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SAZETAK

Ciljevi: Procijeniti i usporediti morfoloski izgled oralne sluznice, prevalenciju kandidijaze,
prisutnost neugodnog zadaha, olfaktornu i gustatornu funkciju, specificne karakteristike sline
(koli¢ina, biomarkeri upale i oksidativnog stresa - IL-1f, IL-6, IL-2, TNF-a, 8-OHdG) i
psiholoske simptome depresivnosti, stresa i anksioznosti u skupinama pusaca novih duhanskih
preparata bez izgaranja (Tobacco Heating System, THS), puSaca konvencionalnih cigareta i
nepusaca.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 30 pusaca THS-a, 30 pusaca konvencionalnih
cigareta i 30 nepuSaca. Ispunili su anamnesticki upitnik, upitnik o pusenju i psiholoske upitnike
za procjenu stresa, depresivnosti i anksioznosti. Napravljeni su klini¢ki oralni pregled i testovi
(test lucenja sline, obrisak oralne sluznice, organoleptic¢ka procjena halitoze, testiranje okusne
i mirisne funkcije). Sakupljeni uzorci sline su koriSteni za imunoenzimsku analizu

koncentracija salivarnih biomarkera upale i biomarkera oksidativnog stresa.

Rezultati: U obje skupine pusafa zabiljezena je viSa prevalencija morfoloSkih promjena
sluznice (P < 0,001), smanjena koli¢ina nestimulirane sline (P < 0,001) i prisutnost neugodnog
zadaha (P < 0,001) u odnosu na nepusace. Nije pronadena znaCajna razlika u prevalenciji
kandidijaze. PuSaci konvencionalnih cigareta pokazali su smanjenu mirisnu funkciju u
usporedbi s nepuSacima (P = 0,001), dok se puSaci THS-a nisu razlikovali od puSaca
konvencionalnih cigareta niti nepusaca. U obje skupine puSaca smanjena je sveukupna okusna
funkcija, te identifikacija gorkog, kiselog i slanog okusa (P < 0,001). Koncentracija 8-OHdG-a
je znacajno visa u skupini nepusaca u odnosu na obje skupine pusaca (P < 0,001). Nije
zabiljezena razlika u koncentraciji salivarnih citokina. PuSaci konvencionalnih cigareta nize
percipiraju stres u usporedbi s nepusacima i pusac¢ima THS-a (P = 0,012). Nije bilo linearne

povezanosti izmedu biomarkera oksidativnog stresa i promatranih psiholoskih simptoma.

Zakljucak: PuSenje ima negativan ucinak na morfoloski izgled sluznice, koli¢inu sline,
prisutnost neugodnog zadaha, mirisnu i okusnu funkciju, pri ¢emu je osjet mirisa znacajno vise

naruSen u skupini pusaca konvencionalnih cigareta.

Kljuéne rijeci: citokini; oksidativni stres; pusenje; slina
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SUMMARY

Objective: To assess and compare the morphological appearance of the mucosa, prevalence of
candidiasis, presence of halitosis, olfactory and gustatory function, specific saliva attributes
(amount, biomarkers of inflammation and oxidative stress - IL-1, IL-6, IL-2, TNF-a, 8-OHdG)
and psychological symptoms of depression, stress and anxiety in groups of smokers of new
tobacco products without combustion (Tobacco Heating System, THS), conventional cigarette

smokers and non-smokers.

Patients and methods: 30 THS smokers, 30 conventional cigarette smokers, and 30 non-
smokers were included in the study. All subjects completed the anamnestic and smoking
questionnaire, and psychological questionnaires to assess stress, depression and anxiety. Oral
examination and tests were performed (saliva secretion test, swab test, organoleptic assessment
of halitosis, olfactory and gustatory testing). The saliva samples were used for immunoenzyme

analysis of the concentrations of biomarkers of inflammation and oxidative stress.

Results: In both groups of smokers, a higher prevalence of morphological changes (P < 0.001),
a reduction of unstimulated saliva (P < 0.001), and the presence of halitosis (P < 0.001) were
observed. No difference was found in the prevalence of candidiasis. Conventional cigarette
smokers showed reduced olfactory function when compared to non-smokers (P = 0.001), while
THS smokers did not differ from conventional cigarette smokers or non-smokers. Gustatory
function and identification of bitter, sour and salty tastes were reduced in both smokers groups
(P < 0.001). The concentration of 8-OHdG was higher in non-smokers (P < 0.001). No
differences were observed in the concentration of cytokines. Conventional cigarette smokers
reported lower levels of perceived stress compared to non-smokers and THS smokers (P =
0.012). No association was observed between oxidative stress biomarker and psychological

symptoms.

Conclusion: Smoking adversely affects the morphological appearance of the mucosa, saliva
production, the presence of halitosis, olfactory and gustatory function, with the olfactory

function being more impaired in conventional cigarette smokers.

Keywords: cytokines; oxidative stress; saliva; smoking
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Pusenje predstavlja veliki globalni javnozdravstveni problem i ima utjecaj na patogenezu
velikog broja sustavnih i oralnih bolesti [1]. [ako je prevalencija pusaca u svijetu u padu, pusenje
1 upotreba duhanskih proizvoda i dalje se smatra jednim od uzro¢nih ¢imbenika u Sest od osam
vode¢ih uzroka smrti koji ukljuuju cerebrovaskularne inzulte, ishemijske bolesti srca,
respiratorne infekcije, opstruktivne bolesti pluca, tuberkulozu i karcinome [2]. Prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji (SZO), 22 % odrasle populacije koristi neki od oblika duhanskih
proizvoda, pri ¢emu konzumacija ili puSenje konvencionalnih cigareta zauzima prvo mjesto (91
%). Unutar zemalja Europske Unije udio pusaca je visok, a Republika Hrvatska se nalazi na
tre¢em mjestu po udjelu pusaca, odmah nakon Grcke i Bugarske. Prema Europskoj zdravstvenoj
anketi, puSaci konvencionalnih cigareta su najces$¢e muskarci u dobi izmedu 25 i1 54 godine [3,
4]. Tako je udio pusaca u Republici Hrvatskoj u padu, prevalencija mladih i adolescenata koji

puse je i dalje visoka u usporedbi s drugim europskim drzavama [3].

PusSenjem konvencionalnih cigareta dolazi do sagorijevanja duhana, pirolize te oslobadanja
duhanskog dima unutar kojeg se nalaze opasni i potencijalno opasni sastojci. Duhanski dim ima
preko 5000 razli¢itih sastojaka, a najzastupljeniji su nikotin, katran, dusik, uglji¢ni dioksid,
uglji¢éni monoksid, kisik, policiklicki aromatski ugljikovodici, specifiéni nitrozamini,
cijanovodik i metali (arsen, kadmij, olovo) [5]. Pojedinacno i zajednicko djelovanje ovih
sastojaka uzrokuje promjene na stani¢noj i molekularnoj razini koje se ocituju poja¢anom
reprodukcijom stanica, mutacijama deoksiribonukleinske kiseline (DNK), apoptozom, upalom
1 oksidativnim stresom [1, 5]. Medudjelovanje opasnih i potencijalno opasnih sastojaka moze
se objasniti na diSnom sustavu gdje se sagorijevanjem duhana oslobadaju slobodni kisikovi ili
dusikovi radikali, policiklicki aromatski ugljikovodici i nitrozamini koji posljedicno iritiraju
pluéno tkivo te oslobadaju molekule oksidativnog stresa. Oslobodene molekule uzrokuju
peroksidaciju specifi¢nih strukturalnih komponenti i upalnu reakciju koja uzrokuje
remodeliranje respiratornog traka i pospjeSuje razvoj kroni¢nih pluénih bolesti kao $to su

emfizem ili kroni¢na opstruktivna plué¢na bolest [6, 7].



Upravo zbog tih mnogobrojnih §tetnih uc¢inaka, a kao i odredena preventivna mjera razvili su
se novi alternativni uredaji grijanja duhana bez izgaranja (engl. Tobacco Heating System, THS)
koji prema navodima proizvodaca imaju manje opasnih i potencijalno opasnih sastojaka. Ovi
alternativni sustavi grijanja duhana bez izgaranja proizvedeni su 2014. godine 1
komercijalizirani su pod nazivom IQOS (engl. I quit ordinary smoking), a danas su
rasprostranjeni u gotovo svim zemljama Europske unije s najve¢om popularnosti u Slovackoj,
Italiji, Estoniji i Gr¢koj [2, 8]. Predstavljaju hibridni uredaj izmedu konvencionalnih i
elektri¢nih cigareta, a sastoje se od prijenosnog punjaca i drzaca u koji se postavljaju duhanski
umetci (engl. Heets) [8]. Smanjenje udjela opasnih i potencijalno opasnih sastojaka objaSnjava
se drugacijim mehanizmom funkcioniranja kod kojeg THS sustavi zagrijavaju duhan na nizoj
temperaturi i posljedicno izbjegavaju njegovo sagorijevanje i proces pirolize. Temperatura
zagrijavanja duhana kod THS-a iznosi 330-349 °C za razliku od temperature sagorijevanja od
700-900 °C kod konvencionalnih cigareta [9]. Obzirom na niZe temperature zagrijavanja i
izostanak sagorijevanja duhana, u aerosolu zagrijanog duhana pronalazi se manji udio opasnih
1 potencijalno opasnih molekula. Usporedba kemijskog sastava duhanskog dima i aerosola
zagrijanog duhana bez izgaranja pokazala je da THS proizvodi emitiraju slicnu koli¢inu
nikotina uz smanjenje koncentracije katrana (50 %), ugljicnog monoksida (99 %),
formaldehida, acetaldehida, akroleina, propionaldehida, specifi¢nih nitrozamina i amonijaka
[8-11]. Nadalje, kao prednost ovih elektri¢nih sustava navodi se i ograni¢avajuéi ciklus pusenja
koji traje maksimalno 6 minuta ili 14 udisaja nakon kojih je potrebno ponovno napuniti uredaj

za ponovno koristenje [8].

Iako su opasni i potencijalno opasni sastojci aerosola prisutni u nizim koncentracijama, oni su
1 dalje prisutni te mogu doprinijeti razvoju bolesti povezanih s upotrebom duhanskih proizvoda
[12, 13]. Prema epidemioloskim istrazivanjima, prevalencija THS pusaca u svijetu je jos uvijek
niska, ali za razliku od prevalencije puSaca konvencionalnih cigareta je u povecanju. THS
sustavi popularni su medu mladom populacijom (20-39 godina), muSkarcima, prethodnim
nepusacima te pusacima konvencionalnih cigareta (dualna upotreba) [3, 14, 15]. Zabrinjavajuci

je podatak da pusaci THS-a koji su prethodno bili nepusaci, ove duhanske proizvode su



percipirali bezopasnima za ljudsko zdravlje, a dualni puSaci kao potencijalnu pomo¢ pri

prestanku pusenja [14].

Istrazivanja o ovim alternativnim sustavima grijanja duhana bez izgaranja do sada su temeljena
na proucavanju kemijskog sastava aerosola i citotoksicnom ucinku na respiratorni sustav [8-
13]. Za razliku od konvencionalnih cigareta i duhanskog dima ¢iji je utjecaj ekstenzivno
proucavan na oralna tkiva i lokalni upalni odgovor, utjecaj THS-a na oralno zdravlje je do sada

promatran u malom broju istrazivanja gdje su zamije¢ene manje, ali i dalje slicne promjene

uzrokovane konvencionalnim cigaretama [16-19].

Stoga, manjak klini¢kih istraZivanja ovih novih duhanskih sustava na oralno zdravlje, kao 1
rastu¢a popularnost medu mladom populacijom zahtjeva daljnja istrazivanja o opasnim i

potencijalno opasnim ucincima sustava grijanja duhana bez izgaranja.

1.1. Morfoloske promjene oralne sluznice uzrokovane duhanskim preparatima

Sagorijevanjem duhana oslobadaju se opasni i potencijalno opasni sastojci duhanskog dima koji
prvo dolaze u kontakt s oralnom sluznicom te uzrokuju morfoloske promjene [17]. U literaturi
prevalencija oralnih bolesti povezanih s pusenjem iznosi izmedu 9,5 do 58,9 % [20]. Oralna
sluznica se morfoloskim promjenama nastoji obraniti od mehanickih, kemijskih i termickih
podrazaja induciraju¢i epitelno-mezenhimalne promjene koje se mogu manifestirati
zadebljanjem (keratinizacijom) ili ljustenjem (deskvamacijom) epitela [16, 17]. Najcesce
prisutne promjene oralne sluznice u pusaca patohistoloski se opisuju kao atrofija, hiperkeratoza,

displazija, metaplazija, hiperpigmentacija, erozija, ulceracija ili upala [21-23].

Kod pusaca konvencionalnih cigareta se ¢eS¢e javljaju odredena patoloska stanja koja se mogu
podijeliti u benigne, oralno potencijalne zlo¢udne poremecaje (engl. Oral Potentially
Malignant Disorders, OPMD) i zlo¢udne poremecaje. U naj¢eS¢e benigne poremecaje pusaca
ubrajaju se leukoedem, nikotinski stomatitis, nepcani eritem ili opeklina, centralna atrofija

dorzalne povrsine jezika - superficijalni glositis, puSacka melanoza i crni dlakavi jezik [22, 24].



Leukoedem je anatomski oblik sluznice koji nastaje zbog zadebljanja epitela i unutarstani¢nog
edema. NajceSc¢e je prisutan na obraznoj sluznici u obliku sivo bijelih nabora ili zamucéenja.
Iako puSenje konvencionalnih cigareta nije uzro¢ni ¢imbenik leukoedema, kod puSaca je
zamijecena povecana prevalencija i veci stupanj zamucenja sluznice. Takoder, dugogodiSnji

pusaci s ve¢im intenzitetom pusenja imaju naglaSeniju klini¢ku sliku leukoedema.

Nikotinski stomatitis se ¢esc¢e javlja kod dugogodisnjih pusaca cigara i lula, nego kod pusaca
konvencionalnih cigareta. Promjene su rezultat toplinskih iritacija i lokalizirane su na nepcu u
obliku hiperkeratotiénih promjena prac¢enih upalom i oticanjem malih nepcanih Zlijezda
slinovnica. Promjene su benigne i reverzibilne, te prestankom pusenja dolazi do njihove

regresije [25].

Opekline, eritem ili erozija, oralne sluznice najceS¢e su rezultat mehanickih i1 toplinskih
iritacija. NajceSce se javljaju na mjestu drzanja cigarete (usnicama) ili na mjestu udara najjaceg
mlaza dima cigarete (nepcu). Klinickim izgledom lezije mogu varirati od erozija do eritema, a

mogu biti i okruZene ili proSarane bijelim lezijama [26].

Superficijalni glositis ili romboidni sredi$nji glositis je centralna atrofija dorzalne povrsine
jezika najcesce prac¢ena kandidijalnom infekcijom. Promjena je najéeS¢e bezbolna, ali moze biti
pracena boli ili peckanjem. PuSenje, uz kandidijalnu infekciju, Secernu bolest i protetske

nadomjestke se smatra predisponirajuéim ¢imbenikom za razvoj upale.

PuSacka melanoza je benigna hiperpigmentacija oralnih tkiva koja je rezultat iritacije i
djelovanja nikotina na melanocite u bazalnom sloju epitela. Hiperpigmentacije su multiple 1
najcesce lokalizirane na prednjoj maksilarnoj i mandibularnoj gingivi u obliku smedih makula.
Intenzitet 1 naglaSenost ovih smedih promjena proporcionalan je intenzitetu puSenja, a

prestankom pusenja dolazi do regresije [22].

Crni dlakavi jezik je benigno stanje koje je rezultat hipertrofije i elongacije filiformnih papila
na dorzalnoj povrsini jezika. Najc¢eS¢e je uzrokovano loSom oralnom higijenom, nedostatkom
sline, lokalnim ili sustavnim bolestima, te lijekovima koji dovode do ubrzane proliferacije ili

nedostatne deskvamacije keratinskih izdanaka filiformnih papila. Hiperkeratoti¢ne promjene



prvotno su bijele boje, a djelovanjem pigmenata iz duhana postaju crne, smede ili zute. Ce$ée
se promjene javljaju kod teskih pusaca i proporcionalne su intenzitetu puSenja. Ako je puSenje
uzrok, stanje je reverzibilno, a podrazumijeva oralnu higijenu jezika i izostanak pusenja [22,

25].

OPMD su poremecaji ili abnormalna promjena oralne sluznice koja je povezana s pove¢anim
rizikom od razvoja raka usne Supljine [27]. U OPMD koji navode pusenje konvencionalnih
cigareta u svojim rizi¢nim ili etiolo§kim ¢imbenicima ubrajaju se leukoplakija, eritroplakija,
aktinicka keratoza, lihen planus i diskoidni lupus eritematozus. Od ostalih stanja OPMD-a s
pusenjem su jo$ povezani i oralna submukozna fibroza i nepcane lezije kod obrnutog pusenja,
ali su oni uzrokovani alternativnim na¢inom konzumacije duhanskih proizvoda i karakteristi¢ni

su za pojedine kulture.

Leukoplakija predstavlja klini¢ki entitet bijele boje koji se ne moze sastrugati, ne nestaje
povlacenjem 1 ¢ija dijagnoza se postavlja isklju¢ivanjem drugih bijelih lezija. Najces¢i je
OPMD poremecaj s prevalencijom od 2 % u svijetu [27, 28]. Nepoznate je etiologije, ali jedan
od vaznijih rizi¢nih ¢imbenika je upotreba duhana, te sinergisti¢ki uc¢inak upotrebe duhana i
alkohola. Prema rezultatima istrazivanja pusaci imaju i do Sest puta veci rizik od nepusaca za
razvoj leukoplakije, a vaznost pusenja u razvoju leukoplakije opisuje i ¢injenica da smanjenje
intenziteta pusenja dovodi do smanjenja lezije, a prestanak ¢esto i do potpunog nestanka [28].
Leukoplakiju na temelju boje, povrsine i teksture sluznice mozemo podijeliti na homogenu 1
nehomogenu. Homogena leukoplakija je oStro ogranicena, asimptomatska bijela mrlja ili plak
¢ija povrSina moze biti glatka, namreSkana ili naborana. Nehomogena leukoplakija ima tri
klini¢ka podtipa, te se moze manifestirati u nodularnom, verukoznom i mrljastom obliku (lezija
karakterizirane crvenom i bijelom bojom) [29]. Nakon eliminiranja potencijalnih etioloskih
¢imbenika 1 diferencijalne dijagnostike za definitivno postavljanje dijagnoze leukoplakije
potrebno je uciniti biopsiju i patohistolosku analizu ¢iji nalaz moze varirati od jednostavne
epitelne hiperplazije s hiperkeratozom ili hiper(orto)keratozom i prisutnosti ili odsutnosti
epitelne displazije. Nehomogene leukoplakije, prisutnost te ve¢i stupanj epitelne displazije

pracene su ve¢om stopom maligne transformacije [30, 31].



Oralna eritroplakija predstavlja crvenu leziju ili mrlju koja se klinicki 1 histopatoloski ne moze
okarakterizirati kao bilo koje drugo prepoznatljivo stanje. Takoder, najznacajniji uzrocni
¢imbenik je upotreba duhanskih proizvoda i konzumacija alkoholnih pi¢a. U usnoj Supljini
najcesce je prisutna na dnu usne Supljine, ventralnoj strani jezika, mekom nepcu i tonzilarnoj
lozi u obliku asimptomatske crvene mrlje nepravilnih rubova [30]. Za postavljanje dijagnoze
takoder je potrebno iskljuciti druge crvene lezije i histoloski analizirati promijenjeno tkivo koje
u 60 do 90 % slucajeva pokazuje znakove displazije, karcinoma in situ ili karcinoma plocastih
stanica. Opcenito, eritroplakija ima najnizu stopu prevalencije u skupini OPMD, ali i najvisi

stupanj zlo¢udne preobrazbe [27, 30].

Oralni lihen planus je kroni¢na imunosna bolest nepoznate etiologije karakterizirana bijelim
retikularnim, erozivnim/ulcerativnim 1 atroficnim promjenama. Karakteristicna klini¢ka
manifestacija oralnog lihena zapocinje simetricnim bijelim papulama koje se spajaju i tvore
retikularni, prstenasti ili plakozni oblik. Uz bijele oblike, oralni lihen se moze manifestirati i u
eritematoznom obliku koji je praden erozijama, ulceracijama ili deskvamativnim gingivitisom.
Uz eritematozne oblike (osobito erozivno-ulcerozne oblike) se veze visi stupanj zlocudne
preobrazbe, a prema istrazivanjima puSenje se smatra ¢imbenikom rizika za zlocudnu
preobrazbu te postoji pozitivna korelacija puSenja, konzumacije duhanskih cigareta i zlo¢udne

preobrazbe oralnog lihena planusa [27, 30, 31].

Aktinicka keratoza je potencijalni zloudni poremecaj koji se povezuje s pojacanim izlaganjem
Suncevoj svjetlosti i ultraljubi¢astom zrac¢enju. Bolest se ¢es¢e javlja u muskaraca srednje dobi,
radnika na otvorenom i osoba svjetlijeg tipa koZe, a u ostale ¢imbenike rizika ukljucena je i
upotreba duhanskih proizvoda. NajceS¢e zahva¢a donju usnicu i karakterizirana je
hiperkeratozama, gubitkom elasti¢nosti i gubitkom vermiliona. Vecina patohistoloskih analiza
u trenutku postavljanja dijagnoze pokazuje znakove epitelne displazije ili karcinoma in situ $to

ukazuje na vaznost rane dijagnostike i terapije [27].

Rak usne Supljine i dalje predstavlja veliki zdravstveni problem i povezan je s visokom stopom

smrtnosti koja u veéini europskih zemalja iznosi viSe od 50 %. Najces¢i histoloski podtip raka



usne Supljine je oralni karcinom plocastih stanica koji se najces¢e dijagnosticira kada je bolest
ve¢ u kasnom i uznapredovanom stadiju. Najcesce se javlja kod muskaraca u dobi od 50 do 70-
te godine zivota, iako je uo¢en porast kod Zena i mladih populacija. Razvoj oralnog karcinoma
povezan je s genetskim i okoliSnim ¢imbenicima gdje bilo kakva upotreba duhanskih proizvoda
1 konzumacija alkoholnih pi¢a poveéava rizik od njegovog razvoja. Prema navodu SZO-a
pusaci imaju 5 do 7 puta vedi rizik razvoja oralnog karcinoma u usporedbi s nepuSacima.
Odredivanje uloge duhana u oralnoj karcinogenezi je sloZzeno zbog djelovanja genetskih i
ostalih okoli$nih ¢imbenika koji ukljucuju sunce, alkohol i viruse [32, 33]. Karcinomi u usnoj
Supljini klinickim izgledom mogu varirati od homogenih i nehomogenih bijelih lezija,
eritroplakija, induriranih ulceracija ili egzofiticnih masa koje ispunjavaju sadrzaj usne Supljine.
U uznapredovanim stadijima mogu biti prac¢eni boli, peckanjem i nelagodom u ustima,
smanjenom pokretljivosti jezika, otezanim govorom i gutanjem. U pocetnim stadijima najcesce
je asimptomatski Sto u konacnici vodi kasnom postavljanju dijagnoze 1 1o$ijoj prognozi bolesti.

Rizik od razvoja karcinoma usne Supljine smanjuje se s prestankom pusSenja [30].

Uz navedene promjene oralne sluznice, u pusaca je veca ucestalost pojave karijesa, abrazije
zuba, diskoloracije cakline, parodontitisa, periimplantitisa te usporenog procesa cijeljenja [30,

34-36].

U¢inak novih, alternativnih sustava grijanja duhana na morfologiju oralne sluznice do sada jo$
nije opisan u in vivo uvjetima. Opisane su histopatoloske promjene na organotipi¢nim epitelnim
adheziji. Naprotiv, kulture stanica izlozene aerosolu THS-a bile su sli¢nije kontrolnim
kulturama koje su bile izlozene zraku nego kulturama stanica izloZzenim dimu konvencionalnih
cigareta. Organotipi¢ne epitelne kulture izlozene dimu cigarete ve¢ nakon 72 sata pokazale su
znakove koji su i inace opisani na oralnoj sluznici pusaca konvencionalnih cigareta, a ukljucuju
keratinizaciju, deskvamaciju i smanjenje stani¢ne adhezije. Navedene promjene izostale su kod
THS-a nakon 72 sata izloZenosti aerosolu $to se moZe objasniti smanjenim brojem opasnih

sastojaka koji mogu utjecati na keratinizaciju i deskvamaciju [16, 17].



1.2. Utjecaj duhanskih preparata na koli¢ina i kemijski sastav sline

Slina je vazna tjelesna tekuc¢ina koju izlucuju tri para velikih Zlijezda slinovnica (dousna,
podceljusna 1 podjezicna), te mnogo malih Zlijezda slinovnica rasporedenih u sluznici usne
Supljine. Dnevno Zlijezde slinovnice luce izmedu 0,8 do 1,2 litre sline, a njezin nedostatak
uzrokuje ozbiljne zdravstvene probleme. Smanjena koli¢ina sline ili hiposalivacija se povezuje
s ucestalim upalama Zlijezda slinovnica, otezanom funkcijom Zvakanja, gutanja ili govora,
razvojem karijesa, ¢eS¢im gljivicnim infekcijama i neugodnim zadahom. Hiposalivacija moze
biti uzrokovana unutarnjim ili vanjskim ¢imbenicima, a jedan od vanjskih ili okoli§nih
¢imbenika koji utjee na koli¢inu sline je upotreba duhanskih proizvoda [37]. S obzirom na to
da duhanski dim prvotno dolazi u kontakt sa slinom, mnogobrojna istrazivanja opre¢nim
rezultatima opisuju utjecaj konvencionalnih cigareta na koli¢inu i1 kvalitetu sline [38].
Povecanje koli¢ine sline rezultat je agonistickog djelovanja nikotina i citozina iz cigaretnog
dima te posljedi¢ne kemijske stimulacije okusnih receptora. Uz to, nikotin i citozin, poticu i
oslobadanje noradrenalina i acetilkolina iz ziv€anih okrajina autonomnog Ziv€anog sustava te
kod novih pusSaca dovode do kratkotrajnog povecanja salivacije koje je prac¢eno adaptacijom
receptora i posljedicnim smanjenjem ukupne koli¢ine sline [39-41]. Poveéano lucenje sline,
takoder, se moZe objasniti i kao odgovor na mehanicku, toplinsku ili kemijsku iritaciju, gdje
zlijezde slinovnice pojacano stvaraju i lu€e slinu kako bi zastitile oralnu sluznicu, neutralizirale,
razrijedile ili isprale opasne molekule koje se oslobadaju tijekom pusenja [38, 39]. Nasuprot
kratkotrajnim u€incima pusSenja, dugotrajna upotreba duhanskih proizvoda znac¢ajno smanjuje
koli¢inu sline te je smanjenje koli¢ine sline proporcionalno duljini i intenzitetu puSenja [42].
Dugotrajna upotreba duhanskih preparata uzrokuje adaptaciju receptora i smanjenu aktivaciju
simpatickog ziv€anog sustava koja rezultira smanjenom krvnom opskrbom Zlijezda slinovnica
i promjenom kvalitete sline [43]. Smanjenje koli¢ine sline moZe se objasniti i promjenama u
arhitekturi Zljezdanog tkiva. U istrazivanjima na Stakorima opisane su promjene u arhitekturi
zlijezda slinovnica izloZenih dimu cigarete. UoCene su promjene u dousnim i podceljusnim
zlijezdama koje govore u prilog atrofije i upalne infiltracije acinarnih stanica. U sekretornim

stanicama prisutno je povecanje udjela i fibroza izvanstanicnog matriksa koje su rezultat



povecanog broja kolagenih vlakana tip III i tip I. Prisutno je i povecanje broja nezrelih
intraacinarnih sekretornih granula s malim udjelom glikoproteina. Kod pusaca konvencionalnih
cigareta pronadene su vece koli¢ine guste, mukozne sline koje su rezultat gubitka funkcije
dousne Zlijezde i1 posljedicne kompenzacije i povecanog lucenja iz podceljusnih i podjezi¢nih
zlijezda [44]. Upravo povecano lucenje podceljusnih i podjezi¢nih Zlijezda rezultira povecanim
udjelom mukozne, guste sline koja moZze stvarati osjecaj suhoce, otezanog gutanja ili olaksati
razvoj karijesa. Tvari iz duhanskog dima negativno utjecu i na zastitne makromolekule sline,
enzime, proteine i salivarne elektrolite naruSavaju¢i protektivnu ulogu sline 1 homeostazu
oralnog zdravlja [37, 45]. Kemijski sastav salivarnih elektrolita nije znacajno promijenjen u
odnosu na nepusace, a prema manjem broju istrazivanja smanjene su razine kalcija, magnezija,

cinka i fosfora u slini pusaca Sto pogoduje demineralizaciji i razvoju karijesa [44].

