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Sazetak

Katehol-O-metil-transferaza (engl. catechol-O-methyltransferase (COMT)) je enzim koji igra vaznu ulogu
u metabolizmu kateholamina. Polimorfizmi gena za COMT reguli$u termostabilnost i aktivnost enzima i
na taj na¢in uti¢u na razgradnju kateholamina. Poremecaj u nivou kateholamina dovodi se u vezu sa
pojavom bola, kao i sa nekim afektivnim poremecajima. Temporomandibularne disfunkcije (TMD)
predstavljaju skup poremecaja koji zahvataju mastikatorne misi¢e i temporomandibularni zglob, a
predstavljaju najceséa neodontogena bolna stanja u orofacijalnoj regiji. Polimorfizmi nukleotidne sekvence
(SNP) gena za COMT su proucavani sa aspekta pojave TMD, postoperativnog bola i psiholoskih
poremecaja koji prate TMD, a dobijeni su razliciti rezultati. Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita uticaj
varijanti gena za COMT na pojavu TMD, temporomandibularnog bola, simptoma depresije i somatizacije
i razvoj postoperativnog bola nakon ekstrakcije . Studija je pobuhvatila 90 pacijenata sa TMD i 92 zdrava
ispitanika. Od toga, kod 40 ispitanika kod kojih je bila indikovana ekstrakcija barem jednog donjeg
impaktiranog umnjaka pracena je pojava postoperativnog temporomandibularnog bola 7 dana i 3 meseca
nakon intervencije.U svrhu utvrdivanja postojanja TMD, temporomandibularnog bola, depresije i
somatizacije kotis¢en je RDC/TMD upitnik (Research Diagnostic Criteria for TMD). DNK je
ckstrahovana iz periferne krvi, a odredivanje genotipa je obuhvatilo tri polimorfizma gena za COMT
(rs4680, 156269 1 r3165774) real time PCR metodom, koriS¢enjem predizajniranih eseja. Rezultati su
ukazali na postojanje znacajne razlike u distribuciji alela i genotipova za rs165774 izmedu studijskih grupa.
Povecan rizik od TMD uocen je kod homozigota sa mutiranim (AA) genotipom (OR=9,448; p=0,000),
kao i kod nosioca genotipa sa A alelom (AG/AA) (OR=2,089; p=0,017) u poredenju sa homozigotima sa
izvornim (GG) genotipom. Genotip AA je bio povezan sa povefanim rizikom za pojavu artralgije
(OR=4,448; p=0,011), miofascijalnog bola (OR=3,543; p=0,035) i hroni¢nog temporomandibularnog
bola (OR=6.173, p=0.006) u odnosu na homozigote sa GG genotipom. AA genotip polimortizma rs6269
bio je povezan sa manjom prevalencom postoperativnog hroni¢nog temporomandibularnog bola
(p=0,025), kao i sa manjim intenzitetom akutnog bola u regiji postekstrakcione rane (p=0,030). Nijje
utvrdena razlika u distribuciji hapoltipova (za haploblok rs165774-rs4680) izmedu pacijenata sa TMD 1
zdravih ispitanika. Takoder, nije uocena povezanost ispitivanih polimorfizama sa pojavom simptoma
depresije i somatizacije. U zakljucku, AA genotip polimorfizma 15165774 moze igrati ulogu faktora rizika
za nastanak TMD 1 hroni¢nog temporomandibularnog bola, dok je AA genotip polimorfizma rs6269
povezan sa manjom prevalencom hroni¢nog temporomandibularnog bola i akutnog lokalnog bola

postoperativno.

Kljuéne rec¢i: COMT; polimorfizam gena; bol; temporomandibularne disfunkcije; ekstrakcija

