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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK
COX-2:

cyklooxygenáza-2 

DMEM:

Dulbeccoem modifikované Eaglovo médium 

DMSO:

dimethylsulfoxid 

GSH:

glutathion

CHE:

chelerythrin 

IL-1β:

interleukin-1β 

IL-6:

interleukin-6  

KBA:

kvarterní benzo[c]fenanthridinové alkaloidy 
L: 

skupina s profylaktickou aplikací orální pasty obsahující polyfenolovou frakci Lonicera caerulea
LCE: 

fenolová frakce z Lonicera caerulea L. 
LPS:

lipopolysacharid

MCE:

extrakt z Macleaya cordata
M+L: 
skupina s profylaktickou aplikací orální pasty obsahující polyfenolovou frakci Lonicera caerulea a extrakt z Macleaya cordata

NČ:

neutrální červeň 
PL: 

skupina s profylaktickou aplikací orální pasty obsahující placebo
ROS:

reaktivní kyslíkové sloučeniny (reactive oxygen species)
SG:

sanguinarin

SD: 
směrodatná odchylka (standard deviation)
TNF-α: 

tumor nekrotizující faktor-α 
1 Úvod

Extrakce zubů patří mezi základní výkony stomatologa. Extrakce třetích molárů bývá mnohdy díky anomálnímu uložení zubu, variabilnímu tvaru a počtu kořenů komplikovanější a vyžaduje chirurgický přístup. Ten spočívá v odklopení mukoperiostálního laloku, preparaci kosti a separaci zubu (dekapitace, separace kořenů).  Komplikace po chirurgické extrakci třetích molárů jsou častější než po prosté extrakci ostatních zubů a vyskytují se zejména po chirurgické extrakci dolních třetích molárů. Mezi místní komplikace patří krvácení (v průběhu výkonu, poextrakční krvácení nebo opožděné krvácení), bolest (časná a odložená), zánět (ohraničený až kolemčelistní), poruchy inervace (poškození n. lingvalis s následnou hypestezií až parestezií poloviny jazyka), ztížené otevírání úst (čelistní kontraktura) a další (např. zalomení kovových nástrojů, odlomení stěn kostního lůžka, zlomenina čelisti, případně dislokace zubu nebo jeho části mimo extrakční ránu). 
Zánět zubního lůžka, alveolitida, se vyskytuje až 10x častěji po chirurgické extrakci než po prosté extrakci plně prořezaných zubů. Mezi základní příznaky alveolitidy patří bolest neuralgiformního charakteru, prázdné zubní lůžko s retencí zbytků potravy (alveolitis sicca) nebo vyplněné zbytky rozpadajícího se  koagula (alveolitis purulenta) a foetor ex ore. Bolest se dostaví zpravidla za 48 – 72 hodin po extrakci zubu. Pojem „alveolární ostitis“ definoval již Crawford v roce 1897 v časopisu Dental Cosmos. Ve stejném periodiku se ve dvacátých letech minulého století objevují pojmy jako „dry socket“, alveolitis nebo periostitis. V sedmdesátých letech minulého století hovoří Birke a Fürtig o „poextrakčním syndromu“ (8). Protože etiologie a patogeneze alveolitid není přesně definována, je i odborná terminologie poměrně pestrá: alveolitis sicca, alveolitis sicca dolorosa, poextrakční syndrom, dry socket, ostéite localisée, avascular societ, dolor post extractionem, alveolar osteitis, poextraction osteomyelitic syndrome, fibrinolytická alveolitis. Z klinického hlediska pojem „dry socket“ není zcela správný, protože pomíjí význam infekce v etiologii alveolitidy. Birn  označil tento stav jako fibrinolytickou alveolitis (9, 10). Ve svých pracích zkoumal fibrinolytickou aktivitu uvnitř koagula vzniklou působením přímých (fyziologických) nebo nepřímých (nefyziologických) aktivátorů plasminogenu. Působení patogenních mikroorganizmů patří mezi nepřímé aktivátory a traumatické postižení vyvolává uvolnění přímých aktivátorů. 
Mezi rizikové faktory patří zvýšená náročnost chirurgického výkonu, nepříznivá poloha zubu, vedlejší účinky orálních kontraceptiv, kouření, technika anestezie, vyšší věk pacienta a výskyt periopatogenů. 
Léčebné postupy jsou založeny v prvé řadě na místním ošetření extrakční rány. Jejich společným cílem je zbavit pacienta bolesti, potlačit zánětlivou složku onemocnění a stimulovat tvorbu granulační tkáně uvnitř extrakční rány. Prvním krokem je výplach lůžka po extrakci antiseptickým roztokem, po kterém následuje lokální aplikace mulového drénu, smočeného v dezinfekčním roztoku. Můžeme využít také specialit. Dalším krokem je potlačení bolesti pomocí analgetik nejčastěji nesteroidních antiflogistik.
K lokální aplikaci lze použít i přípravky ze skupiny fytoterapeutik, které jsou dostupné v lékárně jako sušená droga anebo jsou aktivními složkami zubních past a ústních vod. 

[image: image1]
Obr. 1  Macleaya cordata (Willd) R. Br.
Macleaya cordata (Willd) R. Br. (Bocconia cordata Willd., Boccinia cordata,Okecek srdčitý, Makleja srdčitá) je trvalá rostlina 250 - 300 cm vysoká, s oddenkem, pocházející z Číny, Japonska a Tchajwanu, kde roste ve volné přírodě, ale také je pěstována v zemědělství. Obsahuje isochinolinové alkaloidy a mezi nejvýznamnější patří sanguinarin (SG) a chelerythrin (CHE). Podobné spektrum alkaloidů má vlaštovičník větší (Chelidonium majus L.), ve kterém se vyskytuje SG a CHE spolu s dalšími isochinolinovými alkaloidy chelidoninem, berberinem a koptisinem. SG a CHE patří mezi fytoalexiny, které zajišťují rostlině ochranu před vnějšími patologickými mikroorganizmy. Fytoalexiny mají biologické aktivity, které jsou lidstvem využívány po celá staletí.  SG a CHE vykazují antimikrobiální účinky vůči gram-pozitivním, gram-negativním bakteriím, proti plísním, kvasinkám, houbám a mají také protizánětlivý účinek.  

Výsledky potvrzující antimikrobiální aktivitu SG a CHE vůči konkrétním mikrobům byly v jednotlivých studiích odlišné. Lenfeld a spol. (1981) prokázal antimikrobiální efekt CHE vůči gram-pozitivním bakteriím a Candida albicans. Vůči gram-negativním bakteriím jako E.colli, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae se jeho účinek nepotvrdil (Navarro a spol., 1996). Naopak studie Odebiyi a Sofora (1979) prokázala vysokou účinnost CHE vůči gram-negativním bakteriím E. colli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae a Proteus sp. Ve studii Zhao, Yu, Zhou, Meng a Wu (2005) potvrdili antibakteriální působení SG vůči Staphylococcus aureus, E. colli, Tetracoccus, Bacillus cereus a Bacillus subtilis. Dihydrosanguinarin (DHSG) a dihydrochelerythrin (DHCHE) působili antibakteriálně vůči Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, E. colli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis a Candida  albicans (Navarro a Delgado, 1999). Zuo a spol. (2008) zjistili minimální účinnost DHCE a DHSG vůči Staphylococcus aureus, nicméně jejich forma 8-hydroxydihydrosanguinarin a 8-hydroxydihydrochelerythrin byla účinnější vůči methicilin-rezistentním Staphyloccocus aureus. Také pseudoalkoholáty SG a CHE prokázaly antimikrobiální účinky (Mitscher a spol., 1978) (56).
 SG inhibuje elastolytickou aktivitu prasečí pankreatické a lidské slinné elastázy, což může vysvětlovat její protizánětlivý účinek (84). Kromě antimikrobiálního, antimykotického a protizánětlivého účinku, oba alkaloidy indukují apoptotické faktory (17, 45). V klinických studiích bylo popsáno, že po aplikaci extraktu z Macleaya cordata dochází ke zmírnění zánětu gingivy (91). Přestože jsou SG a CHE využívány v přípravcích ústní hygieny (Santoin), je stále diskutována jejich biobezpečnost. Jedna z prací poukazuje na skutečnost, že dlouhodobé používání zubní pasty obsahující tyto alkaloidy by mohlo být příčinou leukoplakie (18). Studie prováděné in vivo, zaměřené na sledování genotoxicity a mutagenicity či onkogenetické studie naproti tomu tyto nežádoucí účinky nepotvrdily (60, 78).
[image: image2.jpg]



Obr. 2 Zimolez modrý (Lonicera caerulea L.)
Lonicera caerulea L. (Zimolez modrý) je endemický v oblastech dálného východu. V lidovém léčitelství se využívají květy, pupeny a ostatní nadzemní části při infekčních onemocněních pro své antibakteriální, antipyretické a protizánětlivé účinky. Rod Lonicera zahrnuje kolem 180 druhů. Mnohé z druhů zimolezu jsou pěstovány jako okrasné keře a popínavé rostliny. Pouze jediný druh, L. caerulea, je pěstován jako ovocný keř s chutnými, modře zbarvenými plody. Ostatní druhy zimolezu mají většinou nejedlé, někdy i mírně jedovaté plody, ve zralosti zbarvené žlutě, oranžově, červeně, modře a černě. Plody Lonicera caerulea dozrávají na jaře a slouží jako potrava ptákům. Nespornými výhodami zimolezu modrého jsou nejen brzké období sklizně, příjemná chuť a vůně, ale i množství účinků prospěšných pro lidské zdraví, stejnámi účinky na aterosklerózu, hypertenzi, choroby gastrointestinálního traktu a bakteriální infekci (36, 64). 
Biologická aktivita plodů L. caerulea je dána zejména vysokým obsahem vitaminu C, anthokyaninů a fenolových látek. V plodech zimolezu modrého pěstovaného v ČR byly nalezeny vitamíny, minerály a polyfenoly srovnatelné s množstvím těchto látek v plodech pěstovaných na území Číny. Z fenolových kyselin převažovaly chlorgenová a gentisová kyselina v plodech a kávová a ferulová kyselina ve fenolové frakci. Z anthokyaninů byl v obou případech nejvíce zastoupený kyanidin-3-glukosid. Identifikovány byly i peonidin-3,5-diglukosid, delfinidin-3-glukosid, delfinidin-3-rutinosid, pelargonidin-3,5-diglukosid a pelargonidin-3-rutinosid (63). Kyanidin-3-glukosid působí protizánětlivě a chemopreventivně inhibicí exprese COX-2 (46). Jeho antimikrobiální působení bylo prokázáno na E. coli, kde kyanidin-3-glukosid způsobil rozpad zevní buněčné membrány (43). Byl vytvořen bioadhezivní gel s obsahem anthokyaninů (kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid a kyanidin-3-sambubiosid) a po aplikaci na gingivu v distálním úseku dolní čelisti byl změřen jejich průnik a hladina v plazmě, tkáních a ve slině. Bylo prokázáno, že všechny anthokyaniny pronikají z gelu okamžitě do sliny a snadno prochází ústní sliznicí (47). Fenolová frakce Lonicera caerulea L. také snižuje tvorbu biofilmu a adhezi Candida parapsilosis, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis a Streptococcus mutans na umělém povrchu (63).  Protizánětlivý účinek extraktu L. caerulea byl zkoumán na endotoxinem vyvolané uveitidě u krysích samců. Bylo zjištěno signifikantní snížení produkce oxidu uhelnatého (NO), tumor nekrotizujícího faktoru-alfa (TNF-alfa) a prostaglandinu-E2 (PGE2). U uveálních buněk krysích samců preinkubovaných s lipopolysacharidem a s následnou aplikací extraktu L. caerulea došlo k potlačení indukované NO syntázy a COX-2 v závislosti na koncentraci (37).

Vzhledem k vysoké koncentraci látek s protizánětlivým, antimikrobiálním a antioxidačním působením a s dobrou penetrací do gingivy nebo orální mukózy lze využít plody L. caerulea k prevenci a léčbě onemocnění dutiny ústní (92).
Lidské gingivální fibroblasty jsou nejdůležitější buňky, které se podílí na tvorbě periodontální tkáně. Při vzniku gingivitidy, parodontitidy a alveolitidy dochází k produkci celé řady chemických mediátorů např. PGE2 a zánětlivých cytokinů (5, 29). V in vitro studiích se běžně jako modelový systém pro studium onemocnění periodoncia používají primární lidské gingivální fibroblasty, u nichž se k vyvolání zánětlivé reakce a stimulace tvorby mediátorů zánětu využívá intoxikace lipopolysacharidem (LPS) izolovaným z bakteriální stěny Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli nebo Aggregatibacter actinomycetemcomitans (4, 39). Inkubace gingiválních fibroblastů s LPS vede ke zvýšené produkci prozánětlivých cytokinů (interleukinu-1β (IL-1β), interleukinu-6 (IL-6), interleukinu-8, tumor nekrotizujícího faktoru-α (TNF-α)) a reaktivních kyslíkových sloučenin (ROS) (62). Prozánětlivé cytokiny (IL-1β a TNF-α) silně indukují expresi cyklooxygenázy-2 (COX-2), jejíž hladina je za normálních okolností velmi nízká. Prozánětlivé cytokiny pronikají při zánětlivé reakci v určitém množství do sliny pasivní filtrací a mohou tak ovlivňovat i vzdálenější část tkáně (21). Při zvýšené produkci ROS tyto reaktivní sloučeniny atakují okolní molekuly včetně nenasycených mastných kyselin přítomných v biomembránách. Při jejich oxidaci vzniká řada dalších produktů jako 4-hydroxynonenal, malondialdehyd a hydroxyalkény a je narušena integrita membrán. Pokud je lipidová peroxidace v rovnováze s tkáňovým glutathionem (GSH) a glutathion peroxidázou, k poškození membrán nedochází. Při parodontitidě se však produkty lipidové peroxidace hromadí a naopak klesá hladina antioxidantů a GSH, což může vést k destrukci postižené tkáně. GSH je jedním z nejvýznamnějších buněčných antioxidantů. Je kofaktorem důležitých oxidoreduktáz a podílí se mimo jiné na odstraňování peroxidu vodíku a detoxikaci volných radikálů, čímž působí jako ochrana buněk před oxidačním stresem (33).  
2 vývoj dolní čelisti ve vztahu k erupci zubů
2.1 Fylogenetický vývoj

V čeledi hominidae došlo v průběhu vývoje k významným fylogenetickým změnám a to k hominizaci a sapientaci. Jedna z etap hominizace je změna lebky ve smyslu zvětšení mozkové části nad částí obličejovou. Došlo také ke změně polohy tylního otvoru, který se posouvá ze zadní části spodiny lební dopředu, vzniká diastema mezi špičáky a třenovými zuby, špičáky se zmenšují a neprominují, moláry mění tvar ze tříúhelníkového na čtyřúhelníkový, zubní oblouk se stává parabolický a snižuje se počet zubů na 32. V průběhu dalšího fylogenetického vývoje člověka došlo k anteroposteriornímu zkrácení dolní čelisti a tím vznikl nepoměr mezi velikostí moláru a místa pro něj (88). Potvrzuje to srovnání cefalometrických hodnot lebek z prehistorického osteologického materiálu a lebek současných lidí. Jedna z nejčastějších indikací k extrakci dolního třetího molárů je nedostatek místa pro tento zub v dolní čelisti, což vede k obtížnému prořezávání zubu – dentitio difficilis, perikoronitis nebo tlaku na druhý dolní molár.

K tomuto základnímu etiologickému faktoru se přidružují ještě další činitelé jako například nepříznivý sklon zárodku třetího moláru, pozdní prořezávání zubu, minimální abraze aproximálních ploch ostatních zubů a zakřivení baze mandibuly. Tyto skutečnosti jsou nejčastějšími důvody pro extrakci dolních třetích molárů.
3 Anatomie dolní čelisti a oblasti dolních třetích molárů
Z kostí splanchnokrania je dolní čelist nejmohutnější a nejsilnější. Tělo má tvar písmena „U“. Z horní části vystupuje alveolární výběžek, v němž jsou uloženy dolní zuby. Od středu dolní čelisti na vnější ploše směrem dorzokraniálním stoupá linea obliqua externa a přechází v přední crista temporalis mandibulární větve končící v processus muscularis. Z úhlu mandibuly vzhůru odstupuje ramus mandibulae, který má tvar čtyřboké kostěné ploténky. Má dvě plochy (vnitřní a vnější), dva okraje (horní a dolní), dva výběžky (svalový a kloubní) a oblast retromolární. Na laterální ploše se na stejnojmenné drsnatině nachází úpon m. masseter, na mediální ploše pak inzerce m. pterygoideus medialis. Mediální a laterální stěna alveolárního výběžku mandibuly se dorsálně sbíhají v retromolárně uložené fossa retromolaris (resp. fovea retromolaris), která je vertikálně protáhlá, příkře stoupající. Nad retromolární jamkou se mírně klene sliznice a vytváří zde retromolární trojúhelník - trigonum retromolare. Nad ním splývají vnitřní a vnější plocha mandibuly v crista temporalis, na kterou se upíná pars profunda m. temporalis. Při pohledu zepředu se základna trigonum retromolare opírá o 2. nebo 3. molár a obě ramena v podobě crista medialis a crista lateralis seu bucinatoria se sbíhají k vrcholu trojúhelníka, který je na ramus mandibulae. Crista lateralis pokračuje kraniálně jako linea obliqua interna přecházející do crista temporalis. Crista medialis probíhá téměř rovnoběžně s linea mylohyoidea a splývá s crista lateralis. Fossa retromolaris je tedy ohraničena oběma hranami a jejich pokračováním crista temporalis a margo anterior ramus mandibulae.
Kortikalis pokrývá mandibulu po celé ploše a její síla se mění podle lokalizace a stáří jednotlivce. Vnitřek kortikálního obalu je vyplněn spongiózou, jejíž trámce směřují paprsčitě k povrchu kortikalis a jsou orientovány v souladu s funkčním zatížením čelisti. Výztužná pásma jsou tři a to hlavní, bradové a úhlové. Hlavní začíná v processus condylaris a probíhá pod crista colli mandibulae a linea obliqua externa, vnější a vnitřní vycházejí ze svalového výběžku pod crista temporalis a linea mylohyoidea. Hlavní spongiózní výztuž vzniká enchondrální osifikací kloubní chrupavky, zatímco ostatní části mandibuly vznikají osifikací vaziva. 
Růst mandibuly je podmíněn prořezáváním zubů a děje se apozicí směřující dorzálně a kraniálně, směrem do kloubu k zadnímu okraji větve mandibuly. Spongióza alveolární kosti je schopna neustálé přestavby podle měnícího se funkčního zatížení zubu. Kortikalis se u dolních molárů zevně zesiluje směrem nahoru do větve (50).
Zubní lůžko (alveol) svým tvarem připomíná nálevkovitou kavitu. Jeho stěnu tvoří souvislá ploténka kompaktní kosti – os alveolare (čili lamina dura). Spongiózu ležící vestibulárně označujeme jako prealveolární, spongiózu na lingvální straně jako retroalveolární. Prealveolární spongiózu kryje kompaktní kost – lamina vestibularis, retroalveolární spongiózu lamina oralis. Oblast dolních třetích molárů má daleko větší vrstvu prealveolární spongiózy ve srovnání s vrstvou retroalveolární (44).
Korunka dolních molárů tvarově připomíná kostku, žvýkací plocha je čtyřúhelníková se čtyřmi až pěti hrbolky. Tvar a počet kořenů dolních třetích molárů je značně variabilní: bývají krátké, srostlé v kužel, nepravidelné s různým úhlem zahnutí, mohou tvořit typický dvoukořenový nebo vícekořenový molár.
Vzhledem k specifitě oblasti dolních třetích molárů se řada autorů přiklání k teorii, že častější příčinou alveolitid po jejich extrakci je zvýšená kostní denzita, snížení cévního zásobení a snížená schopnost produkce granulační tkáně. Další příčinou mohou být zhoršené hygienické poměry (problematické samoočišťování při pohybech volné části jazyka a zvýšená tendence k retenci zbytků potravy). Přímý příčinný vztah mezi alveolitidou a nedostatečným cévním zásobením se zatím nepodařilo prokázat. Hlavní příčinou zvýšeného výskytu alveolitid po komplikovaných extrakcích dolních třetích molárů je tedy s největší pravděpodobností prolongovaný chirurgický výkon spojený se zvýšenou traumatizací kosti (61).
4 Indikace k extrakci dolních třetích molárů

Ke správnému stanovení indikace k extrakci je potřebná pečlivá anamnéza, klinické vyšetření dutiny ústní a zhotovení rentgenového snímku. Provedení a zhodnocení extraorálního rentgenového snímku (nejlépe OPG resp. extraorální kazeta) musí být součástí předoperačního vyšetření jak u retinovaných, tak u plně prořezaných dolních třetích molárů. Značná různorodost počtu, postavení a zakřivění kořenů dolních třetích molárů může způsobit, že zdánlivě jednoduchá extrakce plně prořezaného zubu skončí chirurgickou extrakcí. 
Extrakce dolních třetích molárů je indikovaná pokud zub působí obtíže. Profylaktická extrakce dolních třetích molárů je diskutabilní. Nejčastějšími důvody k extrakci jsou opakované ataky akutní perikoronitidy, případně rentgenologický nález Hofrathovy „cysty“, svědčící pro chornickou perikoronitidu. Perikoronitida může být zdrojem infektu šířícího se do okolních prostor se vznikem kolemčelistního zánětu. Další příčinou extrakce jsou zubní kaz, resorpce sousedního zubu, folikulární cysty nebo cystické tumory. Pokud je zub uložen mimo okluzi, ztratil svou funkci nebo díky své poloze není schopen normální erupce a zařazení do funkční okluze je nutné jeho odstranění. Ortodontické a profylaktické důvody, zhotovení totálních náhrad a úprava alveolu nebo neuralgiformní bolesti v oblasti úhlu dolní čelisti patří mezi další indikace k extrakci. Vyloučení fokální infekce při celkových onemocněních, komplexní nádorová terapie (radioterapie, chemoterapie, imunosupresivní léčba), patologický proces v dolní čelisti nebo uložení zubu v lomné linii čelistní zlomeniny mohou být dalším důvodem pro extrakci.
Specifikem dolních třetích molárů je porucha uložení a prořezávání těchto zubů. Je to způsobené nedostatkem místa za zubním obloukem a dobou jejich prořezávání. Dolní třetí moláry prořezávají v druhém deceniu, někdy i později. V tomto období je kost již značně mineralizovaná a kompaktní kostní kryt korunky je silnější než u ostatních zubů. Sliznice v distálních partiích alveolu obsahuje více podslizničního vaziva, je pružnější, volnější a poddajnější. Zub proto při erupci slizniční kryt neperforuje, spíše jen zvedá. Třetí molár tak často zůstává jen částečně prořezán (semiretinován). Dochází pak k vytvoření slizniční kapsy, (nepravého chobotu) s retencí zbytků jídla, odloupaných epitelií, hlenu a zubního plaku s následnou klinickou manifestací exudativního zánětu.
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Obr. 3 Polohy dolních třetích molárů