Uc¢inak novih duhanskih preparata bez izgaranja na salivaciju proucavan je u jednom
istrazivanju provedenom na 32 THS pusaca, 17 pusaca konvencionalnih cigareta, 14 dualnih
pusaca (konvencionalne cigarete i THS), te 149 nepuSaca. Rezultati su pokazali da je salivarna
sekrecija kod pusaca THS-a i puSaca konvencionalnih cigareta znacajno niza u odnosu na

nepusace, a da pri tome ne postoji razlika izmedu razli¢itih duhanskih proizvoda [18].

1.3. Utjecaj duhanskih preparata na gljive roda Candida

Gljive i kvasci, osobito vrste Candide, su komenzalni mikroorganizmi usne Supljine. U literaturi
se navodi da se razlicite vrste Candide mogu izolirati u 17-75 % zdravih odraslih osoba, ne
predstavljajuci patoloski nalaz ili prisustvo bolesti [46]. NajceSc¢a izolirana vrsta u 70-80 % je
Candida albicans, dok su manje zastupljene izolirane vrste C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis 1 C. krusei. Kandida se smatra oportunistickim patogenom koji dovodi do
nastajanja infekcije u slucaju da su prisutni ¢imbenici koji utjecu na stanje oralne sluznice i
¢imbenike virulencije gljive. Predisponiraju¢i ¢imbenici za nastanak oralne kandidijaze su
starija 1 mlada dob, oslabljen imunosni mehanizam domacina, sustavne bolesti

(imunosupresijske bolesti, nutritivne deficijencije, maligne bolesti, Se¢erna bolest), uzimanje



lijekova (antibiotici, kortikosteroidi i imunosupresivni lijekovi), te lokalni ¢imbenici (smanjeno
luCenje sline, noSenje protetskih nadomjestaka, loSa oralna higijena). Uz spomenute
predisponiraju¢e Cimbenike potrebno je napomenuti da je puSenje jedan od najvaznijih
okoli$nih ¢imbenika koji moZe utjecati na nastajanje oralne kandidijaze [47]. U literaturi se
mogu pronaci istrazivanja koja sugeriraju da puSenje i upotreba nikotinskih proizvoda ima
negativni utjecaj na gljive roda Candida povec¢avajuci njihov udio u usnoj Supljini [46, 48, 49].
Istrazivanje koje je proucavalo ucinak razli¢itih duhanskih proizvoda s nikotinom potvrdilo je
da pusaci imaju znacajno veci postotak kandide u usnoj Supljini. Metodom obriska uspjesno je
izolirana kandida u 58,3 % pusaca u usporedbi s 36,7 % u nepuSaca. Candida albicans je
najcesce izolirana vrsta gljive u puSaca, dok su ostale vrste podjednako bile izolirane u obje
skupine [49]. Ovo istrazivanje temeljilo se na razli¢itim duhanskim proizvodima koji u svom
sastavu imaju nikotin, a rezultati sugeriraju da dim cigarete sadrzi nutritivne ¢imbenike (nikotin,
amini, aromatski ugljikovodici) koji predstavljaju izvor hranjivih tvari i odgovarajuci okoli$ za
proliferaciju gljive [49, 50]. Takoder, inducibilni enzimatski sustavi gljive mogu pretvoriti
aromatske ugljikovodike u kancerogene produkte Sto objasnjava Cinjenicu zasto su pusaci
skloniji kandidijalnoj leukopakiji i imaju veci potencijal maligne preobrazbe u usporedbi s
nepusacima [50]. PuSenje i duhanski dim takoder utjeCu i na ¢imbenike virulencije gdje
pospjesuju prijelaz u hifalni oblik te utjeu na ekspresiju odredenih gena koji promicu adheziju,
stvaranje i rast biofilma [48, 49]. U pusaca su Cesce prisutne i lokalne epitelne promjene koje
rezultiraju lak§im prodiranjem hifa kroz mukoznu barijeru [50, 51]. Nadalje, nikotin i sastojci
duhanskog dima uzrokuju funkcionalne i strukturne promjene keratinocita smanjujuci njihovu
antifungalnu aktivnost [48, 49]. Povecana ucestalost kolonizacije moze se objasniti i
sekundarnim uc¢inkom hiposalivacije koja je ¢eS¢e prisutna u pusaca. Smanjeno lucenje sline
praceno je smanjenjem pH vrijednosti i kiselim okoliSem koji pogoduje poveéanju kolonizacije
i rastu kandide [18]. Uz kiseli okoli$, pusenje smanjuje aktivnost oralnih leukocita i smanjuje
luCenje gingivne krevikularne tekuéine koja je izvor obrambenih molekula i imunoglobulina
[47, 50]. U pusaca je dokazana smanjena koncentracija imunoglobulina A (IgA) i smanjena

funkcija neutrofila koji posljedicno pogoduju kolonizaciji [46, 50]. Utjecaj novih sustava
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duhana bez izgaranja do sada nije proucavan na gljive roda Candida.

1.4. Utjecaj duhanskih preparata na razvoj halitoze

Halitoza ili neugodni zadah se vrlo Cesto povezuje s pusenjem konvencionalnih cigareta.
Prethodno provedena istrazivanja navode da je pusenje treci po ucestalosti uzroka neugodnog
zadaha, odmah nakon parodontnih bolesti i loSe oralne higijene [52, 53]. U meta analizi
navedeni su razli¢iti mehanizmi koji objasnjavaju povezanost halitoze i puSenja
konvencionalnih cigareta, dok prema naSim saznanjima samo jedno istrazivanje objektivnim
metodama odreduje prisustvo halitoze u pusaca THS-a [52]. Neugodni zadah u pusaca THS-a
je blaZeg intenziteta i subjektivno je rjede reportiran od strane ispitanika. Potencijalni razlog
smanjena intenziteta neugodnog zadaha moze se objasniti izostankom sagorijevanja duhana i
smanjenim udjelom opasnih i potencijalno opasnih sastojaka [54]. Naime kod puSaca
konvencionalnih cigareta, sagorijevanjem duhana oslobadaju se tvari koji se apsorbiraju u
krvotok, a zatim u plué¢ima prelaze u zrak i uzrokuju neugodni zadah pri izdisaju [55]. Osim
ekstraoralnog porijekla, neugodni zadah moze potjecati i iz usne Supljine. PuSenje uzrokuje
promjene u komenzalnoj oralnoj flori i pogoduje povecanju broja patogenih mikroorganizama
1 stvaranju oralnog biofilma. U meta analizi koja je proucavala oralni mikrobiom puSaca
pokazalo se da je streptokok dominantni rod u veéini istrazivanja. U zdravoj populaciji
streptokoki su vrlo Cesto prisutni u supragingivhom i subgingivnom plaku, a svojim
inhibitornim mehanizmima moduliraju imunosni odgovor te pogoduju daljnjem razvoju
biofilma. Druge bakterije koje su bile znacajno poviSene kod pusaca su bile anaerobne vrste
koje su ukljucivale Prevotellu species (spp.), Veillonelu spp. i Actinomyces spp. Povecan udio
anaeroba nastaje zbog deprivacije kisika puSenjem, a rezultira metabolizmom sumporne
aminokiseline i stvaranjem hlapljivih spojeva sumpora koji su naj¢e$¢i uzrok neugodnog
zadaha [56]. Drugo istrazivanje, takoder, navodi da pusSaci konvencionalnih cigareta imaju
raznovrsniju mikrobnu kolonizaciju u odnosu na nepusace. Kod skupine pusaca najprevalentniji
su bili Staphylococcus spp., Bacillus spp., Enterococcus, Micrococcus spp., dok su kod
nepusaca najprevaletniji Spreptococcus spp., Enterococcus i Bacillus spp. [57]. PuSenje se

takoder povezuje s povecanom ucestalosti i tezim oblicima oralnih bolesti. Najucestalija
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patoloska stanja u pusaca su parodontitis i oblozeni jezik. Oba stanja su karakterizirana ve¢om
kolonizacijom anaerobnih bakterija koje se smatraju uzro¢nicima intraoralne halitoze. Takoder,
smanjena koli¢ina sline pogoduje nastanku neugodnog zadaha u pusaca [52]. U konacnici kod
pusaca je uocena losija oralna higijena u odnosu na nepusace koja takoder dovodi do nastanka

neugodnog zadaha [52, 58].

1.5. Utjecaj duhanskih preparata na olfaktornu i gustatornu funkciju

Olfaktorna i gustatorna funkcija omogucuje percepciju mirisa i okusa, te zastitu organizma od
potencijalno Stetnih kemikalija, plinova ili hrane. Miris i okus usko su povezane funkcije, a
njihova medusobna povezanost moze se objasniti prisutnoS¢u olfaktornih receptora u
nosnicama i nazofarinksu. Olfaktorni receptori u nazofarinksu aktiviraju se tijekom Zvakanja i
nadopunjuju informaciju mirisa s okusnom [41]. Poremecaji okusa i mirisa mogu se podijeliti
na kongenitalne i stecene, te one koji su uzrokovani unutarnjim ili vanjskim ¢imbenicima [59].
Od vanjskih ¢imbenika potrebno je izdvojiti puSenje i duhanski dim koji ima reverzibilni utjecaj
1 uzrokuje smanjenje ili potpuni gubitak funkcije. Stupanj oSteéenja funkcije povezan je s

duzinom, izloZenosti te koncentracijom i toksi¢nosti duhana [41, 59].

Smanjenje funkcije mirisa (hiposmija) ili potpuni izostanak funkcije (anosmija) koji se razvijaju
kao posljedica pusenja konvencionalnih cigareta vrlo su Cesti, a smatra se da pusaci imaju 60
% veci rizik od razvoja olfaktorne disfunkcije [59, 60]. Razvoj mirisne disfunkcije u pusaca
moze se objasniti morfoloskim promjenama sluznice koje su pra¢ene smanjenjem broja i
veli¢ine krvnih Zila, cilija i receptorskih stanica [61]. Istrazivanja na miSevima pokazala su da
ve¢ nakon kratkotrajnog izlaganja (6-9 dana) olfaktorne sluznice dimu cigarete dolazi do
smanjenja broja krvnih zila, receptora i cilija [62]. Takoder, u lokalne promjene olfaktorne
sluznice koje su rezultat iritacije duhanskim dimom ubraja se i plocasta metaplazija kod koje
se olfaktorni cilindri¢ni epitel reverzibilno zamjenjuje s ploCastim. Slicne promjene zamijecene
su 1 na respiratornom epitelu pusaca gdje prestankom pusenja u periodu od 6 mjeseci dolazi do

zna¢ajnog smanjenja metaplasti¢nih promjena [59]. IzloZenost duhanskom dimu povezuje se i
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s povecanom stopom apoptoze u olfaktornim neuronima. Mehanizam apoptoze dominantan je
u senzornim olfaktornim neuronima gdje mitozom i maturacijom progenitornih epitelnih
stanica dolazi do zamjene nefunkcionalnih stanica novim funkcionalnim. Ove promjene u
olfaktornom sustavu opisane su kod fizioloSkog procesa starenja, upalnih stanja i animalnih
modela izloZenih dimu cigareta. U animalnim modelima apoptoza je posredovana enzimom
kaspaze-3 koji pokazuju povecanu aktivnost u olfaktornom epitelu miseva izlozenih dimu

cigarete [63]. Nadalje, potencijalni mehanizam olfaktorne disfunkcije u pusata moze se

......

metali) [59]. Utjecaj puSenja na lokalnoj razini dovodi do reverzibilnih promjena, a prestanak
pusenja vodi oporavku funkcije mirisa. Bioloske promjene u olfaktornom sustavu rezultat su
iritacije duhanskim dimom ili trigeminalne stimulacije koja posljedi¢no inhibira aktivaciju
njusnog zivca i percepciju mirisa [64]. Iako nisu pronadene razlike u olfaktornoj funkciji, pusaci
imaju manji volumen olfaktornog bulbusa i sive tvari u olfaktornom girusu, tkivu povezanom

s primarnim olfaktornim korteksom, u usporedbi s nepusacima [59, 65].

Smanjenje funkcije okusa (hipogeuzija) i potpuni nedostatak funkcije (ageuzije) vrlo Cesto prati
olfaktornu disfunkciju, a patofizioloski mehanizmi nastanka se takoder mogu opisati na
lokalnoj 1 centralnoj razini. Na lokalnoj razini okusna disfunkcija se moze objasniti
morfoloskim promjenama gljivastih papila i smanjenim brojem okusnih stanica. Kontaktnom
endoskopijom se pokazalo da puSenje utjece na broj, veli¢inu i morfologiju gljivastih papila. U
pusaca je broj gljivastih papila manji, prisutna je znacajna distorzija ili malformacija papile te
je veca koli¢ina keratina na samom vrhu papile. Uz morfoloSke promjene, oslabljena je i
mikrocirkulacija gljivastih papila karakterizirana slabo vidljivim kapilarnim strukturama s
nejasnim ili elongiranim petljama [66, 67]. Istrazivanja na Stakorima govore o slicnim
anatomskim promjena, ali takoder sugeriraju da je smanjenje veli¢ine okusnog organa pra¢eno
1 smanjenim broj receptorskih stanica po okusnom pupoljku. Nadalje, kroni¢na izloZenost
nikotinu uzrokuje povecanje gustoce stanica koje izrazavaju gustducin, G protein, koji ima

veliku ulogu u prijenosu gorkih i slatkih podrazaja [68]. Slina ima vaznu ulogu u osjetu okusa
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i njezin nedostatak smatra se jednim od glavnih uzroka smanjenog osjeta okusa. U inicijalnoj
fazi, slina otapa okusne sastojke i prenosi ih do okusnih receptora. Tijekom otapanja dolazi do
interakcije izmedu sastojaka sline i okusnih tvari. Drugi u¢inak sline je transdukcija okusa gdje
sastojci sline kontinuirano podrazuju receptore okusa. I tre¢i u€inak sline je zastita receptora
okusa od potencijalnih oSte¢enja, infekcija i atrofije [69]. Duhan i duhanski proizvodi utje¢u na
sastav vitamina i mikronutrijenata, osobito vitamina B, D, E, i cinka. Od vitamina B kompleksa
potrebno je izdvojiti vitamin B12 i folnu kiselinu. Nedostatak folne kiseline i vitamina B12 kod
pusaca je ucestalija pojava ¢ak i uz redoviti unos hranom, a njihov nedostatak pogoduje razvoju
anemije koja se u usnoj Supljini manifestira glositisom ili upalom jezi¢ne sluznice. Upala
jezicne sluznice pracena je karakteristicnim izgledom glatkog, crvenog i atroficnog jezika te
depapilacijom S§to rezultira smanjenjem ili gubitkom osjeta okusa. Takoder, osim okusa
nedostatak vitamina B12 utjeCe i na osjet mirisa gdje smanjene razine homocisteina i
neucinkovita metilacija homocisteina vode olfaktornoj neuronskoj toksicnosti [70]. Nadalje,
dokazano je da puSenje i duhanski dim mogu utjecati na serumsku razinu vitamina D, a osobe
s razvijenom deficijencijom imaju 96 % vecu ucestalost poremecaja osjeta okusa [71].
Provedena klinicka istrazivanja takoder navode da manjak vitamina D moze biti povezan s
razvojem olfaktornih i gustatornih disfunkcija te da ima znacajan utjecaj na odredene neurone
u okusnom putu [70]. Manjak vitamina E se povezuje s razvojem gustatorne i olfaktorne
disfunkcije. Uz antioksidativni u¢inak vitamina E, navodi se takoder, kao vazan ¢imbenik u
apoptozi, prijenosu stani¢nih signala i rasta razli¢itih stani¢nih linija. lako mehanizam na koji
manjak vitamina E uzrokuje olfaktornu i gustatornu disfunkciju jo$ nije u potpunosti jasan,
smatra se da vitamin E ima vaznu ulogu u rastu i razvoju mati¢nih stanica u okusnim pupoljcima
i olfaktornom epitelu [72]. Cink ima vaznu ulogu u osjetu okusa te sudjeluje u njegovoj
regulaciji na razini okusnih pupoljaka, prijenosnih puteva i mozga. Ovaj mikronutrijent ima
vaznu ulogu u arhitekturi stanica, odrzavanju integriteta stanicne membrane i kontroli
aktivnosti nekoliko citoplazmatskih i membranskih enzima. U istrazivanjima se opisuje da
ispitanici koji uzimaju lijekove ili boluju od kroni¢nih bolesti povezanih s metabolizmom cinka

Cesto navode smanjenje osjeta okusa [70, 72]. PuSenje i nikotin mogu utjecati i modulirati
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prijenos signala osjeta okusa u srediSnjem ziv€anom sustavu. Rezultati istrazivanja sugeriraju
da aplikacija nikotina na jezik Stakora modificira odgovor neurona u jezgri solitarnog trakta

koji je glavni put prijenosa okusnog podrazaja [73].

1.6. Utjecaj duhanskih preparata na salivarne citokine

Potencijalno opasni i opasni sastojci duhanskog dima utje€u na humoralni i stani¢ni imunosni
odgovor [74]. Lokalne iritacije duhanskim dimom, nikotin i njegovi metaboliti mogu utjecati
na lokalni humoralni odgovor mijenjaju¢i reakciju domacina na antigene bakterijskog plaka, te
smanjujué¢i kemotaksiju, fagocitozu i1 neutralizaciju bakterijskih enzima. Dugotrajna ili
kroni¢na izloZenost nikotinu suprimira stani¢ni imunosni odgovor kroz smanjenu proizvodnju
protutijela, te narusenu antigensku signalizaciju u limfocitima T [19]. PuSenje utjece na funkciju
makrofaga, dendritickih stanica, NK stanica, T i B limfocita. Utjecaj duhana na ove stanice
moze se objasniti genetskim/epigenetskim modifikacijama ili djelovanjem molekula
oksidativnog stresa koje pojacavaju ili smanjuju upalnu reakciju koja je posredovana citokinima

[74].

Citokini su niskomolekularni glikoproteini koji imaju vaznu ulogu u signalizaciji stanica.
Reakcije posredovane citokinima dogadaju se kada se oni aktiviraju, to jest kada se vezu na
ciljane receptore. Na njihovu ekspresiju mogu utjecati razliciti ¢cimbenici kao Sto su kompleksi
protutijela, DNK, komponentne izvanstani¢nog matriksa, mikroorganizmi i njihovi patogeni, te
reaktivni kisikovi 1 duSikovi spojevi koje se oslobadaju i tijekom pusenja. Nakon aktivacije,
citokini imaju mnogobrojne uloge koje ukljucuju proliferaciju i diferencijaciju stanica
imunosnog odgovora, imunoregulaciju, indukciju drugih citokina i posljedi¢nu kaskadu
signala. Citokine proizvodi Sirok spektar stanica koje ukljucuju makrofage, B limfocite, T
limfocite, mastocite, endotelne stanice, fibroblaste i razne stromalne stanice. Bioloska aktivnost
citokina, danas sluzi kao biomarker za prac¢enje aktivnosti pojedinih bolesti ili Zivotnih navika
(pusenje). Najcesce se kao medij izolacije koristi krvna plazma ili serum. Medutim, slina kao

potencijalni medij izolacije predstavlja jednostavnu, alternativhu i manje invazivnu tehniku.
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Postupak uzorkovanja sline je jednostavan, bezbolan, neinvazivan, jeftin i ne zahtijeva stru¢no
osoblje. U slini najces¢e proucavani proupalni citokini su interleukin 6 (IL-6), interleukin 1
(IL-1p), 1 ¢imbenik nekroze tumora alfa (TNF-a), dok je interleukin 2 (IL-2) do sada proucavan

u izrazito malom broju istrazivanja [1].

IL-6 je pleiotropni citokin koji je ukljucen u brojne bioloSke procese koji ukljucujuéi upalu,
starenje, rast stanica i apoptozu. IL-6 inicira i pojacava upalu, pokrece oslobadanje proteina
akutne faze, regulira upalni odgovor, privla¢i imunosne stanice na mjesto ozljede ili infekcije
te potice koagulaciju [75]. U usnoj Supljini moze se izolirati iz sline ili gingivalne krevikularne
tekucine, a sintetizira ga mnostvo stanica koje ukljucuju makrofage, T i B limfocite, neutrofile,
endotelne stanice, keratinocite, fibroblaste i zljezdane stanice. Istrazivanja na miSevima navode
da zdrave acinarne stanice u dousnoj Zlijezdi mogu sintetizirati IL-6, pohraniti ga u sekretorne
granule i potom izluciti nakon adrenergi¢ne stimulacije. Prema istrazivanjima razine salivarnog
IL-6 razlicito koreliraju s razinama u plazmi ili serumu, a kod zdravih pojedinaca koncentracije
u pg/ml su obi¢no niske ili ispod razine detekcije [76, 77]. Na lucenje salivarnog IL-6 mogu
utjecati psihosocijalni ¢imbenici, dob, cirkadijalni ritam i okoli$ni ¢imbenici kao §to je pusSenje
pri ¢emu oralni keratinociti lu¢e poviSene vrijednosti IL-6 kao odgovor na duhanski dim [75].
Jedan je od najproucavanijih citokina u slini i njegove poviSene vrijednosti do sada su opisane
kod parodontnih bolesti, endodontskih infekcija, oralnog lihena planusa, Sjogrenovog

sindroma, oralnih premalignih poremecaja i oralnog karcinoma [75, 77].

TNF-a je snazan pluripotentni citokin koji ima vaznu ulogu u urodenim upalnim odgovorima.
TNF-a sudjeluje u infektivnim procesima gdje aktivira kemokine i citokine koji privlace i
aktiviraju limfocite na mjestu infekcije, te sudjeluje u razvoju steCenog imunosnog odgovora
na infekciju, remodeliranju tkiva 1 apoptozi tumorskih stanica. TNF-a uglavnom proizvode
aktivirani makrofazi, ali ga takoder luci 1 veliki broj drugih stanica kao §to su mastociti,
neutrofili, T limfociti, NK stanice, astrociti, miociti i fibroblasti [1]. Kroni¢na disregulacija
TNF-a povezuje se s kroni¢nim upalnim bolestima kao §to je reumatoidni artritis, upalna bolest
crijeva, psorijaza i astma. U usnoj Supljini moze se detektirati u slini i gingivalnoj krevikularnoj

teku¢ini, a mali broj istrazivanja sugerira koleraciju salivarnih i1 serumskih razina [78]. U
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zdravih osoba bez znakova upalnih procesa, razine salivarnog TNF-a su u niskom do
nemjerljivom pg/ml rasponu. PoviSene razine salivarnog TNF-a dokazane su u gingivitisu,

parodontitisu, oralnom karcinomu i oralnom lihenu planusu [1, 79].

IL-1PB je klju¢ni proupalni citokin koji se oslobada nakon prezentacije antigena, infekcije ili
ozljede tkiva. Samostalno ili u kombinaciji s drugim citokinima djeluje kao multifunkcionalna
signalna molekula na skoro sve stani¢ne tipove zbog ¢ega je intenzivno proucavan u literaturi
[80]. U usnoj Supljini IL-1p je prisutan u slini i gingivalnoj krevikularnoj tekucini, a stanice
koje su izvor IL-1P u usnoj Supljini su makrofazi, monociti, fibroblasti i epitelne stanice.
Takoder, dokazano je da se ovaj citokin sintetizira i oslobada iz acinarnih i duktalnih stanica
zlijezda slinovnica [78, 81, 82]. U slini IL-1 je prisutan kod zdravih i bolesnih osoba, a njegove
razine opc¢enito su vise u slini nego u plazmi ili serumu gdje su Cesto ispod granice detekcije
[80]. Korelacija salivarnih razina IL-1p s krvnim razinama nije zabiljezena kod ljudi. Takoder,
razine IL-1P u slini mijenjaju se kao odgovor na razne fizicke i psihi¢ke stresore, te su ovisne
o dobi i cirkadijalnom ritmu. Disregulacija IL-1f ukljucena je u brojne sustavne bolesti, osobito
one koje su pracene konstantnim niskim stupnjem upale zbog Cega se Cesto ovaj citokin koristi
kao biomarker upale [83]. Salivarne razine IL-1f do sada su proucavane u gingivitisu,

parodontitisu, Sjogrenovom sindromu i oralnom karcinomu [82, 84].