impaktiranog treceg molara



Abstract

Catechol-O-methyltransferase (COMT) is an important enzyme involved in catecholamine metabolism.
COMT gene polymorphisms may affect thermostability and activity, and thus influence catecholamine
degradation. Disturbance in levels of catecholamines participates in development of pain and affective
disorders. TMD are a set of conditions affecting the masticatory muscles or joints and present the main
cause of pain of non-dental origin in the orofacial region. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
COMT gene have been previously investigated in relation to temporomandibular disorders (TMD), post-
operative pain, and related psychological disturbances yielding diverging results. The study was aimed to
evaluate the association of COMT gene polymorphisms with temporomandibular disorders (TMD), TMD
pain, symptoms of depression and somatization, and post-operative pain. In the present study 90 patients
with pain-related TMD diagnosis and 92 matched controls were investigated for the presence of TMD,
TMD pain, and psychosocial variables by Research Diagnostic Criteria for TMD. In a prospective cohort
study a sample of 40 subjects having extracted at least one fully impacted mandibular third molar, subjects
had 3 months post-surgery follow-up of post-operative pain. DNA extracted from peripheral blood was
genotyped for three COMT SNPs (154680, 156269, and 1s165774) by Real-time Taq-Man
method.According to the obtained results, the rs165774 polymorphism showed significant difference in
the distribution of the variant A allele and A allele carrier genotypes (AG/AA) in TMD patients,
comparing to healthy controls (p=0.006, p=0.015, respectively). Homozygous genotype AA and variant A
allele catriers (AG/AA) for 15165774 polymorphism were associated with increased risk of TMD
compared to wt genotype (OR=9.448, p=0.006; OR=2.089, p=0.017, respectively). In addition, AA
genotype was associated with increased risk of arthralgia (OR=4.448, p=0.011), myofascial pain
(OR=3.543, p=0.035), and chronic TMD pain (OR=6.173, p=0.006), compared to wt genotype. AA
genotype of 156269 was related to less chronic TMD pain (p=0.025) and lower acute pain at the extraction
site (p=0.030) postoperatively. Differences in haplotype distribution between TMD cases and controls
were not significant. No associations with depression and somatization were observed. In conclusion, AA
genotype of 15165774 could be a significant risk factor for the development of TMD and TMD pain,
while AA genotype of rs6269 presents less post-operative chronic TMD pain and acute pain at the

extraction site.

Key words: COMT; genetic polymorphisms; pain; temporomandibular disorders; third molar surgery



1. PREDMET ISTRAZIVANJA

1.1. Temporomandibularne disfunkcije (TMD)

Slozeni funkcionalni poremedaji ranije poznati kao «Costen-ov sindromy», «(funkcionalni) poremecaji
temporomandibularnog  zgloba», «okluzomandibularni poremedaji«, «temporomandibularni bolno-
disfunkcioni sindrom», poslednje tri decenije oznacavaju se kao kraniomandibularne distunkcije (CMD) ili
temporomandibularne disfunkcije (TMD) (Okeson, 1997). Naziv TMD je 1982. godine uveo Bell (Bell,
1982), a predstavlja «grupni pojam koji obuhvata brojna klini¢ka stanja koja zahvataju mastikatorne misice,
temporomandibularni zglob (TMZ) i/ili okolne strukture«. Tipi¢nu klinicku sliku TMD karakterise
prisutvo dva ili vise sledecih znakova i simptoma: bola ili nelagodnosti u predelu vilica, najcesée u TMZ

.....

1996).

Prema rezultatima epidemioloskih studija, ucestalost TMD u opstoj populaciji iznosi 50-75% za znakove,
a 20-33% za simptome disfunkcije (Gray 1 sar., 1994, McNeill, 1997a). Prema rezultatima istrazivanja
Jankovi¢ i sar. (2007) kod oko 45% ispitanika u Isto¢nom regionu Republike Srpske dijagnostikovana je
disfunkcija pracena bolom, a kod ¢ak 56% pacijenata bol je imao hronic¢an karakter. Uprkos relativno
visokoj zastupljenosti, svega 3-7% osoba u opstoj populaciji se javlja na le¢enje zbog TMD (Poveda Roda
i sar., 2007). Znaci i simptomi disfunkcije su ¢e$¢i i izrazeniji u starosnoj grupi od 20. do 40. godine Zivota
(Izvestaj Nacionalnog instituta zdravlja, engl. National Institute of Health (NIH), 1996) kao i kod Zena
(Dworkin i sar., 1990). U klinickim populacijama odnos medu polovima se krece od 3:1 do ¢ak 9:1 u korist

zenskog pola (De Leeuw i sar., 2008).