(Toman J.: Ústní a čelistní chirurgie, 1972)

A) vertikální poloha, B) šikmá poloha, C) horizontální poloha

Nejčastějším typem uložení dolních třetích molárů je poloha vertikální a šikmá s meziálním sklonem. Dle typu uložení lze dolní třetí moláry rozdělit do čtyř skupin: A, B, C a D. Typ uložení A (A1 až A3) odpovídá vertikální poloze s uložením zubu různě hluboko v čelisti. Typ uložení B (B1 až B3), šikmá poloha, s nejčastějším mesiálním sklonem a vzácným distálním sklonem korunky. Typ uložení C (C1 až C3), horizontální poloha, kdy dlouhá osa třetího moláru je kolmo k poloze sousedních zubů různě vzdálen od mandibulárního kanálu nebo uložen parakanalikulárně. Typ uložení D zahrnuje ostatní polohy jako je příčné uložení, abnormální polohy zubu v ramus mandibulae nebo korunkou směrem dolů a kombinace polohy s nadpočetným zubem nebo retinovaným druhým molárem.
5 Technika extrakce
Pokud je zub plně prořezán nebo je prořezán částečně, ale lze rozrušit dentogingivální uzávěr pomocí Beinovy páky, nasadit odpovídající kleště, uvolnit zub a následně extrahovat, probíhá výkon jako jednoduchá extrakce. Pokud jednoduchá extrakce není možná, přistupujeme k chirurgickému vybavení zubu. Chirurgickou extrakci dolních třetích molárů provádíme obvykle ve svodné, méně často v celkové anestezii. Vlastní chirurgický výkon začíná slizničním řezem nejčastěji ve tvaru ležatého L s parasagitální orientací horizontálního řezu. Tento řez umožňuje odklopení triangulárního laloku. Je vhodný zejména pro retinované moláry s mediálním sklonem (69). Základní průběh řezu je možné podle potřeby upravovat. Lze vést řez (nebo nástřih) přímo nad korunkou semiretinovaného zubu, pokud je korunka kryta pouze sliznicí a dál pokračovat jednoduchou extrakcí. V případě lingválního sklonu retinovaného zubu nebo při plánovaném hojení kostní rány otevřenou metodou, vedeme řez lingválně od distálního okraje druhého moláru. Po odklopení mukoperiostálního laloku odstraníme kostní kryt pomocí rotačních nástrojů (kostní frézky, kuličky). Pracujeme přerušovaně, s chlazením a kostní ránu průběžně vyplachujeme. Po navrtání kostního krytu můžeme pokračovat pomocí ručních nástrojů (kostní dlátko a kladívko). Po odstranění kostního krytu se pokusíme zub uvolnit pomocí Beinovy páky. Pokud je odpor kosti značný, neriskujeme její poškození a přistoupíme k separaci zubu. Oddělujeme korunkovou část od kořenové (dekapitace) nebo separujeme kořeny pomocí fisurového vrtáčku. Pak je možné do zářezu vniknout vhodným nástrojem (Beinova páka nebo dláto) a části od sebe odlomit. Někdy si můžeme pomoct vytvořením pomocného zářezu do okraje kořene nebo korunky a následně zasunout extrakční páku a část zubu uvolnit. Toaleta operační rány spočívá v egalizaci ostrých okrajů a hran pomocí pomalu rotující kostní frézy za stálého chlazení nebo pomocí Luerových kleští. Při exkochleaci lůžka odstraňujeme zbytky perikoronárního vaku, zbytky kostní drti, drobné kostní fragmenty nebo části zubu. Toaletu rány ukončíme výplachem celé operační rány vlažným fyziologickým roztokem nebo antiseptikem. Zkontrolujeme, zda nedochází k výraznějšímu krvácení z měkkých tkání nebo kosti. Pokud zvolíme tzv. zavřený způsob uzávěru rány, zakončíme operaci suturou (hedvábí, syntetický šicí materiál).  První steh zakládáme distálně od druhého moláru. Následuje sutura vertikální a horizontální části operační rány.  U polootevřeného a otevřeného způsobu uzávěru operační rány suturu neprovádíme a lůžko vyplníme vhodným nevstřebatelným materiálem např. mulovou longetou nasycenou vazelínou s 1% odoformem. Ta se ponechá v operační ráně jeden týden a poté se vymění. V případě rozsáhlé kostní rány, zhmožděných měkkých tkáních nebo drobného krvácení dochází po odeznění anestezie k vytvoření hematomu. Proto je vhodné bezprostředně po extrakci a sutuře vložit mezi stehy sliznice proužek měkké rukavicové gumy. Drén odstraňujeme po 24 hodinách.    
6 Hojení extrakční rány
6.1 Fyziologické hojení extrakční rány

V procesu hojení extrakční rány mají zásadní význam krevní koagulum a slina. Již v průběhu prvního dne po extrakci zubu dochází k edému slizničního okraje, který je tak přitisknut k periostu (obr. 4). Elastická vlákna ligamentum circulare působí svým tahem zúžení alveolárního vchodu. Cévy uvnitř alveolární kosti jsou buď trombotizované nebo dochází k jejich dilataci. V oblasti alveolárního okraje dochází k resorpci struktur, které byly poškozeny v průběhu extrakce nebo jsou nyní již přebytečné. Formované koagulum uvnitř alveolárního lůžka mění svou barvu z počáteční červené na hnědočervenou. Po několika dnech, z důvodu infiltrace povrchové vrstvy koagula leukocyty, má obsah prázdného lůžka šedavou barvu (55). 
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Obr. 4 Extrakční rána 1. den po extrakci

Gingiva položena přes alveolární vchod a spojena s koagulem
(Mayer W.: Zahnaeztliche Operationslehre   1963)
Třetí den po extrakci je alveol vyplněn krevním koagulem s různými typy krevních buněk obsažených v plazmě. Vnitřní vrstva okrajového epitelu se spojí hned po extrakci s nejhlubší vrstvou krevního koagula a dochází k proliferaci této germinativní vrstvy, která byla před extrakcí fixována jako dentogingivální spojení. Po jednom týdnu je epiteliální kryt provizorně uzavřen, koagulum je na povrchu kryté spojovacím epitelem a uvnitř se objevuje jemná síť fibrinových vláken (obr. 5). 
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Obr. 5 Extrakční rána 1týden po extrakci

Vtlačení gingivy přes alveolární okraj a tvorba záhybu 
(Mayer W.: Zahnaeztliche Operationslehre 1963)
Na následném rozpadu koagula se podílí polymorfonukleární leukocyty a lymfocyty. Proces začíná na periferii a spodině alveolu a pokračuje centrálně. Metabolismus rezorbce koagula probíhá podobně jako osteoklastická resorpce. Na spodině alveolu je apikální část vyplněna jemnými fibrinovými můstky ve stádiu zrodu, které křižují hypervaskulární prostory. Po dvou týdnech dochází k oploštění záhybu primární povrchové vrstvy sliznice a k proliferaci nového epitelu. Následující stádium je charakterizováno zřetelnou regresí krevního koagula, které je nahrazováno granulační tkání s vysokou koncentrací fibroblastů, kolagenu a cév. Tato granulační tkáň se již začíná na spodině alveolu diferencovat v kost (obr. 6). 
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Obr. 6 Extrakční rána 2 týdny po extrakci

A) Zmenšení výběžku mezi gingiválními okraji B) Novotvorba kostních trámců (černě) 
(Mayer W.: Zahnaeztliche Operationslehre 1963)
Po třech týdnech  dochází  jizevnatým tahem k elevaci a uzavření záhybu a uvnitř lůžka je patrná aktivní remodelace kosti směřující cervikálně a intenzivní produkce vysoce vaskularizované trabekulární kosti (obr. 7). 
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Obr. 7 Extrakční rána 3 týdny po extrakci

A) Vymizení výběžku mezi gingiválními okraji a tvorba epiteliálního valu B) Novotvorba kosti v hloubce alveolárního lůžka z okrajů stěny alveolu

(Mayer W.: Zahnaeztliche Operationslehre 1963)
Po 4 týdnech je alveolární lůžko vyplněno řídkou kostí, která ještě není funkční a stále jsou zřetelné okraje alveolární kosti a novotvořené kosti. Ty vymizí až kolem šestého týdne (obr. 8). Ani po třech měsících nedochází k úplnému uzavření alveolárního vchodu epitelem, ale provizorní kost uvnitř alveolu přizpůsobuje svou strukturu okolí.
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Obr. 8 Extrakční rána 6 týdnů po extrakci

Novotvořená kost zcela vyplňuje alveolární lůžko (černě)

(Mayer W.: Zahnaeztliche Operationslehre 1963)
6.2 Poruchy hojení extrakční rány – příčiny, průběh
Proces hojení extrakční rány neprobíhá vždy hladce. Nejčastější poextrakční komplikace - zánět zubního lůžka (alveolitis) se po jednoduchých extrakcích zubů vyskytuje přibližně v 2–5,5% případů, zatímco po chirurgické extrakci dolních třetích molárů je její výskyt až 
20–30% (3, 67). 

Rozpad a infekce koagula způsobí vznik hnisavé alveolitidy (alveolitis purulenta). Rozvoj hnisavého zánětu lůžka hrozí v případech, kdy byl extrahován gangrenózní zub, zub s periapikálním granulomem, nebo byla před extrakcí přítomna periodontální nebo perikoronární infekce. Dalším zdrojem infekce mohou být fragmenty kořene ponechané v ráně, případně volný úlomek kosti (např. interradikulární septum). Ohroženi jsou i pacienti s problematickou orální hygienou, nemocní trpící akutní nebo chronickou gingivitidou a silní kuřáci (59). Při kouření dochází k inkorporaci tabákových zplodin do oblasti rány a jejich adhezi do formovaného koagula. Těkavé aldehydy obsažené v cigaretovém kouři poškozují biomolekuly reaktivními kyslíkovými sloučeninami a snižují množství antioxidačních slinných enzymů, zejména glutathion peroxidázy (11, 27, 48).
Zvýšenou pravděpodobnost manifestace suché alveolitidy = alveolitis sicca, lze předpokládat při dlouhotrvajícím chirurgickém výkonu s použitím většího množství lokálního anestetika s vasokonstrikční přísadou. To vede k prolongované ischemii tkání a alveolu. Další riziko je v případech, kdy bylo intenzivní poextrakční krvácení stavěno nerezorbovatelnou tamponádou rány. Samotné chirurgické vybavení dolních třetích molárů způsobuje kostní trauma a destrukci alveolární kosti s následnou trombózou okolních cév a snížení odolnosti kosti vůči infekci. 
Zvýšená incidence alveolitidy může souviset i s postradiačními změnami v oblasti extrakce (kolaps nebo trombóza drobných kapilár), nebo systémovými onemocněními skeletu (např. morbus Paget, osteopetrosis). Prokázána je také souvislost suché alveolitidy s užíváním perorálních kontraceptiv. Všechna kombinovaná kontraceptiva mají lehký prokoagulační efekt. Estrogeny a jim podobné látky aktivují fibrinolytický systém nepřímou cestou, zvyšují hladiny faktorů II, VII, VIII, X a plasminogenu a přispívají k předčasné destrukci koagula. Dle výsledků klinických studií je výskyt alveolitidy 5 x častější u žen než u mužů a při užívání orálních kontraceptiv se tento nepoměr ještě zvyšuje (24, 28, 76, 94, 95). Proto by extrakce měla být provedena mezi 7 - 10. dnem užívání orálních kontraceptiv, kdy je hormonální hladina stabilizována a prokoagulační efekt minimální (68). 

Mezi další rizikové faktory vzniku alveolitidy patří nepříznivá poloha zubu. U semiretinovaných nebo retinových dolních třetích molárů je zvýšené riziko vzniku alveolitidy u zubu s distoangulárním sklonem. Technika anestezie také ovlivňuje další průběh hojení extrakční rány. Intraligamentární podání anestetika zvyšuje pravděpodobnost vzniku alveolitidy (86). Uvedené rizikové faktory byly předmětem řady klinických studií a jejich podíl na rozvoji komplikací hojení extrakční rány byl mimo pochybnost potvrzen (41).
Mezi diskutabilní a nejasné podmiňující faktory patří systémová onemocnění (zejména diabetes mellitus), pohlaví pacientů (vyšší výskyt u žen), sekundární odstranění koagula z rány (vysávání, nadměrné vyplachování), věk pacienta (všeobecné mínění: “čím vyšší věk, tím větší riziko“), četnost extrakcí (extrakce jednoho zubu vs. mnohočetné extrakce), technika anestezie (injekční vs. celková anestezie), množství a kvalita sliny, nedokonalá toaleta rány po extrakci apod. (16).

6.3 Definice alveolitidy, rozdělení, klinické projevy, diagnostika
Alveolitida je ohraničený zánět zubního lůžka. Z klinického hlediska dělíme alveolitidu na dvě klinické jednotky: alveolitis sicca a alveolitis purulenta (85, 35).
Alveolitis sicca vzniká dvojím mechanizmem: buď se lůžko po extrakci vůbec nezaplní krví nebo se koagulum vytvoří, ale záhy se rozpadne a slinami vyplaví. Bolest je vyvolaná mechanickými a chemickými podněty, které působí na nervová zakončení bohatě inervované stěny zubního lůžka.  Je záchvatovitá, má charakter sekundární neuralgie n. trigeminus. Klinickým nálezem je prázdné lůžko, bez přítomnosti hnisavé exudace, spíše „suché“, palpačně silně bolestivé a okolní sliznice je prosáklá s lividním zbarvením. Povrchní vrstva alveolární stěny je postižena zánětem, vzniká cirkumskriptní ostitida. V prázdném extrakčním lůžku se hromadí zbytky potravy. Suchá alveolitida se klinicky projeví prudkými bolestmi, které vyzařují do ucha nebo do spánku a nastupují zpravidla za 24 – 48 hodin po extrakci zubu. V noci se obtíže stupňují a nedovolují nemocnému usnout, přes den jsou spíše mírnější. Teplota není nebo je jen mírně zvýšená a regionální mízní uzliny nemusí být zvětšené.

Alveolitis purulenta (hnisavý zánět lůžka) se od suché alveolitidy liší zánětlivou exudací z extrakční rány. Lůžko je vyplněné rozpadlými, páchnoucími zbytky zhnisaného koagula. Subjektivní potíže nemocného jsou obdobné jako u suché alveolitidy. Klinický obraz je charakterizován silnou bolestí v ráně a zápachem z úst. Mukoperiost v okolí lůžka je zduřelý, zarudlý, na tlak silně bolestivý. Stěna alveolu je částečně nebo úplně obnažena, její povrch, který je pokrytý šedavě žlutavou vrstvou detritu a nekrotické tkáně je velmi citlivý na mechanické i termické podněty. Regionální mízní uzliny jsou zvětšené a bolestivé a teplota může dosahovat až 38°C . Hnisavý zánět lůžka se vyskytuje opět častěji v čelisti dolní než horní.

Základem diagnostiky alveolitidy jsou její typické klinické projevy jako:
- občasná nebo trvalá bolest (alveolalgia) neuralgiformního charakteru, která se objeví v  průběhu 24 až 48 hodin po extrakci a je lokalizovaná do oblasti lůžka; typická je iradiace bolesti z dolní čelisti do ucha, spánku, z horní čelisti do spánku nebo oka a bolest je výraznější v noci

- absence normálního krevního koagula v extrakční ráně, lůžko může být prázdné nebo vyplněné zbytky rozpadajícího se koagula

-  halitósa (foetor ex ore)

- omezený rozsah otvírání úst (81)

Před zahájením terapie je nutné vyloučit přítomnost zbytků kořene, granulomu, kostní cysty, části ulomeného nástroje nebo přítomnost lomné linie (zejména u starších pacientů s atrofickou mandibulou).
6.4 Terapie alveolitidy
Terapie alveolitidy spočívá především v místním ošetření extrakční rány s cílem odstranit infikovaný obsah lůžka, zbavit nemocného bolesti a podpořit přirozené procesy hojení. Účinné látky k tomu používané by měly působit analgeticky, antisepticky, antiflogisticky, podporovat tvorbu granulační tkáně a epitelizaci. Systémová aplikace léků má spíše doplňkový význam.  Infikovaný obsah lůžka odstraňujeme výplachem lůžka nebo exkochleací v injekční anestezii. Po revizi rány ji ošetříme drénem nebo tamponádou. 
6.4.1 Lokální ošetření

V současné době je v našich podmínkách stále ještě nejrozšířenějším způsobem ošetření místní aplikace mulového drénu smočeného ve vhodném dezinfekčním prostředku, například roztoku Chlumského (alkohol dezinfikuje, fenol svým leptacím účinkem tlumí bolest a podporuje tvorbu granulační tkáně, kafr působí jako deodorant) nebo mulová drenáž s jódovým olejem (analgetický účinek), s benzocainem, s peruánským balzámem apod. Hlavní nevýhodou drenáže je nezbytnost každodenní aplikace nového mulového drénu s dezinfekčním roztokem a tím časová náročnost pro pacienta i lékaře. 

Justová a Pazdera při ošetření alveolitidy s úspěchem využili dentálních čípků - TAS. Čípky obsahující trimecain, kyselinu acetylsalicylovou a sacharózu měly analgetický, antibakteriální a protizánětlivý účinek. Výhodou rezorbovatelných čípků byla možnost aplikace v závislosti na subjektivních potížích pacienta, nebylo proto nutné každodenní ošetření (38, 42).

 Další možností je aplikace chlorofylu k podpoření granulačních pochodů, nebo lokální aplikace zinkoxideugenolové pasty (Repin), která lůžko mechanicky chrání a současně dezinfikuje. Tzv. otevřená metoda spočívá v užití jodoformového drénu, kdy se rána nešije, vestibulární lalok se vchlipuje do extrakční rány a ta se vytamponuje jodoformovým drénem, který se ponechá v extrakční ráně po dobu jednoho týdne, poté se další týden vymění za kratší. Po 14 dnech je možné drén odstranit (51). 

K místnímu ošetření extrakční rány lze využít také továrně vyráběné přípravky (speciality). Antibiotika určená k lokální aplikaci (Nebacetin stili, linkomycin, gentamycinové perly, Framykoin) se většinou neosvědčila pro riziko senzibilizace pacienta, časově omezené působení a absenci analgetického účinku. Další možností jsou antiflogistika (Ketazon, Locacorten-Vioform), analgetika (např. Alvogyl obsahující lidocain a eugenol s antiseptickým, analgetickým a hemostatickým účinkem) nebo přípravky na bázi kyseliny acetylsalicylové (Apernyl, příp. Grisaldon). Pozitivní efekt Apernylu při léčbě alveolitidy je výsledkem kombinace antifibrinolitického (parahydroxybenzoová kyselina) a antiflogistického účinku. Mezi kombinované preparáty patří Bioplast (směs fibrinu izolovaného z lidské krve a neantigenního bovinního fibrinu s oxytetracyklinem, čerstvou krví a trombinem). 

Bylo potvrzeno, že použití 0,12% roztoku chlorhexidinu k výplachům extrakční rány snižuje riziko vzniku alveolitidy až o 50%. Výplachy musí být prováděny před extrakcí, v den extrakce a několik dní po extrakci (15). Antibiotika k lokální aplikaci jsou zastoupena tetracyklinem (oxytetracyklin) často v kombinaci s hydrokortizonem v různých aplikačních formách (např. Gelfoam).  Názor na použití polylaktidové kyseliny v profylaxi alveolitidy není jednotný; nicméně je dostupná jako specialita pod názvem DriLac (Osmed, USA) (13, 34). S dobrým analgetickým efektem byl bezprostředně po provedené extrakci aplikován 2% lidocain rosolovité konzistence (7).
Další terapeutickou možností léčby zánětu a mikrobiálních infekcí dutiny ústní je použití fytoterapeutik. Antimikrobiální efekt směsi esenciálních olejů máty peprné a rozmarýnu lékařského byl srovnáván s antimikrobiálním účinkem chlorhexidinu. Prokazatelně vyšší antimikrobiální efekt extraktů z máty a rozmarýnu ve srovnání s účinkem chlorhexidinu byl prokázán na kmenech Streptococcus mutans a Streptococcus pyogenes (73).
Podobně pozoruhodný antimikrobiální efekt vůči orálním patogenům byl prokázán u Lopuchu většího (Arctium lappa) při endodontickém ošetření zubů ve srovnání s kalciumhydroxydovou pastou (26). 

Granátové jablko obsahuje účinnou látku punicalgin, který má antibakteriální a antimykotické účinky. Gel z granátového jablka inhiboval adherenci Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis a Streptococcus mitis lépe než miconazol. Antimykotický účinek byl potvrzen na Candida albicans a Candida parapsilosis na in vitro testech. V kombinaci s flukonazolem působily synergicky (22, 89). Aloe vera při léčbě alveolitidy prokázala stejnou účinnost jako klindamycin (72).