IL-2 ima nekoliko uloga u imunosnom sustavu i prvenstveno djeluje na T limfocite. Luce ga
aktivirani pomagacki limfociti i smatra se hormonom rasta limfocita T. Njegove glavne uloge
ukljucuju diferencijaciju nezrelih T limfocita u regulatorne T stanice koje predstavljaju zastitu
od autoimunih procesa. U prisutnosti stimuliranog antigena, IL-2 pokre¢e diferencijaciju T
limfocita u efektorske T limfocite 1 kasnije u memorijske T limfocite koje funkcioniraju u borbi
protiv infekcija. Takoder, IL-2 poti¢e diferencijaciju T limfocita u Thl i Th2 limfocite dok
inhibira diferencijaciju Th17. Na njegovo luenje mogu utjecati razli¢iti psiholoski stresori
[83]. PoviSene razine salivarnog IL-2 do sada su opisane kod sindromoma pekuéih usta i

rekurentnog aftoznog stomatitisa [85, 86].
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Veliki broj istrazivanja proucava ucinak pusenja konvencionalnih cigareta na razine salivarnih
citokina [87-89]. Pusaci konvencionalnih cigareta imaju povecano lu¢enje TNF-a, IL-1, IL-6 1
IL-2. Glavni izvor upalnih molekula u usnoj Supljini su makrofazi koji doprinose eliminaciji
bakterija i virusa. Njihova povecana aktivnost rezultira pove¢anom proizvodnjom citokina i
slobodnih radikala kisika. Opasni sastojci cigaretnog dima takoder mijenjaju i omjer T
pomoc¢nickih limfociti, te poveéavaju lucenje njihovih citokina (IL-2) [88]. Osim poviSenih
salivarnih vrijednosti citokina u slini pusSaca, IL-1p smatra se biomarkerom aktivnog pusenja,
dok su poviSene vrijednosti TNF-a proporcionalne intenzitetu pusenja (broju popusenih
cigareta u danu) [19, 90]. Efekt pusenja na salivarne citokine ovisan je o dobi i karakteristikama
imunosnog sustava domacina, a ekstenzivno je ovaj odnos proucavan kod ispitanika s

parodontitisom, leukoplakijom i oralnim karcinomom [91-95].

In vitro istrazivanja na stani¢nim kulturama humanih bronhijalnih epitelnih stanica pokazala su
snizene razine IL-1f i IL-6 u usporedbi s kulturama izloZenim konvencionalnim cigaretama, a
povisene vrijednosti u usporedbi s kontrolnim kulturama [6, 12]. Takoder, sli¢ni rezultati
dobiveni su i u istrazivanju provedenom na bukalnim i gingivnim kulturama [16, 17]. U¢inak
novih duhanskih sustava grijanja duhana bez izgaranja na razine salivarnih citokina do sada je
opisan u jednom istrazivanju koje je proucavalo uc¢inak konvencionalnih cigareta, elektricnih
cigareta i THS-a na salivarne citokine, kemokine i ¢imbenike rasta. Na temelju provedenog
istrazivanja potvrdilo se da elektricne cigarete i THS sustavi na sliCan nadin kao i

konvencionalne cigarete djeluju na imunosni odgovor [19].

1.7. Utjecaj duhanskih preparata na biomarker oksidativnog stresa — 8-OHdG

U duhanskom dimu nalaze se slobodni radikali koji uzrokuju oksidativna oste¢enja DNK 1 koji
oslobadaju molekule oksidativnog stresa. Benzen, kadmij, benzopiren 1 ostali toksi¢ni spojevi
pospjesuju stvaranje slobodnih kisikovih i dusSikovih radikala koji lako oksidiraju stani¢ne
biomolekule (lipide, proteine, nukleinske kiseline). U stanju kada antioksidativni mehanizmi

ne mogu neutralizirati slobodne kisikove 1 duSikove radikale nastaje oksidativni stres koji
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naruSava metabolizam stanice i uzrokuje stani¢nu smrt [19]. Poremecaj oksidacijsko-
redukcijskih procesa i prekomjerno stvaranje slobodnih kisikovih i dusikovih radikala koji
uzrokuju oSteCenje DNK 1 njegovih prekursora rezultiraju oslobadanjem 8-
hidroksideoksigvanozina (8-OHdG) kao biomarkera endogenog oste¢enja DNK (baze gvanina
ili nukleozida gvanozina). Razine 8-OHdG-a do sada su ispitivane u razli¢itim bioloskim
tekuc¢inama i tkivima, a na njihove vrijednosti mogu utjecati alkohol, tjelovjezba, unos drugih
antioksidansa, diurnalni ritam luc¢enja i psihosocijalni ¢cimbenici. PoviSene serumske razine 8-
OHdG-a povezuju se sa starenjem i sustavnim bolestima koje ukljucuju Secernu bolest,
respiratorne bolesti, aterosklerozu, tumore, reumatoidni artritis, parodontitis, upalne bolesti
crijeva i neurodegenerativne bolesti [96, 97]. Slina je prva tekucina ¢iji se antioksidativni
sustavi suprotstavljaju slobodnim radikalima proizvedenim tijekom pusenja, a poviSene
vrijednosti 8-OHdG-a pronadene su kod pusaca, trudnica, osoba oboljelih od parodontitisa i
oralnog karcinoma [98, 99]. Utjecaj novih duhanskih sustava na biomarkere endogenog

oste¢enja DNK koji su izolirani iz sline do sada nije proucavan u literaturi.

1.8. PsiholoSki simptomi povezani s puSenjem

Veliki broj istrazivanja sugerira povezanost izmedu puSenja i psiholoskih simptoma
depresivnosti, tjeskobe i stresa [100]. Kvantitativne 1 kvalitativne analize pokazuju da pusaci
Cesto konzumiraju cigarete kako bi ublazili emocionalni disbalans, suzbili depresivne i
anksiozne osjecaje, smanjili razinu stresa te u konacnici postigli stabilizaciju raspolozenja
[101]. Opisani simptomi Cesto se javljaju kod psiholoskih i psihijatrijskih poremecaja, a upravo
veliki broj tih osoba su pusaci koji puse vise 1 duZe u usporedbi s psiholoski zdravim pusSacima.
Iako je postotak pusaca u svjetskoj populaciji u padu, konzumacija medu pusac¢ima s mentalnim
bolestima ostala je relativno visoka (57-66 % osoba oboljelih od mentalnih poremecaja su
pusaci) [100]. Utjecaj puSenja i psiholoskih simptoma se moze objasniti razli¢itim hipotezama
temeljnim na pretpostavkama da puSenje i psiholoski simptomi imaju zajednicki uzrok, da

pusenje predstavlja nacin kompenzacije psiholoskih simptoma i svojevrsnu pomo¢ u olakSanju
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simptoma, te da puSenje uzrokuju pogorSanje psiholoskih simptoma [100, 102]. UvrijeZeno
misljenje medu puSacima je da puSenje uzrokuju olakSavanje njihovih simptoma, iako ih
zapravo ono uzrokuju. Nikotin je psihoaktivni alkaloid koji izaziva ovisnost, a prestankom
pusenja 1 njegovim nedostatkom dolazi do razvijanja simptoma ustezanja koji su praceni s
uznemirenosti, anksioznosti i depresivnosti. Konzumacija nove cigarete i unos nikotina
uzrokuje olakSanje tih simptoma i stvara laznu percepciju olaksavanja psiholoskih smetnji iako
ih je prvotno ono i uzrokovalo [101]. Pusenje u pocetnim stadijima moZe olakSavati psiholoske
simptome, ali razvojem ovisnosti i kronicnom upotrebom dolazi do pogorsanja psiholoskog
stanja. Ova hipoteza temeljena je na €injenici da se nikotin veZe na kolinergi¢ne receptore u
mozgu 1 uzrokuje oslobadanje dopamina koji stvara osje¢aj zadovoljstva, smanjuje stres,
tjeskobu i pobolj$ava koncentraciju. U kasnijim stadijima puSenja upravo ta kroni¢na izlozenost
nikotinu izaziva smanjenu osjetljivost acetilkolinskih receptora na nikotin te rezultira
smanjenim lu¢enjem dopamina, potrebom za ucestalijom konzumacijom cigareta ili puSenjem,
te u konacnici pogorSanjem psiholoskih simptoma [102]. U usnoj Supljini se takoder mogu
pojaviti fizicke manifestacija psiholoskih simptoma. Najc¢e$¢i nespecificni somatoformni
simptomi koji se javljaju u usnoj Supljini su simptomi oralnih disestezija (peckanje, promjene
osjeta okusa, atipi¢na facijalna bol). Uz njih moguce su i pojave aftoznih promjena, palatalnih
erozija ili grickanja usnica [103]. Oralne dizestezije, ali i ostale oralne manifestacije psiholoskih
bolesti se ¢esto manifestiraju u pusaca konvencionalnih cigareta, pri ¢emu je zbog prethodno
opisane povezanosti tesko odrediti $to je uzrok navedenih promjena. Takoder, prema klini¢kim
1 epidemioloskim istrazivanjima, dugotrajna uporaba nikotinskih proizvoda povezuje se s
povecanom razinom salivarnih biomarkera oksidativnog stresa i egzacerbacijom emocionalnog
distresa [98]. PoviSene vrijednosti oksidativnog stresa i snizenje antioksidativnog kapaciteta
prisutne su kod pusaca s depresivnim poremecajima [104]. PoviSene vrijednosti 8-OHdG-a
pronadene su u urinu, cerebrospinalnoj tekuéini, serumu i plazmi osoba s poviSenim razinama
psiholoskog stresa, te simptomima depresivnosti i anksioznosti. Prema dostupnoj literaturi, ne
postoji istrazivanje koje proucava povezanost salivarnog 8-OHdG-a, pusenja i psiholoskih

simptoma stresa, depresivnosti 1 anksioznosti [105].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj:

Utvrditi utjecaj aerosola duhana bez izgaranja na strukture usne Supljine i usporediti uc¢inak

aerosola s u€incima konvencionalnih cigareta.

Specifi¢ni ciljevi:

- Utvrditi morfoloSke karakteristike sluznice i prevalenciju gljivicne infekcije (kandidijaze) u
osoba neeksponiranih duhanu, osoba eksponiranih dimu sagorenog duhana te onih
eksponiranih aerosolu zagrijanog duhana bez izgaranja.

- Usporediti olfaktorne i gustatorne sposobnosti osoba neeksponiranih duhanu, osoba
eksponiranih dimu sagorenog duhana te onih eksponiranih aerosol zagrijanog duhana bez
izgaranja.

- Utvrditi specificne karakteristike sline (koli¢ina, biomarkeri upale i oksidativnog stresa- IL-
6, IL-1pB, IL-2, TNF-0, 8-OHdG) osoba neeksponiranih duhanu, osoba eksponiranih dimu
sagorenog duhana te onih eksponiranih aerosolu zagrijanog duhana bez izgaranja.

- Utvrditi povezanost razine biomarkera oksidativnog stresa i psiholoskog statusa ispitanika.

Hipoteze istraZivanja

1. NajviSe izrazene promjene u izgledu sluznice, koli¢ini sline te prevalenciji gljivicne
infekcije oCekuju se kod pusaca konvencionalnih cigareta. U pusa¢a THS-a ocekuju se
blaze promjene u odnosu na puSace konvencionalnih cigareta, ali ve¢e u odnosu na
nepusace.

2. Najznacajnije razlike u razinama upalnih biomarkera i biomarkera oksidativnog stresa
u slini izmedu ispitivanih skupina oc¢ekuju se kod pusaca. U pusaca THS-a prisutne su
manje znafajne promjene u razinama salivarnih citokina u odnosu na puSace
konvencionalnih cigareta, ali ve¢e promjene u odnosu na nepusace.

3. Dim cigareta uzrokuje neugodan zadah, njusnu i mirisnu disfunkciju, pri ¢emu se kod
pusaca THS-a ocekuju manje promjene u odnosu na pusace konvencionalnih cigareta.

4. Pusaci konvencionalnih cigareta i pusaci duhanskih preparata bez izgaranja postizu vece

vrijednosti na skalama anksioznosti, depresivnosti i stresa.
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3. ISPITANICI 1 METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na Klinici za dentalnu medicinu Klini¢kog bolnickog centra u Rijeci
1 Fakultetu dentalne medicine u Rijeci. Svi ispitanici prije pocetka istrazivanja bili su upoznati
sa svrhom istrazivanja te su potpisivanjem Informiranog pristanka dali svoje odobrenje za
sudjelovanje. Istrazivanje je provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske Deklaracije i odobreno
od Etickog povjerenstva KBC-a Rijeka (Klasa:003-05/22-1/32; Ur.broj: 2170-29-02/1-22-2),
Etickog povjerenstva Fakulteta dentalne medicine Sveucilista u Rijeci (Klasa:602-03/22.01/75;
Ur.broj:2170-57-006-01-22-1) 1 Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci (Klasa:007-08/22-01/61; Ur.broj:2170-24-04-3/1-

22-6).

U ovom presjecnom istrazivanju sa stratificiranim uzorkom sudjelovalo je 90 ispitanika
podijeljenih u 3 skupine. Prvu skupinu od 30 ispitanika ¢inili su nepusaci (kontrolna skupina),
drugu skupinu pusaci konvencionalnih cigareta, i tre¢u skupinu pusaci duhana bez izgaranja
(THS). U svim skupinama ispitanici su bili upareni prema dobi i spolu kako bi se smanjio utjecaj

zbunjujucih varijabli i postigla ve¢a homogenost izmedu skupina.

Ukljucujuci ¢imbenici za testne skupine (pusaci konvencionalnih cigareta i pusac¢i THS-a) bili
su punoljetnost, pozitivna anamneza konzumacije duhanskih proizvoda (tvornicki proizvedene
cigarete ili HEETS) te negativna anamneza sustavnih bolesti 1 konzumacije lijekova koji bi
mogli utjecati na imunosni odgovor, salivaciju ili olfaktornu i gustatornu funkciju. Ispitanici su
bili identificirani kao pusaci ako su u upitniku o pusenju oznacili da su pusaci konvencionalnih
cigareta ili puSac¢i THS-a te su potvrdno odgovorili na pitanja ,,Jeste li tijekom svog Zivota
konzumirali najmanje 100 cigareta?* [106]. Nadalje, pusaci THS su se smatrale osobe koje su

konzumirale iskljuc¢ivo duhanske preparate bez izgaranja unazad 6 mjeseci.

Iz istrazivanja su se iskljucile trudnice, ispitanici koji su koristili terapiju antibiotika,
protugljivicnih lijekova i antiseptika u zadnjih 30 dana, osobe oboljele od lokalnih stanja

(parodontitis, akutni nekrotizirajuci ulcerozni gingivitis, bolesti Zlijezda slinovnica, upale usta
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— erythema multiforme, pemfigus, lihen planus), osobe oboljele od sustavnih bolesti (Secerna
bolest, maligne bolesti, arterijska hipertenzija, GERB, bolesti jetre, srca i bubrega, akutne
infektivne bolesti i bolesti Stitnjace, neurodegenerativne bolesti, autoimune bolesti), osobe koje
konzumiraju lijekove iz skupina antikolinergika, antiparkinsonika, antiepileptika,
antihistaminika, antidepresiva, diuretika, antihipertenziva, hipnotika, miSi¢nih relaksatora,
narkotika, simpatomimetika, spazmolitika, anksiolitika, bronhodilatatora, hipoglikemika,
statina, retinoida, analgetika i protuupalnih lijekova, osobe na kemoterapiji, radioterapiji i
bioloSkoj terapiji, imunokompromitirani i transplantirani pacijenti, osobe s olfaktornom i

gustatornom disfunkcijom.

Kriterij ukljucena kontrolnih ispitanika bio je punoljetnost, negativna anamneza konzumacije
duhanskih preparata te negativna anamneza sustavnih/lokalnih bolesti i konzumacije lijekova
koji bi mogli utjecati na imunosni odgovor, salivaciju, osjet mirisa i okusa. Kriteriji isklju¢ena

za kontrolnu skupinu bili su isti kao i za testne skupine.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Prikupljanje podataka o opem zdravstvenom stanju, op¢im obiljeZjima ispitanika

i navici puSenja

Podaci o opéem zdravstvenom stanju i op¢im obiljezjima ispitanika su ukljucivali dob, spol i
stupanj obrazovanja, a prikupljeni su pomocu kratkog anamnestickog upitnika (Privitak 1)
konstruiranog za potrebe ovog istrazivanja. Takoder, prikupljeni su podaci o sustavnim
bolestima ispitanika, upotrebi lijekova u kroni¢noj terapiji te wupotrebi antibiotika,
protugljivi¢nih lijekova i tekucina za ispiranje usne Supljine u prethodnih 30 dana. Podaci o
navici puSenja prikupljeni su pomocu upitnika o puSenju (Privitak 1). Upitnik o puSenju je
strukturirani upitnik sastavljen za potrebe ovog istrazivanja, a prikuplja podatke o wvrsti,
intenzitetu puSenja te samoreportiranim simptomima i promjenama koji se mogu povezati s
pusenjem (pecenje usne Supljine, suhoca usne Supljine, promjena osjeta okusa i mirisa,

neugodni zadah, samoreportirane vidljive promjene oralne sluznice). Ispitanici su bili
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identificirani kao pusaci ako su potvrdno odgovorili da su pusaci konvencionalnih cigareta ili
pusaci THS-a koji su tijekom svog zivota konzumirali najmanje 100 cigareta [106]. Intenzitet
pusenja odreden je pomocu indeksa puSenja (Brinkman indeks, BI) koji predstavlja umnozak
pusaCkog staza u godinama i dnevnog broja konzumacije cigareta [107]. Ovaj indeks
kvantificira intenzitet pusSenja te sadrzi sljedece kategorije: 0-199 = nizak intenzitet pusenja,
200-599 = umjereni intenzitet pusenja, >600 = visok intenzitet pusenja [108]. Nadalje, pusaci
THS-a konzumirali su isklju¢ivo duhanske preparate bez izgaranja unazad 6 mjeseci. Takoder,
prikupljeni su podaci o subjektivnim simptomima koje se mogu povezati s pusenjem (pecenje
usne Supljine, suhoéa usne Supljine, promjena osjeta okusa i mirisa, neugodni zadah, vidljive
promjene oralne sluznice), te njihove karakteristike i duzina trajanja. U slucaju potvrdnog
odgovora prisutnosti simptoma pecenja dodatno su ispitani mjesto, vrijeme pojave simptoma,
frekvencija, intenzitet, predisponirajuci i olakSavajuci ¢imbenici. Intenzitet simptoma pecenja
odreden je pomocu vizualno analogne skale (0-10) (VAS) gdje 0 predstavlja stanje bez osjecaja
pecenja, a 10 najveci intenzitet pecenja. U slucaju promjene osjeta okusa, prikupljeni su podaci
o tome radi li se o potpunom gubitku ili smanjenom osjetu okusa, te o kojem okusu ili okusima
se radi. Ispitanici iz skupine pusa¢a THS-a koji su prethodno pusili konvencionalne cigarete ili
bili nepusaci ispunili su Cetiri dodatna pitanja o postojanosti i karakteru subjektivnih simptoma
nakon prelaska na THS proizvode. Pitanja su ukljucivala subjektivnu percepciju simptoma

pecenja, suhoce, osjeta mirisa/okusa i respiratornih simptoma.

3.2.2. Klini¢ki pregled

Klini¢ki pregled oralne sluznice vr§io se pomoc¢u dentalnog ogledalca uz standardno
osvjetljenje, te se zabiljezilo prisustvo/odsustvo oralnih promjena, njihova lokalizacija te vrsta
promjene. BiljeZzeni su klinicki znakovi: angularnog heilitisa, eksfolijativnog heilitisa,
aktinicnog heilitisa, atroficnog jezika, obloZenog jezika, areali na jeziku, suhoca
jezika/sluznice, fisuriran jezik, varikoziteti jezika, protetski palatitis (Newton tip I, Newton tip

II, Newton tip III), kandidijaze, nikotinskog stomatitisa, pusacke melanoze, hiperpigmentacije,
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leukoedem, lihen/lihenoidna reakcija, hiperkeratoticne promjene, upala/eritem, atrofija, erozija,

ulkus, fibrom, morsicatio, lezije uzrokovane protezom/ortodontskim aparati¢em.

3.2.3. Test lucenja sline

Ispitanicima je napravljen test luenja nestimulirane sline metodom pljuvanja. Test se provodio
u periodu od 9:00 do 11:00 kako bi se izbjegao ucinak cirkadijalnog luc¢enja sline. Svi ispitanici
su bili instruirani da ne piju, ne jedu i ne puse 2 h prije samog testiranja [ 109]. Metoda pljuvanja
je metoda sakupljanja sline u kojoj ispitanici spontano pljuju izlu¢enu slinu u graduiranu
epruvetu dok im je glava lagano nagnuta prema naprijed. Dobivene vrijednosti izrazene su u
mililitrima po minuta, a vrijednosti brzine luc¢enja sline manje od 1 ml/5Smin smatrane su

hiposalivacijom [110].

3.2.4. Obrisak oralne sluznice

Svim ispitanicama uzet je obrisak oralne sluznice sa sterilnim Stapi¢em s vatom za detekciju
gljive roda Candida, i to s obrazne sluznice u slu€aju nepostojanja klinickih znakova infekcije,
odnosno odredenog dijela sluznice u slucaju postojanja klini¢kih znakova infekcije [109,111].
Neposredno nakon uzimanja obriska, isti su standardnom metodom nasadivanja nasadeni na
kromogenu podlogu Chromagar Candida (CHROMagar, Paris, Francuska) koja identificira pet
vrsta Candide (C. albicans, C.krusei, C. glabrata, C. tropicalis, Candida druge vrste). Nakon
inkubacije na 37°C kroz 48 sati vizualnom tehnikom identificirane i prebrojane su razlicite vrste
kolonija kandide (C. albicans — svjetlo zelene kolonije, C. glabrata — ljubicasto smede glatke
kolonije, C. krusei — ruzicaste kolonije, C. tropicalis — plava, metalik plava boje, Candida druge
vrste — izolati bijele do ljubicaste boje) [112]. Nakon prebrojavanja kolonija, rezultati su
zajednicki kategorizirani prema sljedecoj ljestivici: bez kolonija, 1-9 kolonija, 10-24 kolonije,

25-100 kolonija, >100 kolonija i konfluentni rast [111].
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3.2.5. Halitoza

Prisutnost neugodnog zadaha odredila se organolepticCkom metodom. Prije samog ispitivanja
ispitanici su bili instruirani da drZe usta zatvorena dvije minute, a potom polako izdahnu kroz
otvorena usta. Ispitivac je bio udaljen 5 - 10 cm od usta ispitanika, a neugodni zadah je ocijenio
od 0 — 5 (0 — nema zamjetnog mirisa; 1 — vonj se jedva osjeca; 2 — vonj je blag, ali se jasno

osje¢a; 3 —umjeren vonj; 4 — jak vonj; 5 — izniman smrad) [113].

S obzirom na to da je organolepticka metoda subjektivna metoda procjene neugodnog zadaha,
prije pocetka provodenja istrazivanja, dva ispitivaca su prosla proces kalibracije i procijenjena
je njihova pouzdanost. Prvotno se olfaktornim testom ((Sniffin' Sticks Screening test (Burghart
Messtechnik, Wedel, Njemacka)) ispitala mirisna funkcija kod dva ispitivata koja su
sudjelovala u samoj metodi. Ispitivaci su bili instruirani da ne piju kavu, ¢aj, sok, puse ili koriste
mirisne preparate prije same evaluacije. Olfaktorni test sastojao se od 12 mirisnih olovaka koje
su bile impregnirane razli¢itim mirisima, a zadatak ispitivaca je bio da za svaku olovku izabere
jedan od Cetiri ponudena odgovora na kartici. Nakon procjene olfaktorne funkcije, na dvadeset
ispitanika koji nisu sudjelovali u istrazivanju svaki ispitivac je procijenio prisutnost neugodnog
zadaha organoleptickom metodom. Nakon zavrSenog testiranja, odredio se postotak slaganja
izmedu ispitivaca, te kako bi se iskljucila slucajna slaganja u subjektivnim procjenama
izraunat je Cohenov Kapa koeficijent. Analiza rezultata pokazala je da izmedu ispitivaca
postoji visoki stupanj osjetljivosti za mirise 1 gotovo savrsen stupanj slaganja izmedu ispitivaca

(k =0,90).

3.2.6. Evaluacije olfaktorne i gustatorne funkcije

Evaluacija olfaktorne funkcije procijenjena je pomoc¢u mirisnog testa (Sniffin' Sticks Screening
test (Burghart Messtechnik, Wedel, Njemacka)). Test se provodio pomoc¢u 12 mirisnih olovaka
koje su impregnirane razli¢itim poznatim mirisima (naranca, koza, cimet, pepermint, banana,
limun, likoricija, kava, ¢eSnjak, ananas, ruza, riba). Prije provodenja olfaktornih i gustatornih

testova ispitanici su bili instruirani da ne jedu, ne piju i ne puSe 2 sata prije ispitivanja.
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Pojedinacne olovke ispitanici su postavili ispred obje nosnice na udaljenosti od 2 cm i kroz 3
do 4 sekunde, a potom su morali odabrati jednu od cetiri ponudene opcije na Kkartici
proizvodaca. Izmedu pojedinacnih olovaka napravljena je stanka od 30 sekundi. Odabrani
odgovori prenijeli su se na ispitnu listu i u konacnici se promatrali kao ukupni zbir koji je

ispitanika svrstao u kategoriju anosmija (0-5), hiposmija (6-9), ili normosmija (10-12).

Gustatorno testiranje provedeno je pomocu 16 okusnih papirnatih trakica (7aste stripes
(Burghart Messtechnik, Wedel, Njemacka)) s Cetiri osnovna okusa (slatko, slano, gorko, kiselo)
u razli¢itim koncentracijama. Ovom metodom procijenila se cjelokupna okusna funkcija, a uz
16 papirnatih trakica s okusom, ispitanicima su se prezentirale dvije kontrolne papirnate trakice
bez okusa. Okusne trakice su se preporucenim slijedom proizvodaca postavljale na prednju
tre¢inu dorzalne povrsine jezika, nakon ¢ega su ispitanici bili instruirani da zatvore usta i lagano
pomicu jezik. Nakon svake pojedinacne trakice ispitanici su definirali jesu li i koji okus su
osjetili. Izmedu pojedinacnih papirnatih trakica ispitanici su isprali usnu Supljinu obicnom
vodom. Rezultati testa su se interpretirali kao ukupni zbir ili pojedinacni zbir za svaki pojedini
okus, pri ¢emu svaki to¢an odgovor je nosio jedan bod, a kontrolne trakice nisu ulazile u ukupni
zbir. Normativna klasifikacije definira hipogeuziju (ukupni zbir manji od 9) i totalnu ageuziju
(nedostatak osjeta za najveée koncentracije). Normalne vrijednosti normogeuzije za
pojedinacni okus slatkog, slanog i kiselog su bile dvije prepoznate trakice, a okus gorkog niti
jedna prepoznata trakica. Nize vrijednosti od prethodno opisanih ili kriva identifikacija
interpretira se kao hipogeuzija, dok potpuni nedostatak svih koncentracija osjeta za jedan okus

kao parcijalna ageuzija.