Nastanak TMD tradicionalno je povezivan sa poremecajima okluzije i skletnih odnosa (Poveda Roda i sar.,
2007). Danas, bez obzira na neslaganja o ulozi pojedinih faktora u nastanku TMD, je opste prihvaceno da
je etiologija TMD multifaktorijalna (Oral 1 sar., 2009). Savremeni biopsihosocijalni etioloski koncept TMD
temelji se na zakljuccima Koncezusne konferencije americkog Nacionalnog instituta zdravlja, a u sebi
integrise tri dimenzije TMD: biomedicinsku (fizicku), psiholosku i psihosocijalnu (Suvinen i sar., 2005;
Svensson i Graven-Nielsen, 2001). Biomedicinski koncept odnosi se na uticaj strukturalnih komponenti
stomatognatnog sistema (mastikatornih misica, TMZ 1 okluzalnog kompleksa) i osnovnih fizioloskih
procesa. Psiholoski koncept obuhvata vise teorija o ulozi razli¢itih psiholoskih komponenata u nastanka
TMD. Psihosocijalna dimenzija odnosi se na uticaj socijalnih faktora i faktora sredine na osecaj bola i
ostale simptome TMD (Suvinen i sar., 2005). Faktori ukljuceni u etiologiju TMD mogu delovati kao
predisponirajudi (stukturalni, metaboli¢ki i psiholoski), inicirajuéi (makro i mikro trauma) i precipitirajudi,
odnosno otezavajuéi (parafunkcije, hormonalni i psihosocijalni faktori) (McNeill, 1997b; Svensson i
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Graven-Nielsen, 2001). Iako je nasledna komponenta TMD do skoro osporavana, u novije vreme medu
etioloskim faktorima za nastanak TMD navode se 1 geneticki faktori (Oakley i Viera, 2008; Meloto i sat.,

2011; Melis 1 Giosia, 2014).

Imajuéi u vidu raznolikost znakova i simptoma temporomandibularnih disfunkcija, kao 1 multifaktorijelnu
ctiologiju ovih oboljenja, prilikom postavljanja dijagnoze TMD potrebno je postojeée promene
klasifikovati u odgovarajuée dijagnosticke grupe (Manfredini i sar., 2007). Generalno se poremecaji dele na
zglobne, koji obuhvataju strukture TMZ, i misicne koji zahvataju mastikatorne i druge misiée u
orofacijalnoj regiji (Romero-Reyes i Uyanik, 2014). Do sada je dato vise predloga da se razli¢ite klinicke
manifestacije TMD klasifikuju u odgovarajuce dijagnosticke grupe (Poveda Roda i sar., 2007). Savremena
sistematizacija TMD svrstava postojeée promene u odnosu na klinicku sliku i etiologiju disfunkcije, a
obuhvata 4 grupe obolenja, 13 osnovnih podtipova i ukupno 37 dijagnoza (Peck i sar., 2014). Bilo je vise
pokusaja da se i za epidemioloske # istrazivacke potrebe ujednace kriterijumi za postavljanje dijagnoze
TMD. Naime, ranija istrazivanja bila su uglavnom bazirana na verifikovanju pojedinacnih znakova i
simptoma disfunkcije, $to je za posledicu imalo velike varijacije u rezultatima (Poveda Roda i sar., 2007)
Prvi sire koris¢en dijagnosticki kriterijum, Helkimov indeks (Helkimo, 1974) obuhvatao je utvrdivanje
stepena subjektivnih tegoba (anamnesticki indeks) i objektivnih promena u kretnjama mandibule
(disfunkcionalni indeks). Imajuéi u vidu da je okluzija smatrana centralnim etioloskim faktorom u
nastanku TMD, integralni deo kriterijuma je i okluzalni indeks u okviru koga se analiziraju okluzalni
parametri, odnosno stepen njihovog odstupanja od fizioloski optimalne okluzije. Studije radene poslednjih
dvadesetak godina wuglavnom su bazirane na Istrazivackom dijagnostickom  kriterijumu  za
temporomandibularne funkcije (engl. Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders
(RDC/TMD)) kojeg su 1992. godine predlozili Dworkin i LeResche. RDC/TMD sadrzi precizne
kriterijume za postavljanje dijagnoze TMD u vidu razli¢itth podtipova disfunkcije. Na osnovu prisustva
odredenih kombinacija znakova i simptoma postavlja se dijagnoza: bez TMD, miofascijalni bol (sa
ograni¢enim otvaranjem usta ili bez ogranienog otvaranja usta), dislokacija diska (sa redukcijom, bez
redukcije bez ogranicenog otvaranja usta ili bez redukcije sa ogranicenim otvaranjem usta) i ostala
obolenja zgloba (artralgija, artroza ili artritis). Pacijent sa disfunkcijom moze imati jednu ili viSe navedenih
dijagnoza, a kriterijum uzima u obzir samo samo najcesée tipove TMD. Pored toga, RDC/TMD
procenjuje 1 psihosocijalne parametre koji mogu biti povezani sa TMD: stepen nesposobnosti vezane za
hroni¢ni bol, somatizacije i depresije. Kategotije Ose I i Ose II RDC/TMD kriterijuma prikazane su na
shemi 1. U cilju korekcija kriterfjuma za procenu TMD i psihosocijalnih parametera, 2014. godine je
objavljena novija verzija ovog upitnika, Dijagnosti¢ki kriterijum za temporomandibularne funkcije (engl.
Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (DC/TMD)) (Schiffman i sar., 2014). Osnovna
razlika odnosi se na kriterijume za postavljanje dijagnoza za pojedine podtipove TMD, uvrstavanje
kriterijuma za jo$ nekoliko TMD dijagnoza, kao i uvodenje skala za procenu anksioznosti i stresa. Prevod i