Ze všech těchto studií je patrné, že fytoterapeutika jsou účinná a proto využívána k terapii.

6.4.1.1 Historie 

Historický význam má využití tamponády lůžka mulovým drénem syceným 50% roztokem jódové tinktury (6, 49, 70) nebo jodoformovým mulem, případně radikálnější kyretáž alveolu k obnovení krvácení s následnou tamponádou mulem ,napuštěným vaselinou nebo práškovým novocainem. 
Dalším, dnes již neužívaným způsobem ošetření, byl výplach alveolu vlažným fyziologickým roztokem s následnou aplikací směsi práškového novocainu s orthoformem. Mezi další prostředky, využívané k místnímu ošetření rány, patřily např. proteolytické enzymy (trypsin), použití kousků amnia, Vita Apinol (lyofilizovaná mateří kašička v masťovém základu), propolis, případně kombinované masti a pasty různého složení např. Mayerova pasta (benetazon, mesocain, peruánský balzám, thymol, nitrofurantoin a oleum caryophyllorum; báze pasty je tvořena metylcelulózou, koloidem kyseliny křemičité, glycerinem, Septonexem a vodou).
6.4.2 Systémová medikamentózní terapie alveolitidy
Systémová medikamentózní terapie alveolitidy je založená na analgetickém a protizánětlivém účinku farmak. Poextrakční bolest je buď časná, objevující se několik hodin po výkonu a odložená, která se projeví druhý až třetí den po extrakci. Časná bolest je tupá, lokalizovaná a není záchvatovitá. Je způsobená zhmožděním tkání, edémem nebo iatrogenním poškozením (nešetrné užití slizničních háků, termické poškození vrtačkou). Odložená bolest má záchvatovitý charakter, je krutá, s iradiací do okolí, trvá i několik hodin a dostavuje se zejména v noci. V současnosti jsou oblíbena zejména nesteroidní antiflogistika s analgetickým účinkem (ibuprofen, ketazon, nimesulid), antipyretika (paracetamol), spasmolytika (metamizol) a anodyna (tramadol) (25). Doporučeno je i podání analgetik před samotným chirurgickým výkonem (58).
Systémové podání antibiotik je indikováno pouze v souvislosti se šířením zánětu do okolních prostorů, spojeným s celkovou alterací nemocného (2, 57). V současnosti jde většinou o peniciliny s inhibitory beta-laktamáz (např. Augmentin, Amoksiklav, Unasyn) nebo cefalosporiny vyšších generací (např. Zinnat). Vhodnou alternativou u alergických pacientů mohou být  linkosamidy (Dalacin C). Vyloženě pomocný význam má podávání vitamínů B1 nebo B12  per os nebo intramuskulárně.
6.4.3 Fyzikální terapie 

 Fyzikální terapie může být vhodným doplňkem místního ošetření i systémové léčby. Většinou spočívá v aplikaci tepla, které vyvolává hyperemii a působí analgeticky. Využívá se zdrojů infračerveného záření, krátkovlnné diatermie nebo biostimulačního účinku helium-neonového laseru, případně diadynamických proudů typu CP. Prostřednictvím biostimulačního laseru je světelná energie přeměněna na energii buněčnou. Dochází k povzbuzení buněčného metabolizmu.  Zároveň se při průchodu světla zvyšuje propustnost buněčných membrán, což vede k zlepšení buněčné výživy a rychlejšímu dělení. Biologický efekt neinvazivní laseroterapie je analgetický, biostimulační, protizánětlivý, antimikrobiální a virocidní.   
Moderní metodou je aplikace lékařského ozónu, tzv. ozonoterapie. O3  aktivuje imunitní odpověď a látkovou výměnu buněk a působí také baktericidně. HealOzone (KaVo) využívá plynného ozónu k terapii zubního kazu a onemocnění měkkých tkání dutiny ústní (afty, herpes, infekční ústní koutky). Prostřednictvím vakua způsobuje deaktivaci bakterií zubního kazu, zejména Streptococcus mutans (71). Další možností je využití tekutého ozónu – ozonizované vody k zlepšení hojení porušené ústní sliznice nebo ozonizovaného oleje k léčbě zánětu zubního lůžka (30).
7 Profylaxe alveolitidy
V rámci profylaktických opatření se snažíme především o identifikaci rizikových faktorů vzniku alveolitidy. Důležitá je proto pečlivá anamnéza před plánovaným chirurgickým výkonem. V této fázi je třeba také stanovit úroveň orální hygieny (PLI) a snažit se redukovat tento index na minimum. Lze také využít dezinfekční roztoky s obsahem 0,12% chlorhexidinu, který, jak prokázaly některé klinické studie, snižuje pravděpodobnost výskytu alveolitidy (15, 19, 32).
Vlastní chirurgický výkon musí být proveden rychle, s maximální šetrností a s minimální traumatizací tkání. Pokud lze předpokládat komplikovanou extrakci, měl by být pacient odeslán k provedení výkonu na specializované pracoviště. Nelze doporučit ani extrakci dolních třetích molárů „za tepla“ (akutní dentitio difficilis, nebo ulcerózní gingivitida). Takto provedená extrakce může být bolestivá, technicky náročná (čelistní kontraktura) spojená s vyšší pravděpodobností komplikovaného hojení extrakční rány (65, 66). Profylaktické podání antibiotik je vhodné před zvlášť obtížnou extrakcí impaktovaných dolních třetích molárů, u imunosuprimovaných nebo dialyzovaných pacientů, nemocných s HIV, onemocněním srdečních chlopní, s kardiomyopatií nebo endokarditidou v anamnéze, s umělou srdeční chlopní nebo umělou kloubní náhradou. 
Při extrakci zubů v ozářeném terénu dáváme přednost anestetikům bez vasokonstrikční přísady a výkon rovněž provádíme v antibiotické cloně. 

U žen není vhodné extrahovat v období menstruace. S nástupem menstruace se může zvyšovat fibrinolýza krevního koagula v operační ráně a stoupá riziko sekundární infekce a pooperačního krvácení.

Velmi důležité je také poučení pacienta v souvislosti s chirurgickým výkonem (nejlépe písemnou formou). Kuřákům je třeba doporučit, aby před a po extrakci nekouřili. Pacienty instruujeme, aby se vyvarovali vyplachování úst v průběhu 24 hodin po extrakci a používali měkký, neopotřebovaný zubní kartáček. Upozorníme na možná rizika komplikací a při jejich manifestaci nabídneme odborné ošetření.

8 Vlastní práce

8.1 Cíle práce

Cílem předkládané dizertační práce bylo ověření protizánětlivých a antioxidačních vlastností extraktů z M. cordata (MCE), L. caerulea (LCE) a jejich kombinace in vitro a následné ověření pozitivních vlastností klinicky, při léčbě zánětu zubního lůžka po extrakci dolních třetích molárů.

Konkrétní cíle byly:

In vitro studie: 

- ověření cytotoxicity MCE, LCE a jejich kombinace na lidských gingiválních fibroblastech

- sledování účinků MCE, LCE a jejich kombinace na hladinu redukovaného glutathionu a interleukinu-6, produkci reaktivních kyslíkových sloučenin a expresi cyklooxygenázy-2 u lidských gingiválních fibroblastů
- sledování vlivu MCE, LCE a jejich kombinace na výše zmíněné parametry po stimulaci lidských gingiválních fibroblastů lipopolysacharidem z Escherichia coli

Klinické studie: 

- terapeutické použití extraktu (MCE) k léčbě alveolitidy a jeho vliv na subjektivní obtíže pacienta a délku terapie

- profylaktické použití orální pasty LONICAL po chirurgické extrakci dolních třetích molárů a srovnání účinku placeba, kombinace (MCE a LCE) a LCE na subjektivní obtíže pacienta, hojení lůžka, nutnost analgoterapie příp. rozvoj zánětu 

8.2 Materiál – in vitro studie
8.2.1 Buňky

Jako buněčný model byly použity lidské gingivální fibroblasty, které byly izolovány ze zdravé gingivální tkáně získané od pacientů při chirurgických zákrocích, prováděných na Klinice ústní, čelistní a obličejové chirurgie, FN Olomouc. Odběry a zpracování byly prováděny se souhlasem etické komise FN a LF UP Olomouc. Všichni pacienti byli před odběrem tkáně poučeni o smyslu a cílech studie a podepsali informovaný souhlas. 
8.2.2 Extrakty, chemikálie, roztoky a přístroje

8.2.2.1 Extrakty
Extrakt Macleaya cordata (MCE)

MCE (identifikační číslo 051044, obsahující 59,6% kvarterních benzo[c]fenanthridinových alkaloidů, z toho 44,9% sanguinarinu (SG) a 14,7% chelerythrinu (CHE)) byl získán od firmy Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville (Německo). 
Fenolová frakce Lonicera caerulea (LCE)

L. caerulea byla pěstována v oblasti Lipníku nad Bečvou. Fenolová frakce LCE obsahující 20,1% fenolových kyselin zahrnující fenolovou kyselinu, flavonoidy a anthokyaniny (77%) byla připravena na Ústavu lékařské chemie a biochemie LF UP.

8.2.2.2 Chemikálie

Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), fetální telecí sérum (FCS), stabilizovaný roztok penicilinu (10 000 U.ml-1) se streptomycinem (10 mg.ml-1), amphotericin B (250 µg.ml-1), sterilní dimethylsulfoxid (DMSO), 0,25% roztok trypsin-EDTA, 0,4% roztok trypanové modři, neutrální červeň (NČ), Na3VO4, Triton X-100, 5,5´-dithio-bis(benzoová kyselina) (DTNB), kyselina trichloroctová (TCA), kyselina thiobarbiturová (TBA), dodecylsulfát sodný (SDS), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), triethylamin (99,5%) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (USA).

Western blotting luminol reagent Solution A a Solution B pro chemiluminiscenční detekci křenové peroxidasy (HRP), primární králičí protilátka pro detekci COX-2, primární kozí protilátka pro detekci aktinu (I-19), sekundární kozí a králičí protilátky konjugované s křenovou peroxidázou byly zakoupeny od firmy Santa Cruz Biotechnology (USA). 

Dihydrofluorescein acetát dodala firma Fluka Chemie (Německo) a 5,5´-dithio-bis(benzoovou kyselinu) firma Serva (Německo). Bromfenolová modř byla zakoupena od firmy Bio-Rad Laboratories (USA). Roztok akrylamidu s N,N´-methylenbisakrylamidem (29:1, 40%), Tween® 20, glycerol, 10x Tris-glycin pufr, 10x Tris-glycin-SDS pufr, dithiotreitol (DTT), N,N,N´,N´-tetramethylethylendiamin (TEMED), standard molekulové hmotnosti Mid/Low Range  byly zakoupeny od firmy Bio Basic INC (Kanada). Specifický imunologický kit pro stanovení IL-6 byl zakoupen od firmy R&D Systems (USA). Proteázový inhibitor CompleteTM  od firmy Roche Diagnostic GmbH (Německo). 

Sušené mléko Laktino (1,3% tuku) bylo zakoupeno od firmy PML (ČR). Coomassie briliantová modř G-250 od firmy Serva (Německo) a methanol (HPLC gradient grades) od firmy Merck (Německo). 

Ostatní chemikálie stupně čistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Pliva-Lachema (ČR).

8.2.2.3 Roztoky

Zásobní roztok fosfátového pufru (PBS)

10x PBS: NaCl (0,137 mol.l-1), KCl (0,00268 mol.l-1), Na2HPO4 (0,00896 mol.l-1), KH2PO4 (0,00147 mol.l-1), pro experimenty byl zásobní roztok 10krát zředěn

Roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu a Western blot

Lyzační pufr: Tris (0,02 mol.l-1), EGTA (0,005 mol.l-1), NaCl (0,15 mol.l-1), glycerolfosfát (0,02 mol.l-1), Na3VO4 (0,001 mol.l-1), NaF (0,001 mol.l-1), Triton X-100 (1%, v/v), Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteas completeTM (1 tableta v 50 ml), pH 7,5

Migrační pufr: Tris (0,025 mol.l-1), glycin (0,192 mol.l-1), SDS (0,1%,  m/v), pH 8,3

Migrační gel: 7,5% polyakrylamidový gel

Zaostřovací gel: 10% polyakrylamidový gel

Přenosový pufr: Tris (0,025 mol.l-1), glycin (0,192 mol.l-1), methanol (20%, v/v), SDS (0,1%, m/v), pH 8,3

TBS: Tris (0,1 mol.l-1), NaCl (0,137 mol.l-1), pH 7,6

TBS/T: Tris (0,1 mol.l-1), NaCl (0,137 mol.l-1), pH 7,6; Tween 20 (0,05%, v/v)

TBS/T/mléko: Tris (0,1 mol.l-1), NaCl (0,137 mol.l-1), pH 7,6; Tween 20 (0,05%, v/v), sušené mléko (5%, m/v)

TBS/T/BSA: Tris (0,1 mol.l-1), NaCl (0,137 mol.l-1), pH 7,6; Tween 20 (0,05%, v/v), BSA (5%, m/v)

Vzorkový pufr: Tris (0,125 mol.l-1), pH 6,8; SDS (4%, m/v), glycerol (20%, v/v), DTT (0,2 mol.l-1), bromfenolová modř (0,02%, m/v) 

Stripping pufr: Tris (0,0625 mol.l-1), SDS (2%, v/v), pH 6,7; 2-merkaptoethanol (0,1 mol.l-1)

Roztoky pro stanovení inkorporace neutrální červeně

NČ: 0,3% roztok v PBS

Promývací roztok: směs - formaldehyd (0,5%, v/v) a CaCl2  (1%, m/v) v poměru 1:1  

Extrakční roztok: methanol (50%, v/v), CH3COOH  (1%, v/v)

Roztoky pro izolaci a kultivaci gingiválních fibroblastů

Médium pro izolaci: DMEM, amphotericin B (50 mg), FCS (10%, v/v)

Kultivační médium: DMEM, penicilin (100 U.ml-1), L-glutamin (2 mmol.l-1), streptomycin (100 mg.l-1),  FCS (10%, v/v)

Bezsérové médium: DMEM, penicilin (100 U.ml-1), L-glutamin (2 mmol.l-1), streptomycin (100 mg.l-1)

Roztoky pro stanovení hladiny redukovaného glutathionu (GSH)

GSH pufr: Tris-HCl (0,8 mol.l-1), EDTA (20 mmol.l-1), pH 8,9

Reakční směs na stanovení GSH: DTNB (3 mmol.l-1) v GSH pufru

Roztoky pro stanovení koncentrace proteinů

Bradfordovo činidlo: 0,01% (m/v) Coomassie Brilliantová modř v 50 ml 95% ethanolu a 100 ml 85% H3PO4 doplněno do 1000 ml vodou

8.2.2.4 Přístroje

Centrifuga BR4-i, laminární box MSC-9 Standard a inkubátor IG-750 (Jouan, Francie). Fotometr pro měření absorbance v 96-ti jamkových deskách Sunrise Remote (Tecan, Rakousko). Hlubokomrazící box UF136 (Heto-Holten, Dánsko). Homogenizátor Ultra-Turax T 25 basic (Ika Werte, Německo). Chlazená centrifuga Mikro 22 (Hettrich Zentrifugen, Německo). Inverzní fluorescenční mikroskop Olympus IX 70 S8F (Olympus, Japan) s kamerou PCO VC 45-CG-23 (CCD Imaging, Německo). Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200, PowerPac 3000 nebo PowerPac universal (Bio-Rad Laboratories, USA). Termomixer Comfort (Eppendorf, Německo). Ultrazvuková sonda U 50 control (Ika Labortechnik, Německo). Váhy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Švýcarsko). Zařízení pro přípravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, ČR).

8.2.2.5 Ostatní materiál

Fotografický film Kodak X-Omat AR Film XAR5, fotografická vývojka Kodak GBX developer and replenisher, fotografický ustalovač Kodak GBX fixer and replenisher (Eastman Kodak, USA). Polyvinylidendifluoridová PVDF membrána Immun-BlotTM PVDF Membrane (0,2 µm) (Bio-Rad Laboratories, USA). Sterilizační filtry 0,22 µm Millex®-GS (Millipore, USA). Kultivační láhve NunclonTM, kultivační desky, filtry a centrifugační zkumavky (Nunc, Dánsko). Plastové injekční stříkačky (B. Braun, Německo). Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Německo).

8.3 Metodika – In vitro studie

8.3.1 Izolace a kultivace lidských gingiválních fibroblastů

Gingivální tkáň byla promyta v PBS a osušena gázou. Rozřezaná tkáň na části o velikosti 1 mm byla přenesena do Petriho misky (10 cm) spolu se 7 ml média pro izolaci. Petriho miska byla vložena do inkubátoru nasyceného vodními parami a inkubována při 37°C v atmosféře 5% CO2. Každých 48-72 h byla prováděna kontrola růstu buněk a výměna média. Pokrytí plochy Petriho misky buňkami trvalo přibližně 4-6 týdnů. Po dosažení monovrstvy byly fibroblasty opláchnuty sterilním PBS (5 ml) a uvolněné inkubací 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (0,5 ml; 2-3 min.; 37°C). Po přidání 5 ml kultivačního média byl obsah centrifugován (10 min., 1300 rpm, pokojová teplota). Pelet byl resuspendován v 10 ml kultivačního média a buňky přeneseny do 25 cm2 kultivační láhve. Po dosažení monovrstvy v této kultivační láhvi byl postup opakován a buňky přeneseny do 75 cm2 kultivační láhve a dále kultivovány. Po dosažení monovrstvy byly buňky uvolněny a zamraženy v hlubokomrazícím boxu (-80°C) nebo použity pro experimenty. Buňky byly používány mezi 3-10 pasáží. 
Rozmražení buněk
Z hlubokomrazícího boxu (-80°C) byla vyjmuta a rozmražena (37°C; 1 min.) kryozkumavka s buňkami (1 ml), její obsah byl přenesen do 25 cm2 kultivační láhve a za sterilních podmínek přidáno 10 ml DMEM zahřátého na 37°C. Kultivační láhev byla uložena do inkubátoru na 24 hod. Poté bylo médium vyměněno za čerstvé a průběžně byl kontrolován nárůst buněk. Dokonalé pokrytí celé kultivační láhve nastalo za 3-5 dní.

Příprava extraktů a buněk pro experimenty

Zásobní roztoky MCE (0,02 – 2 mg/ml) a LCE (1 - 50 mg/ml) byly připraveny v DMSO a před aplikací na buňky byly naředěny v bezsérovém DMEM tak, aby výsledná koncentrace DMSO v médiu byla 0,5%, v/v.
Gingivální fibroblasty byly do experimentů vysety na 6- nebo 96- jamkové kultivační desky v koncentraci 0,5.105 buněk/cm2. Poté byly ponechány 24 hod. v inkubátoru za standardních podmínek (37°C, 5% CO2) a po dosažení 95% monovrstvy byly použity pro jednotlivá stanovení.
8.3.2 Stanovení životnosti buněk

Buňky na 96-ti jamkové kultivační desce byly inkubovány s MCE (0,1; 0,25; 0,5; 1; 5
a 10 µg/ml; DMSO), LCE (5, 10, 25, 50, 100, 250 µg/ml; DMSO) nebo s kombinací LCE/MCE (25/0,25; 25/0,5; 50/0,25; 50/0,5; 125/0,25; 125/0,5; 250/0,25; 250/0,5 µg/ml; DMSO) v bezsérovém DMEM. Kontrolní buňky byly kultivovány v bezsérovém DMEM, obsahujícím DMSO (0,5%, v/v). Po 24 hod. inkubaci (37°C; 5% CO2) bylo médium s látkami odstraněno a byl aplikován roztok NČ (100 µl/jamka). Po 4 hod. byl roztok NČ odstraněn, buňky byly opláchnuty promývacím roztokem (200 µl) a následně lyzovány extrakčním roztokem (100 µl). Po 5 min. byla změřena absorbance při 540 nm (Sunrise, Tecan, Švýcarsko) (52).  
8.3.3 Stanovení hladiny GSH

Na gingivální fibroblasty, které byly vysety na 6-ti jamkové kultivační desce byl aplikován MCE (0,1; 0,25; 0,5 µg/ml), LCE (10; 25; 50; 100; 250 µg/ml) nebo jejich kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) v bezsérovém DMEM.  Po 24 hod. inkubaci bylo médium odsáto a zamraženo pro stanovení IL-6 a buňky byly dále zpracovány pro stanovení hladiny GSH. 

Buňky na kultivační jamce byly opláchnuty PBS (1 ml), byl aplikován roztok 1% HClO4 (2 x 200 µl), obsah jamky seškrábán do roztoku, přepipetován do připravené mikrozkumavky a sonikován na ledu (20 cyklů, intenzita 0,5). Po sonikaci bylo odebráno 50 µl suspenze pro stanovení proteinu a suspenze byla centrifugována (10 000 rpm, 10 min., 4°C). Po centrifugaci byl supernatant (50 µl) napipetován do 96 - jamkové kultivační desky, přidán GSH pufr (200 µl) a DTNB (10 µl). Po 5 min. byla změřena absorbance při 421 nm (Sunrise, Tecan, Švýcarsko) (75). Koncentrace proteinu byla stanovena dle Bradfordové (12).

8.3.4 Stanovení reaktivních kyslíkových sloučenin (ROS)

Na buňky vyseté na 6-ti jamkové kultivační desce byl aplikován MCE (0,25; 0,5 µg/ml), LCE (25; 50; 100 µg/ml) nebo jejich kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) v bezsérovém DMEM. Po 4 hod. inkubaci bylo odsáto médium, buňky opláchnuty PBS a byl aplikován dihydrofluorescein acetát (5 µmol/l, 30 min.) v bezsérovém DMEM. Poté bylo opět odstraněno médium, buňky opláchnuty PBS, seškrabány do 1 ml PBS a sonikovány na ledu (20 cyklů, intenzita 0,5). Buněčný lyzát byl centrifugován (10 min., 10 000 rpm, 4°C). Na 96-ti jamkovou desku bylo napipetováno do každé jamky 200 µl supernatantu a fluorescence byla měřena při 500/525 nm (INFINITE M200, Tecan, Švýcarsko) (1). Koncentrace proteinu byla stanovena dle Bradfordové (12).