3.2.7. Prikupljanje uzoraka sline za Enzimski povezani imunosorbentni test (ELISA test)

Za analizu salivarnih citokina (IL-2, IL-18, IL-6, TNF-a) i salivarnog biomarkera oksidativnog
stresa (8-OHdG) prikupljeno je 2 ml nestimulirane sline od svakog ispitanika. Slina je

prikupljena u sterilni kontejner te je centrifugirana na 4000 rpm/20 minuta. Nakon
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centrifugiranja, oprezno se odvojio supernatant i pohranio u novu sterilnu epruvetu na

temperaturu od -80°C do komplementiranja uzorkovanja.

3.2.8. Analiza uzoraka imunoenzimskim ELISA testom

Prije analize uzoraka ELISA metodom, svi uzorci su izvadeni iz zamrzivaca (-80°C) i stavljeni
radi otapanja na sobnu temperaturu. Nakon otapanja, uzorci su strojno promijeSani na

vibrirajuéem aparatu.

Imunoenzimatski Duoset ELISA kit (R&D Systems, Abingdon, Velika Britanija) koristio se za
analizu IL-2, dok su za analizu TNF-q, IL-1f i IL-6 koristeni kitovi Human TNF-a ELISA kit,
Human IL-1p ELISA kit i Human IL-6 ELISA kit (Immunotools GmbH, Friesoythe,
Njemacka). Tijekom analize svih salivarnih citokina koristena je ,,sendvi¢" ELISA metoda, te
su postovane upute proizvodaca. Svi uzorci su testirani u monoplikatu, a dobivene vrijednosti

izrazene su u pg/ml. Prije pocetka analize u€injena su sva potrebna razrjedenja.

Analiza TNF-q, IL-1p 1 IL-6 je bila identi¢na u svim koracima. Za analizu navedenih citokina
koriStena je mikroplocica s 96 jazica koja se oblozila hvataju¢im protutijelima razrijedenim u
puferu za oblaganje, odnosno u fosfatnom puferu (100 pl hvatajucih protutijela na 10 ml
fosfatne puferirane otopine - PBS) te se inkubirala tijekom no¢i na sobnoj temperaturi. Sljedeci
dan, nakon ispiranja mikoploc¢ice puferskom otopinom za ispiranje (PBS + 0,05% Tween20),
slobodna preostala mjesta u jazici su blokirana puferom za zaustavljanje (PBS + 2% govedi
serumski albumin (BSA) + 0,05% Tween20) i inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi. Sljedeci
korak, podrazumijevao je dodavanje standarda i supernatanta koji su prije analize serijski
razrijedeni u otopini za razrjedivanje (PBS + 2% BSA + 0,05% Tween 20). Standard ili
standardna bocica ovih kitova sastojala se od liofiliziranog thTNFa, rhIL-6 ili rhIL-1f. Po 100
ul standarda od najviSe do najnize koncentracije dodalo se u 7 jazica (100 ng/ml, 50 ng/ml, 25
ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,3 ng/ml, 3,1 ng/ml), dok se u zadnju jazicu u stupcu dodala otopina za
razrjedivanje — ,,blank®. U ostale jazice dodalo se 100 pl supernatanta te se plocica inkubirala

2 h na sobnoj temperaturi. Tijekom inkubacije, antigen (citokin) iz uzorka vezao se za vezujuce
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protutijelo u stijenkama jazice. Nakon inkubacije, plo¢a se pet puta ru¢no isprala s puferskom
otopinom za ispiranje (PBS + 0,05% Tween 20), a viSak otopine uklonio se preokretanjem
mikroplo€ice. Zatim se u svaku jazicu dodalo 100 pL otopine razrijedenog biotiliranog
detekcijskog protutijela koji se vezao za prethodno vezani citokin, te se ploca inkubirala dva
sata na sobnoj temperaturi. Otopina biotiliranog detekcijskog tijela, pripravila se
rekonstrukcijom s 500 pL blokirajuceg pufera (PBS + 2% BSA + 0,05% Tween 20), a zatim se
razrijedila u omjeru 1:100 s otopinom za razrjedivanje (PBS + 2% BSA + 0,05% Tween 20).
Nakon peterostrukog ispiranja, u jazice na mikroploc¢ici se dodala pripravljena otopina
peroksidaze hrena (1:100 u razrjedivacu pufera, 100 pL po jazici) te se inkubirala 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Konjugirani strepatividin se vezao na prethodno dodano biotilirano
protutijelo. Ponovljeno je peterostruko ispiranje, te se u jazice dodalo 3,3'.5,5' tetrametil-
benzidin (TMB) supstrata (100 pL. po jazici) te se mikroploCica inkubirala na sobnoj
temperaturi 20 minuta do optimalne plave boje. Promjena boje i enzimatska reakcija zaustavila
se dodatkom 100 pL otopine za zaustavljanje (H3PO4) koja je uzrokovala prelazak plave u zutu
boju. Odmah po zaustavljanju reakcije, ploca se premjestila na spektrofotometrijskih uredaj za
oCitanje rezultata pri valoj duljini od 450 nm. Opticka gustoc¢a je proporcionalno povezana s
koncentracijom promatranih citokina u uzorku tako da izrazenija boja upucuje na vise

koncentracije.

Analiza IL-2 zahtijevala je pripremu mikroplocice i oblaganje plo€ice hvataju¢im protutijelima.
Prvi koraci analize IL-2 su ukljucivali oblaganje svake pojedinacne jazice s hvatajuc¢im
protutijelima razrijedenim u PBS-u, inkubaciju preko no¢i na 4 °C, dvostruko ispiranje s 400
uL puferske otopine za ispiranje (0,05% Tween® 20 + PBS), te dodavanje 300 pL pufera za
blokiranje (I % BSA + PBS). Mikroplo€ica se potom inkubirala 60 minuta na sobnoj
temperaturi te se ponovio proces ispiranja. Nakon zavrsSetka pripreme mikroploc€ice, u sedam
jazica se otpipetiralo 100 pL razrijedenog standarda od najvise do najnize koncentracije (100
ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,3 ng/ml, 3,1 ng/ml), a u zadnju jazicu dodala se otopina
za razrjedivanje. U ostale jazice dodalo se 100 pl supernatanta te se plocica inkubirala 2 h na

sobnoj temperaturi. Tijekom inkubacije, antigen (citokin) iz uzorka vezao se za vezujuce
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protutijelo u stijenkama jazice. Nakon inkubacije, plo€ica se dva puta isprala puferskom
otopinom za ispiranje. Potom se dodalo 100 pL biotiliranog detekcijskog protutijela koje se
inkubiralo na sobnoj temperaturi dva sata. Nakon dvosatne inkubacije i dvostrukog ispiranja, u
svaku jaZicu se otpipetiralo 100 pL razrijedenog pigmenta konjugiranog streptavidinom. Plo¢a
se inkubirala u tami na sobnoj temperaturi kroz 20 minuta, a potom se ponovio korak ispiranja.
Predzadnji korak ukljucivao je dodavanje 100 puL substrata (3,3',5,5' tetrametil-benzidin - TMB)
1 inkubaciju u trajanju od 20 minuta, na sobnoj temperaturi i izvan dosega svjetla. U konacnici
je dodana otopina za zaustavljanje (H3PO4), a plo€ica je premjestena na ¢ita¢ ELISA testa.
Rezultati su izmjereni spektrofotometrijski na valnoj duljini od 450 nm. Za svaku jazicu
izrazena je opticka gustoca i s pomocu prethodno izradenih bazdarenih dijagrama je odredena

koncentracija citokina u svakom pojedinom uzorku.

Odredivanje koncentracije salivarnog 8-OHdG-a izvrSena je pomocu Elabscience® 8-OHdG (8
Hydroxydeoxyguanosine) ELISA Kit-a. Analiza uzoraka je izvrSena prema uputi proizvodaca.
U analizi se koristila kompetitivna ELISA tehnika za koju je karakteristicna kompeticija izmedu
tvorni¢ki imobiliziranog 8-OHdG antigena na dnu i stijenkama jaZice i 8-OHdG antigena iz
uzorka sline s protutijelom oznacenim biotinom. Svi uzorci su analizirani u monoplikatu i prije
same analize, svi potrebni reagensi, otopine standarda i uzorci su se razrijedili prema uputi
proizvodaca. Postupak ELISA testa ukljuCivao je sljedeée korake. Prvotno se pomocu
mikrokanalne pipete u sedam jaZzica na mikroplo€ici otpipetiralo 50 pL pripremljene i
razrijedene otopine standarda od najviSe prema najnizoj koncentraciji (100 ng/mL, 50 ng/mL,
25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,13 ng/mL, 1,55 ng/mL). U zadnju jaZicu ispipetirala se
otopina za razrjedivanje standarda. U ostale jazice su se dodali razrijedeni uzorci sline u koli¢ini
od 50 pl. Odmah nakon uzoraka, u svaku jazicu se dodalo razrijedeno biotilirano protutijelo (50
ul po jazici) i plo€ice su se inkubirale na 37 °C u trajanju od 45 minuta. Nakon inkubacije,
plo€ice su rucno tri puta isprane s 350 uL pripremljene otopine za ispiranje po svakom ispiranju.
Zatim se u svaku jazicu dodalo se 100 pL razrijedenog konjugata streptavidin-peroksidaza
hrena. Sadrzaj mikroploc€ice se inkubirao 45 minuta na temperaturi 37 °C, a potom nakon isteka

vremena inkubacije sadrzaj mikroploc€ice se pet puta ru¢no isprao s 350 pL pripremljene otopine
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za ispiranje. U jazice se dodalo 90 pL supstrata specificnog za enzim koji se veze za
streptavidin-peroksidazu i uzrokuje plavo obojenje. Ploce su se inkubirale u tami na 37 °C kroz
15 minuta (do optimalnog obojenja), a razvoj daljnjeg obojenja zaustavio se dodavanjem 50 pL
otopine za zaustavljanje u svaku pojedinacnu jazicu. Nakon zaustavljanja reakcije, plo€ica se
odmah premjestila na spektrofotometar gdje se izmjerila opticka gusto¢a na valnoj duljini 450.
Koncentracija 8-OHdG-a u ispitivanim uzorcima izraunala se na temelju bazdarnog dijagrama
standarda. Vrijednost opticke gusto¢e kod kompetitivne metode obrnuto je proporcionalna

koncentraciji tako da jaCe obojenje upucuje na manju koncentraciju.

3.2.9. PsiholoSki upitnici

3.2.9.1. Ljestvica percipiranog stresa

Ljestvica percipiranog stresa (LJPS) (Cohen i sur., 1983) (Privitak 2) je psiholoski instrument
koji se koristi za mjerenje osnovne tri komponente stresa odnosno mjeri u kojem su stupnju
ispitanici svoj zivot dozivljavali nekontrolabilnim, preoptere¢avaju¢im ili nepredvidljivim
tijekom posljednjih mjesec dana. Upitnik ili ljestvica se sastoji od 10 Cestica, a ispitanici su
odgovarali na pitanja zaokruzivanjem broja na Likertovoj ljestvici s Cetiri stupnja gdje 0
predstavlja nikad, a 4 vrlo ¢esto. Ukupni rezultat dobio se zbrajanjem pojedinac¢nih odgovora,
pri ¢emu pitanja 4., 5, 7., 1 8., su bila negacijska i bodovala su se obrnutim redoslijedom. Na
temelju ukupnog zbira, ispitanikova razina stresa kategorizirala se kao: niska razina stresa
(ukupni zbir od 0 do 13), umjerena razina stresa (ukupni zbir od 14 do 26), i visoka razina stresa

(ukupni zbir od 27 do 40).

3.2.9.3. Skala depresivnosti, anksioznosti i stresa

Skala depresivnosti, anksioznosti i stresa (DASS) (Privitak 3) je psiholoski upitnik koji ima
trofaktorsku strukturu i procjenjuje koliko ucestalo i izraZeno je ispitanik u posljednjih 7 dana
bio izloZen negativnim emocijama depresivnosti, anksioznosti ili stresa. Ukupno skala ima 42

Cestice podijeljene u tri kategorije — 14 Cestica subskale anksioznosti, 14 Cestica subskale
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depresivnosti i 14 Cestica subskale stresa. Ispitanici su odgovarali na pitanja zaokruzivanjem
broja na ljestvici Likertovog tipa s Cetiri stupnja (0 — ne odnosi se na mene, 3 — potpuno se
odnosi na mene). Ukupan rezultat je sumarni zbroj za svaku pojedina¢nu skalu i proporcionalan
je tezini simptoma. Zbroj rezultata pojedinih subskala razvrstava tezinu simptoma prema
indeksu ozbiljnosti procjene tezine simptoma. Za depresivnost, indeks procjene teZine
simptoma imao je 5 kategorija (normalna razina, ukupni zbir od 0 do 9; blagi stupanj, ukupni
zbir od 10 do 13; umjereni stupanj, ukupni zbir od 14 do 20; teski stupanj, ukupni zbir od 21
do 27; iznimno teski stupanj, ukupni zbir jednak ili ve¢i od 28). Za simptome anksioznosti,
indeks procjene tezine simptoma imao je 5 kategorija (normalna razina, ukupni zbir od 0 do 7;
blagi stupanj, ukupni zbir od 8 do 9; umjereni stupanj, ukupni zbir od 10 do 14; teski stupanj,
ukupni zbir od 15 do 19; iznimno teski stupanj, ukupni zbir jednak ili ve¢i od 20). Za simptome
stresa, indeks procjene tezine simptoma imao je takoder 5 kategorija (normalna razina, ukupni
zbir od 0 do 14; blagi stupanj, ukupni zbir od 15 do 18; umjereni stupanj, ukupni zbir od 19 do
25; teski stupanj, ukupni zbir od 26 do 33; iznimno teski stupanj, ukupni zbir jednak ili ve¢i od

34).
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3.2. Statisticka analiza

Veli¢ina uzorka je odredena temeljem prethodnih saznanja o koncentracijama proupalnih
citokina u slini puSaca i nepuSaca, a za izraun veliine uzorka se koristio MedCalc softver
(MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgija). Minimalni uzorak od 18 ispitanika je bio potreban
kako bi se detektirala razlika razine IL-1p u slini pusaca ¢ija vrijednost iznosi 2,84 pg/mL, a
¢ija vrijednost u slini kontrolne skupine iznosi 1,43 pg/mL, uz standardnu devijaciju 1,54 u obje
skupine, snagu () 80% i razinu znacajnosti (a) 95%. Nadalje, o¢ekivana koncentracija IL-6 u
slini pusaca je 1,68 + 0,48 te 2,04 pg/mL u slini nepusaca, uz snagu () od 80% i razinu
znacajnosti od a= 0,005 potrebno je minimalno 26 ispitanika u svakoj skupini. Temeljem

rezultata odredila se veli¢ina pojedine skupine ispitanika [1].

Kategori¢ki podaci su predstavljeni apolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike u
kategorickim varijablama testirane su 2 testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom.
Cramerovim V testom izmjerila se veli¢ina ucinka (engl. Effect size) znaCajnih razlika, kod
testiranja razlika kategorickih varijabli. U slucaju testiranja razlika kategorickih varijabli
Fisherovim egzaktnim testom, veli¢inu efekta (Cramerov V) procijenilo se na temelju x2 testa
za iste podatke. Veli¢ina efekta interpretirana je pomocu Cohenovih kriterija: 1=0,25 — 0,3 =
mala veli¢ina efekta, 0,3 — 0,5 =umjerena, 0,5 — 0,7 = velika, >0,7 = vrlo velika [114, 115].
Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom, a zbog
razdiobe koja ne slijedi normalnu, podaci su opisani medijanom i granicama interkvartilnog
raspona. Za testiranje razlika kontinuiranih varijabli izmedu dvije nezavisne skupine koristio se
Mann Whitney U test (iskazana Hodges-Lehmannova razlika medijana 1 95% raspon
pouzdanosti), a izmedu tri i viSe nezavisnih skupina Kruskal Wallisovim testom (post hoc test
Conover). Povezanost varijabli od interesa ocijenjena je Spearmanovim koeficijentom
korelacije Rho (p). Za tumacenje korelacije koristeni su sljede¢i kriteriji Rho=0,25-0,5 = slaba
korelacija, 0,5-0,7 = umjerena, 0,7-0,9 = jaka i >0,9 = vrlo jaka. Za visSestruka testiranja
koristila Bonferonnijeva korekcija [116, 117]. Multiplom linearnom regresijom ispitani su

prediktori olfaktorne i gustatorne disfunkcije.
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Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti je postavljena na a (alpha) = 0,05. Za
statistiCku analizu koristili su se statisti¢ki paket MedCalc® Statistical Software version 22.023
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2024) i SPSS 23 (IBM

Corp.Released 2015. IBM SPSS, Ver 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.).

Izvjesce o provedenom istrazivanju nainjeno je prema smjernicama za izvjeStavanje rezultata

istrazivanja u biomedicini i zdravstvu [118].
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4. REZULTATI
4.1. Op¢a obiljezja ispitanika

Presjecno istrazivanje sa stratificiranim uzorkom ukljucivalo je 90 ispitanika i provedeno je u
Klinickom bolnickom centru Rijeka i Fakultetu dentalne medicine, SveuciliSta u Rijeci.
Ispitanici su bili podijeljeni u tri jednake skupine: nepusaci/kontrolna skupina (n = 30), pusaci
konvencionalnih cigareta (n = 30) i pusaci THS-a (n = 30). Zene su zastupljenije u odnosu na

muskarce (66,7 % vs. 33,3 %), bez znacajne razlike u odnosu na skupine (Tablica 1).

Tablica 1. Raspodjela ispitanika prema spolu u odnosu na skupine nepusaa, puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci Putaci p*
Nepusa¢i  konvencionalnih Ukupno
. THS-a
cigareta
Spol
Muskarci 10 (33,3) 10 (33,3) 10 (33,3) 30 (33,3) > 0.99
Zene 20 (66,7) 20 (66,7) 20 (66,7) 60 (66,7) ’

*y2 test (df = 2; x2 = 1,0)
THS — Tobacco Heating System

Medijan starosne dobi ukljucenih ispitanika je 32 godine (interkvartilnog raspona od 25 do 42

godine) u rasponu od 20 do najvise 55 godina (Tablica 2).

Tablica 2. Razlike u dobi ispitanika u odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih

cigareta i puSaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Pusaci
Nepusaci konvencionalnih Pusa¢i THS-a P*
(n=30) cigareta (n=30)
(n=30)
Dob (godine) 33 (25-44) 31 (24 -42) 33 (25-42) 0,99

*Kruskal Wallisov test
THS — Tobacco Heating System
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Ispitanici u pojedina¢nim skupinama usporedivani su obzirom na stupanj obrazovanja, te nije
uocena statisticki znacajna razlika. Najve¢i udio ispitanika imao je srednjoskolsko obrazovanje

(44 ispitanika, 48,9 %), ili visoku stru¢nu spremu (36 ispitanika, 40 %) (Tablica 3).

Tablica 3. Razina obrazovanja ispitanika u odnosu na skupine nepusaca, puSaca
konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci Putadi
Nepusa¢i  konvencionalnih Tl;ISgC; Ukupno p*
(n=30) cigareta _ (n=90)
(n = 30) (n=30)
Razina obrazovanja
Diplomski studij
17 (57 8 (27 11 (37 36 (40
s (57) 27) (37) (40)
Prijediplomski
studij (bacc.) 1(3) 3 (10) 6 (20) 10 (11) 0,06
Srednja struéna 12 (40) 19 (63) 13 (43) 44 (49)

sprema

*y2 test (df = 4; 42 = 9,26)
THS — Tobacco Heating System

4.2. Karakteristike skupine pusaca

Medijan duljine pusenja za obje skupine pusaca je 8,5 godina (interkvartilnog raspona od 5 do
15 godina) u rasponu od jedne do 30 godina. Znacajno duze puse ispitanici iz skupine puSaca
konvencionalnih cigareta (Mann Whitney U test, P = 0,02), u odnosu na skupinu pusSaca THS-
a. Medijan dnevne konzumacije cigareta u pusackim skupinama je 12 (interkvartilni raspon od
8 do 20), u rasponu od dvije do 20 popusenih cigareta na dan, bez znacajne razlike u odnosu na

skupine (Tablica 4).

36



Tablica 4. Razlike u pusackom stazu i dnevnoj konzumaciji cigareta u odnosu na skupine

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Medijan
(interkvartilni raspon)

95% raspon

konvgrlffrilalnih Pusaci ot pouzdanosti a

cigareta THS-a
Pusacki staz (godine) 10 (6 — 15) 6 (5-10) -3 -6do 0 0,02
Broj cigareta/ dnevno 12 (9 -20) 12 (8 - 15) 0 -5do 2 0,72

*Hodges-Lehmannova razlika medijana; "Mann Whitney U test

THS — Tobacco Heating System

Kada je kategoriziran intenzitet i pusacki staz u Cetiri podjednake kategorije, pokazalo se da
znacajno vise ispitanika iz skupine THS-a uz umjerenu snagu efekta ima puSacki staz do 5
godina, dok ispitanika iz skupine konvencionalnih cigareta ima znacajno viSe s pusSackim
stazem preko 15 godina (32 test, P=0,01; V = 0,419). Dnevno, 20 (33 %) ispitanika popusi od
11 do 15 cigareta, a 14 (23 %) ispitanika preko 15 cigareta, bez znacajne razlike u odnosu na

skupine (Tablica 5).
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Tablica 5. Ispitanici prema kategoriziranom pusackom stazu i broju popusenih cigareta na dan

u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i pusa¢a THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci
konvencionalnih ~ Pusa¢i THS-a Ukupno P*
cigareta (n=30) (n=60)
(n=30)
Pusacki staz
Do 5 godina 5(17) 14 (47) 19 (32)
6 — 10 godina 11 (37) 9(30) 20 (33) 0.01"
11 — 15 godina 8 (27) 7(23) 15 (25) ’
preko 15 godina 6 (20) 0 6 (10)
Broj cigareta dnevno
Do 5 cigareta 3(10) 6 (20) 9 (15)
6-10 10 (33) 7 (23) 17 (28) 0.61
11-15 9 (30) 11 (37) 20 (33) ’
preko 15 cigareta 8 (27) 6 (20) 14 (23)

i 2 test; f(df = 3; x2 = 10,53; Cramerov V = 0,419)
THS — Tobacco Heating System

Medijan Brinkman indeksa (broj dnevno popuSenih cigareta pomnoZen s brojem godina
pusenja) za sve ispitanike iznosio je 78 (interkvartilnog raspona od 44 do 199) u rasponu od 5

do najvise 600, bez znacajne razlike u odnosu na skupine (Tablica 6).

Tablica 6. Razlike u Brinkman indeksu u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Medijan

(interkvartilni raspon)
- S 95% raspon +

Pusaci ) Razlika : P

konvencionalnih Pusaci pouzdanosti
. THS-a
cigareta
) ) 112, ,
Brinkman indeks > 73,5 -35 -100 do O 0,06

(50 — 240) (30 - 100)

*Hodges-Lehmannova razlika medijana; "Mann Whitney U test

THS — Tobacco Heating System
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S obzirom na vrijednosti Brinkman indeksa, nizak intenzitet pusenja biljezi se kod 45 (75 %)
ispitanika, umjereni kod 13 (22 %) ispitanika, dok se visok intenzitet pusenja biljezi kod dva (3

%) ispitanika, bez znacajne razlike u raspodjeli u odnosu na promatrane skupine (Tablica 7).

Tablica 7. Kategorizacija Brinkman indeksa izmedu skupina puSaca konvencionalnih cigareta

i pusaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci
konvencionalnih  Pugac¢i THS-a Ukupno P*
cigareta (n=30) (n=60)
(n=30)
Brinkman indeks
Nizak intenzitet
pusenia (1 — 199) 20 (67) 25 (83) 45 (75)
Umjereni intenzitet
pusenia (200 — 599) 8 (27) 5(17) 13 (22) 0,20
Visok intenzitet 2 (7) 0 2(3)

pusenja (600 1 vise)

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System

4.3. Prevalencija samoreportiranih simptoma povezanih s puSenjem

Nitko od ispitanika nema komorbiditeta, ne uzima kroni¢nu terapiju niti je upotrebljavao
antibiotike ili antiseptike unazad 30 dana. Samoreportirane promjene i simptomi zabiljezeni su
kod 31 (34 %) ispitanika, a znacajno manje ispitanika uz umjerenu snagu efekta, njih 5 (17 %)
sa samoreportiranim promjenama su nepusaci (kontrolna skupina) (y? test, P = 0,04; V= 0,265).
Samoreportiranu suhocu usta navodi 21 (68 %) ispitanik, neugodni zadah ili halitozu 6 (19 %),

a vidljive promjene oralne sluznice prisutne su kod tri (10 %) ispitanika (Tablica 8).

Tablica 8. Ispitanici prema samoreportiranim simptomima i promjenama u odnosu na skupine

nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a
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Broj (%) ispitanika

. Pu§?.éi ‘ Putaci pP*
Nepusaci konve?ncmnalmh THS-a Ukupno
cigareta
Samoreportirane promjene (n = 90)
Ne 25 (83) 17 (57) 17 (57) 59 (66) 0,04
Da 507) 13 (43) 13 (43) 31 (34)
Samoreportirana suhoc¢a usta (n = 31)
Ne 0 4 (31) 6 (46) 10 (32) 0,217
Da 5(100) 9 (69) 7 (54) 21 (68)
Samoreportirana halitoza (n = 31)
Ne 5(100) 8(62) 12 (92) 25 (81) 0,13f
Da 0 5(398) 1(8) 6 (19)
Samoreportirane promjene oralne sluznice (n = 31)
Ne 5(100) 11 (85) 12 (92) 28 (90) > 0,991
Da 0(0) 2 (15) 1(8) 3 (10)

*42 test(df = 2; ¥ = 6,299; Cramerov V = 0,265); TFisherov egzaktni test
THS — Tobacco Heating System

Samoreportiranu promjenu osjeta okusa navodi 8 (26 %) ispitanika, a statisticki je znacajno
viSe ispitanika iz skupine THS-a uz veliku snagu efekta (Fisherov egzaktni test, P = 0,02;
V=0,548). Samoreportiranu promjenu mirisa ima jedan (3 %) ispitanik, i to iz skupine pusaca
konvencionalnih cigareta. Po 11 (35 %) ispitanika navodi trajanje samoreportiranih simptoma

do 6 mjeseci ili vise od 12 mjeseci, a 9 (29 %) navodi trajanje do 12 mjeseci (Tablica 9).
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Tablica 9. Ispitanici prema samoreportiranim promjenama okusa, mirisa 1 trajanju

samoreportiranih simptoma u odnosu na skupine nepusaca, puSaca konvencionalnih cigareta 1

puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci .y
Nepusaci  konvencionalnih ,1;;15;?; Ukupno P*
n=>5 cigareta n=31
(n=5) (ng= o (n=13) ( )
Samoreportirana promjena okusa
Ne 5(100) 12 (92) 6 (46) 23 (74) 0,02¢
Da 0 1(8) 7 (54) 8 (26)
Samoreportirana promjena mirisa
Ne 5(100) 12 (92) 13 (100) 30 (97) >0,99
Da 0 1(8) 0 1(3)
Trajanje samoreportiranih simptoma
Do 6 mjeseci 1 (20) 6 (46) 4 (31) 11 (35) 0,44
do 12 mjeseci 1 (20) 2 (15) 6 (46) 9(29)
viSe od 12 mjeseci 3 (60) 5(38) 3(23) 11 (35)

*Fisherov egzaktni test (*Cramerov V = 0,548)

THS — Tobacco Heating System

Samoreportirane simptome pecenja ili zarenja osjeca 6 (7 %) ispitanika, i to znacajnije vise uz

umjerenu snagu efekta ispitanici iz skupine THS-a, u odnosu na skupinu puSaca

konvencionalnih cigareta 1 skupinu nepusaca (Fisherov egzaktni test, P =0,04; V = 0,3)

(Tablica 10).

