. [10] zwrocili uwage, iz wy-
bdér materiatu biologicznego do badan powinien
by¢ dokonany na podstawie zalozonego celu ana-
lizy. Ocene narazenia na sktadowe dymu tytonio-
wego w ciggu ostatnich godzin mozna oprze¢ na
analizie osocza krwi lub $liny. Okres kilku dni jest
mozliwy przy badaniu stezen w moczu. Po uply-
wie kilku miesiecy od ekspozycji natomiast anali-
za powinna dotyczy¢ wlosow lub paznokci.

W wielu badaniach potwierdzono silng ko-
relacje miedzy stezeniem kotyniny w plynach
ustrojowych a ilo$cig nikotyny przyswajang przez
palaczy, a takze utrzymywanie sie stezenia kotyni-
ny na tym samym poziomie w materiale biologicz-
nym z jednoczesnym zmniejszaniem si¢ stezenia
nikotyny po okresie narazenia na dym tytoniowy
[11, 12]. Dodatkowo komisja ekspertéw powolana
w ramach Society for Research on Nicotine and To-

bacco uznata pomiar stezenia kotyniny w surowicy
lub moczu za najlepszg metode w ocenie narazenia
na $rodowiskowy dym tytoniowy [13].

Kyerematen et al. [14] opisali stezenie nikoty-
ny i kotyniny u nalogowych palaczy i 0séb niepa-
lacych w surowicy krwi, $linie i moczu. Dowiedli
wiekszych stezen nikotyny w moczu w poréwna-
niu ze stezeniami kotyniny, odpowiednio: 60 ng/ml
vs 7 ng/ml u niepalagcyh i 2890 ng/ml vs 2790 ng/ml
u nalogowo palacych tyton. W surowicy krwi i sli-
nie natomiast wykazali wigksze stezenia kotyni-
ny w poréwnaniu z nikotyng, odpowiednio: 8 ng/
/ml vs 2 ng/ml w surowicy i 9 ng/ml vs 2 ng/ml
w $linie niepalacych oraz 148 ng/ml vs 35 ng/ml
w surowicy i 243 ng/ml vs 3 ng/ml w $linie oséb
natogowo palacych. W obu badanych grupach pa-
cjentow stezenie kotyniny byto wieksze wzgledem
nikotyny w surowicy krwi i $linie. Kotynina jed-
nak najwieksze stezenie u 0sob palacych osiaggneta
w moczu: 2272 + 532 ng/ml.

Wiergowski et al. [10] zaobserwowali, ze wsrod
aktywnych palaczy stezenie kotyniny bylo znacza-
co wigksze w moczu w stosunku do jej zawartosci
w surowicy krwi i linie.

Zalezno$¢ te z zastosowaniem innych metod
analitycznych potwierdzajg réwniez badania Mo-
niczewskiego et al. [15], ktorzy podali minimalne
graniczne oznaczalnosci kotyniny w moczu od 5
do 50 ng/cm? w $linie i surowicy krwi poréwny-
walnie: od 1 do 10 ng/cm”®.

Mocz z uwagi na nieinwazyjne pobranie
probki wydaje si¢ najbardziej uniwersalnym ma-
terialem do badania, w ktérym ste¢zenie glowne-
go metabolitu nikotyny jest 5-6 razy wieksze niz
w surowicy lub §linie. Wieksze stezenia kotyniny
w moczu pozwalajg na zastosowanie selektywnych
i, co nalezy podkresli¢, znacznie prostszych i bar-
dziej uniwersalnych metod analitycznych niz przy
oznaczeniach tego samego metabolitu w innych
materiatach, np. we wlosach. Wydalanie kotyniny
z moczem zalezy od sprawnosci funkcjonowania
nerek i pH moczu [16]. Z kolei, jak podkreslaja
Wiergowski et al. [10], w aspekcie badan toksyko-
logicznych nie bez znaczenia pozostaje mozliwo$¢
zafalszowania probki przed pobraniem przez jej
rozcienczenie lub zageszczenie. Dlatego w celu
prawidlowej interpretacji wynikéw pomiaréw za-
leca sie oznaczenie i przeliczenie st¢Zenia analitow
wzgledem zawartosci kreatyniny w moczu [17].

Oznaczen metabolitéw nikotyny mozna doko-
na¢ wieloma metodami analitycznymi. Nalezg do
nich metody immunologiczne (RIA, ELISA), wy-
soko sprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
oraz chromatografia gazowa (GC) z zastosowa-
niem réznych detektoréw (ECD, FID, NPD, MS) [18].
Szybkos¢ i mozliwo$¢ bezposrednich oznaczen,
bez dlugotrwatych procedur wstepnych, niewiel-
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ka ilo$¢ materiatu biologicznego potrzebnego do
analizy, czulo$¢ na poziomie 96-98% i specyficz-
nos¢ metody w zakresie 98-100% spowodowala,
ze w badaniach wlasnych postuzono si¢ chroma-
tografia cieczowa.

Mc Guire et al. [19] poréwnali stezenie ko-
tyniny w $linie i ptynie szczeliny dziastlowej na-
togowych palaczy. Dowiedli istotnie wiekszych
stezen kotyniny w plynie dzigstowym w zakresie
206-8056 ng/ml w pordéwnaniu ze st¢Zeniami
w $linie 158-1054 ng/ml.