validacija DC/TMD upitnika na bilo kojem od jezika u regionu jo$ uvek nisu sprovedene.



1.2. Temporomandibularni bol

TMD predstavljaju najceséa bolna stanja orofacijalne regije neodontogenog porekla (de Leeuw i sar.,
2008). Bolni simptomi su glavni uzrok zbog kojeg pacijenti sa TMD traze lekarsku pomod¢, $to na nivou
opste populacije iznosi 5-6% (Svensson 1 Graven-Nielsen, 2001). Prema rezultatima velike epidemioloske
studije (Dworkin i sar., 1990) temporomandibularni bol je bio prisutan kod ¢ak 97% ispitanika u klinickoj
populaciji. Ucestalost temporomandibularnog bola je veéa kod Zena nego kod muskaraca, a ova razlika se

povecava u reproduktivnom dobu (LeResche, 1999).

Za Klasifikaciju orofacijalnog bola danas se koriste Cetiri kriterijuma: klasifikacije Medunarodnog
udruzenja za ispitivanje bola i Americke akademije za orofacijalni bol, Medunarodna klasifikacija
poremecaja pracenih glavoboljom i RDC/TMD upitnik (Dworkin i LeResche, 1992). Dok su prva tri
fokusirana na biomedicinski aspekt orofacijalnog bola, RDC/TMD Kklasifikacija analizira

temporomandibularni bol sa psihosocijalnog aspekta (Renton i sar., 2012).

Medunarodno udruzenje za istrazivanje bola (engl. International Association for the Study of Pain (IASP))
definise bol kao neprijatno c¢ulno i emocionalno iskustvo povezano sa stvarnim ili potencijalnim
ostecenjem tkiva (Merskey i Bogduk, 1994). Uokviru klinicke slike TMD, pacijenti opisuju prisustvo bola u
pojacavaju pri manipulaciji ili funkeciji (McNeill, 1997b). Prisustvo bola moze se uvrditi i prilikom klinickog

pregleda, palpacijom misi¢a i TMZ ili funkcionalnim probama (Okeson, 2003).

Pacijenti sa temporomandibularnim bolom se ¢esto zale na prisustvo bola i u drugim delovima tela:
glavobolju, bol u vratu, grudima, donjem delu leda, zglobovima i sl (Plesh i sar., 2011). Veliki procenat
pacijenata sa TMD takoder ima neko od obolenja pracenih bolom kao §to su migrena, fibromialgija,

sindrom iritabilnog kolona i pokazuje povecanu osetljivost na bolne nadrazaje (Aaron i sar., 2000).

Kod izvesnog procenta pacijenata temporomandibularni bol putem nedovoljno rasvetljenih mehanizama
poprima hronicni karakter. Hronic¢ni bol se definiSe kao bol koji traje duze od vremena potrebnog za
fizioloSko zarastanje, a najcesée se uzima da je to period od tri meseca (IASP, 1986). Hronic¢ni
temporomandibularni bol predstavlja poseban zdravstveni i drustveni problem zbog otezane terapije, te
dokazanog uticaja na psiholoski status, izmenu radnih aktivnosti i drustveni Zzivot obolelih (Dworkin i

LeResche 1992).



1.2.1. Patofiziologija temporomandibularnog bola

1.2.1.1. Putevi bola

Bolni nadrazaj nastaje stimulacijom receptora za bol (nociceptora) mehanickim, termickim ili hemijskim
nadrazajima dovoljnog intenziteta ili medijatorima zapalenja oslobodenim iz ostecenih tkiva. Nociceptori
predstavljaju slobodne nervne zavrsetke primarnih aferentnih neurona, u vidu slabo mijelinizovanih A3
vlakna, odgovornih za oStar lokalizovan bol i inicijalni refleksni odgovor na akutni bol, ili tankih i
nemijelinizovanih C vlakana cijom aktivacijom nastaje kontinuirani, tupi bol (Slika 1) (Serpell, 20006;

Albrecht i Rice, 2010).