Tablica 10. Raspodjela ispitanika prema samoreportiranom osjecaju pecenja i Zarenja u odnosu

na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Broj (%) ispitanika

. Pu§?.éi ‘ Putaci p*
Nepusaci konve?ncmnalmh THS-a Ukupno
cigareta
Pecenje
Ne 30 (100) 29 (97) 25 (83) 84 (93) 0,04
Da 0 1(3) 5(17) 6 (7)

*Fisherov egzaktni test (Cramerov V =0,3)

THS — Tobacco Heating System
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Vecina ispitanika s osjecajem pecenja (n = 6) osjeca blago i povremeno pecenje, s obzirom na
lokalizaciju po dva ispitanika navodi pecenje vrha jezika ili cijelog jezika. Po jedan ispitanik
navodi da ima pecenje na podrazaj, spontano pecenje, pogorsanje simptoma pri konzumaciji
hrane/pica i pojacavanje intenziteta simptoma prema veceri. Tri ispitanika navode peCenje iste

jacine, a dva ispitanika navode da im hrana/pice olakSava tegobe (Tablica 11).

Tablica 11. Raspodjela ispitanika prema intenzitetu, frekvenciji i lokalizaciji pecenja, te
povezanost peCenja s podrazajem, hranom ili piéem u odnosu na skupine pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusacdi

e T
(n=1) (n=5)

Intenzitet pecenja

Blago pecenje 1/1 5/5 6/6 -
Frekvencija pecenja

Povremeno 1/1 5/5 6/6 -
Lokalizacija pecenja

Vrh jezika 1/1 1/5 2/6 >0,99

Cijeli jezik 0 2/5 2/6

Obraz 0 1/5 1/6

Tvrdo nepce 0 1/5 1/6
Pecenje na podrazaj 0 1/5 1/6 > 0,99
Pecenje spontano 1/1 0 1/6 0,17
Pecenja olakSava hrana/pice 1/1 1/5 2/6 0,33
Pecenje pogorsanje na hranu/pice 0 1/5 1/6 > 0,99
Pecenje ista jaCina 0 3/5 3/6 >0,99
Pecenje pojacava prema veceri 0 1/5 1/6 > 0,99

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System

Medijan intenziteta pecenja u THS puSaca (VAS skala) iznosi 25 (interkvartilnog raspona od

16 do 32) u rasponu od 5 do najvise 45 (Tablica 12).
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Tablica 12. Intenzitet pecenja u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca

THS-a
Medijan (interkvartilni raspon)
Pusaci konvencionalnih cigareta Pusac¢i THS-a
(n=1) (n=5)
Intenzitet pecenja 45 25 (16 — 26)

(VAS skala)
THS — Tobacco Heating System

Samoreportiranu promjenu osjeta okusa navodi ukupno 8 (26 %) ispitanika. Promjena osjeta
okusa prisutna je samo u skupinama puSaca konvencionalnih cigareta ili THS-a, bez znac¢ajnih
razlika u odnosu na skupine (Tablica 13). Samoreportiranu promjenu u percepciji gorkog osjeta
navodi 5 (8%) ispitanika, samoreportiranu promjenu u percepciji slatkog osjeta navodi 3 (5%)

ispitanika, a samoreportiranu promjenu u percepciji slanog okusa navodi 1 (2 %) ispitanik.

Tablica 13. Ispitanici prema samoreportiranoj hipogeuziji u odnosu na skupine puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci konvencionalnih Pusaci Ukupno p*
cigareta (n = 30) THS-a (n=60)
(n=30)
Hipogeuzija
Slano 1(3) 0 1(2) >0,99
Slatko 0 3 (10) 3(5 0,24
Gorko 1(3) 4 (13) 5(8) 0,35

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System

Prije koriStenja THS-a, 27 (90 %) ispitanika su bili pusaci konvencionalnih cigareta. Nakon
prelaska na THS proizvode, 19 (63 %) ispitanika reportira prisutnost subjektivnih simptoma.
Kod svih ispitanika koji su naveli samoreportirane simptome i promjene zabiljezeno je

poboljSanje u odnosu na period prije konzumacije THS-a, u smislu poboljSanja osjeta okusa (12
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ispitanika, 40 %), smanjenja intenziteta neugodnog zadaha (17 ispitanika, 57 %) 1 rjedeg kaslja
(19 ispitanika, 63 %) (Tablica 14).
Tablica 14. Karakteristike ispitanika iz skupine THS-a i samoreportirani simptomi nakon

pocetka konzumacije THS-a (n = 30)

Broj (%) ispitanika

Pusenje prije THS-a

Nepusac 2(7)

Konvencionalne cigarete 27 (90)

Druge vrste 13)
Nakon prelaska na THS

Nema promjena 11 (37)

Prisutna promjena 19 (63)
Nakon prelaska na THS - simptomi

Nema promjene 11 (37)

Poboljsanje 19 (63)
Nakon prelaska na THS - okus

Nema promjene 18 (60)

PoboljSanje 12 (40)
Nakon prelaska na THS - halitoza

Nema promjene 13 (43)

Smanjenje intenziteta 17 (57)
Nakon prelaska na THS - kasalj

Nema promjene 11 (37)

Rjedi kasalj 19 (63)

THS — Tobacco Heating System

4.4. Utjecaj duhanskih preparata na morfoloSke promjene oralne sluznice
Morfoloske promjene oralne sluznice su zabiljezene kod 32 (36 %) ispitanika. Promjene su
znacajno vise prisutne u skupini pusaca THS-a i konvencionalnih cigareta, u odnosu na skupinu

nepusaca uz umjerenu snagu efekta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001; V =0,477) (Tablica 15).
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Tablica 15. Morfoloske promjene oralne sluznice u skupini nepuSaca, skupini puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci o
Nepusaci  konvencionalnih ,};lﬁfg_cé Ukupno pP*
n=230 cigareta n=90
(n=30) s (g 00
Promjene oralne sluznice
Nema promjena 29 (97) 15 (50) 14 (47) 58 (64) <0,001
Prisutne promjene 1(3) 15 (50) 16 (53) 32 (36)

*Fisherov egzaktni test (Cramerov V = 0,477)

THS — Tobacco Heating System

Nije pronadena znacajna razlika u lokalizaciji morfoloSkih promjena oralne sluznice.
Najucestalija lokalizacija promjena oralne sluznice je jezik, kod 12 (38 %) ispitanika i obraz

kod 8 (25 %) ispitanika. Druge lokalizacije zastupljene su u manjem postotku (Tablica 16).

Tablica 16. Lokalizacija morfoloSkih promjena oralne sluznice u skupini nepusaca, skupini

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci S
Nepusaci  konvencionalnih ,1;;15;?; Ukupno P*
n=1 cigareta n=232
(n=1) cigart m-le @32
Lokalizacija promjene

Jezik 1/1 5(33) 6 (38) 12 (38)
US 0 3 (20) 2 (13) 5(16)
Nepce 0 1(7) 0 1(3)
Obraz 0 4 (26) 4 (25) 8 (25) >0,99
Jezik i obraz 0 0 1(6) 1(3)
Gingiva 0 1(7) 1(6) 2 (6)
Jezik, usni kut 0 1(7) 2 (12) 309

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System

Najcesca zabiljezena morfoloska promjena je erozija ili ulkus (7 ispitanika, 22 %), a slijede

atrofija ili eritem (5 ispitanika, 16 %) i morsikacija (5 ispitanika, 16 %). Znacajna razlika uo¢ena
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je u prisutnosti geografskog jezika (4 ispitanika, 13 %), pri ¢emu je najveca ucestalost u skupini

pusaca konvencionalnih cigareta (Fisherov egzaktni test, P = 0,01) (Tablica 17).

Tablica 17. Ucestalost i razlika morfoloskih promjena oralne sluznice u skupini nepuSaca,

skupini puSaca konvencionalnih cigareta i skupini pusa¢a THS-a

Broj (%) ispitanika

PusSaci .
Nepusaci  konvencionalnih ,};lﬁfg_ci Ukupno P*
n=1 cigareta n=232
(n=1) s iy 07
Morfoloske promjene oralne sluznice

Pusacka melanoza 0 1(7) 1(6) 2 (6) > 0,99
Fisuriran jezik 0 0 1 (6) 1(3) >0,99
Atrofija/ eritem 0 2 (13) 3(19) 5(16) > 0,99
Eksfolijativni stomatitis 0 2 (13) 2 (13) 4 (13) > 0,99
Protetski stomatitis -
drugi stupanj po 0 2 (13) 0 2(6) 0,27
Newtonu
Erozija, ulkus 0 2 (13) 5@31) 7(22) 0,53
Morsikacija 0 3 (20) 2(13) 5(16) 0,71
Oblozen jezik 0 2 (13) 2(13) 4 (13) > 0,99
Dlakav jezik 0 0 2(13) 2 (6) 0,52
Geografski jezik 1/1 3 (20) 0 4 (13) 0,01¢
ge‘;gg‘ffﬁi?;ﬁfs * 0 1(7) 2(13) 309)  >099

*Fisherov egzaktni test (Cramerov V = 0,561)

THS — Tobacco Heating System
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4.5. Utjecaj duhanskih preparata na koli¢inu sline

Koli¢ina nestimulirane sline znacajno je visa u skupini nepusSaca (kontrolna skupina) u odnosu
na skupine pusaca, dok izmedu skupina puSaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a nema

znacajnih razlika (Kruskal Wallisov test, P < 0,001) (Tablica 18).

Tablica 18. Koli¢ina nestimulirane sline u odnosu na skupine nepusaca, puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Pusaci
Nepusaci konvencionalnih Pusa¢i THS-a P*
(n=30) cigareta (n=30)
(n=30)
Koli¢ina
nestimulirane sline 2,2 (2,0-2,6) 1,1 (0,6 —1,6) 1,6 (0,8 —-2,2) <0,0017
(ml/5 min)

*Kruskal Wallisov test (Post hoc test Conover)
na razini P < 0,05 znacajne su razlike (kontrola) vs. (konvencionalne cigarete, THS)

THS — Tobacco Heating System

Smanjena koli¢ina nestimulirane sline ili hiposalivacija (vrijednosti manje od 1 ml/5min)
pronadene su kod 25 (28 %) ispitanika. Znacajno najveci postotak hiposalivacije uz umjerenu
snagu efekta prisutan je u skupini puSaca konvencionalnih cigareta, a znacajno najmanji u

skupini nepusaca (Fisherov egzaktni test, P < 0,001; V = 0,405) (Tablica 19).

Tablica 19. Udio hiposalivacije izmedu skupine nepuSaca, puSaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

PusSaci T
Nepusaci  konvencionalnih "113“;15;2 Ukupno P*
n =30 cigareta n=9
(n=30) s g 00
Hiposalivacija manje od 1 ml/5min
Ne 29 (97) 16 (53) 20 (67) 65 (72) <0,001
Da 1(3) 14 (47) 10 (33) 25(28)

*Fisherov egzaktni test (Cramerov V = 0,405)

THS — Tobacco Heating System

47



4.6. Identifikacija gljiva roda Candida

Analizom rezultata pokazalo se da je gljiva roda Candida uspje$no izolirana u 8 (9 %)
ispitanika, od kojih je 6 ispitanika iz skupine puSaca konvencionalnih cigareta i po jedan
ispitanik iz skupine puSaca THS-a i skupine nepusSaca. NajceS¢a izolirana vrsta je Candida
albicans. Od ukupnog broja uspjesno izoliranih uzoraka, kolonije Candida albicans izolirane
su kod svakog ispitanika, a kolonije Candida glabrata kod tri ispitanika (3%). Niti u jednom
uzorku nisu pronadene kolonije Candida krusei, Candida tropicalis i Candida druge vrste.
Znacajno viSe ispitanika iz skupine s konvencionalnim cigaretama ima izoliranu Candida

albicans (Fisherov egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 20).

Tablica 20. Rezultati mikoloskog obriska u odnosu na skupine nepusaca, puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci .
Mikoloski obrisak Nepusa¢i  konvencionalnih "Ellilégi Ukupno P*
n= cigareta n=
(n=30) sy (079

Candida albicans

Nema kolonija 29 (97) 24 (80) 29 (97) 82 (91) 0,04:

Prisutne kolonije 1(3) 6 (20) 1(3) 8(9)
Candida krusei

Nema kolonija 30 (100) 30 (100) 30 (100) 30 (100) -
Candida tropicalis

Nema kolonija 30 (100) 30 (100) 30 (100) 30 (100) -
Candida glabrata

Nema kolonija 29 (97) 28 (93) 30 (100) 87 (97) 0,77

Prisutne kolonije 1(3) 2(7) 0 3(3)
Ostale vrste

Nema kolonija 30 (100) 30 (100) 30 (100) 30 (100) -

*Fisherov egzaktni test (*Cramerov V = 0,276)

THS — Tobacco Heating System

Broj kolonija Candida albicans i Candida glabrata prikazane su u Tablici 21.
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Tablica 21. Broj kolonija Candida albicans i Candida glabrata v odnosu na skupine nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Pusaci konvencionalnih

Nepusaci . Pusaci THS-a
cigareta
Broj kolonija 13 49 (37 -56) 69
Candida albicans (n=1) (n=06) (n=1)
Broj kolonija 5 301li 56
Candida glabrata (n=1) (n=2) i

THS — Tobacco Heating System

S obzirom na klasifikaciju prema Olsenu, bez kolonija su 82 (91 %) ispitanika, a kod pet (6 %)

ispitanika broj kolonija je izmedu 25 1 100 (Tablica 22).

Tablica 22. Klasifikacija prema Olsenu u odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih

cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci Putadi
Nepusaci  konvencionalnih TlIiIs;C; Ukupno P*
(n =30) cigareta _ (n=90)
(n = 30) (n=30)
Klasifikacija prema Olsenu
Bez kolonije 29 (97) 24 (80) 29 (97) 82 (91)
10 — 24 kolonija 1(3) 1(3) 0 2(2)
25— 100 kolonija 0 4 (13) 1(3) 5(6) 0,07
vise od 100 kolonija i 0 13) 0 1(1)

konfluentni rast

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System
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4.7. Usporedba prisutnosti halitoze izmedu skupina nepusaca, pusaca konvencionalnih
cigareta i pusaca THS-a

Organoleptickom metodom 1 klasifikacijom neugodnog zadaha po Rosenbergu utvrdena je
statisticki znacajna razlika uz veliku snagu efekta (Fisherov egzaktni test, P <0,001; V=0,591).
U skupini pusac¢a THS-a prisutnost neugodnog zadaha zabiljezena je u 18 (60 %) ispitanika, u
skupini puSaca konvencionalnih cigareta u 19 (63 %) ispitanika, dok u skupini nepuSaca
navedena promjena nije zabiljezena niti kod jednog ispitanika. S obzirom na klasifikaciju
halitoze prema Rosenbergu, blag, umjeren i jak vonj je znacajno vise prisutan kod ispitanika iz

skupine pusaca konvencionalnih cigareta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 23) (Slika

1.

Tablica 23. Prisutnost halitoze, te podjela halitoze prema Rosenbergu u odnosu na skupine

nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci Putadi
Nepusa¢i  konvencionalnih Tlﬁfgci Ukupno pP*
(n=30) cigareta _ (n=90)
(n = 30) (n=30)
Halitoza
N 29 (100 1137 12 (40 52 (58
e (100) (37) (40) (58) <0,001"
Da 0 19 (63) 18 (60) 38 (42)
Halitoza prema Rosenbergu
Nema zamjetnog mirisa 30 (100) 11 (37) 12 (40) 53 (59)
Vonj se jedva osjeca 0 7 (23) 15 (50) 22 (24)
Vonj je blag, ali se 0 6 (20) 3 (10) 9(10)  <0,001°
osjeca
Umjeren vonj 0 5(17) 0 5(6)
Jak vonj 0 1(3) 0 1(1)

*Fisherov egzaktni test(*Cramerov V = 0,591; $Cramerov V = 0,507 )

THS — Tobacco Heating System
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Slika 1. Usporedba intenziteta halitoze po Rosenbergu izmedu nepusaca, THS puSaca i pusaca

konvencionalnih cigareta

4.8. Usporedba olfaktorne i gustatorne funkcije izmedu skupina pusaca konvencionalnih
cigareta, pusaca THS-a i nepuSaca

Analizom rezultata ustanovljeno je da 11 (37 %) pusaca konvencionalnih cigareta, 6 (20 %)
pusaca THS-a i jedan (3 %) nepusa¢ ima smanjenju mirisnu funkciju ili hiposmiju. Niti jedan
ispitanik nije imao anosmiju. Hiposmiju imaju znacajno viSe ispitanici iz skupine puSaca
konvencionalnih cigareta (Fisherov egzaktni test, P = 0,005).

Prevalencija hipogeuzije uocena je kod 14 (47 %) pusaca THS-a i 15 (50 %) puSaca
konvencionalnih cigareta te tri (10 %) nepuSaca. Hipogeuzija je znacajnije vise prisutna kod
pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a (Fisherov egzaktni test, P = 0,01). Ageuziju
za pojedinacni okus slanog ima ukupno 10 (11 %) ispitanika, znacajno vise ispitanika iz skupine
pusaca konvencionalnih cigareta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001). U ostalim vrijednostima

nema znacajnih razlika u odnosu na skupine (Tablica 24).
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Tablica 24. Mirisi 1 okusi u odnosu na skupine nepuSaca, puSaca konvencionalnih cigareta 1

puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci .
Nepusaci  konvencionalnih ,1;;;;_0; Ukupno p*

n =30 cigareta n=90

( ) (ng= 0 (n = 30) ( )
Miris
Normonosmija 29 (97) 19 (63) 24 (80)  72(80)  0,005*
Hiposmija 1(3) 11 (37) 6 (20) 18 (20)
Okus
Normogeusija 27 (90) 15 (50) 16 (53) 58(64)  0,002¢
Hipogeusija 3(10) 15 (50) 14 (47) 32(36)
Kiselo
Normalna funkcija 30 (100) 26 (87) 27(90)  83(92) 0,12
Smanjena funkcija 0 4 (13) 2(7) 6 (7)
Ageuzija za pojedinacni okus 0 0 1(3) 1 (1)
Slatko
Normalna funkcija 28 (93) 27 (90) 28(93) 83(92) 0,20
Smanjena funkcija 0 3(10) 2(7) 5(6)
Ageuzija za pojedinacni okus 2(7) 0 0 2(2)
Slano
Normalna funkcija 30 (100) 13 (43) 19(63) 62(69) <0,001!
Smanjena funkcija 0 8 (27) 10 (33) 18 (20)
Ageuzija za pojedinacni okus 0 9 (30) 1(3) 10 (11)
Gorko
Normalna funkcija 29 (97) 27 (90) 29(97)  85(9%4) 0,69
Kriva identifikacija 0 1(3) 0 1 (1)
Ageuzija za pojedinacni okus 1(3) 2(7) 1(3) 4(4)

*Fisherov egzaktni test (Cramerov V = 0,340; $Cramerov V = 0,309; | Cramerov V = 0,416)

THS — Tobacco Heating System

Pusaci konvencionalnih cigareta imaju smanjenu olfaktornu funkciju u usporedbi s nepusacima

(Kruskal Wallis test, P = 0,001) dok se pusac¢i THS-a znacajno ne razlikuju niti od pusaca

konvencionalnih cigareta niti od nepusaca.
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Sveukupna gustatorna, kao i identifikacija slanog, gorkog i kiselog okusa je niza u skupinama
pusaca u usporedbi s nepusacima (Kruskal Wallis test, P < 0,001). Identifikacija slatkog okusa

bila je visoka u sve tri skupine i nije pokazala razlike izmedu skupina (Slika 2).
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Slika 2. Usporedba mirisne i okusne funkcije izmedu nepuSaca, THS pusaca i pusaca

konvencionalnih cigareta. Horizontalne linije povezuju skupine koje se znacajno razlikuju.
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U cijelom uzorku, BI je znacajno negativno i linearno korelirao s okusom (Rho = -0.548; P <
0,001) i mirisom (Rho =-0,317; P = 0,002), a korelacija je bila slaba za miris i umjerena za
okus. Porastom BI smanjuje se olfaktorna i gustatorna funkcija. Analizom pojedina¢nih okusa
utvrdilo se da je BI najviSe povezan sa slanim okusom (Rho = -0,585), nakon ¢ega je slijedio
okus gorkog (Rho = -0,448) i kiseloga (Rho = 0,482; P < 0,001). Za okus slatkog korelacijski
koeficijent nije dosegnuo 0,25 da bi se interpretirao kao znafajna povezanost. Dob nije
korelirala s mirisnom i okusnom funkcijom niti s BI (Tablica 25).

Spol je utjecao na okusnu, ali ne i na mirisnu funkciju. Vec¢i udio ispitanika s hipogeuzijom su
muskarci (19/29, 66% vs. 13/61, 21%; P <0,001). Rezultati sugeriraju da muskarci u usporedbi
s zenama slabije identificiraju okusne podrazaje (Medijan 8 vs 12; P = 0,010), Sto je osobito
vidljivo u percepciji slatkog (3 vs 4; P < 0,001) i gorkog okusu (2 vs 3; P = 0,025). BI nije bio

povezan sa spolom.
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Tablica 25. Povezanost Brinkman indeksa, mirisne i okusne disfunkcije procijenjena Spearmanovom korelacijom

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Okus
Birkman indeks sumarni
pusenja Miris zbroj Kiselo Slatko Slano Gorko Dob

Brinkman indeks R 1 -0,317 -0,548 -0,482 -0,231 -0,585 -0,448 0,231

P 0,002 <0,001 <0,001 0,028 <0,001 <0,001 0,029
Miris R -0,317 1 0,297 0,331 0,124 0,316 0,312 0,151

P 0,002 0,004 0,001 0,244 0,002 0,003 0,155
Okus zbroj R -0,548 0,297 1 0,717 0,656 0,781 0,750 -0,165

P <0,001 0,004 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,119
Kiselo R -0,482 0,331 0,717 1 0,409 0,519 0,421 -0,194

P <0,001 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,066
Slatko R -0,231 0,124 0,656 0,409 1 0,349 0,467 -0,225

P 0,028 0,244 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,033
Slano R -0,585 0,316 0,781 0,519 0,349 1 0,486 -0,177

P <0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,096
Gorko R -0,448 0,312 0,750 0,421 0,467 0,486 1 -0,069

P <0,001 0,003 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,515
Dob R 0,231 0,151 -0,165 -0,194 -0,225 -0,177 -0,069 1

P 0,029 0,155 0,119 0,066 0,033 0,096 0,515
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Modeli multiple linearne regresije su koriSteni za ispitivanje cCimbenika povezanih s
olfaktornom i gustatornom disfunkcijom. Neovisne varijable razmatrane u analizi bile su spol,
dob, vrsta duhanskog proizvoda i BI. Jedini prediktor olfaktorne disfunkcije bio je BI (P =
0,001) kada se kontrolirao utjecaj tipa duhanskog proizvoda, dobi i spola, i objasnjavao je 11%
varijance (P = 0,024, R? = 0,123). Povecanje Bl-a za 1 skalarnu to¢ku smanjilo je rezultat
olfaktorne funkcije za 0,004 skalarna boda (95% CI: -0,007 — -0,002). Nije uoc¢ena interakcija
izmedu prediktora. Za disfunkciju okusa, BI je najznacajniji prediktor (P = 0,001), a slijedili su
ga spol (P =0,016) 1 vrsta duhanskog proizvoda (konvencionalne cigarete) (P = 0,039) koju su
samostalno objasnjavali 11%, 5% i 4% varijance (P < 0,001, R?= 0,259). Povec¢anje BI za 1
skalarnu to¢ku smanjilo je rezultat funkcije okusa za 0,009 skalarnih bodova (95% CI: -0,015
—-0,005), zenski spol poboljsao je funkciju okusa za 1,8 skalarnih bodova (95% CI: 0,3-3,2)
dok je upotreba THS sustava smanjila cjelokupnu okusnu funkciju za 1,5 skalarnih bodova

(95% CI: -2,8-0,1). Nije otkrivena interakcija prediktora (Tablica 26).
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Tablica 26. Modeli multiple linearne regresije za predikciju olfaktorne i gustatorne disfunkcije

Nestandardizirani koeficijent Standardizirani P Korelacije
koeficijenti
B Std. 95% CI B Nultog Parcijalna  Semiparcijalna
greska reda
Olfaktorna disfunkcija*
(konstanta) 10.4 0.9
Dob 0 0 -0,0-0.1 0.2 0.101 0.061 0.177 0.169
BI 0 0 -0,0-(-0.0) -0.4 0.001 -0.273 -0.338 -0.336
Spol (1=M; 2=7) -0.4 0.4 -1,1-0.3 -0.1 0.253 -0.068 -0.124 -0.117
THS (0=ne; 1=da) 0.2 0.4 -0,5-0.9 0.1 0.547 0.048 0.066 0.061
Gustatorna disfunkcija**
(konstanta) 9 1.7
Dob 0 0 -0.1-0.1 0 0.877 -0.155 0.017 0.014
BI 0 0 0.0-(-0.0) -0.4 0.001 -0.413 -0.361 -0.333
Spol (1=M; 2=7) 1.8 0.7 0.3-3.2 0.2 0.016 0.304 0.259 0.23
THS (0=ne; 1=da) -1.4 0.7 -2.8-0.1 -0.2 0.038 -0.197 -0.223 -0.197

*R=0.350; R>= 0.123; Prilagodeni R?>=0.082; p=0.024
**R=0.509; R?= 0.259; Prilagodeni R?>=0.224; p<0.001
THS — Tobacco Heating System
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4.9. Usporedba koncentracija salivarnih biomarkera upale (IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-2) i
salivarnih biomarkera oksidativnost stresa (8-OHdG) izmedu skupina pusaca

konvencionalnih cigareta, puSa¢a THS-a i nepusaca

Analizom rezultata nije uocena statisticki znacajna razlika u razinama citokina IL-18, IL-2, IL-
6 i salivarnog TNF-o u odnosu na skupine.