8.3.5 Stanovení hladiny IL-6
Koncentrace IL-6 v médiích byla stanovena použitím specifického imunologického kitu (Quantikine®, R&D Systems, USA). Test byl proveden dle protokolu dodaného výrobcem. Médium bylo naředěno (1:2) a aplikováno na 96-ti jamkovou kultivační desku pokrytou specifickou monoklonální protilátkou. Po inkubaci (2 hod., pokojová teplota) bylo médium odstraněno a jamky opláchnuty promývacím pufrem (3x). Následně byl aplikován roztok enzymaticky značené sekundární protilátky (2 hod., pokojová teplota). Poté byl roztok odstraněn, jamky opláchnuty promývacím pufrem (3x) a byl přidán roztok substrátu. Po inkubaci (30 min., pokojová teplota, tma) byla reakce ukončena zastavovacím roztokem a změřena absorbance vzniklého produktu při 450 nm (Sunrise, Tecan, Švýcarsko).
8.3.6 Stanovení exprese COX-2 a aktinu

Na gingivální fibroblasty, které byly vysety na Petriho misky (10 cm2) byl aplikován MCE (0,25; 0,5 µg/ml), LCE (10; 25; 50; 100; 250 µg/ml) nebo jejich kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) v bezsérovém DMEM.  Po 24 hod. inkubaci byly buňky opláchnuty vychlazeným roztokem PBS, seškrábány do 1 ml PBS
a centrifugovány (10 min., 1500 rpm, 4°C). Supernatant byl odsát a pelet byl lyzován v lyzačním pufru (100 µl, 15 min., 4°C). Poté byl lyzát centrifugován (10 min., 10 000 rpm, 4°C) a zamražen (-80°C).

Koncentrace bílkovin ve vzorcích byla stanovena dle Bradfordové (12). Vzorky byly naředěny 5x vzorkovým pufrem a denaturovány povařením (5 min., 95°C). V aparatuře pro elektroforézu byl připraven 7,5% migrační a 10% zaostřovací polyakrylamidový gel o tloušťce 1,5 mm. Do jamek zaostřovacího gelu byly aplikovány vzorky s obsahem 50 µg bílkovin. Elektroforéza byla provedena v migračním pufru při proudu 30 mA. Po dosažení separačního gelu byla hodnota proudu zvýšena na 60 mA. Po rozdělení proteinů následoval jejich přenos („Western blotting“) na PVDF membránu v tankovém uspořádání v přenosovém pufru (60 min., 400 mA, 4°C). 

Po ukončení přenosu byla membrána promyta (5 min., TBS), obarvena a rozstřižena podle standardu molekulové hmotnosti na 2 části, jedna pro stanovení COX-2 (72 kDa) a druhá pro stanovení aktinu (43 kDa). Poté byly 3krát promyty (5 min., TBS) pro odstranění přenosového pufru, blokovány (2 h, TBS/T/mléko, pokojová teplota) a poté inkubovány s primárními protilátkami (rabbit-anti-COX-2 a rabit-anti-actin (I-19) goat polyclonal antibody, TBS/T/mléko, 1:1000, 4°C, přes noc). Po inkubaci byly membrány promyty (3krát, 5 min., TBS/T) a následně inkubovány se sekundární kozí protilátkou značenou křenovou peroxidasou (goat anti-rabbit IgG-HRP, TBS/T/mléko, 1:20 000, 2 hod., pokojová teplota). Poté byly membrány promyty (3krát, 5 min., TBS/T) a detekovány. Detekce byla provedena chemiluminiscenčně (Western blotting luminol reagent) a zaznamenána na fotografický film. 
8.3.7 Stanovení koncentrace proteinů

Ke standardu (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 µg/ml; 20 µl) nebo vzorku (20 µl) bylo aplikováno Bradfordovo činidlo (200 µl) a po promíchání byla změřena absorbance vzniklého produktu při 595 nm (Sunrise, Tecan, Švýcarsko) (12).
8.3.8 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na účinky vyvolané lipopolysacharidem (LPS) v gingiválních fibroblastech

Buňky byly 24 hod. preinkubovány s LPS (1 nebo 10 µg/ml; sterilní voda), poté opláchnuty PBS a byly aplikovány MCE (0,25 a 0,5 µg/ml; DMSO), LCE (25, 50, 100 µg/ml; DMSO) nebo jejich kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml; DMSO) v bezsérovém DMEM. Kontrolní buňky byly preinkubovány se sterilní vodou (místo LPS). Po 4 hod. inkubaci byly stanoveny výše uvedené markery. 
8.3.9 Statistická analýza

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů provedených v tripletech v každém pokusu. Pro statistickou analýzu byl použit Studentův 

t-test. Signifikance byla stanovena na hladině p < 0,01 (#) resp. p < 0,05 (*). 
8.4 Materiál – klinická studie
8.4.1 Macleaya cordata (MCE) pro aplikaci do dutiny ústní
Roztok MCE byl použit o koncentraci 0,03% (v/v) a uzavřen ve sterilní penicilinové lahvičce (10 ml) s propichovací gumovou zátkou a hliníkovou pertlí. Extrakt (50 µl) byl injikován do resorbovatelného kolagenového čepu (Hypro-Sorb Z, Hypro Otrokovice s.r.o.).
8.4.2 Orální pasta LONICAL
Orální pasta LONICAL obsahující LCE (0,2%) nebo kombinace LCE (0,05%) a MCE (0,01%) byla připravena firmou Favea, Kopřivnice (Česká republika). Pasta byla dodána v aluminiových tubách (20 g) v počtu 45 kusů. 
Dle složení a přítomnosti účinných látek byly tuby rozděleny do 3 skupin (15 kusů):  

1. skupina: Placebo = čistá pasta
2. skupina: Lonicera gel = 0,2% LCE 
3. skupina: Lonicera + Macleaya gel = 0,05% LCE + 0,01% MCE 

8.5 Metodika – klinická část

8.5.1 Soubor pacientů s terapeutickou aplikací extraktu MCE

8.5.1.1 Dotazník s popisnými charakteristikami souboru

Dotazník obsahoval popisné charakteristiky pacienta, extrakce, zaznamenávání měřené slizniční teploty a hodnocení bolesti pomocí vizuální analogové škály převedené ze slovního popisu bolesti do číselného označení.

Jméno a příjmení pacienta, věk.
OA (osobní anamnéza), FA (farmakologická anamnéza), AA (alergická anamnéza)
Příčina extrakce (diagnóza).
Chirurgická extrakce zubu:   38 nebo 48 dne: 

Jak dlouho extrakce trvala: do 5 min., do 10 min., do 20 min., nad 20 min.
Anestezie injekční (Supracain): koncentrace, množství 

Subjektivní hodnocení pacienta 

Hodnocení vlastního výkonu extrakce: bez bolesti, s bolestí

Aplikace orální pasty s extrakty profylakticky. 

Zaznamenání bolesti - intenzita :
0 – žádná, 1 – mírná, 2 – střední, 3 – silná, 4 – nesnesitelná, s  - spánek 

Kódové označení orální pasty:    

1. aplikace dne:                         T48 =                    T38 =

	Čas od aplikace

(hod.)
	0
	2
	4
	6
	8
	10
	12
	14
	16
	24

	Intenzita bolesti
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Analgetika


	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


2. aplikace dne:                         T48 =                   T38 =
	Čas od aplikace

(hod.)
	0
	2
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3. aplikace dne:                          T48 =                    T38 =
	Čas od aplikace

(hod.)
	0
	2
	4
	6
	8
	10
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	16
	24

	Intenzita bolesti
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Analgetika


	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


8.5.1.2 Popisné charakteristiky souboru

Do sestavy bylo zařazeno 60 pacientů, kteří byli rozděleni do 2 skupin. 

Skupina I (experimentální skupina) obsahovala 25 pacientů, z toho 13 žen a 12 mužů s průměrným věkem 26 let. 92% pacientů bylo celkově zdravých, tedy s negativní osobní, alergickou a farmakologickou anamnézou. 8% pacientů udávalo alergickou rhinitidu nebo se léčilo pro hypertenzi. 15,4% žen užívalo orální kontraceptiva. U 44% pacientů byla provedena extrakce zubu 38 a u 56% pacientů zubu 48. U 20% se jednalo o prostou extrakci, u 16% o komplikovanou a u 64% o chirurgickou. Extrakce byly provedené ve svodné  anestezii s použitím 2% a 4% Supracainu. U dvou pacientů byla extrakce provedena v celkové anestezii.  Příčinná diagnóza extrakce dolních třetích molárů je znázorněná v tab. 1.

Tabulka 1. Příčiny extrakce dolních třetích molárů u skupiny I
	Indikace k extrakci
	Retence třetích molárů
	Chronická apikální periodontitis
	Zaklíněné zuby
	Onemocnění zubů a podpůrných tkání
	Zubní kaz nebo jeho komplikace

	Počet pacientů (%)

	44
	24
	12
	8
	12


Skupina II (kontrolní skupina) byla složena z 35 pacientů, z toho 22 žen a 13 mužů s průměrným věkem 27 let. 77% z nich bylo celkově zdravých. Zbylých 23% pacientů bylo léčeno pro polinózu, hypertenzi, příp. hypercholesterolémii. 18,2% žen pravidelně užívalo orální kontraceptiva. Extrakce zubu 38 byla provedena 48,6% a extrakce zubu 48 v 51,4% případech. U 5,7% případů se jednalo o prostou extrakci, u 5,7%  případů komplikovaná, u 88,6% chirurgická. Při svodné anestezii bylo použito 2% a 4% Supracainu. Jediná extrakce byla provedena v celkové anestezii. Příčinná diagnóza extrakce dolních třetích molárů je znázorněná v tab. 2.
Tabulka 2. Příčiny extrakce dolních třetích molárů u skupiny II
	Indikace

k extrakci
	Retence třetích molárů
	Chronická  perikoronitis
	Zaklíněné zuby
	Zubní kaz nebo jeho komplikace

	Počet pacientů (%)
	65,7
	5,7
	22,9
	5,7


8.5.1.3 Aplikace MCE do extrakční rány

Pacientům ve skupině I byl aplikován MCE terapeuticky při rozvoji příznaků alveolitidy. K  odstranění případných zbytků jídla nebo detritu byl použit výplach lůžka fyziologickým roztokem. MCE (0,03%, v/v; 50 µl) byl za sterilních podmínek odebrán ze zásobní penicilinové lahvičky pomocí inzulinové stříkačky a injikován do rezorbovatelného kolagenového čepu. Na tomto nosiči byl vložen do extrakční rány postižené alveolitidou. Četnost a frekvence aplikací závisela na subjektivních obtížích pacienta, čep byl vkládán do lůžka denně nebo každý druhý den. 
K léčbě alveolitid u pacientů ve skupině II byly použity výplachy extrakční rány roztoky antiseptik (0,2% roztok Préglu a 2% roztok Persterilu) s následnou aplikací mulového drénu smočeného v roztoku Chlumského nebo jódového oleje. 
8.5.1.4 Hodnocení účinku MCE

Objektivní hodnocení
K objektivnímu posouzení intenzity lokální zánětlivé infiltrace byla v průběhu léčby při každé návštěvě ordinace měřena teplota sliznice v okolí extrakční rány pomocí bezkontaktního infračerveného teploměru. Ze třech měření byla vybrána a zapsána nejvyšší hodnota. Teplota byla měřena (třikrát s výběrem nejvyšší hodnoty) také na stejném místě kontralaterální strany a poté zaznamenán rozdíl naměřených hodnot. Univerzální infračervený bezkontaktní teploměr s přesnou skleněnou optikou GIM 530MS (výrobce GREISINGER GmBH, Regenstauf, Německo) měří v rozsahu -32 až + 530°C (obr. 9). Rozlišení je 0,1°C s přesností měření ±1% nebo ±1°C při teplotě prostředí 23°C ± 5°C. Další z technických parametrů teploměru je doba odezvy (t95), která je 0,3 s. Koeficient emisivity je 0,1 až 1,0 a je volně nastavitelný. Pro měření slizniční teploty byla použita a nastavena emisivita kůže 0,98. Vizualizace infračerveného paprsku je pomocí laserového ukazovátka. Průměr paprsku je 13 mm do vzdálenosti 140 mm. S přibývající vzdáleností se průměr paprsku zvětšuje (do vzdálenosti 1m je průměr 5 cm, u větších vzdáleností je poměr vzdálenost a průměr paprsku 20:1).
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Obr. 9 Bezkontaktní infračervený teploměr GIM 530MS
Subjektivní hodnocení
K subjektivnímu hodnocení intenzity bolesti bylo použito vizuální analogové škály s následujícím číselným označením: 0 - žádná bolest; 1 - mírná bolest; 2 - střední bolest; 3 - silná bolest; 4 - nesnesitelná bolest a s – spánek (82). Bolest pacienti zaznamenávali do dotazníku po 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 24 hod. od aplikace čepu s MCE do lůžka.

8.5.2 Orální pasta LONICAL

O obsahu účinných látek byla informována pouze pověřená osoba, která na konci studie rozklíčovala daná identifikační čísla tub. Následně byli pacienti rozděleni do daných skupin dle aplikace daného gelu. Studie byla dvojitě zaslepená.

Orální pasta LONICAL byla aplikována profylakticky, první den po chirurgické extrakci dolního třetího moláru. Délka profylaktického použití byla 3 dny. Účinek a subjektivní hodnocení léčby bylo zaznamenáno pomocí pěti dotazníků. 

8.5.2.1 Dotazník OHIP

Dotazník OHIP (Oral health index profile) obsahoval 10 otázek s možnostmi odpovědí: velmi často, často, občas, velmi zřídka, nikdy, nevím. Otázky byly zaměřeny na stav dutiny ústní a jeho vliv na celkový zdravotní stav včetně ovlivnění psychiky pacienta. 
Dotazy byly následující: 

1. Způsobilo Vám onemocnění dutiny ústní nebo zubů problémy s výslovností?

2. Došlo ke zhoršení chuťových vjemů v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?

3. Měl/a jste v dutině ústní bolestivý vřídek (aftu) nebo bolestivé místo?

4. Měl/a jste nepříjemný pocit při jídle v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?

5. Byl/a jste nervózní v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?

6. Zhoršil se příjem potravy v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?

7. Došlo k poruše spánku v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?

8. Cítil/a jste se podrážděn/a v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?

9. Měl/a jste problémy vykonávat obvyklé denní činnosti v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?

10. Byl Váš život obecně méně uspokojivý v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?
8.5.2.2 Dotazník s popisnými charakteristikami souboru.
Byl použitý stejný dotazník jako v souboru s terapeutickou aplikací MCE, viz kapitola 

8. 5. 1. 1.

8.5.2.3 Dotazníky s hodnocením stavu v dutině ústní a dalších změn po extrakci zubu.

Dotazníky po 24 hodinách, 3 a 6 dnech obsahovaly následující čtyři otázky: 
1. Popište problémy v uplynulých 24 hodinách (nebo 3 a 6 dnech – dle dotazníku) v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů:

(možnosti odpovědi byly: bez problému, minimální, občasné, časté a trvalé obtíže):      

a. problémy s přijímáním jakékoliv potravy        
b. problémy se žvýkáním jídla (problémy s mastikací)                 

c. omezené otvírání úst  

d. poruchy spánku
e. porucha srozumitelné řeči (porucha fonace) 

f. omezení běžných denních aktivit 

g. omezení společenských aktivit
h. omezení sportovních aktivit/záliby      
2. Měl/a jste v uplynulých 24 hodinách (nebo 3 a 6 dnech – dle dotazníku):

(možnost odpovědi: nepřítomno, zanedbatelně, mírně, středně, značně)

a. otok tváře
b. podlitinu (hematom)                                       

c. krvácení
d. nevolnost, nauzea
e. pachuť, nepříjemná chuť  v ústech, zápach z úst                        
f. zadržování (retence) jídla v lůžku po vytažení zubu                                 
3. Vyznačte nejhorší bolest, kterou jste pociťoval/a v průběhu 24 hodin (nebo 3 a 6 dnech – dle dotazníku) v oblasti úst, zubů nebo tváře: 
Bolest: žádná, mírná, střední, silná, nesnesitelná
4. Vyznačte průměrnou bolest v průběhu 24 hodin (nebo 3 a 6 dnech – dle dotazníku) v oblasti úst, zubů nebo tváře:    

     Bolest: žádná, mírná, střední, silná, nesnesitelná
8.5.2.4 Popisné charakteristiky souboru LONICAL

Do dvojitě zaslepené studie bylo zařazeno 45 pacientů rozdělených náhodně do 3 skupin podle látkového složení orální pasty.
I. skupina = PL (pasta bez účinných látek) obsahovala 15 pacientů, z toho 7 žen a 8 mužů s průměrným věkem 22 let.

II. skupina = L (pasta obsahující extrakt z L. caeruela (0,2% LCE) obsahovala 15 pacientů, z toho 7 žen a 8 mužů s průměrným věkem 23 let. 

III. skupina = M+L (pasta obsahující kombinaci extraktů z L. caerulea (0,05% LCE) a z M. cordata (0,01% MCE) obsahovala 15 pacientů, z toho 5 žen a 10 mužů s průměrným věkem 22 let. 

Popisné charakteristiky skupin jako pohlaví, věk, anamnéza (osobní=OA, farmakologická= FA a alergická=AA), indikace k extrakci, trvání extrakce a počet extrakcí daného dolního moláru jsou vyjádřeny pro přehlednost a možné srovnání v následujících tabulkách. U všech chirurgických extrakcí byla použita lokální svodná anestezie. Anestetikum Supracain bylo použito v koncentraci 2% a 4%. 

Tabulka 3. Popisné charakteristiky skupin - pohlaví, věk, anamnéza
	Skupina
	Pohlaví (%)
	Věk

medián (rozmezí)
	Anamnéza (negativní)

	
	Muži
	Ženy
	
	OA (%)
	FA (%)
	AA (%)

	PL
	53,3
	46,7
	22 (18-34)
	93,3
	93,3
	100

	L
	53,3
	46,7
	23 (18-34)
	93,3
	80
	93,3

	M+L
	66,7
	33,3
	22 (19-28)
	100
	86,7
	86,7


Tabulka 4. Popisné charakteristiky skupin - indikace k extrakci, trvání extrakce a počet extrakcí daného dolního moláru

	Skupina
	Indikace k extrakci

(diagnóza)
	Trvání extrakce
	Chirurgická extrakce zubu číslo

	
	Zaklíněné zuby (%)
	Retence třetích molárů (%)
	do 10 min. (%)
	do 20 min.
(%)
	nad 20 min.
(%)
	38 (%)
	48 (%)

	PL
	46,7
	53,3
	0
	66,7
	33,3
	46,7
	53,3

	L
	26,7
	73,3
	6,7
	53,3
	40
	46,7
	53,3

	M+L
	33,3
	66,7
	6,7
	40
	53,3
	33,3
	66,7


8.5.2.5 Aplikace orální pasty LONICAL do extrakční rány

Orální pasta byla aplikována profylakticky, první den po chirurgické extrakci dolního třetího moláru. Účinek a subjektivní hodnocení léčby bylo zaznamenáno pomocí pěti dotazníků (viz kapitola 8. 5. 2. 1 – 8. 5. 2. 3). 
Výběr orální pasty k profylaktickému podání do extrakčního lůžka byl náhodný, tuby byly číselně označeny a jejich obsah byl fialově zbarven. Po změření slizniční teploty pomocí bezkontaktního infračerveného teploměru na straně extrakce a stejném místě kontralaterální strany, bylo lůžko vypláchnuto fyziologickým roztokem. Poté byla pasta aplikována pomocí injekční stříkačky s použitím přechodky v množství 1 ml do extrakčního lůžka. Orální pasta byla aplikována první, druhý a třetí den po chirurgické extrakci dolního třetího moláru. 

9 Výsledky
9.1 In vitro studie

9.1.1 Vliv extraktů na gingivální fibroblasty 

9.1.1.1 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na životnost buněk

Buňky byly inkubovány s MCE (0,1-10 µg/ml) a LCE (5-250 µg/ml) a po 24 hod. inkubaci byla hodnocena životnost inkorporací NČ do buněk. 
Z výsledků (obr. 10A) vyplývá, že koncentrace MCE (0,1; 0,25 a 0,5 µg/ml) výrazně neovlivnily životnost buněk (do 90% kontroly) ve srovnání s kontrolou (DMSO), zatímco vyšší koncentrace (1 - 10 µg/ml) životnost fibroblastů (25% kontroly) signifikantně snížily (p < 0,01). U LCE (obr. 10B) nebylo pozorováno snížení životnosti u žádné z testovaných koncentrací. 
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Obr. 10 Vliv MCE (A) a LCE (B) na životnost gingiválních fibroblastů. Získaná data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů. # p < 0,01 signifikantně odlišné od kontroly.
Na základě získaných výsledků byly pro přípravu kombinace LCE/MCE použity netoxické koncentrace. U kombinace LCE/MCE byl rovněž sledován vliv na životnost buněk. Z výsledků (obr. 11) vyplývá, že po 24 hod. inkubaci námi zvolené koncentrace, kombinace neovlivnily životnost buněk ve srovnání s kontrolními buňkami (DMSO). 
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Obr. 11 Vliv kombinace LCE/MCE na životnost gingiválních fibroblastů. Získaná data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů. 

9.1.1.2 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na hladinu GSH

Gingivální fibroblasty byly inkubovány s MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50
a 100 µg/ml) a jejich kombinací LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) a po 4 hod. byla stanovena hladina GSH. 

Výsledky ukázaly, že MCE, LCE (obr. 12A) ani kombinace LCE/MCE (obr. 12B) v testovaných koncentracích neovlivnily bazální hladinu intracelulárního GSH.
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Obr. 12 Vliv MCE, LCE (A) a kombinace LCE/MCE (B) na hladinu GSH v gingiválních fibroblastech. Získaná data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.