AP-vlakna Ad-vlakna C-vlakna

Slika 1. Nociceptivna vlakna (preuzeto sa https://www.ucl.ac.uk/anaesthesia/StudentsandTrainees/

IntrotoPainPathwaysandMechanisms)

Nociceptori pretvaraju stimulus u elektricni signal koji se prenosi do zadnjih rogova kiémene mozdine ili
trigeminalnog gangliona u ponsu gde su smestena tela primarnih neurona (Kambur, 2013). U ki¢menoj
mozdini primarni neuroni ostvaruju sinapse sa aferentnim nervima koji prenose impulse do razli¢itih
centara u mozgu, silaznim vlaknima koji moduliraju prenosenje nociceptivnih impulsa na spinalnom
nivou, inhibitornim i ekscitatornim interneuronima, drugim primarnim neuronima koji prenose ne-

nociceptivne podatke do kicmene mozdine, kao i sa vegetativnim i motornim neuronima. U prenosu

nadrazaja na nivou ovih sinapsi ucestvuje veliki broj razli¢itih neurotransmitera (Kambur, 2013).

Od ki¢cmene mozdine se impulsi prenose do visih centara u mozgu formirajuéi vise puteva: spinotalamicki,

spinobulbarni, spinohipotalamicki, spinoretikularni i druge. Impulsi se dalje procesuiraju u mrezi centara,
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koju ¢ine somatosenzorni, inzularni, prefrontalni korteks, talamus i drugi centri i integriSu sa drugim

informacijama, $to kao rezultat ima subjektivni dozivljaj bola (Chen i sar., 2008) (Slika 2).

Silazna kontrola bola je osnovni mehanizam regulacije nociceptivnih impulsa, a moze iéi u pravcu
inhibicije ili stimulacije (Tracey i Mantyh, 2007). Odvija se segmentno, preko puteva koji pocinju u
korteksu, talamusu ili mozdanom stablu (Stamford, 1995; Kambur, 2013), a najveéim delom posredstvom
noradrenalina i serotonina. Ovi mehanizmi, menjajuci karakteristike elektricnog impulsa, moduliraju
transmisiju i obradu nociceptivnih informacija na njithovom putu od periferije ka centrima, te do centara u
mozgu dolaze izmenjene nociceptivne informacije (Kambur, 2013). Poremecaj na nivou ovih puteva moze

d ovesti do pojave razli¢itih bolnih stanja ili do smanjenja efikasnosti analgetika (Tracey i Mantyh, 2007).

Q Mozdani korteks

Talamus

Periakveduktalna
siva masa u
srednjem mozgu

Spinoretikularni trakt Retikularna

formacija u
Zadnji rogovi \ mozdanom
ki¢mene mozdine stablu

g

, A8i

vlakna

Spinotalamicki trakt

Telo celije dorzalnog
spinalnog gangliona

Slika 2. Ascedentni putevi bola (preuzeto sa https://www.ucl.ac.uk/anaesthesia/StudentsandTrainees/

IntrotoPainPathwaysandMechanisms)

1.2.1.2. Uloga kateholamina u pojavi bola

Kateholamini deluju kao neurotransmiteri u simpatickom nervnom sistemu i igraju vaznu ulogu u
prenosSenju i modulaciji bolnih impulsa u ascedentnim i descedentnim putevima bola (Tammimiki i
Minnist6, 2012). Noradrenalin i serotonin su medijatori u perifernim nociceptivnim neuronima i
ekcitatornim putevima (Oliveira 1 sar., 2007), ali i u inhibitornim putevima za bol u mozdanom stablu
(Diatchenko 1 sar., 2005) i zadnjim rogovima ki¢mene mozdine (Sanchez i Hyttel, 1999), dok dopamin

ucestvuje u modulaciji bola na supraspinalnom nivou (Magnusson i Field, 2000).
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Periferno, u zdravim tkivima kateholaminini ne dovode do nadrazaja nociceptora i do pojave bola, dok u
osteCenim tkivima pokazuje razlicite efekte, ukljucujuéi pogorsanje bola (Michaelis 2002; Pertovaara,
2000). Kao posledica delovanja stetnog nadrazaja, npr. traume, endogeno osloboden serotonin ili
adrenalin smanjuju mehanicki prag nadrazaja nociceptora (Berberich i sar., 1988). Usled nastale
senzitizacije perifernih receptora, ¢ak i slabi stimulusi dovode do njihovog nadrazaja i izazivaju bol. U
slucaju ostecenja samih perifernih nerava, veliki broj aferentnih vlakana postaje ekscitabilan na dejstvo
kateholamina (Michaelis 2002). Ovaj mehanizam bi mogao biti odgovoran za odrzavanje bolnih simptoma

kod neuropatskog bola.