Salivarni biomarker oksidativnog stresa (§-OHdG) znacajno je visi u skupini nepusaca u odnosu
na skupinu pusaca konvencionalnih cigareta ili pusa¢a THS-a (Kruskal Wallisov test, P <

0,001) (Tablica 27).

Tablica 27. Koncentracije salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa u

odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Pusaci
Nepusaci konvencionalnih ~ PuSa¢i THS-a pP*
(n=30) cigareta (n=130)
(n=30)
Salivarni interleukin 0(0-51,2) 11,80—174,6)  0(0—97,9) 0,68
IL-1B [pg/ml] ’ ’ ’ ’ ’
Salivarni interleukin 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
. . , 0,64
IL-2 [pg/ml] (min 0 — max 157,2) (min 0 —max 28,5)  (min 0 — max 31,3)
Salivarni interleukin 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0.30
IL-6 [pg/ml] (min 0 — max 202,8) (min 0 — max 157,2)  (min 0 — max 106,5) ’
Salivarni TNF-a 43,3
57,1 (29,7-11122 29,1(10,3 — 82,6 0,16
[pg/ml] 129, 2) (10,3 —2962,3) 1010, :6) ’
Salivarni biomarker
oksidativnog stresa 2,89 (0,84 — 5,64) 0(0-1,68) 0(0-0,09) <0,001¢

(8-OHdG) [pg/ml]

*Kruskal Wallisov test (Post hoc test Conover)
na razini P < 0,05 znacajne su razlike (kontrola) vs. (konvencionalne cigarete, THS)
THS — Tobacco Heating System
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4.10. Procjena razine psiholoskih simptoma

4.10.1. Ljestvica percipiranog stresa

Teorijski raspon percipiranog stresa u svakodnevnim situacijama je od 0 do 40, gdje visi rezultat
oznacava Visi stupanj percipiranog stresa.

Pusaci konvencionalnih cigareta znacajno nize percipiraju svakodnevne stresne situacije u

usporedbi s nepusacima i pusa¢ima THS-a (Kruskal Wallisov test, P = 0,012) (Tablica 28).

Tablica 28. Medijan i interkvartilni raspon percipiranog stresa izmedu skupina nepuSaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Nepusaci Pusaci konvencionalnih ~ Pusa¢i THS-a p*
(n=30) cigareta (n = 30) (n=30)
Ljestvica
percipiranog 23 (21 -26) 21 (19-22) 22 (19 -26) 0,011
stresa

*Kruskal Wallisov test (Post hoc test Conover)
na razini P < 0,05 znacajne su razlike (konvencionalne cigarete) vs. (kontrola, THS)
THS — Tobacco Heating System

Obzirom na dobivene vrijednosti i rezultate, LIPS se kategorizira u tri stupnja (visoku,
umjerenu i nisku razinu stresa). Visoka razina percipiranog stresa uocava kod 15 (17 %)
ispitanika, umjerena razina kod 65 (72 %) 1 niska razina kod 10 (11 %). Nije uoc¢ena znacajna

razlika u raspodjeli u odnosu na skupine (Tablica 29).
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Tablica 29. Raspodjela ispitanika prema stupnju percipiranog stresa izmedu skupina nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci Putadi
Nepusaci  konvencionalnih TlIiISSC; Ukupno P*
(n =30) cigareta _ (n=90)
(n = 30) (n=30)
Stupanj percipiranog stresa
Niska razina stresa
2(7 3 (10 5(17 10 (11
013 ™ (10) (a7 (an
Umjerena razina stresa 21 (70) 26 (87) 18 (60) 65 (72) 0.08
(14 - 26)
Visoka razina stresa
7 (23 13 7 (23 15 (17
0740 23) 3) (23) (a7)

*Fisherov egzaktni test
THS — Tobacco Heating System

4.10.2. Skala depresivnosti, anksioznosti i stresa

Analizom rezultata nije pronadena znacajna razlika u subskalama stresa, anksioznosti i

depresivnosti (DASS) s obzirom na skupine ispitanika (Tablica 30).

Nema znacajne razlike u subskali stresa, anksioznosti i depresivnosti (DASS) s obzirom na

skupine ispitanike (Tablica 30).

Tablica 30. Razlike u stresu, anksioznosti i depresivnosti izmedu skupina nepusaca, puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Medijan (interkvartilni raspon)

Pusaci

DASS . .
o Nepusadi konvencionalnih Pusaci THS-a P*
Ljestvica .
(n=30) cigareta (n=30)

(n=30)
Stres 12 (6 —18) 9(4-13) 15 (4-22) 0,18
Anksioznost 6(1-11) 5(1-11) 2(1-9) 0,47
Depresivnost 4 (1-10) 4(1-9) 6(1-10) 0,99

*Kruskal Wallisov test

THS — Tobacco Heating System
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stupanj stresa, umjereni stupanj se nalazi kod 11 (12 %) ispitanika, a normalne razine stresa kod

59 (66 %) ispitanika.

Tezak ili iznimno tezak stupanj anksioznosti ima 7 ( 8 %) ispitanika, umjeren stupanj njih 21

(23 %), blagi stupanj anksioznosti 7 (8 %) ispitanika, dok ih je 55 (61 %) s normalnom razinom

anksioznosti, bez znacajne razlike u odnosu na skupine.

Bez simptoma depresivnosti je 67 (74 %) ispitanika, umjereni stupanj ima 11 (12 %) ispitanika,

blagi njih 8 (9 %), a po 2 (2 %) ispitanika imaju tezak ili iznimno tezak stupanj depresivnosti,

bez znacajne razlike u odnosu na skupine (Tablica 31).

Tablica 31. Raspodjela ispitanika prema izrazenosti stresa, anksioznosti i depresivnosti izmedu

skupina nepuSaca, puSaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Broj (%) ispitanika

Pusaci S
Nepusaci  konvencionalnih "113“;15;2 Ukupno P*

n =30 cigareta n=90

( ) (ng= 0 (n = 30) ( )
DASS stres
Normalan stres 20 (67) 25 (83) 14 (47) 59 (66) 0,13
Blagi stupanj 3 (10) 2(7) 5(17) 10 (11)
Umjereni stupanj 3 (10) 3 (10) 5(17) 11(12)
Teski stupanj 3 (10) 0 5(17) 8(9)
Iznimno teski stupanj 1(3) 0 1(3) 2(2)
DASS anksioznost
Normalna razina 16 (53) 19 (63) 20 (67) 55 (61) 0,77
Blagi stupanj 3 (10) 1(3) 3 (10) 7 (8)
Umjereni stupanj 8 (27) 8 (27) 5(17) 21 (23)
Teski stupanj 0 1(3) 1(3) 2(2)
Iznimno tezak stupanj 3(10) 1(3) 1(3) 5(6)
DASS depresivnost
Bez simptoma 22 (73) 23 (77) 22 (73) 67 (74) 0,74
Blagi stupanj 2(7) 2(7) 4 (13) 8(9)
Umjereni stupanj 3 (10) 5(17) 3 (10) 11(12)
Teski stupanj 1 (3) 0 1(3) 2(2)
Iznimno tezak stupanj 2(7) 0 0 2(2)

*Fisherov egzaktni test

THS — Tobacco Heating System
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4.11. Povezanost razine salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa

sa psiholoskim statusom ispitanika

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenila se povezanost salivarnih citokina i salivarnog
biomarkera oksidativnog stresa sa psiholoskim statusom ispitanika.

U skupini nepusaca uocava se slaba i negativna povezanost salivarnog IL-6 sa simptomima
depresivnosti (DASS) i salivarnog TNF-a sa skalom percipiranog stresa, odnosno §to su
izrazeniji simptomi depresivnosti to su nize vrijednosti salivarnog interleukina IL-6 (Rho = -
0,418), te Sto je jace izraZen percipirani stres, to su nize vrijednosti salivarnog TNF-a (Rho = -
0,402) 1 obratno. U skupini pusac¢a konvencionalnih cigareta i u skupini pusaca THS-a nema
znaCajne povezanosti salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa sa

psiholoskim statusom ispitanika (Tablica 32).
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Tablica 32. Povezanost salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa sa psiholoSkim statusom ispitanika u skupinama nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Salivarni biomarker

Salivarni interleukin  Salivarni interleukin  Salivarni interleukin Sl
oksidativnog stresa

Salivarni TNF-a

IL-18 IL-2 IL-6 (8-OHAG)
Nepusaci
percipiranI;Jgezgé‘;Z 0,133 (0,49) -0,257 (0,18) -0,318 (0,09) -0,402 (0,03) 0,101 (0,60)
DASS stres -0,017 (0,93) 20,077 (0,69) 20,111 (0,57) 20,024 (0,90) 0,095 (0,63)
DASS anksioznost  -0,059 (0,76) 20,153 (0,43) 20,214 (0,26) 20,141 (0,47) 0,069 (0,72)
DASS depresivnost 0,021 (0,91) 20,218 (0,26) -0,418 (0,02) 20,050 (0,80) 20,031 (0,87)
Pusaci konvencionalnih cigareta
percipiranI;Jgezgé‘;Z 0,05 (0,79) 0,028 (0,88) 0,019 (0,92) 20,064 (0,74) 0,115 (0,54)
DASS stres 0,119 (0,53) 0,19 (0,31) 0,118 (0,53) 20,286 (0,12) 20,119 (0,53)
DASS anksioznost 0,088 (0,64) 20,092 (0,63) 0,234 (0,21) 20,257 (0,17) 0,005 (0,98)
DASS depresivnost 0,028 (0,88) 20,076 (0,69) 0,236 (0,21) 20,287 (0,12) 20,073 (0,70)
Pusaci THS-a
percipiranI;Jgezgé‘;Z 0,311 (0,09) 0,035 (0,85) 0,004 (0,98) -0,084 (0,66) 20,127 (0,51)
DASS stres -0,127 (0,51) 0,145 (0,44) 0,087 (0,65) 0,003 (0,99) 0,026 (0,89)
DASS anksioznost  -0,007 (0,97) 0,263 (0,16) 0,082 (0,67) 0,067 (0,73) 20,015 (0,94)
DASS depresivnost ~ -0,206 (0,28) 0,032 (0,87) 20,092 (0,63) 20,133 (0,48) 20,252 (0,18)

THS — Tobacco Heating System
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5. RASPRAVA
5.1. Op¢a obiljezja ispitanika i karakteristike skupina pusaca

Prema nalazima Europske zdravstvene ankete provedene u Hrvatskoj 2019. godine, 22 %
stanovnika Republike Hrvatske su svakodnevni pusa¢i konvencionalnih cigareta, dok je
postotak puSaca duhanskih preparata bez izgaranja neprestano u porastu [119]. Prema
istrazivanjima Laverty i sur. [120], 2020. godine postotak puSaca duhanskih preparata bez
izgaranja iznosio je 6,8 %. Veliko presjecno istraZivanje provedeno na 7714 ispitanika u Japanu
navodi da 5 % muskaraca i 2,2 % zena svakodnevno koristi THS proizvode. Uz spolne razlike,
autori takoder navode c¢eS¢u upotrebu THS proizvoda u mladoj populaciji (20-im i1 30-im
godinama) [121]. Rezultati naSeg istrazivanja sa stratificiranim uzorkom djelomic¢no su u skladu
s provedenim istrazivanjem, ukljuc¢ujuéi ve¢inom mlade ispitanike zenskog spola. U literaturi
se nalaze oprecni rezultati kada se promatra stupanj obrazovanja pusaca, a rezultati sugeriraju
da najveci broj pusaca ima srednju stru¢nu spremu. U skupini pusaca THS-a visoki postotak
ispitanika ima 1 visoku struénu spremu, a prema istrazivanju Laverty i sur. [120]
visokoobrazovane osobe Cesce upotrebljavaju ove alternativne duhanske proizvode kako bi
izbjegle zabrane i pravila o konzumaciji duhanskih preparata u zatvorenim prostorima. U skladu
s nasim rezultatima su rezultati presje¢nog istrazivanja provedenog u Japanu koje navodi da je
prevalencija zenskih THS pusSaca najvec¢a u dobi izmedu 20 do 30 godine i u osoba s 15 ili viSe
godina obrazovanja [15]. Nasuprot naSim nalazima, presjec¢no istrazivanje Yoshioka i sur. [121]
provedeno na 10 439 pusaca konvencionalnih cigareta, pusa¢a THS-a, biv§ih pusaca i nepusaca
sugerira rezultatima da najveci udio ispitanika iz svake skupine ima prvostupanjsku diplomu.
Upotreba THS-a ¢esc¢a je takoder medu bivSim i sadasnjim pusacima, te nepusacima, a smatra
se da otprilike 2 % nepusaca ima zelju isprobati ili su isprobali ove nove alternativne sustave
bez izgaranja [121]. U naSem istrazivanju, svi osim dva ispitanika su prethodno pusili
konvencionalne cigarete, a jedan ispitanik je bio nepusac. Potencijalni razlog i objasnjenje ovih
rezultata je ¢injenica da su THS sustavi u medijima reklamirani kao manje opasni ili bezopasni
duhanski proizvodi zbog ¢ega su privlacni nepusacima ili pusacima konvencionalnih cigareta
gdje predstavljaju i oblik pomo¢i pri smanjenu ili prestanku pusenja [121, 122]. Prosjecna
dnevna konzumacija konvencionalnih cigareta prema Europskoj zdravstvenoj anketi u
Hrvatskoj je iznosila od 15 do 24 cigareta dnevno u skoro polovice ispitanika [119]. U nasem
istrazivanju dnevna konzumacija cigareta bila je niza u obje skupine puSaca, a prosjecno je
iznosila izmedu 11 do 15 cigareta dnevno. U skupinama puSaca konvencionalnih cigareta,
takoder su ispitanici imali duzi puSacki staz u usporedbi s pusac¢ima THS-a, a vjerojatno jer se
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radi o novim alternativnim sustavima duhanskih preparata koji jo§ nisu toliko rasprostranjeni u
usporedbi s konvencionalnim cigaretama. Prethodno spomenuto istraZivanje provedeno u
Japanu koristilo je sli¢an indeks puSenja koji je jednak umnoSku trajanja navike pusenja
izrazene u godinama i dnevnoj potro$nji kutija cigareta, a u rezultatima navodi da skupina THS
pusaca ima prisutne nize vrijednosti indeksa, odnosno pusi manje kutija cigareta dnevno i kraci
period [121]. lako nije pronadena znacajna razlika, naSi rezultati takoder sugeriraju nize
vrijednosti indeksa puSenja u skupini puSaca THS-a. Zapravo vecina ispitanika prema
vrijednostima BI se kategorizira u skupinu pusaca s niskim ili umjerenim intenzitetom pusenja,
a prosjecna dnevna konzumacija cigareta ne prelazi 15 cigareta dnevno §to se moZe objasniti

vecinski zenskim uzrokom i mladom populacijom [123-125].

5.2. Utjecaj duhanskih sustava na samoreportirane oralne simptome i promjene oralne

sluznice

Prisutnost samoreportiranih simptoma ili promjena je podjednako prisutna u skupinama puSaca
konvencionalnih cigareta i pusa¢a THS-a te se znacajno razlikovala u usporedbi sa skupinom
nepusaca. U skupini pusaca konvencionalnih cigareta najcesce je reportiran osje¢aj suhoce usne
Supljine, prisutnost neugodnog zadaha, samoreportirane promjene oralne sluznice, promjene
osjeta mirisa i okusa, te prisutnost simptoma pecenja. U skupini puSaca THS-a najces¢i
samoreportirani simptomi i promjene su samoreportirana promjena osjeta okusa, suhoc¢a usne
Supljine, simptomi pecenja, prisutnost neugodnog zadaha i samoreportirane promjene oralne
sluznice. Kod skupine nepusaca jedini samoreportirani simptom bila je suho¢a usne Supljine.
Ucestalost samoreportiranih simptoma proucavana je u velikom istrazivanju provedenom u
Turskoj gdje je zamijeCena povecana ucestalost kaslja, suhoce grla, iritacije oralne sluznice,
poremecaj osjeta okusa, neugodnog zadaha i zubobolje u skupinama pusaca konvencionalnih
cigareta [126]. Takoder, djelomi¢no u skladu s naSim rezultatima su i rezultati istrazivanja koje
proucava Stetne ucinke elektri¢nih cigareta gdje je zabiljezeno da viSe od polovice ispitanika
ima barem jedan simptom ili promjenu koja se moze povezati s puSenjem. NajceSc¢i
samoreportirani simptomi u pusaca elektri¢nih cigareta i puSac¢a konvencionalnih cigareta bili
su kasalj, suha usta ili grlo, vrtoglavica, glavobolja ili migrena, oteZano disanje i promjena ili
gubitak osjeta okusa. U naSem istrazivanju znacajna razlika izmedu skupine puSaca THS-a,
pusaca konvencionalnih cigareta i nepusaca je ustanovljena za osjeta okusa. Naime, smanjenje

osjeta okusa prisutno je samo u skupinama pusaca gdje se navedene promjene najcesce
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reportiraju kao smanjenje percepcije slanog, gorkog i slatkog okusa. Nasi rezultati su u skladu
s rezultatima dobivenim ciklusom istrazivanja Nacionalnog zdravstvenog intervjua (NHIS)
2021. godine koji navodi da pusaci razli¢itih duhanskih proizvoda i elektri¢nih cigareta ceSce
reportiraju oslabljenje okusne funkcije u usporedbi s nepusac¢ima [127]. Takoder, znacajna
razlika uocena je kod samoreportiranih simptoma pecenja ili Zarenja oralne sluznice koji su
najvise zastupljeni u skupini pusa¢a THS-a. Simptomi pecenja uglavnom su lokalizirani na
jeziku, blagog su karaktera, nemaju uniformni obrazac pojave simptoma te su ¢eSc¢e prisutni
kod THS pusaca $to moZe ukazivati na nezeljene reakcije ovih novih duhanskih sustava ili da
su rezultat mehanickih, termickih ili kemijskih podrazaja [16, 127, 128]. Veéina istrazivanja
koje proucava samoreportirane simptome u skupinama puSaca ukljucivala je veliki broj
ispitanika s duzim puSackim stazem $to moze objasniti Cinjenicu zbog ¢ega su u naSem
istrazivanju izostale znacajne razlike u ve¢ini promatranih samoreportiranih simptoma. Vec¢ina
nasih ispitanika su mladi ispitanici s kra¢im puSackim stazem. U naSem istrazivanju 90 %
pusaca THS-a je prije pocetka konzumacije novih duhanskih preparata konzumiralo preparate
konvencionalnih cigareta, a prelaskom na ove nove duhanske sustave navode poboljsanje osjeta
okusa, smanjenje prisutnosti neugodnog zadaha i rjedi kasalj. Smanjena ucestalost i intenzitet
navedenih simptoma prema nasim saznanjima nisu prouc¢avani u literaturi, ali se potencijalno
mogu se objasniti smanjenim udjelom opasnih sastojaka i smanjenom ucestalosti konzumacije

duhanskih preparata.

5.3. Utjecaj duhanskih sustava na morfoloSke promjene oralne sluznice

PuSenje konvencionalnih cigareta ima Stetne ucinke na oralno zdravlje i povezano je s
povecanim rizikom razvoja oralnih bolesti, kao Sto su premaligne i maligne lezije. Prema
literaturi, inhalirani sastojci cigaretnog dima uzrokuju upalne i strukturalne promjene oralnog
epitela [16, 17]. Presjecno istrazivanje Patil i sur. [129] navodi da je puSenje jedan od glavnih
¢imbenika rizika za razvoj ne samo premalignih i malignih lezija, ve¢ i mnogih drugih stanja
kao S$to su leukodem, lihen planus, puSacko nepce i puSacka melanoza. Prevalencija
morfoloskih promjena znacajno se razlikovala izmedu skupina puSaca i nepusaca, ali bez
znacajnosti za pojedinacne skupine pusaca. U skupinama pusaca prosje¢no 50 % ispitanika ima
prisutne morfoloSke promjene oralne sluznice, koje su naj¢eS¢e lokalizirane na jeziku ili
bukalnoj sluznici. Morfoloske promjene oralne sluznice, njihova prevalencija i lokalizacija

proucavane su u presjeCnom istrazivanju provedenom na 1000 korisnika razli¢itih duhanskih
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preparata. Lokalizacije navedenih promjena djelomi¢no su u skladu s nasSim saznanjima, a
ukljucuju veci postotak i veci broj lokalizacija na kojim su prisutne promjene oralne sluznice
[130, 131]. Vedi broj lokalizacija i povecanje postotka pojavnosti oralnih lezija na odredenim
lokalizacijama moze se objasniti ¢injenicom da je ovo istrazivanje ukljucivalo veéi broj
ispitanika koji koriste razli¢ite duhanske preparate za koje se opisuju raznovrsnije i specificne
promjene oralne sluznice. U nasem istrazivanju, prevalencija morfoloskih promjena je visa u
usporedbi s istrazivanjem Patel i sur. [132] gdje je kod 16 % ispitanika utvrdena prisutnost
morfoloskih promjena oralne sluznice koje se mogu povezati s puSenjem te su tezinom i
izgledom proporcionalne duzini i intenzitetu upotrebe duhanskih proizvoda. Nadalje, pove¢ana
prevalencija oralnih lezija u puSaca dokazana je i u presje¢nom istrazivanju provedenom na 750
korisnika razli¢itih duhanskih proizvoda. Od 750 ispitanika, 225 (30%) je imalo prisutne oralne
mukozne promjene koje su karakterizirane u 13 % slucajeva kao premaligne lezije, u 28 % kao
premaligna stanja, i u 60 % kao druge lezije povezane s pusenjem (lihenoidne lezije, puSacka
melanoza, palatalna hiperkeratoza) [130]. Ovi rezultati nasuprot su naSim saznanjima gdje niti
jedan ispitanik nije imao promjene koje se mogu definirati kao premaligne ili maligne lezije.
Morfoloske promjene u naSem istrazivanju definirane su kao benigne oralne lezije, a
najzastupljenije oralne promjene koje se potencijalno mogu povezati s puSenjem su erozija ili
ulceracija, eritem ili atrofija, morsikacija, obloZzen ili dlakav jezik, puSacka melanoza i
eritematozni oblik kandidijaze. Eritem, erozija ili atrofija oralne sluznice najces¢e su opisane
promjene u skupinama pusaca, te se neSto ¢esée javljaju u THS pusaca. Navedene promjene
rezultat su mehanickih, kemijskih i toplinskih iritacija te su naj¢eS¢e prisutne na usnicama,
nepcu ili jeziku odnosno na mjestima udara najjaceg mlaza dima cigarete. Povecana
prevalencija navedenih promjena dokazana je u puSaca konvencionalnih cigareta [26, 131].
Prethodno provedena istrazivanja koja su proucavala povezanost pusenja i obloZenog jezika
imaju oprecna saznanja. U istraZivanju provedenom na 100 puSaca i 100 nepusaca dokazana je
znacajno veca ucestalost oblozenog jezika u skupini puSaca [133]. Nasuprot ovim saznanjima,
Suzuki i sur. [134] u svom istrazivanju su promatrali obloZeni jezik i sastav bakterijskog
biofilma u pusaca i nepusSaca te zakljucili da ne postoji znacajna razlika u prevalenciji, ali
pusenje konvencionalnih cigareta doprinosi kolonizaciji dorzalne povrsine jezika bakterijama.
lako nije dokazana povecana ucestalost oblozenog ili dlakavog jezika, prema njihovim
nalazima, pusenje moZe utjecati na morfologiju jezika, salivaciju i bakterijsku kolonizaciju te
zajednickim djelovanjem navedenih ¢imbenika doprinijeti razvoju oblozenog ili dlakavog
jezika [134]. Pusacka melanoza ili melaninske pigmentacije pri¢vrsne gingive bile su prisutne

u samo 3 pusaca, od kojih su 2 ispitanika puSaci THS-a. Nasuprot nasim istrazivanjima, Kato i
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sur. [135] u svojim istrazivanjima navode vecu prevalenciju puSacke melanoze u puSaca
konvencionalnih cigareta [24, 135]. Takoder, navode da je intenzitet pusSenja izravno
proporcionalan intenzitetu pigmentacija, s izrazenim povecanjem prevalencije kod pojedinaca
koji puse vise od 10 cigareta dnevno [135]. Pigmentacije gingive su rezultat djelovanja nikotina
i ostalih opasnih sastojaka cigaretnog dima na melanocite $to posljedicno vodi pojacanoj
produkciji melanina [24]. S obzirom na to da novi duhanski sastojci u sastavu imaju nikotin
o¢ekivano je da ¢e ove promjene biti prisutne i u skupinama puSaca THS-a, a niski ili blagi
intenzitet pusenja, kra¢i puSacki staz te mlada dob ispitanika objasnjava izostanak pigmentacija.
U naSem istrazivanju dva ispitanika su imala eritematoznu kandidijazu koja je potvrdena
obriskom sluznice. Brojni ¢imbenici mogu doprinijeti razvoju kandidijaze u usnoj Supljini, a
ispitanici s potvrdenom kandidijazom imaju viSe predisponiraju¢ih ¢imbenika koji mogu
pogodovati razvoju oralne infekcije (nosioci protetskih radova, smanjeno lucenje sline, puSaci
su konvencionalnih cigareta) [132]. Od ostalih promjena na oralnoj sluznici uocene su
promjene: fisurirani jezik, eksfolijativni heilitis, geografski jezik i morsicatio. Navedene
promjene nisu rezultat konzumacije duhanskih preparata, iako mogu biti jace izrazene u pusaca.
U literaturi nismo uspjeli pronaci istrazivanja koja proucavaju klinicki vidljive morfoloske
promjene u pusaca THS-a, ali prema navedenim in vitro istrazivanjima za ocekivati je manje
opsezne i izrazene promjene u usporedbi s puSacima konvencionalnih cigareta. MorfoloSke
promjene na bukalnim i gingivnim kulturama stanica izloZenim aerosolu THS-a bile su sli¢nije
kontrolama epitelnih stanica izlozenim zraku nego epitelnim stanicama izloZzenim dimu
konvencionalnih cigareta [16, 17]. To je u suprotnosti s naSim istrazivanjem gdje su navedene
oralne promjene bile slicnije promjenama pronadenim u puSaca konvencionalnih cigareta.
Medutim navedena odstupanja mogu se objasniti ¢injenicom da su in vitro istraZivanja
ukljucivala detaljniju analizu tkiva (npr. patohistoloska ili citoloska analiza) te su ukljucivale
veci broj uzoraka koji su bili izloZeni razli¢itim koncentracijama duhanskih sastojaka, dok su
nasi rezultati bili ograni€eni na klini¢ke preglede i mlade ispitanike s kra¢im pusackim stazem

i blagim intenzitetom pusenja.