9.1.1.3 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na hladinu ROS

Gingivální fibroblasty byly inkubovány s MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50
a 100 µg/ml) a jejich kombinací LC/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) a po 4 hod. byla stanovena hladina ROS. 

Z výsledků uvedených na obr. 13 je patrné, že hladina ROS v gingiválních fibroblastech nebyla zvýšena testovanými extrakty (A) ani jejich kombinací (B). Naopak u LCE (obr. 13A) byl pozorován koncentračně (50 a 100 µg/ml) závislý pokles bazální hladiny ROS. 
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Obr. 13 Vliv MCE, LCE (A) a kombinace LCE/MCE (B) na hladinu ROS v gingiválních fibroblastech. Získaná data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.

9.1.1.4 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na bazální hladinu IL-6

Gingivální fibroblasty byly inkubovány s MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50
a 100 µg/ml) a jejich kombinací LC/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) a po 4 hod. byla stanovena hladina IL-6. 

Z výsledků je patrné, že MCE (obr. 14A) a kombinace LCE/MCE (100/0,25 a 25/0,5 µg/ml; obr. 14B) nesignifikantně zvýšily bazální hladinu IL-6, zatímco po aplikaci LCE došlo ke snížení bazální hladiny IL-6 v gingiválních fibroblastech. 
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Obr. 14 Vliv MCE, LCE (A) a kombinace LCE/MCE (B) na hladinu IL-6 v gingiválních fibroblastech. Získaná data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.
9.1.2 Vliv MCE, LCE a kombinace LCE/MCE na LPS vyvolané poškození buněk

Na základě předchozích výsledků, kdy bylo ověřeno, že MCE, LCE a jejich kombinace výrazně neovlivňují bazální hladiny GSH, ROS a IL-6, byla sledována schopnost extraktů a jejich kombinace potlačovat oxidační poškození a zánětlivou reakci v gingiválních fibroblastech vyvolané působením LPS. 
9.1.2.1 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na změnu hladiny GSH vyvolanou preinkubací buněk s LPS 

Inkubací buněk s MCE, LCE a LCE/MCE viz kapitola 10. 1. 1. 2. nedošlo k ovlivnění bazální hladiny intracelulárního GSH (obr. 12A a 12B). 
U buněk inkubovaných s LPS (1 µg/ml, 24 hod.) došlo k výraznému snížení hladiny GSH. Po aplikaci MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) a kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) po dobu 4 hod. na buňky preinkubované s LPS došlo ke zpětnému zvýšení intracelulárního GSH (obr. 15A a 15B) u všech testovaných koncentrací. Signifikantní (p < 0,05) protekce byla prokázána u MCE (0,25 µg/ml, obr. 15A), LCE (25 a 50 µg/ml; obr. 15A) a u kombinace LCE/MCE (100/0,5 µg/ml; obr. 15B). Z výsledků je patrné, že LCE působí více protektivně než kombinace LCE/MCE. Po smíchání obou extraktů nedošlo k potencování účinku ve smyslu snížení hladiny GSH ve stimulovaných gingiválních fibroblastech.
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Obr. 15  Vliv MCE, LCE (A) a jejich kombinace (B) na hladinu GSH v lidských gingiválních fibroblastech po preinkubaci buněk s LPS. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.  * p < 0,05 je statisticky odlišná od buněk inkubovaných s LPS.
9.1.2.2 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na změnu hladiny ROS, vyvolanou preinkubací buněk s LPS 

MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) a jejich kombinace (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) ve všech koncentracích neovlivnily bazální hladinu ROS (viz kapitola 9. 1. 1. 3, obr. 13A a 13B).
Pro potvrzení schopnosti MCE, LCE a jejich kombinace snížit oxidační poškození buněk, vyvolané působením LPS, byla hodnocena hladina ROS v lidských gingiválních fibroblastech. 

U buněk vystavených účinkům LPS (1 µg/ml, 24 hod.) došlo k výraznému zvýšení produkce ROS (obr. 16A a 16B). Po aplikaci MCE a LCE došlo ke snížení hladiny ROS (obr. 16A). V případě MCE (0,25 a 0,5 µg/ml; 4 hod.) byla pozorována redukce ROS v závislosti na koncentraci MCE (obr. 16A), přestože signifikantní snížení (p < 0,01) bylo pozorováno pouze u koncentrace 0,5 µg/ml. U LCE došlo k signifikantnímu (p < 0,01) snížení ROS ve všech použitých koncentracích (obr. 16A), ale koncentračně závislý účinek nebyl pozorován.

V případě kombinace LCE/MCE bylo rovněž pozorováno snížení hladiny ROS u gingiválních fibroblastů preinkubovaných s LPS. Výraznější a koncentračně závislé snížení hladiny ROS bylo pozorováno u kombinace LCE/MCE  (25/0,25; 50/0,25 a 100/0,25 µg/ml; obr. 16B).

Při porovnání účinku čistých látek a kombinace na hladinu ROS v gingiválních fibroblastech preinkubovaných s LPS došlo u kombinace LCE/MCE  25/0,25; 50/0,25 a 100/0,25 µg/ml k potencování účinků obou extraktů.
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[image: image24]
Obr. 16  Vliv MCE, LCE (A) a jejich kombinace (B) na hladinu ROS v lidských gingiválních fibroblastech po preinkubaci buněk s LPS. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.  # p < 0,01 je statisticky odlišná od buněk inkubovaných s LPS.
Pro vizualizaci změny hladiny ROS v lidských gingiválních fibroblastech po preinkubaci s LPS a následné aplikaci látek jsou na obr. 17 fotografie z fluorescenčního mikroskopu. Kontrolní buňky (obr. 17A) obsahovaly pouze nízkou hladinu ROS, která byla pozorována jako zelená fluorescence. U buněk preinkubovaných s LPS (obr. 17B) došlo k výraznému nárůstu hladiny ROS a tedy výraznější zelené fluorescenci buněk. Po aplikaci MCE  (0,25 µg/ml; obr. 17C) a kombinace LCE/MCE (100/0,25 µg/ml; obr. 17D) došlo k snížení produkce ROS v gingiválních fibroblastech a tedy ke snížení zelené fluorescence. Výraznější snížení hladiny ROS je patrné po aplikaci kombinace LCE/MCE (obr. 17D).
A)                                                                     B)
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C)                                                                      D)        
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Obr. 17 Detekce ROS u gingiválních fibroblastů: A) kontrola DMSO (bazální hladina ROS v buňkách), B) buňky preinkubované s LPS (1 µg/ml; 24 hod.), C) buňky preinkubované s LPS (1 µg/ml; 24 hod.) a následná aplikace MCE (25 µg/ml; 4 hod.), D) buňky preinkubované s LPS (1 µg/ml; 24 hod.) a následná aplikace kombinace LCE/MCE (100/25 µg/ml; 4 hod.).

9.1.2.3 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na změnu hladiny IL-6, vyvolanou preinkubací buněk s LPS 

Z výsledků vlivu extraktů na lidské gingivální fibroblasty vyplývá, že MCE, LCE a jejich kombinace ovlivňují bazální hladinu IL-6, ale změny jsou však minimální a statisticky nevýznamné (viz kapitola 9. 1. 1. 4.). 

Preinkubace buněk s LPS (10 µg/ml, 24 hod.) vedla k 6-ti násobnému zvýšení hladiny 

IL-6 v porovnání s hladinou tohoto proteinu v kontrolních buňkách. Po aplikaci MCE (0,25
a 0,5 µg/ml; 4 hod.) a LCE (25, 50 a 100 µg/ml) na buňky stimulované LPS bylo pozorováno signifikantní (p < 0,01) snížení hladiny IL-6 (obr. 18A). Aplikace kombinace LCE/MCE (obr. 18B) na buňky stimulované LPS vyvolala signifikantní (p < 0,05) snížení hladiny IL-6.
U čistých extraktů bylo pozorováno výraznější snížení hladiny IL-6 než u kombinace LCE/MCE a nedošlo tedy k potencování účinku.
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Obr. 18  Vliv MCE, LCE (A) a jejich kombinace (B) na hladinu IL-6 v lidských gingiválních fibroblastech po preinkubaci buněk s LPS. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SMODCH ze tří nezávislých experimentů.  # p < 0,01 a * p < 0,05   jsou statisticky odlišná od buněk inkubovaných s LPS.

9.1.2.4 Vliv MCE, LCE a jejich kombinace na expresi COX-2 indukovanou preinkubací buněk s LPS 

Pro potvrzení protizánětlivého účinku extraktů a jejich kombinace, který byl pozorován snížením hladiny IL-6, byl následně sledován vliv extraktů na expresi COX-2 vyvolanou působením LPS. 

Po preinkubaci buněk s LPS (10 µg/ml, 24 hod.) došlo k výrazné expresi COX-2 (obr. 19, sloupec 2) v porovnání s kontrolními buňkami (obr. 19, sloupec 1), které účinkům LPS nebyly vystaveny.
Po aplikaci MCE (0,25 a 0,5 µg/ml; 4 hod.) a LCE (25, 50 a 100 µg/ml; 4 hod.) na buňky preinkubované s LPS došlo k výraznému poklesu exprese COX-2 a to  ve všech testovaných koncentracích MCE (obr. 19, sloupec 3 a 4) a LCE (obr. 19, sloupec 5, 6 a 7). Nejvýraznější pokles exprese COX-2 byl pozorován u LCE (100 µg/ml, obr. 19, sloupec 7). Po aplikaci kombinace MCE/LCE došlo k nejvýraznějšímu snížení exprese COX-2 u koncentrací 25/0,25
a 100/0,25 µg/ml (obr. 20, sloupec 3 a 5) v porovnání s kontrolními buňkami (obr. 20, sloupec 1). 
Výraznější snížení exprese COX-2 bylo pozorováno po aplikaci kombinace v porovnání s čistými extrakty MCE a LCE. Z výsledků je patrné, že došlo k zesílení účinku extraktů v kombinaci. 
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Obr. 19 Vliv MCE a LCE na expresi COX-2 stimulovanou LPS v gingiválních fibroblastech.
Uvedená data jsou reprezentativním výsledkem ze tří nezávislých experimentů.
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Obr. 20 Vliv kombinace LCE/MCE na expresi COX-2 stimulovanou LPS v gingiválních fibroblastech. Uvedená data jsou reprezentativním výsledkem ze tří nezávislých experimentů.

9.2 Klinická část

9.2.1 Soubor pacientů s terapeutickou aplikací extraktu z Macleaya cordata (MCE)
9.2.1.1 Teplota sliznice 

Měření slizniční teploty bylo provedeno u všech pacientů skupiny I. Při každé kontrole, ještě před aplikací extraktu do lůžka, byla pacientovi bezprostředně po otevření úst změřena slizniční teplota na postižené straně v bezprostřední blízkosti zaníceného zubního lůžka a na kontralaterální straně. Rozdíl teplot byl zaznamenán a sledován u dalších návštěv. U prvního měření byl výsledek v rozmezí 0,1 - 0,7oC (průměr 0,3oC). Druhé měření bylo provedeno u 19 pacientů s rozdílem teplot v rozmezí 0 - 0,8oC (průměr 0,3oC). Třetí měření bylo provedeno u 11 pacientů s rozdílem teplot v rozmezí 0 - 0,4oC (průměr 0,1oC). Čtvrté, poslední měření, bylo provedeno u 8 pacientů s rozdílem teplot 0 - 0,3oC (průměr 0,1oC). 
Bylo zjištěno, že v průběhu terapie pomocí MCE  poklesl rozdíl slizničních teplot mezi oblastí zaníceného lůžka a zdravou kontralaterální sliznicí z 0,34oC na 0,13oC (obr. 21). Rozdíl teplot nebyl signifikantní, ale pokles slizniční teploty poukazoval na redukci zánětlivé reakce a tím zlepšení procesu hojení.
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Obr. 21 Průměrný rozdíl teplot v závislosti na aplikaci MCE do lůžka

9.2.1.2 Subjektivní hodnocení intenzity bolesti
Ve skupině I hodnotilo 21 pacientů vlastní extrakci jako bezbolestnou. Bolest v oblasti extrakční rány se objevila obvykle za 48 hodin od provedeného výkonu. První aplikace MCE na kolagenovém nosiči byla provedena 1. až 13. den po extrakci, nejčastěji však 2. den po extrakci.
Intenzita bolesti byla hodnocena pomocí vizuální analogové škály rozdělené do 4 stupňů a zaznamenávána po 2 až 12 hod. od aplikace extraktu do lůžka. Hodnocení bylo provedeno po každé aplikaci. Výsledky svědčily pro postupné snížení intenzity bolesti v průběhu léčby od první do poslední aplikace (obr. 22).
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Obr. 22 Průměrná intenzita bolesti v závislosti na aplikaci MCE do lůžka

Bolest doprovázející klinickou manifestaci alveolitidy byla potlačena pomocí neopioidních analgetik. Pacienti užívali různé preparáty z této skupiny od nesteroidních antiflogistik (Ibalgin 400 mg, Nalgesin) přes antipyretika (Paralen 500mg,  Aulin resp. Nimesil, Valetol) až po spasmolytika (Algifen) a anodyna (Tramal). 
Z obr. 23 je patrný pokles objemu analgetické medikace v průběhu lokální terapie alveolitidy.
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Obr. 23 Analgoterapie
9.2.1.3 Celková délka léčby a klinický průběh onemocnění

Délka terapie byla měřena od první aplikace MCE (skupina I) nebo mulového drénu s účinnou látkou (skupina II) do poslední aplikace. U skupiny I se délka terapie pohybovala v rozmezí od 1 do 8 dnů, u skupiny II od 4 do 24 dnů. 
Průměrná délka terapie u skupiny I byla 4 dny, u skupiny II 7 dní. Výsledky svědčí pro zkrácení délky léčby o 3 dny u skupiny I v porovnání se skupinou II. 
9.2.2 Soubor pacientů s profylaktickou aplikací orální pasty LONICAL

9.2.2.1 Dotazník OHIP

První dotazník OHIP byl hodnocen pacienty před vlastním chirurgickým výkonem. Aplikace orální pasty nemá tedy vliv na jeho výsledek. Jde pouze o informaci, jaký dopad mělo onemocnění zubů na celkový zdravotní stav a psychiku pacienta. Zhodnocení otázek v dotazníku OHIP je pro přehlednost v následujících tabulkách.

Otázka č. 1: Způsobilo Vám onemocnění dutiny ústní nebo zubů problémy s výslovností?

Tabulka 5. Dotazník OHIP: odpověď na otázku č. 1

	
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	13,3
	33,3
	53,3

	Skupina L (%)
	20
	40
	40

	Skupina M+L (%)
	33,3
	20
	46,7


V 40 - 53,3% bylo na otázku, zda onemocnění dutiny ústní nebo zubů způsobilo problémy s výslovností, odpovězeno odpovědí nikdy (tab. 5).

Otázka č. 2: Došlo ke zhoršení chuťových vjemů v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?

Tabulka 6. Dotazník OHIP: odpověď na otázku č. 2

	
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy
	nevím

	Skupina PL (%)
	0
	6,7
	13,3
	80
	0

	Skupina L (%)
	6,7
	6,7
	26,7
	46,7
	13,3

	Skupina M+L (%)
	0
	13,3
	33,3
	53,3
	0


U skupiny I a III odpověděli na otázku, zda došlo k zhoršení chuťových vjemů v souvislosti s onemocněním zubů, v 80% a 53,3% odpovědí nikdy. U skupiny II bylo 13,3% odpovězeno nevím, 46,7% bylo také odpovězeno nikdy (tab. 6).

Otázka č. 3: Měl/a jste v dutině ústní bolestivý vřídek (aftu) nebo bolestivé místo?
Tabulka 7. Dotazník OHIP: odpověď na otázku č. 3

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	6,7
	0
	13,3
	20
	60

	Skupina L (%)
	6,7
	0
	6,7
	33,3
	53,3

	Skupina M+L (%)
	13,3
	6,7
	13,3
	40
	26,7


Výsledky odpovědí na výskyt bolestivých afekcí v dutině ústní se u skupin I a II shodovaly. U skupiny III byla nejčastější volba odpovědi a to „velmi zřídka“ (tab. 7). 

Otázka č. 4: Měl/a jste nepříjemný pocit při jídle v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 8. Dotazník OHIP: otázka č. 4

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy
	nevím

	Skupina PL (%)
	6,7
	6,7
	20
	53,3
	13,3
	0

	Skupina L (%)
	6,7
	0
	26,7
	40
	20
	6,7

	Skupina M+L (%)
	13,3
	6,7
	20
	26,7
	33,3
	0


Nejvíce odpovědí u všech skupin na dotaz, zda měli pacienti nepříjemný pocit při jídle v souvislosti s onemocněním zubů, byla v 26,7-53,3% možnost velmi zřídka (tab. 8).

Otázka č. 5.: Byl/a jste nervózní v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 9. Dotazník OHIP: otázka č. 5
	
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	6,7
	13,3
	60
	20

	Skupina L (%)
	13,3
	13,3
	46,7
	26,7

	Skupina M+L (%)
	13,3
	53,3
	0
	33,3


Signifikantní rozdíl byl zjištěn u odpovědi, zda byli pacienti nervózní v souvislosti s onemocněním. U skupiny M+L byla odpověď často a občas v 67% ve srovnání se skupinou PL, kde byla odpověď často a občas pouze v 20% a u skupiny L v 27%. 
Výsledek byl stanoven pozorováním souborů po dvojicích pomocí Fisherova přesného testu (L vs. M+L bylo p=0,024, M+L vs. PL p=0,004) (tab. 9).

Otázka č. 6.: Zhoršil se příjem potravy v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 10. Dotazník OHIP: otázka č. 6

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	13,3
	0
	20
	53,3
	13,3

	Skupina L (%)
	6,7
	6,7
	26,7
	40
	20

	Skupina M+L (%)
	20
	6,7
	26,7
	20
	26,7


Pacienti ze skupiny PL a L udávali, že problém s příjmem potravy z důvodu onemocnění zubů měli velmi zřídka v 53,3% a 40%. Ve skupině M+L byly odpovědi na všechny možnosti podobně procentuálně zastoupeny (20 - 26,7%) kromě odpovědi často, která byla pouze v 6,7% (tab. 10).

Otázka č. 7: Došlo k poruše spánku v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 11. Dotazník OHIP: otázka č. 7

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	0
	0
	26,7
	20
	53,3

	Skupina L (%)
	0
	6,7
	40
	0
	53,3

	Skupina M+L (%)
	6,7
	6,7
	33,3
	13,3
	40


K poruše spánku u pacientů ze skupiny PL a M+L došlo jen velmi zřídka nebo nikdy v 73,3% a 53,3%. Pacienti skupiny L měli občasné problémy se spánkem (33,3%) anebo neměly žádné problémy (53,3%) (tab. 11).
Otázka č. 8.: Cítil/a jste se podrážděn/a v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 12. Dotazník OHIP: otázka č. 8

	
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	6,7
	6,7
	53,3
	33,3

	Skupina L (%)
	0
	13,3
	13,3
	73,3

	Skupina M+L (%)
	6,7
	40
	13,3
	40


Vyšší míra podráždění byla zjištěna u skupiny M+L (odpověď často a občas v 47%) než u skupiny L (odpověď často a občas 13,3%). Rozdíl však nebyl signifikantní (p=0,069) (tab. 12). 
Otázka č. 9: Měl/a jste problémy vykonávat obvyklé denní činnosti v průběhu onemocnění dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 13. Dotazník OHIP: otázka č. 9

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	0
	0
	20
	26,7
	53,3

	Skupina L (%)
	6,7
	6,7
	33,3
	6,7
	46,7

	Skupina M+L (%)
	0
	0
	40
	6,7
	53,3


Problémy s vykonáváním denních činností byly u skupiny pacientů PL a M+L minimální. Odpověď občas, velmi zřídka a nikdy, se vyskytovala u skupiny PL a M+L v 100%. U skupiny L se tyto odpovědi vyskytovaly v 86,7% (tab. 13).

Otázka č. 10: Byl váš život obecně méně uspokojivý v souvislosti s onemocněním dutiny ústní nebo zubů?
Tabulka 14. Dotazník OHIP: otázka č. 10

	
	velmi často
	často
	občas
	velmi zřídka
	nikdy

	Skupina PL (%)
	0
	6,7
	6,7
	33,3
	53,3

	Skupina L (%)
	6,7
	0
	20
	13,3
	60

	Skupina M+L (%)
	0
	6,7
	26,7
	33,3
	33,3


Pacienti všech skupin nepovažovali svůj život za méně uspokojivý v souvislosti s onemocněním zubů. Odpověď velmi často a občas byla u všech skupin pouze v 6,7%. Nejčastější odpověď ve všech skupinách byla nikdy a to v 53,3% u skupiny PL, v 60% u skupiny L a v 33,3% u skupiny M+L (tab. 14).
9.2.2.2 Dotazníky 24 hodin, 3 dny a 6 dní po chirurgické extrakci
Tyto dotazníky vyplňovali pacienti 24 hodin, 3 dny a 6 dní po provedené chirurgické extrakci dolního třetího moláru. Výsledky odpovědí jsou v procentech znázorněné pro každou otázku v jedné tabulce v daném časovém období od extrakce. Grafické znázornění každé otázky je uvedeno v příloze.
Výsledky dotazníků 24 hodin, 3 a 6 dní po extrakci
Tabulka 15. Otázka 1A: Problémy s přijímáním jakékoliv potravy
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	Placebo (PL) (%)
	0 
	40 
	33,3 
	26,7 
	20 
	46,7 
	26,7 
	6,7 
	60 
	20 
	0 
	0 

	Lonicera (L) (%)
	6,7 
	53,3 
	26,7 
	13,3 
	53,3 
	26,7 
	6,7 
	13,3 
	40 
	13,3 
	13,3 
	0 

	Macleaya+Lonicera

(M+L) (%)
	0 
	53,3 
	33,3 
	13,3 
	53,3 
	40 
	6,7 
	0 
	46,7 
	20 
	0 
	0 


Problémy s přijímáním potravy byly za 24 hodin po chirurgické extrakci ve všech skupinách procentuálně hodnoceny podobně. Skoro polovina pacientů ze všech skupin udává, že problémy byly minimální a druhá polovina pacientů je označila jako časté až trvalé.