Noradrenalin, adrenalin 1 dopamin takoder predstavljaju kljuéne medijatore endogenog mehanizma
analgezije. Noradrenalin ove efekte ostvaruje putem opioida ili centralnom stimulacijom, kao i preko
silaznih puteva bola (Stamford, 1995). Na nivou ki¢mene mozdine, noradrenalin (Stamford, 1995;
Pertovaara, 2000) i adrenalin (Peng i sar., 1992 ) izluceni iz neurona silaznih puteva bola suprimiraju bol.
Na supraspinalnim nivoima, noradrenalin (Pertovaara, 2006) i dopamin (Magnusson i Field, 2000)
ucestvuju u modulaciji bola. U bazalnim ganglijama dopamin ostvaruje antinociceptivno dejstvo kod
akutnog bola i vr$i modulaciju hroni¢nog bola (Magnussonn i Field, 2000). Efekti noradrenalina zavise od
supraspinalnog nivoa, tipa adrenergickog receptora, trajanja bola i patofizioloskog stanja. Dok na samom
pocetku pojave bola noradrenalin ima malog uticaja, kod dugotrajnog bola indukuje noradrenergicku
povratnu inhibiciju bola (Pertovaara, 20006) Pretpostavlja se da disbalans noradrenalina i drugih

neurotransmitera na nivou endogenih puteva za inhibiciju bola moze doprineti pojavi hroni¢nog bola

(Fields i sar., 1991).

1.2.1.3. Patofiziologija temporomandibularnog bola

Mehanizmi koji dovode do pojave bolnih simptoma u okviru klinicke slike TMD nisu u potpunosti
rasvetljeni. Pored toga, izrazenost temporomandibularnog bola ¢esto nije povezana sa stepenom promena
na zahvacenim strukturama (Cairns, 2010; Sessle, 2005). Citav spektar morfologkih i funkcionalnih

promena moze dovesti do pojave bolnih simptoma u okviru TMD (Slika 3).

1.2.1.3.1. Patofiziologija zglobnog temporomandibularnog bola

Smatra se da u nastanku bola u temporomandibularnom zglobu ucestvuju periferni mehanizmi i centralna
senzitizacija (Cairns, 2010). Periferni mehanizmi koji dovode do pojave zglobnog bola odnose se na
mehani¢ku stimulaciju nociceptora smestenih u zglobnoj kapsuli, sinovijalnoj membrani i diskusu,
oslobadanje neuropeptida ili medijatora inflamacije, odnosno pojavu hipoksije (Sessle, 2005; Cairns, 20006).
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Do mehanicke stimulacije nociceptora dolazi prilikom ekstremnih pokreta u TMZ (Cairns, 2000),
preopterecenja zglobnih struktura (Gallo, 2005) ili povecéanja intraartikularnog pritiska zbog prisutne
inflamacije (Cairns, 2010). Neuropeptidi (peptid vezan za kalcitoninski gen i supstanca P) se oslobadaju iz
slobodnih nervnih zavrSetaka pod uticajem mehanickih nadrazaja ili lokalne hipoksije nastale usled
ostecenja tkiva. U okviru degenerativnih stanja TMZ (artritisa ili artroze) oslobadaju se proinflamatorni
citokini, u prvom redu faktor nekroze tumora alfa (TNFa) i interleukini (Vernal i sar., 2008). Oni dalje
olaksavaju oslobadanje pronociceptivnih supstanci, sto dovodi do nadrazaja nociceptora u TMZ (Takeuchi
1 sar., 2004). Pored perifenih mehanizama, nociceptivni impulsi u TMZ indukuju produZenu senzitizaciju
neurona u centralnom nervnom sistemu. Nociceptivni impulsi se iz TMZ preko trigeminalnog gangliona
prenose u subnucleus caudalis (Cairns, 2000), a odatle u vise centre (Sessle, 2005). Dugotrajna centralna
senzitizacija doprinosi snizenju praga bola, pojavi bola na udaljenim mestima i nastanku generalizovane

bolne osetljivosti.