5.4. Utjecaj duhanskih preparata na koli¢inu slinu

Proces lucenja sline je slozen proces na koji mogu utjecati razli¢iti unutarnji i vanjski ¢imbenici
koji ukljucuju i pusenje [39]. Utjecaj pusenja na koli¢inu i kvalitetu sline je uvjetovan duzinom

1 intenzitetom pusenja, odnosno pusaci s duzim pusackim stazem ili visokim brojem dnevne
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konzumacije cigareta imaju smanjenu koli¢inu i/ili promijenjenu kvalitetu sline [42, 136, 137].
U ovom istrazivanju, rezultati su pokazali da obje skupine puSaca imaju smanjeno lucenje sline
1 hiposalivaciju u usporedbi s nepusacima, dok izmedu pojedinih skupina pusaca nije pronadena
znacajna razlika. Ipak, analizom srednjih vrijednosti pokazalo se da puSaci THS-a imaju vecu
koli¢inu nestimulirane sline u usporedbi s puSa¢ima konvencionalnih cigareta, §to moze biti
objasnjeno kra¢im puSackim stazem, izostankom sagorijevanja duhana i smanjenim udjelom
opasnih i potencijalno opasnih sastojaka [8]. Literatura koja proucava utjecaj pusenja na
koli¢inu sline navodi oprecne rezultate [18, 39, 40, 42 ,138-143]. U presjecnom istrazivanju
provedenom na 28 pusaca i 24 nepusaca pokazalo se da pusSenje zna¢ajno utjeCe na smanjene
koli¢ine sline, pH i viskoznost sline. Rezultati tog istrazivanja, u skladu su s naSim rezultatima,
osobito jer su ukljuivali mlade odrasle osobe kod kojih proces starenja i posljedi¢na
parenhimalna atrofija Zlijezda slinovnica iskljuc¢eni kao zbunjujuéi ¢imbenici [138]. Smanjeno
luCenje sline i hiposalivacija kod dugogodi$njih puSaca moze se objasniti morfoloskim
promjenama u strukturi Zlijezda slinovnica ili prilagodbom receptora na opetovane podrazaje
duhanskim dimom [44]. U istrazivanju Fenoll-Palomares i sur. [141] doslo je do kratkotrajnog
povecanja brzine protoka sline kod novih pusaca, ali nije uocena znacajna razlika u koli¢ini
sline kod dugogodisnjih puSaca. Kratkotrajno povecanje koli¢ine sline, istrazivaci objasnjavaju
kemijskom stimulacijom nikotinskih i citozinskih receptora te obrambenom reakcijom dousnih
zlijezda koje nakon iritacije duhanskim dimom pocinju lu¢iti vece koli¢ine sline kako bi ocuvale
oralne strukture [44, 141, 142]. Nadalje, Petrusi¢ i sur. [37], takoder, nisu pronasli znacajnu
razliku u koli¢ini nestimulirane i stimulirane sline pusaca i nepusaca, iako brzina luc¢enja sline
je bila niza u skupini pusaca. Autori, takoder, navode da je duZina puSenja znacajniji rizi¢ni
¢imbenik u odnosu na broj konzumiranih cigareta u danu. Utjecaj THS-a na koli¢inu sline do
sada je proucavan u jednom istrazivanju, a dobiveni rezultati su u skladu s naSim saznanjima
gdje najvecu koli¢inu nestimulirane sline imaju nepusaci, nakon ¢ega slijede pusac¢i THS-a te u

konacnici pusaci konvencionalnih cigareta [18].

5.5. Utjecaj duhanskih preparata na gljive roda Candida

Utvrdeno je da pusenje i duhanski preparati imaju negativni utjecaj na gljive roda Candida
povecavajuéi njihov broj i kolonizaciju u usnoj Supljini. Neki od ¢imbenika koji doprinose
kolonizaciji su nutritivni ¢imbenici duhanskog dima, smanjena koli¢ina sline i obrambenih

¢imbenika, te ¢eS¢e lokalne epitelne promjene uzrokovane Stetnim sastojcima dima [47, 144].
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Iako se u literaturi navodi da puSenje povecava broj kolonija i ucestalost kandidijaze, druga
istrazivanja ukljucujuci i nase nisu uspjeli pronaci ovu povezanost [47]. S obzirom na to da je
kod malog broja ispitanika uspjesno identificirana jedna od vrsti kandide u usnoj Supljini, ovi
rezultati sugeriraju da ne postoji povezanost izmedu pusenja i povecane ucestalosti gljivicne
infekcije. Nasi rezultati mogu se usporediti s rezultatima istrazivanja provedenog na 58 pusaca
142 nepusaca u Brazilu gdje nije pronadena statisticki zna¢ajna razlika u broju razlicitih vrsta
kandide u usnoj Supljini. Ispitanici su, takoder, bili zdravi i bez klinickih znakova oralne
kandidijaze, a broj kandide u ustima odreden je metodom obriska dorzalne povrSine jezika
[145]. U naSem istrazivanju vecina ispitanika su bili mladi, odrasli ljudi koji su imali kraci
pusacki staz, za razliku od drugih istrazivanja u kojima su ispitanici s oralnom kandidijazom
bili umjereni do teski pusaci s duzim pusackim stazem [146, 147]. lako je Candida izolirana u
malom broju ispitanika, broj kolonija koje su porasle identificiran i kvantificiran je vizualnom
tehnikom. UspjeSno su izolirane dvije vrste Candide u 8 ispitanika, a one ukljucuju Candidu
albicans 1 Candidu glabratu, pri ¢emu pusaci konvencionalnih cigareta imaju znacajno cesée
izoliranu Candidu albicans u usporedbi s ostalim skupinama. Kvantifikacijom broja kolonija
pokazalo se da najveci broj izolata broji izmedu 25 do 100 kolonija. Nasi rezultati su u skladu
s rezultatima presjeCnog istrazivanja provedenog u Saudijskoj Arabiji na 47 muSkaraca
podijeljenih u skupine pusaca i nepusaca. U 19 ispitanika je uspjesno izolirana kandida. Od 19
izolata kandide, 18 (94,7 %) je takoder identificirano kao Candida albicans, a 1 (5,3 %) kao
Candida tropicalis [147].

5.6. Utjecaj duhanskih preparata na razvoj halitoze

PuSenje se smatra jednim od glavnih uzroka neugodnog zadaha. Mnogobrojna istrazivanja
opisuju ovu povezanost, a razlikuju se po metodi odredivanja prisutnosti neugodnog zadaha,
geografskoj lokaciji 1 pridruzenim patoloSkim stanjima [52]. Vec€ina istrazivanja se temelji na
samoreportiranoj halitozi te obuhvaca zemlje s visokom stopom pusenja (Indija, Saudijska
Arabija), te alternativnim metodama konzumacije duhanskih preparata [148, 149]. Ovo
istrazivanje je obuhvatilo subjektivnu i relativno objektivnu organolepticku metodu odredivanja
halitoze. Samopercipirana halitoza procijenila se pitanjima u upitniku za pusace, a rezultati su
pokazali da iako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu pusaca i nepusaca, povecani udio
samoreportirane halitoze prisutan je u obje skupine pusaca. Slicno nasim rezultatima, presje¢no

istrazivanje provedeno u Saudijskoj Arabiji procjenjivalo je prisutnost neugodnog zadaha
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upitnikom 1 potvrdilo njegovu povecanu ucestalost kod skupine puSaca [150]. Takoder,
povecanu ucestalost samoreportirane halitoze potvrdilo je i istrazivanje provedeno na velikom
broju ispitanika na europskom kontinentu [151]. Istrazivanje autora Lisetska i sur. [54], takoder,
je provedeno na malom broju ispitanika, a nasuprot nasim rezultatima sugerira smanjenje
neugodnog zadaha u pusata THS-a u usporedbi s pusacima konvencionalnih cigareta. Drugi
dio istrazivanja odnosio se na klinicku procjenu halitoze organoleptickom metodom.
Organolepticka metoda procjene se zasniva na subjektivnoj procjeni ispitivaca, a kako bi se
smanjio udio subjektivne procjene provedena je kalibracija dva ispitivaca [152]. Rezultati
sugeriraju da puSaci konvencionalnih cigareta i puSac¢i THS imaju znacajno vecu stopu
neugodnog zadaha u usporedbi s nepusacima, ali bez znacajne razlike izmedu pojedinacnih
pusackih skupina. Presje¢no istrazivanje provedeno na 896 ispitanika proucavalo je povezanost
halitoze i klini¢kih parametara povezanih s tim stanjem kod odraslih u Pretoriji, Juznoafrickoj
Republici. Rezultati istrazivanja sukladni su s naSim nalazima i sugeriraju znac¢ajnu povezanost
pusenja i organoleptic¢ki potvrdene halitoze kod ispitanika. Uz to navode da oblozeni jezik,
povecana razina plaka, krvarenje pri sondiranju i parodontitis povecavaju vjerojatnost razvitka
halitoze [153]. Nadalje, istrazivanje provedeno u Italiji proucavalo je halitozu u puSaca i
usporedivalo parametre dobivene upitnikom i organoleptickom metodom, te potvrdilo
povecanu ucestalost halitoze u puSaca, negativhu povezanost izmedu intenziteta puSenja,
samopercipirane halitoze i organolepticke procjene. Teski pusaci samoprocjenom su naveli da
nemaju ili u maloj mjeri imaju prisutan neugodan zadah, dok su organolepticke procjene
sugerirale suprotno [154]. Pusaci, osobito pusaci koji puse viSe i duze, imaju loSiju oralnu
higijenu te iako su svjesni svojeg loSijeg oralnog zdravlje, traze pomo¢ kasnije u usporedbi s
nepusacima [155, 156]. Nadalje, istrazivanje Jiun i sur. [157] odredivalo je prisutnost
neugodnog zadaha u puSaca halimetrom, odnosno uredajem koji mjeri razinu hlapljivih
sumpornih spojeva u izdahu i u skladu s nasim rezultatima istrazivaci su potvrdili da 75 %
pusaca u usporedbi s 8 % nepusaca ima prisutan neugodan zadah. U skupinama pusaca, takoder,
je potvrdena i hiposalivacija koja je jedan od uzroka halitoze. Dokazano je da dugotrajno
pusenje uzrokuje morfoloske promjene unutar zlijezda slinovnica, mijenja kvalitetu i kvantitetu
sline te u konacnici dovodi do neugodnog zadaha [42]. Nasuprot ovim rezultatima, istraZivanje
Gavazova i sur. [53] ne navodi zna¢ajnu razliku izmedu pusaca i nepusaca, ali sugerira da pusaci
imaju vecu stopu halitoze u usporedbi s nepusSacima. Prisutnost halitoze u THS pusaca opisana
je uve¢ spomenutom istrazivanju o samoreportiranoj halitozi, a rezultati podupiru nasa otkrica,
te navode smanjenu ucestalost pojave neugodnog zadaha i njegov blazi intenzitet. Smanjenja

ucestalost 1 intenzitet neugodnog zadaha u THS puSaca moze se objasniti izostankom procesa
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sagorijevanja i duhanskog dima, odnosno smanjenim udjelom Stetnih tvari te vjerojatno
promijenjenim djelovanjem aerosola na oralni mikrobiom koji u naSem istraZivanju nije

proucavan [158].

5.7. Utjecaj duhanskih preparata na olfaktornu i gustatornu funkciju

Prema literaturi, puSaci konvencionalnih cigareta i ostalih oblika duhanskih preparata imaju
ve¢i rizik za razvoj olfaktorne i gustatorne disfunkcije [41, 59, 61]. Iako rezultati ovog
istrazivanja sugeriraju da puSenje negativno utjece na olfaktornu i gustatornu funkciju, takoder
sugeriraju da ne postoji razlika u utjecaju razli¢itih duhanskih preparata (THS i konvencionalne

cigarete).

U literaturi se navodi da puSenje konvencionalnih cigareta ima negativan utjecaj na olfaktornu
funkciju i da pusaci imaju i do 60 % veci rizik od razvoja disfunkcije u usporedbi s nepusacima
[59]. U ovom istrazivanju, puSaci konvencionalnih cigareta imali su najvecu prevalenciju i
stupanj hiposmije, dok pusaci THS-a imaju manju stopu olfaktorne disfunkcije. Prema nasim
saznanjima do sada u literaturi nije proucavan uc¢inak THS sustava na olfaktornu funkciju, a
istrazivanja koja su proucavala ucinak sli¢nih elektri¢nih cigareta navela su najviSu stopu
oslabljenja funkcije mirisa u skupini puSaca elektri¢nih cigareta kada se ona usporedivala s
ostalim duhanskim preparatima [127]. Veliki broj istrazivanja objasnjava negativni utjecaj
pusenja na funkciju mirisa, a najceS¢e koristeni test za procjenu mirisne funkcije je ,,Sniffin’
Sticks* test. Ovaj instrument ukljucuje ispitivanje praga osjeta mirisa (engl. odor threshold),
razlikovanja (engl. odor discrimination) 1 prepoznavanja (engl. odor identification), a rezultati
sugeriraju negativni utjecaj pusenja na sve tri komponente mirisa [60, 159]. Nasuprot ovim
rezultatima, istrazivanja koja su koristila jednostavniji, screening test koji ispituje samo
sposobnost identifikacije nisu pronaSle znacajnu povezanost izmedu pusSenja i smanjenja
mirisne funkcije [160, 161]. U naSem istrazivanju, takoder je koriStena jednostavnija, screening
varijanta testa koja mjeri moguénost identifikacije pojedinih mirisa $to moZe objasniti ¢injenicu
da je naruSena funkcija pronadena samo u skupini pusaca konvencionalnih cigareta, ali ne i u
THS pusaca. Osim samog testa, THS sustavi izbjegavaju proces pirolize 1 generiraju aerosol
umjesto duhanskog dima Sto posljedicno moze uzrokovati manju iritaciju 1 promjene u
olfaktornom epitelu. Osim samog prisustva olfaktorne disfunkcije kod puSaca, rezultati naSeg
istrazivanja sugeriraju negativnu povezanost izmedu indeksa pusenja i olfaktorne funkcije, te

su u skladu s dosad provedenim istrazivanjima [60, 61]. Veliko istrazivanje u Njemackoj
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procijenilo je sposobnost mirisa na 1277 ispitanika koristeci isti Screening 12-identifikacijski
test 1 otkrilo najvec¢u prevalenciju hiposmije u puSaca te pozitivan odnos doze i odgovora
izmedu dnevne konzumacije cigareta i hiposmije [61]. Prema istrazivanju, olfaktorna
disfunkcija je izraZenija kod pusSaca, muskaraca i starijih osoba [61, 63, 64]. Starenje se navodi
kao glavni uzrok smanjenja mirisne funkcije, a po intenzitetu nadmasSuje i puSenjem
uzrokovanu mirisnu disfunkciju [59]. Osim starenja, opisane su i spolne razlike u percepciji
mirisa, pri ¢emu zene imaju nizi prag podrazaja, bolju mogucénost identifikacije i
prepoznavanja. U nasoj linearnoj regresijskoj analizi, jedini prediktor za razvoj olfaktorne
disfunkcije se pokazao intenzitet pusenja dok vrsta duhanskih preparata, dob i spol nisu bili
znacajni prediktori. Sli¢ne rezultate su prikazali Larsen i sur. [161] koji su mjerili sposobnost
identifikacije mirisa kod kroni¢nih puSaca i izvijestili da funkcija mirisa u pusaca nije ovisna o

dobi, spolu i vrsti duhanskih proizvoda.

Osim funkcije mirisa, kod pusaca je narusena i funkcija okusa [41, 66, 67, 162, 163]. U nasem
istrazivanju, funkcija okusa je bila znaCajno viSe naruSena u usporedbi s funkcijom mirisa
vjerojatno zbog direktnog djelovanja dima/aerosola i opasnih sastojaka na oralnu sluznicu i
okusne receptore. Nasuprot ovim rezultati, Vennenman i sur. [61] navode da puSenje znacajno
utjece na funkciju mirisa, dok je funkcija okusa narusena samo u skupinama ,,teSkih* pusaca
(dnevna konzumacija visa od 20 cigareta). Osim §to je veca ucestalost gustatorne disfunkcije,
ona je prisutna i u skupini pusaca konvencionalnih cigareta i u skupini pusa¢a THS-a, te
ukljucuje smanjenje funkcije za cjelokupnu percepciju okusa, te pojedinacne okuse slanog,
kiselog i gorkog. Percepcija pojedinacnih okusa kod pusaca se razli¢ito opisuje u literaturi [59,
67], a prema nacionalnim reprezentativnim podacima u SAD-u, kroni¢ni puSaci s veom
ovisnoscu o nikotinu osje¢aju smanjeni intenzitet gorkog i slanog okusa [127]. Medutim, druga
istrazivanja nisu pronasla razlike u percepciji ili identifikaciji pojedina¢nih okusa [164-166].
Nasi nalazi podupiru ¢injenicu da pusaci opcenito imaju smanjenu osjetljivost na kiselo, gorko
i slano. Zanimljivo je da su pusaci THS-a pokazali bolju sposobnost identifikacije slanog okusa
od pusaca konvencionalnih cigareta §to se moze objasniti smanjenim udjelom Stetnih sastojaka
i mladom dobi ispitanika s kra¢im puSackim stazem. U naSem istrazivanju, uspjesna
identifikacija slatkog okusa je bila ocuvana u sve tri skupine, a rezultati su u kontrastu sa
istrazivanjem Tomassini i sur. [68] gdje se navodi povecan prag osjetljivost za slatki okus u
skupinama pusaca. Slicno olfaktornoj funkciji, pronadena je negativna linearna korelacija
izmedu BI i okusne funkcije, pri ¢emu viSe vrijednosti indeksa se povezuju sa slabijom

okusnom funkcijom [41, 66]. Khan i sur. [66], takoder, navode negativnu linearnu povezanost
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izmedu intenziteta puSenja i praga osjetljivosti. Sli¢an odnos utvrden je u nasem istrazivanju,
gdje povecanje trajanja i intenziteta pusenja dovodi do niZe osjetljivosti za ukupnu osjetljivost
1 pojedinac¢ne okuse (kiselo, slano, gorko). Ova povezanost se moze objasniti negativnim
djelovanjem duhanskog dima na broj i morfologiju gljivastih papila na dorzalnoj povrsini jezika
[162]. Prema dosadasnjim saznanjima poremecaji okusa cesce se javljaju kod starije populacije,
zena i korisnika razli¢itih duhanskih proizvoda. Jedan od najvaznijih prediktora za razvoj
gustatorne disfunkcije je intenzitet pusenja ili BI ¢ija negativna povezanost je ovisna o dnevnoj
konzumaciji i duzini pusenja. Nakon BI, vazan prediktor za razvoj koji je i prije potvrden u
istrazivanjima je spol pri ¢emu Zene puno ¢esce razvijaju okusnu disfunkciju [163]. I na kraju
vazan prediktor za razvoj disfunkcije je vrsta duhanskih proizvoda. Ovaj prediktor sugerira da
alternativni duhanski proizvodi takoder mogu ostetiti funkciju okusa [127]. Iako je u literaturi
opisana povezanost starenja i slabljena okusne funkcije, nasi rezultati sugeriraju da dob nije
vazan prediktor za razvoj gustatornih smetnji. Prema nasim saznanjima ovo je prvo istrazivanje
koje procjenjuje uc¢inke THS proizvoda na okusnu funkciju. Unato¢ tvrdnjama proizvodaca da
su ovi proizvodi manje Stetni od konvencionalnih cigareta, naSe istraZivanje sugerira sli¢ne
ucinke na olfaktornu i gustatornu funkciju onima koji se vide kod puSaca konvencionalnih

cigareta.

5.8. Utjecaj duhanskih preparata na salivarne citokine i biomarker oksidativnog stresa

U sastavu duhanskog dima nalaze se brojni opasni i potencijalno opasni sastojci koji utje€u na
stvaranje reaktivnih kisikovih 1 duSikovih vrsta koje posljedicno oksidiraju stani¢ne
biomolekule te naruSavaju oksidativno-antioksidativnu ravnotezu. Stanje oksidativnog stresa
nastaje kada antioksidativni obrambeni mehanizmi ne mogu neutralizirati oksidanse i popraviti
oStecenja stanica uzrokovana njihovim djelovanjem. Kao posljedica oksidativnog stresa dolazi
do upale koja je regulirana upalnim biomarkerima ili citokinima. Osim oksidativnog stresa, dim
cigarete ima takoder i izravno djelovanje na upalu, pojacavajuci ili suprimirajuci ekspresiju
odredenih salivarnih citokina [19]. U literaturi, najproucavaniji citokini u slini pusaca su IL-1,
IL-6 i TNF-o. Mnogobrojna istrazivanja proucavaju salivarne koncentracije spomenutih
citokina, a rezultati su ovisni o tome proucavaju li zdrave puSace ili puSace s oralnim bolestima
kao Sto su gingivitis, parodontitis, leukoplakija ili oralni karcinom [91-95, 167]. Uz to,
koncentracije salivarnih citokina ovisne su o dobi te intenzitetu pusenja [94]. Analizom nasih

rezultata, nije pronadena statisticki znacajna razlika u koncentracijama salivarnih citokina kod
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pusaca konvencionalnih cigareta, pusa¢a THS-a i nepuSaca. Naprotiv, izmjerene koncentracije
IL-1B, IL-2 1 IL-6 su bile izrazito niske u sve tri analizirane skupine, izuzev dva ispitanika iz
skupine puSaca koja pokazuju izrazito visoke vrijednosti IL-6, IL-1f i TNF-a. Niske
koncentracije salivarnih citokina mogu se objasniti mladom dobi ispitanika, kra¢im puSackim
stazem te ¢injenicom da kada kategoriziramo skupine pusaca radi se o puSac¢ima s niskim ili
umjerenim intenzitetom pusenja. Ovo potvrduje i ¢injenica da prethodno spomenuti pusaci s

visokim koncentracijama su ispitanici s visokim Bl i starijom Zivotnom dobi.

Kao $to je ve¢ spomenuto, analizom uzoraka nije pronadena statisticki znacajna razlika u
koncentracijama IL-6. U ve¢ini uzoraka koncentracija je bilo izrazito niska, a kada se
promatraju rasponi salivarnih koncentracije moze se uociti najveci raspon koncentracija u
skupini nepusaca. Sli¢no istrazivanje provedeno u Francuskoj imalo je za cilj odrediti utjecaj
razli¢itih duhanskih preparata (konvencionalne cigarete, elektricne cigarete, THS) na
koncentraciju salivarnih citokina, kemokina i faktora rasta. Koncentracije IL-6 u tom
istrazivanju sli¢éne su naSim nalazima, odnosno nisu pokazivale statisticki znacajnu razliku
izmedu promatranih skupina. Takoder, rezultati istrazivanja provedenog na 18 zdravih puSaca
131 zdravom nepusSacu nisu pronasli statisticki znacajnu razliku u salivarnim koncentracijama
IL-6, te sukladno nasim nalazima najveci raspon salivarnih koncentracija prisutan je u skupini
nepusaca [94]. Nasuprot naSim rezultatima i navedenim istraZivanjima, Sheth i sur. [168]
navode da dim cigarete povecava reaktivnost makrofaga i povecava lucenje IL-6, IL-1p3 i TNF-
a. Nadalje, istrazivanje koje je ukljucivalo ispitanike s leukoplakijom, parodontitisom i zdravim
kontrolnim ispitanicima navodi znac¢ajno vise koncentracije IL-6 u slini puSaca [169]. In vitro
istrazivanja na stani¢nim kulturama humanih bronhijalnih epitelnih stanica pokazale su snizene
razine IL-1p 1 IL-6 u usporedbi s kulturama izloZzenim konvencionalnim cigaretama, a povisene
vrijednosti u usporedbi s kontrolnim kulturama [6, 12]. Takoder, sli¢ni rezultati dobiveni suiu

in vitro istrazivanjima provedenim na bukalnim i gingivnim kulturama [16, 17].

Koncentracija salivarnog TNF-a bila je najniza u skupini puSaca THS-a, dok su se koncentracije
u skupinama nepuSaca i pusaca vrlo malo razlikovale. Takoder, nije pronadena statisti¢ki
znaCajna razlika izmedu promatranih skupina. Nasuprot nasim rezultatima, istrazivanje
provedeno u Svedskoj na zdravim odraslim ispitanicima navodi povisene koncentracije TNF-o
u slini pusaca, dok ne pronalazi znacajnu razliku u koncentracijama IL-1p 1 IL-6 [170, 171].
Nasuprot ovim rezultatima, Suzuki i sur. [94] nisu pronasli znacajnu razliku u koncentraciji
promatranog citokina u slini pusaca, ali ipak naglaSavaju vece salivarne koncentracije TNF-o u

pusaca. IstraZivanje provedeno na ispitanicima s patohistoloSki potvrdenom leukoplakijom
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navodi da ne postoji znacajna razlika u salivarnim razinama TNF-a u puSaca i nepusSaca [95].
Istrazivanje Faridoun i sur. [1] proucavalo je razine TNF-a kod skupine nepusaca, skupine
pusaca elektri¢nih cigareta i puSaca konvencionalnih cigareta te nije pronaslo znacajne razlike
izmedu pusackih skupina Sto potencijalno upucuje da izostanak sagorijevanja i pirolize nema
znaajni ucinak na koncentracije ovog proupalnog citokina. IstraZivanje Ziebe i sur. [19]
promatralo je u¢inak THS-a na salivarnu koncentraciju TNF-a i djelomi¢no je u skladu s nasim
rezultatima gdje pusac¢i THS-a imaju niZzu koncentraciju u usporedbi s nepusacima, ali bez

znacajne razlike.

Koncentracija salivarnog IL-1fB u svim uzorcima je bila niska. Iako nije pronadena statistic¢ki
znacajna razlika, pusaci konvencionalnih cigareta imali su najvise koncentracije u usporedbi s
nepusacima i THS pusacima. Sli¢ni rezultati opisani su u presje¢nom istrazivanju provedenom
na mladim ispitanicima s parodontitisom gdje se pokazalo da pusaci s parodontitisom imaju
znacajno vecu koncentraciju u usporedbi s nepusac¢ima. Takoder, u skladu s nasim rezultatima,
zdravi pusaci su imali viSe koncentracije promatranog citokina, ali bez statisti¢ke znacajnosti
[172]. Nasuprot nasim rezultatima su rezultati istrazivanja provedenog na 154 muskarca gdje
se pokazalo da su razine IL-1f 1 IL-6 znacajno viSe medu puSacima cigareta i vodenih lula nego
kod pusaca elektricnih cigareta i nepusaca [90]. U skladu s nasim rezultatima, istrazivanje koje
je proucavalo ucinak THS-a na salivarne koncentracije IL-1P, takoder, ne navodi znacajnu

razliku izmedu puSaca THS-a, puSaca konvencionalnih cigareta i nepusaca [19].