Za 3 dny po chirurgické extrakci udávalo 53,3% pacientů skupiny L a M+L minimální problémy s konzumací stravy. Ve skupině PL se jednalo nejčastěji o občasné potíže (46,7% pacientů). Celkově byly ve všech skupinách nejčastější minimální nebo občasné potíže s příjmem potravy (66,7-93,3% subjektů).

Za 6 dní po chirurgické extrakci bylo již 20-33% pacientů bez obtíží s přijímáním jakékoliv potravy. Minimální nebo občasné problémy byly v 53,3-80% pacientů všech skupin. Pouze u subjektů skupiny L se vyskytovaly časté problémy v 13,3% (graf 1, viz příloha).
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	bez

problému (BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	0 
	40 
	40 
	20 
	0 
	26,7 
	53,3 
	20 
	0 
	20 
	53,3 
	26,7 
	0 
	0 

	L (%)
	13,3 
	33,3 
	33,3 
	20 
	6,7 
	33,3 
	40 
	6,7 
	13,3 
	26,7 
	46,7 
	13,3 
	13,3 
	0 

	M+L (%)
	0 
	46,7 
	40 
	13,3 
	6,7 
	46,7 
	26,7 
	13,3 
	6,7 
	40 
	26,7 
	26,7 
	6,7 
	0 


Tabulka 16. Otázka 1B: Problémy s mastikací

Minimální nebo občasné problémy s mastikací udával po 24 hodinách stejný počet subjektů zařazených do skupiny L a M+L(46,7%). Časté nebo trvalé problémy s mastikací mělo u těchto skupin 53,3% pacientů; ve skupině PL pak 60% pacientů.
3. den po chirurgickém výkonu byly problémy s mastikací ve všech skupinách nemocných většinou jen minimální nebo občasné (73,3-80% subjektů). Pacienti všech skupin shodně popisovali v 20% časté nebo trvalé problémy s mastikací.
40% pacientů skupiny M+L bylo 6 dní po chirurgické extrakci zcela bez problémů s mastikací; 53,3% nemocných udávalo jen mírné problémy a 6,7% mělo časté problémy. Pacienti skupiny PL a L byli v 20-26,7% bez obtíží, 60-80% z nich mělo jen minimální problémy s mastikací; 13,3% pacientů skupiny L udávalo časté problémy s mastikací (graf 2, viz příloha).
Tabulka 17. Otázka 1C: Omezené otvírání úst

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	bez

problému

(BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	0 
	46,7 
	40 
	13,3 
	0 
	40 
	40 
	13,3 
	6,7 
	33,3 
	46,7 
	13,3 
	0 
	6,7 

	L (%)
	20 
	33,3 
	20 
	26,7 
	20 
	33,3 
	13,3 
	13,3 
	20 
	46,7 
	26,7 
	6,7 
	13,3 
	6,7 

	M+L (%)
	6,7 
	53,3 
	26,7 
	13,3 
	6,7 
	40 
	40 
	13,3 
	0 
	53,3 
	20 
	20 
	6,7 
	0 


24 hodin po extrakci polovina pacientů (40-53,3%) ve všech skupinách udávala problémy s otvíráním úst a druhá polovina pacientů hodnotila problém s otvíráním úst jako minimální nebo občasný (46,7-60%).
3 dny po extrakci nemělo žádné problémy s otvíráním úst 20% pacientů ze skupiny L. Minimální nebo občasné problémy mělo 80% pacientů skupiny M+L a PL, a 46,7% pacientů skupiny L. Časté nebo trvalé problémy udávali pacienti všech skupin v 13,3-20%.

Zcela bez problémů s otvíráním úst po 6 dnech byla skoro polovina pacientů skupiny L a M+L (46,7-53,3%); minimální problémy mělo 33,3-40% nemocných, časté nebo trvalé obtíže v 6,7-20% pacientů. Ve skupině PL bylo bez problémů 33,3% pacientů, minimální problémy byly v 60% a trvalé v 6,7% (graf 3, viz příloha). 
Tabulka 18. Otázka 1D: Poruchy spánku

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	bez

problému

(BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	0 
	0 
	46,7 
	40 
	13,3 
	0 
	40 
	40 
	13,3 
	6,7 
	33,3 
	46,7 
	13,3 
	0 
	6,7 

	L (%)
	40 
	20 
	33,3 
	20 
	26,7 
	20 
	33,3 
	13,3 
	13,3 
	20 
	46,7 
	26,7 
	6,7 
	13,3 
	6,7 

	M+L (%)
	13,3 
	6,7 
	53,3 
	26,7 
	13,3 
	6,7 
	40 
	40 
	13,3 
	0 
	53,3 
	20 
	20 
	6,7 
	0 


Skupina pacientů s aplikací placeba udávala 24 hod. po extrakci minimální nebo občasné poruchy spánku v 66,7% nebo měla trvalé potíže v 33,3% . Pacienti po aplikaci orální pasty s Lonicerou neměli se spánkem problémy v 40%, minimální nebo občasné potíže měli v 53,3% a pouze v 6,7% udávají časté nebo trvalé poruchy spánku. U pacientů s aplikací orální pasty se kombinací M+L nebyl problém se spánkem v 13,3%, v 80% byly obtíže jen minimální nebo občasné. Pouze v 6,7% je popisují jako časté nebo trvalé. Při srovnání procentuálních výsledků dvojic byl prokázán signifikantní rozdíl (p=0,034) ve skupinách L vs. PL.
3 dny po extrakci bylo zcela bez poruch spánku 66,7% pacientů skupiny L, 46,7% pacientů skupiny M+L a pouze 13,3% pacientů skupiny PL. 80% pacientů skupiny PL mělo obtíže minimální. 6,7-13,3% pacientů všech skupin popsalo trvalé poruchy spánku. Signifikantní rozdíl (p=0,005) byl prokázán při srovnání poruch spánku u skupiny L vs. PL. 

6 dní po extrakci 60-73,3% pacientů nemělo problémy se spánkem. Ve skupině PL a M+L mělo občasné nebo minimální problémy 40% a trvalé obtíže již pacienti udávají. Ve skupině L mělo trvalé obtíže ještě 20% pacientů. Skupina PL a M+L se zcela shoduje v procentuálním zastoupení odpovědí (graf 4, viz příloha).

Tabulka 19. Otázka 1E: Porucha fonace

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	bez

problému (BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	6,7 
	60 
	26,7 
	6,7 
	0 
	26,7 
	53,3 
	20 
	0 
	0 
	53,3 
	46,7 
	0 
	0 
	0 

	L (%)
	26,7 
	53,3 
	20 
	0 
	0 
	60 
	26,7 
	6,7 
	6,7 
	0 
	53,3 
	33,3 
	13,3 
	0 
	0 

	M+L (%)
	20 
	40 
	33,3 
	6,7 
	0 
	66,7 
	33,3 
	0 
	0 
	0 
	86,7 
	13,3 
	0 
	0 
	0 


Za 24 hod. po výkonu byly fonační obtíže u skupiny PL a M+L jen v 6,7% případů časté a trvalé. Většina pacientů měla jen minimální nebo občasné problémy (73,3 - 86,7%) nebo byli zcela bez obtíží (6,7 - 20%). U skupiny pacientů s aplikací orální pasty s Lonicerou žádný z pacientů neudával trvalé poruchy fonace, 26,7% bylo zcela bez obtíží nebo udávali jen minimální problémy (73,3%).

Po třech dnech od extrakce nemělo 26,7-66,7% pacientů žádné problémy s fonací. Minimální obtíže se vyskytovaly ve všech skupinách ve 33,3-73,3% případů. Trvalé obtíže jsme nezaznamenali.
Více než polovina pacientů všech skupin již 6. den po chirurgické extrakci neměla fonační problémy: u skupiny M+L to bylo až 86,7% nemocných. Minimální nebo občasné problémy se vyskytly v 13,3-46,7% případů u pacientů všech skupin (graf 5, viz příloha). 
Tabulka 20. Otázka 1F: Omezení běžných denních aktivit
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	bez

problému (BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	0 
	40 
	40 
	20 
	0 
	20 
	53,3 
	26,7 
	0 
	0 
	53,3 
	33,3 
	13,3 
	0 
	0 

	L (%)
	20 
	33,3 
	33,3 
	13,3 
	0 
	33,3 
	46,7 
	13,3 
	0 
	6,7 
	66,7 
	20 
	6,7 
	6,7 
	0 

	M+L (%)
	20 
	46,7 
	26,7 
	6,7 
	0 
	40 
	46,7 
	13,3 
	0 
	0 
	73,3 
	20 
	6,7 
	0 
	0 


Ve skupině L a M+L 20% pacientů nemělo po 24 hod. problémy s běžnými denními aktivitami. Minimální nebo občasné problémy udávalo 66,7-73,3% pacientů. Časté nebo trvalé obtíže mělo 6,7-13,3% pacientů. Ve skupině PL udává 80% minimální nebo občasné obtíže a 20% mělo časté nebo trvalé problémy s běžnými denními činnostmi.
3 dny po chirurgické extrakci neměli pacienti žádné problémy s běžnými denními aktivitami ve 20-40% nebo byly obtíže jen minimální 
(60-80%). Trvalé obtíže udávali pouze pacienti skupiny L ale pouze v 6,7%. 
6. den byly problémy s běžnými denními aktivitami minimální nebo občasné v 26,7-46,7% a zcela bez obtíží bylo 53,3-73,3% pacientů (graf 6, viz příloha). 
Tabulka 21. Otázka 1G: Omezení společenských aktivit

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	bez

problému (BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	0 
	53,3 
	20 
	26,7 
	0 
	13,3 
	60 
	26,7 
	0 
	0 
	40 
	40 
	20 
	0 
	0 

	L (%)
	33,3 
	13,3 
	33,3 
	6,7 
	13,3 
	53,3 
	20 
	20 
	0 
	6,7 
	73,3 
	0 
	20 
	6,7 
	0 

	M+L (%)
	13,3 
	53,3 
	26,7 
	0 
	6,7 
	33,3 
	40 
	26,7 
	0 
	0 
	60 
	33,3 
	6,7 
	0 
	0 


Z hlediska společenského života (návštěva kina, divadla, večírku atd.) bylo 24 hod. od extrakce zcela bez problémů 33,3% pacientů skupiny L. Další udávali minimální nebo občasné problémy ( 46,7%), trvalé problémy 20% dotázaných pacientů. Ve skupině M+L bylo 13,3% pacientů bez problémů, 80% s minimálním a 6,7% s trvalým omezením společenského života. Pacienti skupiny PL udávali jen minimální problémy v 73,3% a trvalé problémy v 26,7% .

3 dny po extrakci ve skupině PL nemělo 13,3% pacientů problém se společenským životem nebo bylo omezení jen minimální (86,7%). Skupina L byla bez problémů v 53,3%, minimální obtíže mělo 40% pacientů a pouze 6,7% je udávalo jako trvalé. Pacienti skupiny M+L byli v 33,3% bez obtíží nebo popisují své omezení společenského života 3 dny po chirurgickém výkonu jako minimální (66,7%). 

40-73,3% pacientů bylo 6. den po extrakci zcela bez problémů nebo udávali jen minimální a občasné problémy v 20-60% (graf 7, viz příloha). 
Tabulka 22. Otázka 1H: Omezení sportovních aktivit/zálib

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	bez

problému (BP)
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé
	BP
	minim.
	občasné
	časté
	trvalé

	PL (%)
	6,7 
	46,7 
	20 
	13,3 
	13,3 
	20 
	53,3 
	13,3 
	13,3 
	0 
	33,3 
	46,7 
	20 
	0 
	0 

	L (%)
	33,3 
	26,7 
	13,3 
	13,3 
	13,3 
	40 
	26,7 
	13,3 
	13,3 
	6,7 
	73,3 
	0 
	20 
	6,7 
	0 

	M+L (%)
	6,7 
	46,7 
	13,3 
	26,7 
	6,7 
	20 
	46,7 
	20 
	13,3 
	0 
	53,3 
	33,3 
	6,7 
	6,7 
	0 


33,3% pacientů ze skupiny L se mohlo za 24 hodin po chirurgické extrakci plně věnovat sportu nebo svým zálibám. 40% pacientů této skupiny mělo jen minimální nebo občasné problémy a 26,6% časté a trvalé problémy. Hodnocení skupin PL a M+L bylo podobné. 6,7% pacientů bylo zcela bez obtíží, 60-66,7% mělo minimální nebo občasné problémy a 26,6-33,4

3 dny po chirurgické extrakci sportovalo nebo se bez omezení věnovalo svým zálibám 20-40% pacientů všech skupin. Minimální nebo občasné problémy mělo 40-66,7% pacientů všech skupin. Časté až trvalé problémy popisovalo 13,3-20% pacientů všech skupin. 
6 dní po extrakci více než polovina pacientů (53,3-73,3%) skupin L a M+L neměla problémy se sportováním a zálibami a časté problémy udávalo pouze 6,7% pacientů. U skupiny PL bylo bez problémů 33,3% pacientů a pacienti této skupiny neudávají už výskyt častých obtíží (graf 8, viz příloha). 
Tabulka 23. Otázka 2A: Otok tváře

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomný

(ne)
	zanedbatelný

(zanedb.)
	mírný
	střední
	značný
	ne
	zanedb.
	mírný
	střední
	značný
	ne
	zanedb.
	mírný
	střední
	značný

	PL (%)
	0 
	13,3 
	46,7 
	33,3 
	6,7 
	0 
	20 
	60 
	20 
	0 
	46,7 
	33,3 
	20 
	0 
	0 

	L (%)
	0 
	26,7 
	40 
	13,3 
	20 
	20 
	33,3 
	13,3 
	13,3 
	20 
	40 
	26,7 
	6,7 
	26,7 
	0 

	M+L (%)
	6,7 
	13,3 
	46,7 
	33,3 
	0 
	13,3 
	33,3 
	40 
	6,7 
	6,7 
	46,7 
	40 
	0 
	13,3 
	0 


U pacientů skupiny PL byl otok tváře 24 hod. po zákroku mírný nebo zanedbatelný v 60% a střední až značný v 40%. Ve skupině L byl u 66,7% nemocných zanedbatelný nebo mírný, u 33,3% střední až značný. U pacientů zařazených do skupiny M+L nebyl otok přítomen v 6,7%; 60% nemocných mělo otok zanedbatelný nebo mírný a 33,3% mělo otok střední až značný. 
Otok tváře byl 3 dny po chirurgické extrakci nepřítomen pouze v 13,3-20% u skupiny L a M+L. Mírný otok popisuje 46,7% pacientů skupiny L, 73,3% pacientů skupiny M+L a 80% skupiny PL. Značný otok měli v 13,3-33,3% pacienti všech skupin.

6 dní po výkonu nebyl otok tváře přítomen v 40-46,7% nebo jen mírně až zanedbatelně v 33,3-53,3%. U skupin L a M+L pacienti popisují otok jako střední v 13,3-26,7% (graf 9, viz příloha).
Tabulka 24. Otázka 2B: Podlitiny
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomné

(ne)
	zanedbatelné

(zanedb.)
	mírné
	střední
	značné
	ne
	zanedb.
	mírné
	střední
	značné
	ne
	zanedb.
	mírné
	střední
	značné

	PL (%)
	46,7
	46,7 
	6,7 
	0 
	0 
	53,3 
	40 
	6,7 
	0 
	0 
	80 
	20 
	0 
	0 
	0 

	L (%)
	46,7 
	33,3 
	6,7 
	0 
	13,3 
	60 
	13,3 
	13,3 
	6,7 
	6,7 
	73,3 
	6,7 
	0 
	20 
	0 

	M+L (%)
	66,7 
	0 
	33,3 
	0 
	0 
	73,3 
	6,7 
	20 
	0 
	0 
	66,7 
	26,7 
	6,7 
	0 
	0 


24 hod. nebyly podlitiny přítomny u 46,7% nemocných skupiny PL a L; v malém nebo zanedbatelném rozsahu v 40-53,3% případů. Ve skupině M+L také nebyly podlitiny přítomny v 66,7% případů; ve 33,3% byly jen mírné nebo zanedbatelné. 
Hematom v oblasti tváře nebyl již 3. den po chirurgické extrakci přítomný v 53,3-73,3% u pacientů všech skupin. 26,7-40% pacientů udává pouze zanedbatelnou nebo mírnou podlitinu. Pouze 13,3% pacientů ze skupiny L popisuje podlitinu jako střední nebo značnou.

S odstupem šesti dnů nebyly hematomy již přítomny v 66,7-80% případů; mírné nebo zanedbatelné krevní podlitiny mělo 6,7-33,3% nemocných. Ve skupině L 20% pacientů popisuje hematom jako střední (graf 10, viz příloha).

Tabulka 25. Otázka 2C: Krvácení

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomné

(ne)
	zanedbatelné

(zanedb.)
	mírné
	střední
	značné
	ne
	zanedb.
	mírné
	střední
	značné
	ne
	zanedb.
	mírné
	střední
	značné

	PL (%)
	13,3 
	26,7 
	46,7 
	13,3 
	0 
	86,7 
	13,3 
	0 
	0 
	0 
	73,3 
	20 
	6,7 
	0 
	0 

	L (%)
	26,7 
	46,7 
	20 
	6,7 
	6,7 
	73,3 
	20 
	6,7 
	0 
	0 
	86,7 
	13,3 
	0 
	0 
	0 

	M+L (%)
	26,7 
	13,3 
	40 
	13,3 
	6,7 
	73,3 
	13,3 
	13,3 
	0 
	0 
	80 
	13,3 
	6,7 
	0 
	0 


Ve všech skupinách popsali pacienti krvácení 24 hodin po extrakci jako zanedbatelné nebo mírné v 53,3-73,3%. Krvácení nebylo přítomno v 13,3-26,7%; 6,7-20% pacientů hodnotilo krvácení jako střední nebo značné.

Krvácení z extrakční rány nebylo 3. den přítomno v 73,3-80% ve všech skupinách. Mírné nebo zanedbatelné krvácení se vyskytovalo v 
13,3-26,7% případů.

6. den bylo 73,3-86,7% pacientů bez projevů krvácení z extrakční rány. Zanedbatelné nebo mírné krvácení udávalo 13,3-26,7% pacientů všech skupin (graf 11, viz příloha).
Tabulka 26. Otázka 2D: Nevolnost, nauzea

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomná

(ne)
	zanedbatelně

(zanedb.)
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně

	PL (%)
	33,3 
	33,3 
	26,7 
	6,7 
	0 
	80 
	20 
	0 
	0 
	0 
	80 
	20 
	0 
	0 
	0 

	L (%)
	66,7 
	26,7 
	0 
	6,7 
	0 
	86,7 
	13,3 
	0 
	0 
	0 
	86,7 
	6,7 
	6,7 
	0 
	0 

	M+L (%)
	53,3 
	33,3 
	13,3 
	0 
	0 
	86,7 
	13,3 
	0 
	0 
	0 
	93,3 
	6,7 
	0 
	0 
	0 


24 hod. po chirurgickém zákroku nebyla nauzea u pacientů ze souboru M+L a L přítomna v 53,3-66,7% případů. 46,7% nemocných skupiny M+L popsala jen mírnou nauzeu. U skupiny PL nebyla nauzea přítomna v 33,3% případů;  u 60% nemocných byla jen zanedbatelná a v 6,7% střední nebo značná.
Převážná většina nemocných (80-86,7%) bez ohledu na zařazení do skupin nezaznamenala třetí pooperační den pocity nevolnosti. Zanedbatelná nevolnost se vyskytovala v 13,3-20% nemocných.

6. den nemělo již nevolnost nebo nauzeu 80-93,3%. Zanedbatelné nebo mírné obtíže udávalo 6,7-20% pacientů všech skupin (graf 12, viz příloha).
Tabulka 27. Otázka 2E: Pachuť, nepříjemná chuť v ústech, zápach z úst.

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomná

(ne)
	zanedbatelně

(zanedb.)
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně

	PL (%)
	0 
	13,3 
	46,7 
	40 
	0 
	13,3 
	20 
	40 
	20 
	6,7 
	20 
	53,3 
	20 
	6,7 
	0 

	L (%)
	6,7 
	33,3 
	53,3 
	6,7 
	0 
	20 
	60 
	6,7 
	13,3 
	0 
	26,7 
	53,3 
	6,7 
	6,7 
	6,7 

	M+L (%)
	20 
	33,3 
	33,3 
	6,7 
	6,7 
	46,7 
	40 
	6,7 
	6,7 
	0 
	60 
	33,3 
	0 
	6,7 
	0 


Pachuť nebo nepříjemná chuť v ústech se vůbec nevyskytovala 24 hod. po chirurgické extrakci u skupiny L v 6,7% a u skupiny M+L v 20%. Zanedbatelná nebo mírná pachuť nebo nepříjemná chuť v ústech byla u všech skupin v rozmezí od 60-86,7%. U 40% pacientů skupiny PL byla intenzita pachuti a zápachu z úst střední nebo značná.  
3. den pachuť nebo nepříjemnou chuť nepozorovali pacienti skupiny M+L v 46,7% případů. V ostatních skupinách to bylo 13,3-20%. Zanedbatelnou nebo mírnou pachuť příp. zápach z úst udávalo 46,7-66,7% pacientů všech skupin. 26,7% pacientů skupiny PL popsalo střední až značnou pachuť nebo zápach z úst. U ostatních skupin to bylo pouze 6,7-13,3%.