Paszkowski et al. [20] przedstawili natomiast
réznice stezen kotyniny w surowicy krwi i wezes-
nym mleku poloznic u 0séb narazonych biernie na
dzialanie dymu tytoniowego w poréwnaniu z nato-
gowymi palaczami. W surowicy i mleku kobiet nie-
palacych zanotowano stezenia kotyniny rzedu 0-10
ng/ml, a u kobiet palgcych tyton mediane 102 ng/ml,
przy istotnosci statystycznej p = 0,00014.

Opierajac sie na badaniach wlasnych zrealizo-
wanych na podstawie analizy surowicy krwi, moz-
na sadzi¢, iz ten material biologiczny zachowuje
trwato$¢ badanych sktadowych dymu tytoniowego,
szczegolnie kotyniny. Bernert et al. [21] wykazali, ze
zwiazKki te sg stabilne nawet w dtugo przechowywa-
nym materiale biologicznym. Przechowujac probki
surowicy krwi przez 6 tygodni w temp. 37°C i przez
okoto 40 miesiecy w temp. —-60°C, stwierdzil, Ze ste-
zenie kotyniny pozostaje niezmienione.

Analizujac dostepne pismiennictwo i przepro-
wadzone badania, trudno doszukac si¢ badan opi-
sujacych stezenia metabolitow nikotyny w aspekcie
ich wptywu na tkanki przyzebia. Dostepny mate-
riat biologiczny do oceny narazenia na dym tyto-
niowy zostal powszechnie uznany, a nikotyna i jej
metabolity za oznaczalne i specyficzne. Problem
wplywu sktadowych dymu tytoniowego pozostaje
jednak nadal aktualny i nie do konca wyjasniony.

Nowak-Banasik et al. [22] wykazali, ze w gru-
pie nalogowych nikotynistéw $rednie stezenie
kotyniny w surowicy krwi wynosito 292,66 ng/ml.
W grupie oséb niepalacych, lecz narazonych na
palenie bierne stezenie kotyniny ksztaltowalo
sie na poziomie 14 ng/ml, a u pacjentéw w ogole
nieeksponowanych stezenie kotyniny w surowicy
osiagalo jedynie warto$¢ 0,6 ng/ml.

Xu et al. [23] w swoich badaniach oceniajacych
utrate kosci wyrostka zebodotowego okreslili ste-
zenie kotyniny w osoczu krwi 116 badanych pa-
cjentéw w przebiegu zapalenia przyzebia palacych

Pis$miennictwo

papierosy i wykazali korelacje stezenia kotyniny
w osoczu z liczbg wypalanych papieroséw w ciagu
dnia. Leow et al. [24] uzyli kotyniny w osoczu jako
biochemicznego markera nikotynizmu, z uwagi na
okres poltrwania w osoczu okreslony na 30 godz.
i 17 min. Analizujac grupe 135 oséb, wykazali
istotny zwigzek miedzy liczba wypalonych papie-
rosow, stezeniem kotyniny w osoczu i stopniem
zaawansowania zapalenia tkanek przyzebia.

Gonzalez et al. [25] takze okreslili kotynine,
glowny metabolit nikotyny, jako marker bioche-
miczny ilo$ciowej metody oceny poziomu, statu-
su palenia tytoniu i korelacji stezenia kotyniny
w osoczu z nasileniem zapalenia przyzebia. Bada-
niem objeli grupe 79 pacjentéw w wieku 25-64 r.z.
i wykazali istotne statystyczne roznice $redniego
stezenia kotyniny, wyraznie rdznigce grupe osob
palacych i niepalacych papierosy. Nasilenie zmian
destrukcyjnych bylo takze dodatnio skorelowane
ze stezeniem kotyniny w surowicy krwi. Osoby
nalogowo palace tyton charakteryzowaly sie wigk-
szg liczba zebow wykazujacych utrate przyczepu
facznotkankowego (CAL p < 0,005) i destrukcje
kosci wyrostka zebodolowego szczeki i zZuchwy
(BCH Bone Crest Height, p < 0,008).

W badaniach wlasnych, zestawiajac wybrane
wskazniki stanu przyzebia oraz parametry perio-
dontologiczne z poziomem nikotyny, kotyniny
i 3-hydroksykotyniny, wykazano, Ze w grupie osob
natogowo palacych tyton wszystkie wskazniki kli-
niczne przyjely wartoéci $wiadczace o zdecydowa-
nie wigkszej destrukcji tkanek przyzebia w porow-
naniu z pacjentami niepalagcymi. Wykazano réw-
niez najwigksze stezenia kotyniny w surowicy krwi
w pordéwnaniu z nikotyna i 3’-hydroksykotyning, co
pozostaje zgodne z doniesieniami autoréw innych
badan i pozwala uzna¢ kotyning za najbardziej
uzyteczny marker ekspozycji na dym tytoniowy
[2, 7, 8, 24]. Przedstawiajac korelacje poszczegdl-
nych wskaznikéw i parametréw periodontologicz-
nych z metabolitami nikotyny, wykazano ponadto
istotne statystycznie dodatnie korelacje nikotyny
z glebokoscia kieszonek przyzebnych. Istotne sta-
tystycznie dodatnie korelacje pomiedzy badanymi
metabolitami nikotyny dowodzg natomiast ich
powstawania w wyniku przemian biochemicznych
prekursora obecnego w dymie tytoniowym - niko-
tyny. Minimalna interwencja antynikotynowa mu-
si by¢ elementem kazdego postepu profilaktyczne-
go u pacjentéw z periodontopatiami.
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