Koncentracija salivarnog IL-2 je, takoder, u vecini uzoraka bila niska, te nije pokazivala
znacajnu razliku izmedu promatranih skupina. Ipak, kada se analiziraju koncentracije moze se
uocCiti najviSi raspon koncentracija u skupini nepusaca, a najnizi u skupini pusaca
konvencionalnih cigareta. IL-2 nije do sada ekstenzivno prouc¢avan u zdravih pusaca, a rezultati
provedenih istrazivanja sugeriraju povisene vrijednosti u slini puSaca [88]. Takoder, poviSene
salivarne koncentracije opisali su Rodriguez-Rabassa i sur. [87], a kada to presjecno istraZivanje
usporedimo s nas§im mozemo uociti ve¢i udio teskih puSaca (dnevna konzumacija 20 ili viSe
cigareta) i dobno stariji uzorak. Utjecaj novih duhanskih preparata na salivarne koncentracije

IL-2 prema nasim saznanjima do sada nije proucavan.

Jedina statisticki znacajna razlika pronadena je u salivarnim koncentracijama 8-OHdG-a gdje
su najviSe koncentracije i najve¢i raspon pronadeni kod skupine nepusaca. §8-OHdAG je
biomarker oksidativnog stresa koji je do sada proucavan u urinu gdje su nasuprot nasim
saznanjima dokazane povisene vrijednosti u starijih ispitanika, pusaca i pri ¢estoj konzumaciji
alkoholnih pi¢a [98, 99]. Istrazivanje provedeno u Japanu proucavalo je ucinak zivotnih navika
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na koncentraciju slicnog salivarnog biomarkera oksidativnog oste¢enja DNK, a suprotno naSim
rezultatima navodi povecanje koncentracije 8-OHdGu-a u starijih ispitanika, pusaca, osoba
oboljelih od arterijske hipertenzije i osoba s pove¢anim udjelom visceralne masti. Takoder, u
istrazivanju se navodi da povisSene salivarne koncentracije promatranog biomarkera u skupini
pusaca su proporcionalne BI, te su znacajno povisene u skupini ispitanika s BI ve¢im od 400
[98]. S obzirom na to da su u nasem istrazivanju ukljuceni ve¢inom mladi, zdravi pusSaci koji
imaju nizi BI moZe se objasniti izostanak vecih salivarnih koncentracija u skupinama pusaca.
U randomiziranom klinickom istrazivanju koje je ukljucivalo ispitanike s parodontitisom,
pusace i1 kontrolnu skupinu potvrdile su se poviSene vrijednosti u slini pusaca, puSaca s
parodontitisom i ispitanika s parodontitisom te navedene €injenice sugeriraju da cigaretni dim
ima veliku koli¢inu kisikovih radikala koji bi potencijalno mogli uzrokovati visoke
koncentracije salivarnog biomarkera [173]. Nadalje, istrazivanje koje je proucavalo salivarne
koncentracije 8-OHdG-a u ispitanika s oralnim karcinomom i oralnom submukoznom fibrozom
navodi pozitivhu korelaciju izmedu intenziteta puSenja i navedenog biomarkera [174].
Istrazivanje Feng 1 sur. [175] ne pronalazi povezanost urinarnog 8-OHdG-a i puSenja
konvencionalnih cigareta, dok pregledom literature nisu pronadeni radovi koji proucavaju
utjecaj novih alternativnih sustava na koncentraciju spomenutog biomarkera oksidativnog

oStecenja.

5.9. Utjecaj puSenja na psiholoske simptome i njihova povezanost sa salivarnim

biomarkerima upale i oksidativnog stresa

Mnogobrojna istrazivanja opisuju povezanost puSenja i psiholoSkih simptoma stresa,
anskioznosti i depresivnosti [100]. U literaturi se navodi uzro¢no-posljedic¢na veza, gdje pusenje
moze olakSavati ili pogorSavati psiholoske simptome, ili psiholoski distres moze biti okidac
pocetka pusenja. Mjerenje simptoma stresa, depresivnosti i anksioznosti provodi se razli¢itim
dijagnostickim testovima s razli¢itim grani¢nim vrijednostima i razli¢itim kategorizacijama
odredenih psiholoskih simptoma §to se i navodi kao jedan od glavnih uzroka opre¢nih saznanja
0 ovoj povezanosti. U nasem istrazivanju veli¢ina uzroka je bila mala i ve¢ina regrutiranih
kontrolnih ispitanika su bili su studenti, §to djelomi¢no moZe objasniti ¢injenicu poviSenih
razina percipiranog stresa, depresivnosti i anksioznosti u skupini nepuSaca. U naSem
istrazivanju koristili smo jedan upitnik za procjenu depresivnosti, anksioznosti i stresa, te

dodatni upitnik za procjenu percipiranog stresa. U LJPS pusaci konvencionalnih cigareta
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znacajno nize percipiraju stres pri svakodnevnim situacijama, a najve¢i udio ispitanika u svim
promatranim skupinama percipira i kategorizira stres u skupinu umjerena razina stresa.
Nasuprot nasim saznanjima, rezultati opisani u presje¢nom istrazivanju u Danskoj navode da
iako ne postoji znacajna razlika u percipiranom stresu izmjerenom LJPS, puSaci imaju
tendenciju visih razina stresa te su navedene razine proporcionalne intenzitetu pusenja [176].
Nadalje, veliko presjecno istrazivanje navodi povecane razine percipiranog stresa u
dugogodisnjih 1 teskih puSaca S§to je opre¢no nasem uzorku gdje vecina pusaca spada u
kategoriju blagih do umjerenih pusaca [177]. Analizom DASS upitnika niti u jednoj subskali
nisu pronadene znacajne razlike. Kada se promatraju vrijednosti i rasponi moze se uociti da kod
subskale stresa i subskale depresivnosti najvise vrijednosti i rasponi postignuti u skupini puSaca
THS-a, a najniZe u skupini puSaca konvencionalnih cigareta. U subskali anksioznosti najvece
vrijednosti prisutne su u skupini nepusaca, nize u skupini pusSaca konvencionalnih cigareta, a
najnize u skupini pusaca THS-a. U skupinama puSaca konvencionalnih cigareta sniZzene su
vrijednosti stresa, depresivnosti i anksioznosti $to se potencijalno moze objasniti ¢injenicom da
kod novih pusaca ili puSaca s kra¢im puSackim stazem, pusenje predstavlja nacin kompenzacije
i svojevrsnu pomo¢ u olakSanju simptoma [100]. Nadalje, kod mladih pusaca pusenje djeluje
na receptore u mozgu te u pocetnim stadijima pusenja je pojacano lucenje dopamina koji
smanjuje utjecaj proucavanih simptoma te vodi relaksaciji [101]. Colgan i sur. [178] su koristili
takoder DASS upitnik, a njihovim rezultatima sugeriraju da iako ne postoji znacajna razlika u
pojedinacnim skala izmedu puSaca i nepuSaca, ipak su ukupni zbrojevi za depresivnost,
anksioznost 1 stres visi u skupinama puSaca. U literaturi nisu pronadeni radovi koji proucavaju
utjecaj psiholoskih simptoma depresivnosti 1 anksioznosti u puSaca THS-a, dok su nasuprot

nasim rezultatima pronadene sniZene razine percipiranog stresa u pusa¢a THS-a [179].

Suzuki i sur. [94] u istrazivanju su proucavali povezanost pusenja, salivarnih biomarkera i
raspolozenja. Njihovo istrazivanje temeljilo se na spoznaji da puSenje uzrokuje kroni¢nu upalu
koja je pracena poviSenim koncentracijama proupalnih citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a) koji mogu
stimulirati hipotalamo-hipofizno-adrenalnu (HPA) os. HPA os je jedan od glavnih odgovora na
stres u ljudskom tijelu i pracen je povecanim lucenjem kortizola i samopercipiranog stresa.
Autori su u svojoj analizi koristili upitnik Profile of Mood States koji mjeri pet odrednica
raspoloZenja, a to su napetost, depresivnost, umor, ljutnju i zbunjenost. Ljutnja i umor su jedine
dvije odrednice koje su bile povezane s puSenjem konvencionalnih cigareta, a koncentracije
TNF-a negativno su korelirale s ljutnjom [94]. U naSem istrazivanju nije dokazana povezanost

izmedu salivarnih citokina 1 biomarkera oksidativnog stresa sa simptomima stresa,
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depresivnosti 1 anksioznosti u skupinama pusaca, ali je u skupini nepuSaca dokazana negativna
povezanost salivarnog IL-6 i simptoma depresivnosti te negativna povezanost salivarnog TNF-
o i simptoma stresa izmjerenog s LJPS-a. U svom radu Ting i sur. [180] opisuju povezanost IL-
6 s depresivnim simptomima i stresom, pri ¢emu navode oprecnost rezultata, odnosno opisuju
normalne ili poviSene vrijednosti u usporedbi sa skupinom nepusaca. Takoder, nasuprot naSim
rezultatima, u istrazivanju Kumaragu i sur. [181] salivarne koncentracije TNF-a pozitivno su
korelirale s percipiranim stresom koji je izmjeren inac¢icom LJPS-a. Nasuprot naSim rezultatima
su i rezultati istrazivanja Black 1 sur. [182] gdje depresivni simptomi mogu uzrokovati
oksidativno oStecenje DNK te povisiti koncentracije oksidativnih biomarkera, te takoder
navode slabu pozitivhu korelaciju izmedu depresije i urinarne, plazmatske i serumske
koncentracije 8-OHdG-a. Shimanoe i1 sur. [183] u svojom istrazivanju opisuju pozitivhu
korelaciju izmedu LJPS-a i urinarnog 8-OHdG-a, ali bez njihove znacajne povezanosti s

pusenjem.
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6. ZAKLJUCCI

Konvencionalne cigarete i THS proizvodi imaju znacajan utjecaj na samoreportirane simptome,
koli¢inu nestimulirane sline, prisutnost neugodnog zadaha, osjet mirisa i okusa, biomarker

oksidativnog stresa i psiholoski simptom stresa izmjeren LJPS-a.

Samoreportirani simptomi 1 vidljive promjene oralne sluznice znacajnije su viSe prisutne u
skupinama pusaca konvencionalnih cigareta i pusa¢a THS-a. Samoreportirani simptomi pec¢enja
oralne sluznice i samoreportirano oslabljenje osjeta okusa znacajnije su prisutni kod puSaca

THS-a u usporedbi s pusa¢ima konvencionalnih cigareta.

Metodom pljuvanja ustanovila se smanjena koli¢ina sline i povecani udio hipofunkcije u obje

skupine pusaca, ali bez znacajne razlike izmedu THS puSaca i pusaca konvencionalnih cigareta.

Organoleptickom metodom ustanovljena je prisutnost neugodnog zadaha u skupinama pusaca,
pri ¢emu je neugodni zadah jaceg intenziteta u puSaca konvencionalnih cigareta nego u pusaca

THS-a.

Objektivnim testovima dokazano je da su olfaktorna i gustatorna funkcija znacajno vise
narusene u skupinama pusaca, a neovisne su o tipu duhanskih preparata. Osjet mirisa vise je
narusen u skupini puSaca konvencionalnih cigareta, dok je okusna funkcija znacajno smanjena
u obje skupine pusaca, osobito u percepciji slanog, gorkog i kiselog okusa. Zajednicki prediktor

mirisne i okusne disfunkcije je intenzitet pusenja.

Salivarne vrijednosti biomarkera oksidativnog stres (8-OHdG) znacajno su se razlikovale
izmedu promatranih skupina gdje su nepusaci imali viSe koncentracije u usporedbi s THS

pusacima i pusacima konvencionalnih cigareta.

LJPS-a ustanovljena je niza razina psiholoskog stresa u skupini puSaca konvencionalnih
cigareta. PuSaci konvencionalnih cigareta postizu nize vrijednosti na ljestvici od nepusaca i
pusaca THS-a. Nije bilo povezanosti izmedu salivarnih biomarkera oksidativnog stresa i

psiholoskih simptoma izmjerenih LJIPS-a i DASS-a.
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Popis slika

Slika 1. Usporedba intenziteta halitoze po Rosenbergu izmedu nepusaca, THS pusaca i puSaca

konvencionalnih cigareta

Slika 2. Usporedba mirisne i okusne funkcije izmedu nepusata, THS puSaca i puSaca

konvencionalnih cigareta. Horizontalne linije povezuju skupine koje se znacajno razlikuju.
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Popis tablica

Tablica 1. Raspodjela ispitanika prema spolu u odnosu na skupine nepuSaca, puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 2. Razlike u dobi ispitanika u odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih

cigareta i puSaca THS-a

Tablica 3. Razina obrazovanja ispitanika u odnosu na skupine nepuSaca, pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 4. Razlike u puSackom stazu i dnevnoj konzumaciji cigareta u odnosu na skupine puSaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 5. Ispitanici prema kategoriziranom pusackom stazu i broju popusenih cigareta na dan

u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i pusa¢a THS-a

Tablica 6. Razlike u Brinkman indeksu u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Tablica 7. Kategorizacija Brinkman indeksa izmedu skupina pusaca konvencionalnih cigareta

i pusaca THS-a

Tablica 8. Ispitanici prema samoreportiranim simptomima i promjenama u odnosu na skupine

nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 9. Ispitanici prema samoreportiranim promjenama okusa, mirisa 1 trajanju
samoreportiranih simptoma u odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Tablica 10. Raspodjela ispitanika prema samoreportiranom osjecaju pecenja i Zarenja u odnosu

na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Tablica 11. Raspodjela ispitanika prema intenzitetu, frekvenciji i lokalizaciji pecenja, te
povezanost peCenja s podrazajem, hranom ili pi¢em u odnosu na skupine pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 12. Intenzitet pecenja u odnosu na skupine pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca

THS-a

Tablica 13. Ispitanici prema samoreportiranoj hipogeuziji u odnosu na skupine puSaca
konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a
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Tablica 14. Karakteristike ispitanika iz skupine THS-a i samoreportirani simptomi nakon

pocetka konzumacije THS-a (n= 30)

Tablica 15. Morfoloske promjene oralne sluznice u skupini nepusaca, skupini pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 16. Lokalizacija morfoloskih promjena oralne sluznice u skupini nepusaca, skupini

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Tablica 17. Ucestalost i razlika morfoloskih promjena oralne sluznice u skupini nepusaca,

skupini puSaca konvencionalnih cigareta i skupini pusa¢a THS-a

Tablica 18. Koli¢ini nestimulirane sline u odnosu na skupine nepusaca, puSaca konvencionalnih

cigareta i puSaca THS-a

Tablica 19. Udio hiposalivacije izmedu skupine nepusaca, puSaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Tablica 20. Rezultati mikoloskog obriska u odnosu na skupine nepusaca, pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 21. Broj kolonija Candida albicans i Candida glabrata u odnosu na skupinu nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Tablica 22. Klasifikacija prema Olsenu u odnosu na skupine nepusSaca, puSaca konvencionalnih

cigareta i puSaca THS-a

Tablica 23. Prisutnost halitoze, te podjela halitoze prema Rosenbergu u odnosu na skupine

nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 24. Mirisi i okusi u odnosu na skupine nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a

Tablica 25. Povezanost Brinkman indeksa, mirisne i okusne disfunkcije procijenjena

Spearmanovom korelacijom
Tablica 26. Modeli multiple linearne regresije za predikciju olfaktorne i gustatorne disfunkcije

Tablica 27. Koncentracije salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa u

odnosu na skupine nepusaca, pusSaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a
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Tablica 28. Medijan i interkvartilni raspon percipiranog stresa izmedu skupina nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Tablica 29. Raspodjela ispitanika prema stupnju percipiranog stresa izmedu skupina nepusaca,

pusaca konvencionalnih cigareta i pusaca THS-a

Tablica 30. Razlike u stresu, anksioznosti i depresivnosti izmedu skupina nepusaca, pusaca

konvencionalnih cigareta i puSaca THS-a

Tablica 31. Raspodjela ispitanika prema izrazenosti stresa, anksioznosti i depresivnosti izmedu

skupina nepusaca, pusaca konvencionalnih cigareta i pusa¢a THS-a

Tablica 32. Povezanost salivarnih citokina i salivarnog biomarkera oksidativnog stresa sa
psiholoskim statusom ispitanika u skupinama nepusaca, puSaca konvencionalnih cigareta i

puSaca THS-a
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Popis pokrata

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

THS - Tobacco Heating System

IQOS - I quit ordinary smoking

OPMD - oralno potencijalni zlo¢udni poremecaji
IgA - imunoglobulin A

Spp - species

IL - interleukin

TNF-a - Tumorski faktor nekroze o

8-OHdG - 8-hidroksi-2-deoksigvanozin

BI - Brinkman indeks

VAS -Vizualno analogna skala

ELISA - Enzimski povezani imunosorbentni test (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

PBS - fosfatna puferirana otopina

BSA - govedi serumski albumin

TMB - 3,3',5,5' tetrametil benzidin

LJPS - Ljestvica percipiranog stresa

DASS - Skala depresivnosti, anksioznosti i stresa
n - broj ispitanika

HPA os - hipotalamo-hipofizno-adrenalna os
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Privitak 1: Anamnesticki upitnik i upitnik o pusenju

Istrazivacki upitnik

PODACI O PACIJENTU:

Broj protokola OMOZ
ispitanika:

Godina Broj telefona:
rodenja:

Strucna sprema : Adresa: E-mail adresa:

[JMagistar ili vise

[J Sveucilisni prvostupnik

O Cetverogodisnja srednja $kola
[0 Trogodisnja srednja Skola

[0 Osnovna skola

[J Nezavrsena osnovna $kola

Bolujete li od sustavnih bolesti (zaokruziti)? L DA ONE
Ako da, od koje?

Koje lijekove uzimate — ponekad ili stalno?
Jeste li u prethodnih 30 dana koristili antibiotike (zaokruziti)? L0 DA ONE
Jeste li u prethodnih 30 dana koristili protugljivi¢nu terapiju (zaokruziti)? [ DA O

NE Jeste li u prethodnih 30 dana ispirali usnu Supljinu s teku¢inama za ispiranje usne
Supljine —antiseptici (zaokruziti)? L1 DA

O NE

Oznaciti odgovarajudée:

OPusac klasi¢nih cigareta L] Pusa¢ THS ONepusac
(Tobacco
HeatingSystem)
Jeste li tijekom svog Zivota konzumirali najmanje 100 cigareta? L0 DA ONE
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Trajanje puSackog statusa: (napisati broj)

O0<1 godine
O 1-2 godine
[02-5 godina
[05-10 godina

O0>10 godina

Koli¢ina popusenih cigareta / duhanskog umetka za grijanje (engl. Heat Stick, HEETS) u 1
danu: (napisati broj)

O<5
05-10
010-15
O>15
Da li ste prije nego $to ste poceli pusiti IQOS :
Obili nepusac
Opusili klasi¢ne cigarete
Opusili e-cigarete

Onesto drugo

Da i ste zamijetili neke od navedenih simptoma/promjena u usnoj Supljini u vidu:
Opecenja usne Supljine
Osuhoce usta
Opromjena osjeta okusa
Opromjena osjeta mirisa
Oneugodan zadah
Ovidljivih promjena na sluznici usne Supljine

O ostalo
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Koliko vremena su prisutni navedeni simptomi:
O unutar 6 mjeseci
O 6-12 mjeseci

O >12 mjeseci

Molimo Vas da na skali od 0-100 procijenite jainu pecenja u ustima:

Vizualna analogna skala

O

Koje rijeci najbolje opisuju Vase pecenje:

Oblago pecenje
Osrednje jako pecenje
Ovrlo jako pecenje
Oizuzetno jako pecenje

Gdje Vas u ustima pece (zaokruzite odgovarajuce mjesto)?

Gornja usnica

Donja strana

Alveolarna jezika
sluznica
Tvrdo nepce

Gingiva

. - Meko nepce

Dno usne 3upljine

Jezik - :
Donja usnica

Dodatni komentar ispitivaca:
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Kada osjecate pecenje?
O stalno (i danju 1 nocu)
O tijekom dana stalno
O tijekom dana povremeno

O tijekom no¢i (budi me iz sna)

Oznaciti odgovarajuce u tablici.

Je li pecenje spontano (pece samo od sebe bez podrazaja)?
Pece li Vas na podrazaj (dok jedete ili pijete)?
Olaksava li jedenje ili pijenje peCenje?
Pogorsava li jedenje ili pijenje pecenje?Je
li je pecenje uvijek iste jacine?
Pojacava li se pecenje prema veceri?
Promjenu osjeta okusa, opisali biste kao:

OO0 potpuni gubitak

O slatko

O slano

O kiselo

O gorko

Jeste li ste nakon prelaska s klasi¢nih cigareta na IQOS primijetili smanjene simptoma

pecenja usne Supljine :
O da

O ne
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Jeste li ste nakon prelaska s klasi¢nih cigareta na IQOS primijetili povrat okusa i/ ili mirisa:
O da
O ne

Dodatni komentari ispitivaca:

Jeste li ste nakon prelaska s klasi¢nih cigareta na IQOS primijetili smanjenje
neugodnogzadaha:

O da
O ne

Jeste li ste nakon prelaska s klasi¢nih cigareta na IQOS primijetili promjene
vezane uzrespiratorni sustav u vidu:

O cesceg kasljanja

O rjedeg kasljanja

O osjecaja nadrazenosti dusnika
O osjecaja nadrazenosti grla

O pecenja dusnika

O pecenja grla

O osjecaja gusenja
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Privitak 2: Ljestvica percipiranog stresa

Ljestvica percipiranog stresa

S.Cohen, T.Karmack, R.Mermelstein

Ljestvica se odnosi na vase osjecaje i razmisljanja proteklog mjeseca. Svako pitanje
ispituje koliko Cesto ste se osjecali ili ste razmisljali na odredeni nacin.

Za svako pitanje zaokruzite jeste li se tako osjecali ili razmisljali: nikad, gotovo nikad,
ponekad, Cesto, vrlo Cesto. (Svaki put procitajte sve ponudene odgovore)

Nikad |Gotovo Ponekad |Cesto [Vrlo
nikad Cesto

Koliko ste ¢esto bili uzrujani zbog 1 2 3 4 5
iznenadnog dogadaja na poslu?

Koliko Cesto ste se osjec¢ali nemoénim 1 2 3 4 5
kontrolirati vazne dogadaje u Vasem
Zivotu?

Koliko Cesto ste se osjecali nervoznim 1 2 3 4 5
i pod stresom?

Koliko Cesto ste se osjecali 1 2 3 4 5
samouvjereno u rjesavanju osobnih
problema?

Koliko Cesto ste osjecali da se stvari 1 2 3 4 5
razvijaju onako kako Vi Zelite?

Koliko Cesto ste imali osjecaj da ne 1 2 3 4 5
mozete iza¢i na kraj sa svim §to
trebate uraditi?

Koliko cesto ste bili sposobni 1 2 3 4 5
kontrolirati nelagode u Vasem Zivotu?

Koliko Cesto ste osjecali da imate 1 2 3 4 5
kontrolu nad situacijom?

Koliko cesto ste bili ljuti zbog poslovnih 1 2 3 4 5
situacija koje su se dogodile
van Vase kontrole?

Koliko ¢esto ste osjecali da poteskoce 1 2 3 4 5
vezane uz posao prelaze Vase moguénosti
savladavanja?
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Privitak 3: Skala depresivnosti, anksioznosti i stresa

DASS

tvrdnja odnosi na Vas (tijekom proteklog tjedna).

Pazljivo procitajte navedene tvrdnje i zaokruZzite broj uz svaku od njih koji pokazuje koliko se navedena

0 - uopce se ne odnosi na mene
1 - donekle se odnosi na mene

2 - uglavnom se odnosi na mene

3 - u potpunosti se odnosi na mene

1. Dogada mi se da me uznemire prili¢no banalne stvari.

2. SuSe mi se usta.

3. Cini mi se da ne mogu osjetiti ni$ta pozitivno.

4. Imam poteskoce s disanjem.

5. Jednostavno se ne mogu pokrenuti.

6. Pretjerano reagiram u nekim situacijama

7. Imam osjecaj da mi drhte noge.

8. Tesko mi je opustiti se.

9. Toliko se uznemirim u nekim situacijama da osjetim golemo olaksanje kada produ.

10. Osje¢am da se nemam Cemu veseliti.

11. Lako se uznemirim.

12. Cini mi se da imam previ$e negativne energije.

13. Osje¢am se tuzno i potisteno.

14. U nekim situacijama nemam strpljenja (kada ¢ekam lift ili sl.)

15. Imam osjecaj da ¢u se onesvijestiti.

16. Cini mi se da sam za sve izgubila interes.

17. Osje¢am da kao osoba ne vrijedim mnogo.

18. Razdrazljiv/a sam.

19. Pojacano se znojim i bez fizickog napora.

20. Bojim se bez pravog razloga.

21. Cini mi se da se ne isplati Zivjeti.

22. TeSko mi je prepustiti se opustanju.

23. Tesko gutam.

24. Ne vesele me stvari koje radim.

25. Imam poteskoc¢a sa srcem (ubrzano kuca ili preskace) i kad nisam fizicki aktivna.

26. Osjecam se potisteno.

27.Vrlo sam razdrazljiv/a.

28. Malo mi nedostaje da me uhvati panika.

29. Tesko se umirim kada me nesto uzruja.

30. Strahujem da ¢e me zateci neki banalan, ali nepoznat zadatak.

31. Ne mogu se u niSta uzivjeti.

32. Tesko podnosim kada me nesto prekine u obavljanju nekog posla.

33. Napet/a sam.

34. Osjecam se prilicno bezvrijedno.

35. Ne podnosim ono $to me odvlaci od posla koji obavljam.

36. Osjecam se uzasnuto.

37. U buduc¢nosti ne vidim niSta ¢emu bih se veselio/la.

38. Mislim da je Zivot besmislen.

39. Osjetam se uzrujano.

=) [=] [=] [a] [a] [=] [a] [a] [a] [=] [a] [] [=] [=] [a] [a] [=] [a] [«] [=]) [=] [a] [=] [a] [=) [a] [«] [a] [=) [«] [=) [=) [a] [=) [) [=) (=] [=) [)
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40. Brinem se zbog situacija u kojima bi me mogla uhvatiti panika ili bi se mogao/la 0 123
osramotiti.

41. Drhte mi ruke. 0 123
42. Tesko se prisilim da nesto zapo¢nem raditi. 0 12 3

Depresivnost - 3, 5,10, 13, 16, 17, 21, 24, 26, 31, 34, 37, 38, 42
Anksioznost - 2,4,7,9, 15, 19, 20, 23, 25, 28, 30, 36, 40, 41

Stres-1,6,8,11, 12, 14, 18, 22, 27, 29, 32, 33, 35, 39.
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