Pouze u skupiny M+L neudávali pacienti 6 dní po extrakci pachuť nebo zápach z úst v 60%. 20-26,7%  skupiny PL a L nemělo pachuť nebo zápach z úst. Zanedbatelně nebo mírně udávají pacienti zápach z úst v 33,3-73,3% a pouze v 6,7% popisují problém jako střední nebo značný (graf 13, viz příloha). 
Tabulka 28. Otázka 2F: Retence zbytků potravy po extrakci zubu 
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	nepřítomná

(ne)
	zanedbatelně

(zanedb.)
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně
	ne
	zanedb.
	mírně
	středně
	značně

	PL (%)
	13,3 
	6,7 
	40 
	33,3 
	6,7 
	20 
	26,7 
	33,3 
	20 
	0 
	26,7 
	53,3 
	13,3 
	6,7 
	0 

	L (%)
	20 
	40 
	40 
	0 
	0 
	33,3 
	60 
	6,7 
	0 
	0 
	46,7 
	53,3 
	0 
	0 
	0 

	M+L (%)
	26,7 
	20 
	26,7 
	13,3 
	13,3 
	33,3 
	40 
	13,3 
	6,7 
	6,7 
	33,3 
	40 
	20 
	6,7 
	0 


Zanedbatelné nebo mírné problémy s retencí potravy v extrakční ráně za 24 hod. po chirurgické extrakci mělo 80% pacientů skupiny L. Tyto problémy nebyly vůbec přítomny v 20%. Ve skupině PL nedošlo k retenci zbytků jídla v 13,3%, mírné nebo zanedbatelné obtíže byly v 46,7% a střední až značné v 40%. Pacienti skupiny M+L neměli problémy v 26,7%; stejné procento nemocných naopak udávalo obtíže značné a 46,7% mělo obtíže mírné nebo zanedbatelné. 
Retence zbytků potravy v ráně po chirurgické extrakci nebyla přítomna v časovém horizontu tří dnů u 33,3% pacientů skupiny L a M+L a u 20% nemocných skupiny PL. Zanedbatelnou nebo mírnou retenci zbytků zaznamenalo 53,3-66,7% pacientů všech skupin. 
6 dní po výkonu retenci zbytků potravy nepozorovalo 26,7-46,7% pacientů všech skupin. Zanedbatelné nebo mírné obtíže byly u 53,3-66,7% případů, střední u 6,7% nemocných (graf 14, viz příloha).

Tabulka 29. Otázka 3: Intenzita bolesti po extrakci v průběhu 24 hodin, 3 a 6 dnů

	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	žádná
	mírná
	střední
	silná
	žádná
	mírná
	střední
	silná
	žádná
	mírná
	střední
	silná

	PL (%)
	6,7 
	6,7 
	33,3 
	53,3 
	0 
	20 
	60 
	20 
	6,7 
	33,3 
	60 
	0 

	L (%)
	0 
	6,7 
	66,7 
	26,7 
	0 
	46,7 
	33,3 
	20 
	0 
	73,3 
	6,7 
	20 

	M+L (%)
	0 
	13,3 
	26,7 
	60 
	13,3 
	20 
	40 
	26,7 
	13,3 
	26,7 
	46,7 
	13,3 


Hodnocení intenzity bolesti v průběhu 24 hodin bylo u pacientů všech skupin podobné. Žádnou nebo mírnou bolest udávalo 6,7-13,3% pacientů, střední nebo silnou bolest 86,7-93,3% pacientů. 
Pacienti skupiny PL udávají jako nejhorší bolest v průběhu 3 dnů bolest střední (60%), pacienti skupiny M+L  také bolest střední (40%) a pacienti skupiny L bolest mírnou (46,7%).

6 dní po výkonu popisují nejhorší bolest pacienti skupiny PL jako střední (60%), skupiny L jako mírnou (73,3%) a skupiny M+L jako střední (46,7%) (graf 15, viz příloha).

Tabulka 30. Otázka 4:  Průměrná bolest v průběhu 24 hodin, 3 a 6 dnů v oblasti úst, zubů nebo tváře
	Skupina
	24 hodin
	3 dny
	6 dní

	
	žádná
	mírná
	střední
	silná
	žádná
	mírná
	střední
	silná
	žádná
	mírná
	střední
	silná

	PL (%)
	6,7 
	13,3 
	80 
	0 
	0 
	46,7 
	53,3 
	0 
	20 
	66,7 
	13,3 
	0 

	L (%)
	0 
	53,3 
	46,7 
	0 
	0 
	86,7 
	6,7 
	6,7 
	20 
	60 
	20 
	0 

	M+L (%)
	0 
	26,7 
	66,7 
	6,7 
	6,7 
	66,7 
	26,7 
	0 
	20 
	60 
	20 
	0 


Za 24 hod. po chirurgickém zákroku neudávalo ve všech skupinách žádnou nebo naopak pociťovalo silnou bolest nejméně pacientů a to
0-6,7%. Naopak nejvíc procent ve skupině PL udávalo silnou bolest v 80%. Pacienti skupiny L udávali mírnou bolest v 53,3% a střední v 46,7%. Ve skupině M+L je nejvyšší procento (66,7%) u bolesti střední. 
U skupiny PL udávají pacienti 3. pooperační den jako průměrnou bolest skoro ve stejném procentuálním zastoupení bolest mírnou (46,7%) a bolest střední (53,3%). Pacienti skupiny L a M+L udávají v nejvíce procentech bolest mírnou (86,7% u L a 66,7% M+L).

Průměrná bolest v průběhu 6 dnů byla u všech skupin popsaná jako mírná v 66,7% u PL, 60% u L, 60% u M+L (graf 16, viz příloha).

9.2.2.3 Závěr všech dotazníků
Teplota sliznice
Měření slizniční teploty bylo prováděno při každé návštěvě ihned po otevření úst. Slizniční teplota byla změřena v oblasti extrakčního lůžka a na kontralaterální strany. Rozdíl teploty byl zaznamenán do dotazníku. Rozdíl teploty byl pro přehlednost zapsán do tabulky pro každou aplikaci zvlášť. V dalších tabulkách je znázorněn rozdíl teplot do 0,4°C a nad 0,4°C. Znázornění rozdílu poukazuje na hojení extrakční rány (teplota do 0,4(C).

Tabulka 31. Průměrný rozdíl teploty u všech aplikací

	
	Průměrný rozdíl teploty

1. aplikace
	Průměrný rozdíl teploty

2. aplikace
	Průměrný rozdíl teploty

3. aplikace

	Skupina PL (°C)
	0,6
	0,5
	0,4

	Skupina L (°C)
	0,3
	0,5
	0,1

	Skupina M+L (°C)
	0,5
	0,6
	0,4


U skupin L a M+L došlo k zvýšení teploty u druhé aplikace, ale u třetí aplikace teplotní rozdíl pokles. Nejvýraznější pokles byl u skupiny pacientů s aplikací orální pasty s Lonicerou.

Tabulka 32. Průměrný rozdíl teploty při 1. aplikaci
	
	rozdíl teplot nad 0,4°C
	rozdíl teplot do 0,4°C

	Skupina PL (%)
	80
	20

	Skupina L (%)
	40
	60

	Skupina M+L (%)
	66,7
	33,3


Zobrazeno procentuální zastoupení pacientů s daným rozdílem teploty. U 1. aplikace 80% pacientů skupiny PL mělo rozdíl slizniční teploty větší než 0,4(C. Nejméně a to 40% pacientů s tímto rozdílem bylo u skupiny L.

Tabulka 33. Průměrný rozdíl teploty při 2. aplikaci

	
	rozdíl teplot nad 0,4 (C
	rozdíl teplot do 0,4 (C

	Skupina PL (%)
	60
	40

	Skupina L (%)
	53,3
	46,7

	Skupina M+L (%)
	53,3
	46,7


Rozdíl teplot se u skupin M+L a L úplně shoduje. Skupina PL je procentuálně odlišná, ale hodnoty jsou podobné jako u skupin M+L a L.
Tabulka 34. Průměrný rozdíl teploty při 3. aplikaci

	
	rozdíl teplot nad 0,4°C
	rozdíl teplot do 0,4°C

	Skupina PL (%)
	26,7
	73,3

	Skupina L (%)
	6,7
	93,3

	Skupina M+L (%)
	46,7
	53,3


Rozdíl teploty nad 0,4°C je u skupiny L nejnižší a to pouze 6,7%. 93,3% je rozdíl teploty do 0,4°C, což poukazuje na hojení extrakčního lůžka.(p=0,055)
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Obr. 24 Průměrný rozdíl teploty do 0,4°C, srovnání všech skupin a aplikací

Při srovnání všech skupin je ze sloupcového grafu patrné, že ve skupině L, tedy aplikace orální pasty s Lonicerou je nejvyšší procento teploty do 0,4°C u první a třetí aplikace. Výsledky druhé aplikace jsou shodné u skupiny M+L a L a podobné se skupinou PL (obr. 24).

Analgoterapie 
Pacienti všech skupin užívali při bolesti nesteroidní antiflogistikum, ibuprofenum v preparátech Ibalgin 400 nebo Ibuprofen 400. Užívání analgetik u pacientů daných skupin v průběhu jednotlivých aplikací orální pasty je znázorněno v tabulkách. Pro srovnání všech aplikací u dané skupiny slouží grafické znázornění.
Tabulka 35. Užívání analgetik 1. aplikace

	
	bez analgetik
	s analgetiky

	Skupina PL (%)
	26,7
	73,3

	Skupina L (%)
	73,3
	26,7

	Skupina M+L (%)
	53,3
	46,7


U první aplikace bylo nejvíce pacientů bez analgoterapie ve skupině L (73,3%). Nejvyšší potřeba analgetik byla u pacientů skupiny PL (73,3%).

Tabulka 36. Užívání analgetik 2. aplikace

	
	bez analgetik
	s analgetiky

	Skupina PL (%)
	20
	80

	Skupina L (%)
	60
	40

	Skupina M+L (%)
	46,7
	53,3


Po druhé aplikaci je znovu nejvíce pacientů bez nutnosti analgoterapie ve skupině L (60%) a nejvyšší procento abuzu analgetik je znovu u skupiny pacientů PL (80%). 
Tabulka 37. Užívání analgetik 3. aplikace

	
	bez analgetik
	s analgetiky

	Skupina PL (%)
	53,3
	46,7

	Skupina L (%)
	66,7
	33,3

	Skupina M+L (%)
	66,7
	33,3


Po třetí aplikaci orální pasty do extrakční rány je více než polovina pacientů bez nutnosti analgoterapie, u skupiny PL je to 53,3%, u skupiny L 66,7% a u skupiny M+L také 66,7%.
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Obr. 25 Analgoterapie
Na sloupcovém grafu je znázorněna nutnost užívání analgetik všech skupin v průběhu první až třetí aplikace orální pasty do extrakčního lůžka. Z grafu je patrné, že nejméně analgetik užívali pacienti skupiny L. Nejvíc analgetik bylo po všech aplikacích potřeba u skupiny PL (obr. 25).

Antibiotická terapie
Pacienti s antibiotickou terapií nebyli vyřazeni ze skupin, tedy jsou započítáni do statistického hodnocení. U těchto pacientů aplikace orální pasty nebyla ukončena. 

U skupiny PL užívali antibiotika (Amoksiklav 625 mg) 2 pacienti (13,3%). Užívání antibiotika u prvního pacienta začalo druhý den z důvodu purulentní exudace z extrakční rány a alterace celkového zdravotního stavu. Druhý pacient měl stejné příznaky třetí den po aplikaci orální pasty.

U skupiny L užívali 3 pacienti (20%) antibiotika (Amoksiklav 625 mg a Augmentin 1 g). První pacient užíval antibiotika třetí den po extrakci z důvodu purulentní exudace z lůžka, druhý pacient užíval antibiotika také třetí den pro chřipkové onemocnění. Třetí pacient začal s užíváním antibiotik 7. den po chirurgické extrakci z důvodu zvětšení tonzil a zvýšené teploty (susp. angina).

U skupiny M+L užíval antibiotika (Amoksiklav 625mg) 1 pacient (6,7%) pro purulentní exudaci z extrakční rány a pro zvětšení submandibulárních lymfatických uzlin. Následovala intraorální incize k uvolnění purulentního exudátu, který se vytvořil submukózně ve vestibulu extrakční rány a v oblasti dolního druhého moláru.  

Intenzita bolesti
Skupina PL (placebo)

Intenzita bolesti je zobrazena pro srovnání všech aplikací v následující tabulce. Čas 0 hod. je čas aplikace orální pasty do extrakčního lůžka, který se pohyboval mezi 8:00 až 10:00. Pouze u jednoho pacienta u první aplikace byl čas první aplikace pozdější. 

Tabulka 38. Průměrná intenzita bolesti – soubor PL

	Počet hodin od aplikace
	0 hod.
	2 hod.
	4 hod.
	6 hod.
	8 hod.
	10 hod.
	12 hod.

	1. aplikace
	1,33
	1,40
	1,40
	1,53
	1,53
	1,80
	1,79

	2. aplikace
	1,47
	1,33
	1,07
	1,33
	1,40
	1,53
	1,71

	3. aplikace
	1,47
	0,93
	1,00
	1,00
	1,07
	1,20
	1,47


Z hodnot (tab. 38) je patrná stoupající tendence bolesti z mírné (1) po střední bolest (2) ve večerních hodinách (cca 20:00-22:00). Průměrná bolest u třetí aplikace je nejnižší ve srovnání s bolestí 1. a 2. aplikace. U 2. a 3. aplikace je klesající tendence bolesti po aplikaci orální pasty do extrakčního lůžka, nicméně ve večerních hodinách se bolest znovu zvyšuje.

Skupina L (Lonicera caerulea)

U všech pacientů skupiny L byla aplikace orální pasty mezi 8:00 až 10:00.

Tabulka 39. Průměrná intenzita bolesti – soubor L

	Počet hodin od aplikace
	0 hod.
	2 hod.
	4 hod.
	6 hod.
	8 hod.
	10 hod.
	12 hod.

	1. aplikace
	1,53
	1,53
	1,47
	1,40
	1,33
	1,47
	1,73

	2. aplikace
	1,47
	1,27
	1,27
	1,40
	1,33
	1,13
	1,13

	3. aplikace
	1,13
	1,13
	0,93
	0,80
	0,93
	1,00
	1,07


Průměrná intenzita bolesti je nevyšší u první aplikace a také se snižuje po aplikaci orální pasty do extrakčního lůžka a zvyšuje ve večerních hodinách. Při srovnání průměrné intenzity bolesti od první do třetí aplikace je vidět klesající tendence bolesti.

Skupina M+L (kombinace Macleaya cordata + Lonicera caerulea)

Aplikace orální pasty u pacientů této skupiny byla mezi 8:00 až 10:00. U dvou pacientů při 1. aplikaci, u dvou pacientů při 2. aplikaci a u jednoho pacienta při 3. aplikaci byla orální pasta aplikována později. 

Tabulka 40. Průměrná intenzita bolesti – soubor M+L

	Počet hodin od aplikace
	0 hod.
	2 hod.
	4 hod.
	6 hod.
	8 hod.
	10 hod.
	12 hod.

	1. aplikace
	1,27
	1,13
	1,07
	1,00
	1,07
	1,14
	1,43

	2. aplikace
	1,20
	0,93
	1,07
	1,07
	1,07
	1,21
	1,23

	3. aplikace
	1,00
	0,93
	1,00
	0,93
	0,93
	1,00
	1,14


Průměrná intenzita bolesti se po aplikaci orální pasty snižuje u všech tří aplikací, znovu roste ve večerních hodinách. Třetí aplikace má ve všech časových intervalech nejnižší průměrnou intenzitu bolesti.

Srovnání průměrné intenzity bolesti všech aplikací

V následujících třech grafech je srovnání průměrné intenzity bolesti v časové závislosti od první po třetí aplikaci. Každý jeden graf je pro jednu aplikaci a srovnává intenzitu bolesti v daném čase u různých skupin.
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Obr. 26 Průměrná intenzita bolesti 1. aplikace

Sloupcový graf srovnává průměrnou intenzitu bolesti v daném časovém období u každé skupiny. Výsledek poukazuje na nejnižší intenzitu bolesti ve všech časových intervalech u skupiny M+L (obr. 26).
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Obr. 27 Průměrná intenzita bolesti 2. aplikace

Graf znázorňuje průměrnou intenzitu bolesti v časové závislosti od aplikace orální pasty do extrakčního lůžka. Znovu je intenzita bolesti v průměru nejnižší u skupiny M+L (obr. 27).
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Obr. 28 Průměrná intenzita bolesti 3. aplikace

U třetí aplikace se intenzita bolesti výrazně snížila u pacientů všech skupin v porovnání s první aplikací. Intenzita bolesti skupin L a M+L je podobná od 4. hodiny po aplikaci. Ve večerních hodinách je nejvyšší intenzita bolesti u skupiny PL (obr. 28).

10 Diskuse
Zánětlivá onemocnění sliznice dutiny ústní (parodontitida, gingivitidy) jsou velmi rozšířená a postihují značnou část populace na celém světě. Průběh, závažnost a rozsah zánětlivého onemocnění gingivy závisí na kvantitě plaku, virulenci patogenních mikroorganismů a stavu imunitního systému pacienta. Příčiny alveolitid, které jsou rovněž zánětlivými komplikacemi po extrakci zubů, jsou v mnoha ohledech podobné. To jsou hlavní důvody dlouhodobých snah, jejichž cílem je vyvinout přípravek, který by inhiboval tvorbu plaku a omezil nepříznivé vlivy orálních patogenů. Dalším průvodním jevem parodontálního onemocnění je zánětlivá reakce postižené tkáně, na které se výrazně podílí gingivální fibroblasty. Regulace produkce prozánětlivých molekul představuje další nadějnou strategii v léčbě/regulaci onemocnění parodontu (83). Předmětem intenzivního studia je proto antimikrobiální a protizánětlivá aktivita řady čistých látek nebo jejich kombinací. Léčivé účinky rostlin poznali naši předkové již v neandrtálských dobách. Nejznámější průkopnicí 20. století ve využití pozitivních vlastností léčivých rostlin byla rakouská bylinářka Maria Treben (1907-1991). Již od dětství měla blízko k přírodě, znala léčivé rostliny a podle starých rukopisů připravovala extrakty. Ve  svých knížkách popisuje možnost využití jednotlivých bylin k léčbě různých onemocnění. Ze základních bylin používaných k terapii orálních onemocnění jsou popsány a využívány: heřmánek pravý pro dezinfekční a protizánětlivý účinek, kostival lékařský pro antiedematózní účinek, řepík lékařský pro protizánětlivý účinek a šalvěj lékařská pro protizánětlivý a antibakteriální účinek. Zubní lékaři doporučují pacientům po extrakci dolních třetích molárů výplachy dutiny ústní odvarem ze šalvěje nebo heřmánku. Při použití fytoterapie musíme ale v dnešní době syntetických léčiv pomýšlet také na možné interakce. Proto bychom měli znát aktuální medikaci nemocného, včetně přípravků herbální medicíny. In vitro a in vivo studie prokázaly, že některé skupiny přírodních látek mají schopnost potlačovat tvorbu mikrobiálního plaku a mohou být s výhodou použity k prevenci vzniku parodontálních onemocnění (4). Použitím fytoterapeutik k léčbě pokročilých zánětů parodontu bychom mohli předcházet např. nežádoucím účinkům nesteroidních antiflogistik na zažívací trakt (74). 
Parodontální onemocnění jsou doprovázena zvýšenou produkcí reaktivních kyslíkových sloučenin (ROS) (14, 90). ROS, vznikající působením aktivovaných neutrofilů, mají dvojí účinek. Snižují zánětlivé působení patogenních mikroorganismů, naproti tomu jejich zvýšená koncentrace působí oxidační poškození tkáňových lipidů, proteinů a DNA. V zanícené tkáni je hojně produkován cytokin 6 (IL-6), který stimuluje gingivální fibroblasty k produkci kolagenolytických enzymů, což má za následek destrukci postižené tkáně (83). Gingivální fibroblasty jsou vybaveny enzymatickým a neenzymatickým systémem, který chrání buňky před oxidačním poškozením. Nejvýznamnějším intracelulárním antioxidantem podílejícím se na udržení redoxního stavu buněk je glutathion (GSH). U extraktu z Macleaya cordata (MCE) a polyfenolové frakce Lonicera caerulea (LCE) jsme studovali schopnost potlačit oxidační poškození a zánětlivou reakci vyvolanou působením bakteriálního lipopolisacharidu (LPS) na lidské gingivální fibroblasty. U buněk preinkubovaných s LPS jsme po aplikaci MCE (0,25 µg/ml), LCE (25 a 50 µg/ml) a LCE/MCE (100/0,5 µg/ml) zaznamenali zpětné zvýšení hladiny intracelulárního GSH. Rovněž došlo k statisticky významnému snížení produkce ROS (0,5 µg/ml MCE; 25, 50 a 100 µg/ml LCE; všechny koncentrace LCE/MCE). Naše experimenty prokázaly, že MCE v obou testovaných koncentracích (0,25 a 0,5 µg/ml)
a LCE/ MCE ve všech testovaných koncentracích (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) signifikantně (p < 0,05) snižoval produkci IL-6. LCE (25, 50 a 100 µg/ml) také signifikantně (p < 0,01) snížil produkci IL-6. 

Po preinkubaci buněk s LPS (10 µg/ml, 24 hod.) došlo k výrazné expresi COX-2 v porovnání s kontrolními buňkami. Nejvýraznější pokles exprese COX-2 byl pozorován u LCE (100 µg/ml) a MCE/LCE (25/0,25 a 100/0,25 µg/ml). Výraznější snížení exprese COX-2 bylo pozorováno po aplikaci kombinace v porovnání s čistými extrakty MCE a LCE. Z výsledků je patrné, že při použití kombinace obou přípravků došlo k vzájemné potenciaci účinku obou extraktů. 