Slika 3. Ascedentni putevi bola u TMZ i mastikatornim miSi¢ima preko trigeminalnog jedra (prema

Okeson,1995)

1.2.1.3.3. Patofiziologija misi¢nog temporomandibularnog bola

Patofizioloski faktori koji bi mogli biti odgovorni za nastanak bola u temporomandibularnom zglobu
Pretpostavlja se da u njegovom nastanku ucestvuju povecan tonus misica, hroni¢na trauma misiénih
struktura i centralna senzitizacija (Cairns, 2010). Na osnovu rezultata studija na eksperimentalnim
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zivotinjama, pretpostavlja se da bol u TMZ moze indukovati protektivne reflekse mastikatornih misica
(Cairns 1 sar.; 1998). Refleksna aktivacija mastikatornih misia dovodi do povecanja misi¢nog tonusa i
pojave bola. Bol u misi¢ima dalje uzrokuje pojavu misi¢nog spazma koji pojacava bol (Murray 1 Peck,
2007). Osteéenje misi¢nih struktura koje nastaje usled hroni¢ne hiperaktivnosti mastikatorne muskulature
takoder moze biti uzrok misi¢nog bola. Do nadrazaja misiénih nociceptora dolazi zbog nastanka lokalne
ishemije tkiva, zamora misi¢a i/ili usled oslobadanja algogenih supstanci kao $to su serotonin ili glutamat.
Eksperimentalni modeli ukazuju da akumulacija metabolita kao §to su laktati i kalijum, odnosno izostanak
oksidacije metabolita (Newham i sar., 1994) ili hipoksija, oslobadanje faktora inflamacije (bradikinina,
prostaglandina E2) 1 neuropeptida u kombinaciji sa smanjenjem pH vrednosti (Mense, 1993) pri
kontrakeiji misi¢a dovode do nadrazaja misiénih nociceptora. Za razliku od centralne kontrakcije izavane
stiskanjem zuba koja dovodi do trenutnog i kratkotrajanog misi¢nog bola, ekscentri¢ne kontrakeije pri
skripanju zubima dovode do odgodene bolne reakcije (Svensson i Graven-Nielsen 2001). Pretpostavlja se
da je za ovu vrstu reakcije odgovorno oste¢enje misi¢nog vezivnog tkiva (Brown i sar., 1997). Centralna
senzitizacija moze doprineti pojacanju misiénog bola kod pacijenata sa veé prisutnim miofascijalnim
bolom, a mehanizmi su identi¢ni onima ukljucenim u razvoj bola u zglobnim strukturama (Cairns, 2010).
Eksperimentalni modeli su pokazali da je misi¢ni bol odgovoran za somatosenzorne manifestacije kao §to
su pojacana osetljivost cele regije i pojava udaljenog bola, te za inhibiciju kraniofacijalne motorne funkcije
(Svensson i Graven-Nielsen, 2001). Pretpostavlja se da je za ove promene odgovorno sadejstvo vise
mehanizama: senzitizacija perifernih aferentnih vlakana, hipereksitabilnosti centralnih vlakana i disbalansa
u silaznim putevima za modulaciju bola. Kada je u pitanju inhibicija motornih funkcija, postoje ¢vrsti
dokazi o inhibitornom dejstvu aferentnih nociceptivnih misiénih vlakana na aktivnost a-mornih neurona,

verovatno preko niza interneurona u mozdanom stablu.