Výsledky účinku MCE korelují s výsledky Slunské a spol. (77), kteří prokázali snížení generování ROS účinkem sanguinarinu (SG). Byly publikovány také práce, které poukazují na pro-oxidační účinky SG (53). Tyto studie však byly provedeny na nádorových buněčných liniích s SG v několikanásobně vyšší koncentraci (1,8 µg/ml) než byla koncentrace SG (0,25 µg/ml) v námi testovaném extraktu. Řada klinických studií se zabývala studiem protizánětlivé aktivity extraktu ze Sanguinaria canadensis s obsahem SG nebo zubních past
a ústních vod obsahujících tuto složku (31, 91). Přestože SG a extraktům obsahujícím tento alkaloid je připisována protizánětlivá aktivita, dosud neexistuje žádná studie, která by se podrobněji zabývala přímo mechanismem, kterým jsou ovlivněny markery zánětu. Jeho protizánětlivý účinek je spojován s jeho antimikrobiální aktivitou. 

Obsahové složky L. caerulea jako fenolové kyseliny, flavonoidy, anthokyaniny
a proanthokyaniny mají antimikrobiální, antioxidační a protizánětlivé účinky potvrzené v řadě studií (23, 40, 96). Další zkoumanou pozitivní vlastností fenolové frakce L. caerulea je možné protektivní působení vůči UVB záření na keratinocyty. V in vitro testech LCE (25 mg/l) snížil rozsah DNA poškození, jako i aktivitu kaspasy-3 a kaspasy-9 (80). V další studii byl na lidské keratinocyty aplikován LCE před nebo po ozáření UVA. V obou případech došlo k snížení produkce ROS stimulovanou UVA zářením a také ke snížení lipidové peroxidace a zpětnému zvýšení hladiny GSH. Protekce LCE byla potvrzena v závislosti na koncentraci s nejúčinnější koncentrací 50 mg/l (79). V našich in vitro testech došlo po aplikaci LCE k zpětnému zvýšení hladiny intracelulárního GSH (LCE 25 a 50 µg/ml), ke snížení produkce ROS (LCE 25, 50
a 100 µg/ml), IL-6 (LCE 25, 50 a 100 µg/ml) a pokles exprese COX-2 (LCE 100 µg/ml). Pokles exprese COX-2 (LCE 1-10 µg/ml) byl potvrzen i v práci Jin a spol. (37). 

Při rozvoji alveolitidy kromě zánětlivé složky má svůj nemalý význam i orální mikrobiální spektrum. V dutině ústní jsou přítomny následující potenciální patogeny: aerobní G+: Streptococcus (Str.) viridans, Staphyloccocus sp., Str. pneumoniae, Str. betahaemolyticus; aerobní G- : Neisseriae sp., Moraxella sp., Haemophilus sp.; anaerobní G+ : Actinomycetes sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp.; anaerobní G- : Fusobacterium sp., Bacteroides sp., (Prevotella gingivalis, Prevotella malaninogenica), Eikenella corrodens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Toto bakteriální spektrum je přítomno, i když ve změněných poměrech, i v lůžku při alveolitidách (20, 87). Z výsledků studií vyplývá, že účinné látky (dihydroSG/dihydroCHE) obsažené v extraktu z M. cordata inhibují Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, E. colli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis a Candida  albicans (56). Fenolová frakce L. caerulea snižuje tvorbu biofilmu a adhezi Staphyloccocus epidermidis, Candida parapsilosis, E. coli, Enterococcus faecalis a Streptococcus mutans na umělém povrchu (63). 
Po potvrzení protizánětlivého a antioxidačního působení MCE, LCE a jejich kombinace in vitro jsme přistoupili k terapeutické a profylaktické aplikaci látek do extrakčního lůžka. MCE jsme aplikovali do kolagenového čepu. Nevýhodou této aplikační formy byla jeho nestabilita ve vlhkém prostředí dutiny ústní a uvnitř alveolárního lůžka. Po aplikaci do lůžka mohlo dojít k jeho dislokaci do dutiny ústní a kolagenový nosič extraktu  tak nezůstal v lůžku do doby jeho úplné resorpce. Jednou z výhod kolagenového čepu byla jeho vstřebatelnost a měkká konzistence. Aplikace pevných materiálů do lůžka při léčbě alveolitidy není vhodná (např. zinkoxydeugenolovou pastu). Svou pevností zabraňují přirozenému procesu hojení a tvorbě granulací z apikální oblasti lůžka. Nevýhodou tuhých hmot v lůžku je i možná reakce organizmu na cizí těleso a riziko ponechání zbytků v lůžku. Všechny výše zmíněné nedostatky jsme se snažili odstranit při vzniku a výrobě orální pasty. Původně připravený gel, který se s dobrými výsledky používal při léčbě parodontopatií, byl pro aplikaci do alveolárního lůžka velmi řídký a nedokonale adheroval k jeho stěnám. Proto byla připravena hustější pasta s dobrou přilnavostí ke sliznici dutiny ústní. Její vlastnosti jsou shodné s již vyráběnou orální epitelizační pastou Solcoseryl (výrobce ICN Pharmaceuticals Germany GmbH, Frankfurt nad Mohanem, Německo). Množství orální pasty v lůžku jsme denně kontrolovali pomocí výplachu fyziologickým roztokem. Po odstranění zbytků pasty jsme aplikovali novou.

Jako objektivního faktoru při hodnocení intenzity zánětu lůžka jsme při ověření terapeutických účinků M. cordata využili měření slizniční teploty. Použili jsme bezkontaktního infračerveného teploměru, který je přesnější než teploměr klasický, kontaktní rtuťový nebo elektronický a zaznamenali klesající tendenci teploty sliznice v oblasti komplikovaného hojení extrakční rány (54). Intenzita bolesti měřena pomocí VAS a také potřeba analgoterapie klesaly v průběhu léčby alveolitidy. Přínosem aplikace MCE do rezorbovatelného čepu byla vstřebatelnost kolagenového nosiče, který nebylo nutné denně vyměňovat. Této výhody v minulosti využili Justová a Pazdera v léčbě alveolitidy pomocí rezorbovatelných TAS čípků (38). 

U souboru pacientů s terapeutickou aplikací MCE do alveolárního lůžka došlo v průběhu terapie k nesignifikantnímu poklesu slizniční teploty, což poukazovalo na redukci zánětlivé reakce. Intenzita bolesti a analgoterapie se snižovaly od první po poslední aplikaci extraktu. Délka terapie se zkrátila o 3 dny u skupiny I (terapie pomocí MCE) ve srovnání se skupinou II (klasická terapie). Slabou stránkou klinické studie s terapeutickou aplikací MCE byla nemožnost srovnání skupiny I a skupiny II ve všech parametrech. U skupiny II nebyla měřena slizniční teplota, analgoterapie a intenzita bolesti. Jediný parametr, který byl srovnatelný se skupinou I, byla délka terapie. Proto byla vytvořena orální pasta s utajeným obsahem účinných látek pro možné srovnání účinků L. caerulea (L), kombinace M. cordata a L. caerulea (M+L) a placeba (PL). S použitím orální pasty LONICAL jsme mohli srovnat výsledky OHIP, dotazníků po 24 hod., 3 dnech a 6 dnech, ve kterých pacienti hodnotili subjektivně vliv chirurgické extrakce na jejich aktivitu, běžné denní činnosti, změny v dutině ústní a průběh hojení extrakční rány. Dotazník OHIP byl vyhodnocen před aplikací orální pasty, proto přítomnost nebo nepřítomnost účinných látek v pastě neměla vliv na jeho výsledek. Tento dotazník zaznamenával pouze subjektivní hodnocení celkového stavu pacienta a jeho změny vzhledem k problémům s dolním třetím molárem nebo jiným problémem v dutině ústní. Signifikance byla prokázána pouze u otázky č. 5, nervozita v souvislosti s onemocněním, kde pacienti s aplikací  M+L popisují občasné nebo časté problémy v 67% ve srovnání s aplikací L pouze v 27% a placeba v 20%. V případě dotazníku po 24 hod., 3 a 6 dnech byl prokázán signifikantní rozdíl v sledovaných parametrech u otázky 1D, porucha spánku. Po 24 hod. pacienti s aplikací PL popisují trvalé obtíže v 33,3% a minimální nebo občasné problémy se spánkem v 66,7%. U skupiny s aplikací L mělo trvalé potíže pouze 6,7%, mimimální nebo občasné problémy v 53,3% a zcela bez obtíží bylo 40% pacientů. Signifikance ve srovnáních těchto dvou skupin byla p=0,034. 3 dny po extrakci bylo zcela bez problémů se spánkem  66,7% pacientů skupiny L a pouze 13,3% pacientů skupiny PL. Signifikance byla ve srovnání skupin L vs. PL p=0,005. U ostatních sledovaných parametrů v dotaznících nebyl prokázán signifikantní rozdíl. Při sledování účinnosti past s obsahem L, M+L a PL jsme pozorovali u otázky 1, která hodnotila diskomfort po chirurgické extrakci (příjem potravy, mastikace, otvírání úst, spánek, fonace, denní aktivity, společenský život, sportovní aktivity), lepší výsledky u skupin s profylaktickou aplikací L nebo M+L. U otázky č. 2 hodnotící stav dutiny ústní po extrakci (otok tváře, podlitiny, krvácení, nauzea, pachuť v ústech, retence zbytků potravy) byly výsledky nepatrně lepší u aplikací L nebo M+L ve srovnání s PL. Pouze u otázky 2E je vnímání zápachu z úst resp. pachuť v ústech po 3 dnech jako střední v 40% u skupiny PL vs. 6,7% u skupiny L a M+L. Otázka 3 intenzitu bolesti, nejhorší bolest vnímající pacienty po 24 hod., 3 a 6 dnech po extrakci. Pacienti skupiny L popisují v nejvyšším procentuálním zastoupení 24 hod. a 3 dny po extrakci bolest střední a 6 dní po extrakci bolest mírnou. Ve srovnání s ostatními skupinami pacienti skupin L vnímali bolest nejméně, tedy se zdá, že analgetický účinek L. caerulea byl nejvýraznější. Výsledky průměrné bolesti v otázce 4 byly podobné u všech skupin pacientů. Nevýhodou souboru pacientů LONICAL je nízký počet pacientů v jednotlivých skupinách. Pokud by byl soubor pacientů větší i validita výsledků a signifikace by byla vyšší. 

Z výsledků in vitro testů a klinických studií s extrakty z M. cordata a L. caerulea vyplývá jejich antioxidační, protizánětlivé a antimikrobiální působení. Využitelnost těchto extraktů k terapii alveolitidy se zdá být perspektivní cestou. Do budoucna by mohla vzniknout orální pasta pro domácí použití, což by znamenalo značný přínos pro pacienta, jak z hlediska časového, tak terapeutického.

11 Závěr

V předkládané disertační práci jsme se zabývali ověřením antioxidačního a protizánětlivého účinku extraktu z MCE, LCE a jejich kombinace.

V in vitro testech na modelu lidských gingiválních fibroblastů jsme dospěli k těmto závěrům:

Při studiu vlivu MCE, LCE a kombinace LCE/MCE na gingivální fibroblasty jsme zjistili, že:

· MCE (0,1; 0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (5 - 450  µg/ml) a kombinace LCE/MCE ve všech koncentracích výrazně neovlivnily životnost buněk (do 90%) ve srovnání s kontrolními buňkami. MCE (1 -10 µg/ml) signifikantně snížil viabilitu fibroblastů.

· MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) ani kombinace LCE/MCE ve všech koncentracích nemají statisticky významný vliv na hladinu intracelulárního GSH ani bazální hladiny ROS a IL-6.  

Při studiu vlivu MCE, LCE a kombinace LCE/MCE na gingivální fibroblasty preinkubované s LPS, jsme zjistili, že:
· MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) a kombinace LCE/MCE ve všech koncentracích zpětně zvyšuje hladinu intracelulárního GSH. Signifikantní protekce byla prokázána u koncentrací MCE (0,25 µg/ml), LCE (25 a 50 µg/ml) a kombinace LCE/MCE (100/0,5 µg/ml).

· MCE (0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) a LCE/MCE ve všech koncentracích statisticky významně snižuje hladinu ROS. U kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25
a 100/0,25 g/ml) byl pokles ROS koncentračně závislý.

· MCE (0,25 a 0,5 µg/ml), LCE (25, 50 a 100 µg/ml) a LCE/MCE ve všech koncentracích statisticky významně snižují hladinu IL-6. 

· MCE a LCE významně snižují expresi COX-2, ve všech testovaných koncentracích. Nejvýraznější pokles exprese COX-2 byl pozorován u LCE (100 µg/ml). Po aplikaci kombinace MCE/LCE došlo k nejvýraznějšímu snížení exprese COX-2 u koncentrací 0,25/25 a 0,25/100 µg/ml.

V randomizované klinické studii s terapeutickou aplikací extraktu z Macleaya cordata do lůžka postiženého alveolitidou jsme prokázali, že:  

· u pacientů skupiny I došlo od první po poslední aplikaci extraktu k poklesu průměrné slizniční teploty z 0,34°C na 0,13°C. 
· intenzita bolesti a nutnost analgoterapie se snížila od první do poslední aplikace extraktu MCE.
· celková délka terapie se u skupiny I (aplikace MCE) zkrátila o 3 dny ve srovnání se skupinou II (klasická terapie). 
V randomizované, dvojitě zaslepené klinické studii s profylaktickou aplikací orální pasty LONICAL jsme zjistili, že:
· signifikantní rozdíl v hodnocení dotazníku OHIP byl pouze u otázky č. 5, kde skupina M+L udávala častou nebo občasnou nervozitu v 67% (v porovnání se skupinou PL (20%) a skupinou L (27%)).
· signifikantní rozdíl byl prokázán v dotazníku po 24 hodinách u otázky 1D. Při srovnání dvojic, skupiny L a PL, pacienti skupiny L byli v 40% zcela bez obtíží (PL 0%), v 53,3% měli jen minimální nebo občasné problémy (66,7%) a pouze v 6,7% popisují poruchy spánku jako časté (PL 33,3%).

· signifikantní rozdíl byl v dotazníku 3 dny po extrakci u otázky 1D. Ve srovnání skupin L a PL bylo prokázáno, že zcela bez obtíží bylo 66,7% pacientů skupiny L (PL 13,3%). 

· signifikance nebyla prokázána v dotazníku 6 dní po extrakci při srovnání jednotlivých skupin nebo dvojic.
· pokles slizniční teploty byl výrazně odlišný u první a třetí aplikace orální pasty s obsahem Lonicery.

· nejmenší spotřeba analgetik byla u pacientů skupiny L a to ve všech 3 dnech aplikace orální pasty. Nejvyšší abúzus analgetik byl ve skupině PL.

· nejnižší intenzita bolesti ve všech časových intervalech (2, 4, 6, 8, 10 a 12 hod.) byla u skupiny M+L a to při první a druhé aplikaci orální pasty. 
· betalaktamová antibiotika užívali 2 pacienti skupiny PL z důvodu vzniku purulentní alveolitidy. U skupiny L a M+L užíval jeden pacient v každé skupině antibiotika z důvodu šíření zánětu do okolních prostor.

12 Souhrn
V in vitro studii byl potvrzen antioxidační a protizánětlivý účinek extraktu z Macleaya cordata, fenolové frakce Lonicera caerulea L. a jejich kombinace. Koncentrace MCE (0,1; 0,25
a 0,5 µg/ml) výrazně neovlivnily životnost buněk (do 90%) ve srovnání s kontrolou (DMSO), zatímco vyšší koncentrace (1 - 10 µg/ml) životnost fibroblastů (25% kontroly) signifikantně snížily (p < 0,01). U LCE a kombinace LCE/MCE (25/0,25; 50/0,25; 100/0,25; 25/0,5; 50/0,5; 100/0,5 µg/ml) nebylo pozorováno snížení životnosti u žádné z testovaných koncentrací. 
MCE, LCE ani kombinace LCE/MCE ve všech testovaných koncentracích neovlivnily bazální hladinu intracelulárního GSH. U buněk inkubovaných s LPS (1 µg/ml, 24 hod.) došlo k výraznému snížení hladiny GSH. Po aplikaci látek byla signifikantní (p < 0,05) protekce prokázána u MCE (0,25 µg/ml), LCE (25 a 50 µg/ml) a u kombinace LCE/MCE (100/0,5 µg/ml). Z výsledků je patrné, že LCE působí více protektivně než kombinace LCE/MCE. 

Hladina ROS v gingiválních fibroblastech nebyla zvýšená testovanými extrakty ani jejich kombinací. Naopak u LCE byl pozorován koncentračně (50 a 100 µg/ml) závislý pokles bazální hladiny ROS. U buněk vystavených účinkům LPS (1 µg/ml, 24 hod.) došlo k výraznému zvýšení produkce ROS. Aplikace MCE (0,5 µg/ml), LCE (všechny koncentrace) vedla k signifikantnímu snížení produkce ROS (p < 0,01). Výraznější a koncentračně závislé snížení hladiny ROS bylo pozorováno u kombinace LCE/MCE  (25/0,25; 50/0,25 a 100/0,25 µg/ml). Došlo tedy k potencování účinků obou extraktů. 

Z výsledků vlivu extraktů na lidské gingivální fibroblasty vyplývá, že MCE, LCE a jejich kombinace ovlivňují bazální hladinu IL-6, ale změny jsou však minimální a statisticky nevýznamné. Preinkubace buněk s LPS (10 µg/ml, 24 hod.) vedla k 6-ti násobnému zvýšení hladiny IL-6. Po aplikaci MCE (0,25 a 0,5 µg/ml; 4 hod.) a LCE (25, 50 a 100 µg/ml) na buňky stimulované LPS bylo pozorováno signifikantní (p < 0,01) snížení hladiny IL-6. Aplikace kombinace LCE/MCE na buňky stimulované LPS vyvolala signifikantní (p < 0,05) snížení hladiny IL-6. U čistých extraktů bylo pozorováno výraznější snížení hladiny IL-6 než u kombinace LCE/MCE a nedošlo tedy k potencování účinku. 
Po preinkubaci buněk s LPS (10 µg/ml, 24 hod.) došlo k výrazné expresi COX-2 v porovnání s kontrolními buňkami. K nejvýraznějšímu poklesu exprese COX-2 došlo u LCE (100 µg/ml) a  MCE/LCE (25/0,25 a 100/0,25 µg/ml). Výraznější snížení exprese COX-2 bylo pozorováno po aplikaci kombinace v porovnání s čistými extrakty MCE a LCE. Z výsledků je patrné, že došlo k zesílení účinku extraktů v kombinaci. 
V randomizované klinické studii s terapeutickou aplikací extraktu z Macleaya cordata do lůžka postiženého alveolitidou došlo v průběhu terapie u pacientů skupiny I k poklesu průměrné slizniční teploty z 0,34 oC na 0,13 oC. Také intenzita bolesti a nutnosti analgoterapie měla klesající tendenci. Celková délka terapie se u skupiny I (aplikace MCE) zkrátila o 3 dny ve srovnání se skupinou II (klasická terapie). 
V randomizované, dvojitě zaslepené klinické studii s profylaktickou aplikací orální pasty LONICAL v hodnocení dotazníku OHIP byla signifikance pouze u otázky č. 5. Pacienti skupiny M+L udávali častou nebo občasnou nervozitu v 67% v porovnání se skupinou PL, kde byla tato odpověď v 20% a skupinou L v 27%. V dotazníku po 24 hodinách byl prokázán signifikantní rozdíl při hodnocení problémů se spánkem (otázky 1D). Při srovnání dvojic, skupiny L a PL, popisovali pacienti skupiny PL  minimální nebo občasné problémy v 66,7%
a trvalé obtíže se spánkem v 33,3%. Pacienti skupiny L byli v 40% zcela bez obtíží, v 53,3% měli jen minimální nebo občasné problémy a pouze v 6,7% popisují poruchy spánku jako časté. Za 3 dny po extrakci zubu byl signifikantní rozdíl znovu v otázce 1D. Ve srovnání skupin L a PL bylo prokázáno, že u skupiny PL bylo zcela bez obtíží pouze 13,3% pacientů v porovnání s 66,7% pacientů skupiny L. V dotazníku 6 dní po extrakci nebyla prokázána signifikance. Slizniční teplota klesala u všech skupin od první po třetí aplikaci orální pasty. Nejvýraznější pokles byl u orální pasty s obsahem Lonicera caerulea. Potřeba užívání analgetik byla nejnižší u pacientů skupiny L a to ve všech 3 dnech aplikace orální pasty. Nejvyšší abúzus analgetik byl ve skupině PL. Nejnižší intenzita bolesti ve všech časových intervalech byla u skupiny M+L a to při první a druhé aplikaci orální pasty. Antibiotická terapie byla nutná u dvou pacientů skupiny PL z důvodu vzniku purulentní alveolitidy. U skupiny L a M+L užíval jeden pacient v každé skupině antibiotika z důvodu šíření zánětu do okolních prostor. 
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Graf 1. Otázka 1A – Problémy s přijímáním jakékoliv potravy 
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Graf 2. Otázka 1B – Problémy s mastikací
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Graf 3  Otázka 1C – Omezené otvírání úst
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Graf 4  Otázka 1D – Poruchy spánku 

[image: image39.png]—4—Placebo

~——Lonicera

—#—Macleaya+Lonicera





Graf 5   Otázka 1E – Porucha fonace
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Graf 6   Otázka 1F – Omezení běžných denních aktivit
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Graf 7   Otázka 1G – Omezení společenských aktivit
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Graf 8   Otázka 1H – Omezení sportovních aktivit/zálib
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Graf 9   Otázka 2A – Otok tváře
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Graf 10   Otázka 2B – Podlitiny
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Graf 11   Otázka 2C – Krvácení
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Graf 12   Otázka 2D – Nevolnost, nauzea
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Graf 13   Otázka 2E – Pachuť, nepříjemná chuť v ústech, zápach z úst
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Graf 14  Otázka 2F – Retence zbytků potravy po extrakci zubu
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Graf 15  Otázka 3 – Intenzita bolesti po extrakci v průběhu 24 hodin, 3 a 6 dnů
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Graf 16   Otázka 4 – Průměrná bolest v průběhu 24 hodin, 3 a 6 dnů
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