1.2.1.3.4. Ostali patofizioloski mehanizmi

Pored navedenih mehanizama, smatra se da pojavi temporomandibularnog bola doprinose i izmene u
regulaciji bola, psihogeni faktori, polni hormoni i geneticki faktori (Cairns, 2010). Promene u regulatornim
mehanizmima koje bi mogle imati uticaja na manifestaciju temporomandibularnog bola odnose se na
povecanu nadrazljivost centralnih nociceptivnih puteva 1 smanjenu funkciju endogenih mehanizama za
kontrolu bola. Hiperekscitabilnost centralnih puteva za prenos bola izazvana je postojanjem hroni¢nog
bola, a manifestuje se snizenjem praga bola (Satlani i sar., 2004) 1 pojavom bolnih stanja van orofacijalne
regije (npr. fibromialgija, sindrom iritabilnog kolona, intersticijalni cistitis) (Balasubramaniam 1 sar, 2007).
Smanjen kapacitet endogenih mehanizama za kontrolu bola povecava bolnu osetljivost kod pacijenata sa
TMD (King i sar., 2009). Medu psiholoskim faktorima, u vezu sa pojavom temporomandibularnog bola
dovode se stres (Cairns, 2010), anksioznost (Rollman 1 Gillespie, 2000; Kafas i Leeson, 2006) depresija
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(Sherman i sar., 2004; Kafas i Leeson, 20006) i somatizacija (Dworkin i sar., 2002). Kada je u pitanju TMD,
najispitivaniji medu polnim hormonima je estrogen, kome se pripisuje znacajna uloga u pojavi TMD i
temporomandibularnog bola kod Zena u reproduktivhom periodu, kao 1 fluktuaciji bolnih simptoma u
toku menstrualnog ciklusa (Dao i LeResche 2000; Cimino i sar., 2000; Cairns, 2010). Pored uticaja Zenskih
hormona znatno veéa zastupljenost temporomandibularnog bola medu Zenama pripisivana je regulaciji
centralne obrade nociceptivnih impulsa (Sarlani i sar., 2007), a u klini¢koj populaciji 1 razlici u reagovanju
na pojavu disfunkcije izmedu polova (Gray i sar., 1994). Za veliki broj gena se pretpostavlja da bi mogli
imati uticaja na individulanu sklonost ka nastanku i razvoju znakova i simptoma TMD. Iz nove
perspektive, pojava temporomandibularnog bola bi se mogla shvatiti kao slozeni odgovor pojedinca, pri
¢emu bolni simptomi mogu biti izrazeni ili ublazeni u zavisnosti od genske strukture i/ili uticaja drugih

etioloskih faktora (Stohler, 2004).

1.3. Psihosocijalni poremecaji i TMD

Literaturni podaci potvrduju povezanost izmedu psihosocijalnih faktora i poremeéaja pracenih bolom,
ukljucujudi i temporomandibularne disfunkcije. Psihosocijalnii faktori imaju vazan uticaj na percepciju i
procenu bola od strane pacijenta, ponasanje uslovljeno bolom, (Suvinen i sar., 2005) kao i na ishod terapije
(Dworkin, 2006) Postoji vise koncepata koji na razlicite nacine tumace povezanost TMD sa pojedinim
psiholoskim faktorima. Psihodinamski se temelji na psihoanalizi, a obolenja kao $to su TMD tumaci kao
nacin za oslobadanje od podsvesnih emocionalnih konflikata (Grzesiak, 1991). Koncept li¢nosti ukazuje
na pojedine osobine li¢nosti koje predisponiraju pojedinca za nastanak razli¢itih bolnih stanja (Mongini i
sar., 2000). Prema bihejvioralnom konceptu, postoje razliciti tipovi ponasanja, odnosno nacini na koje se
bol moze dozivijeti, proceniti i na njega reagovati (Suvinen i Reade, 1995). Koncept koji se odnosi na
emocionalna i afektivna stanja, povezuje TMD sa depresijom i anksioznoséu (Rollman i Gillespie, 2000;
Sherman i sar., 2004; Kafas i Leeson, 2006). Autori koji zastupaju kognitivni koncept navode da dozivljaj
temporomandibularnog bola zavisi od mogucnosti kontrole bola, odnosno od nacina suoc¢avanja sa bolom
(Jones i sar., 2003). Za samo neke od navedenih psihologkih i psihosocijalnih elemenata postoje dokazi o
njihovoj povezanosti sa TMD, te se mogu smatrati vaznim za procenu i terapiju TMD. Ovo se pre svega
odnosi na afektivne poremecaje (depresiju i anksioznost), somatizaciju i psihosocijalnu disfunkciju
(Suvinen 1 sar., 2005). U okviru istrazivackog modela velike prospektivne studije za procenu pojave
orofacijalnog bola i utvrdivanje faktora rizika data je pretpostavka da psiholoski poremecaji i intenziviranje
bolnih simptoma predstavljaju dva osnovna fenotipa koji dovode do nastanka i odrzanja TMD (Maixner i

sar., 2011).
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Depresija predstavlja cesto psihijatrijsko obolenje, sa celozivotnom ucestaloséu i do 20% (Haenisch i sar.,
2008). Depresivni simptomi prate hronicna bolna stanja, a uoceni su kod 45% (u zavisnosti od populacije,
38-53%) obolelih od TMD (Manfredini 1 sar., 2010b). Prisustvo depresije kod pacijenata sa TMD se
tumaci kao uzrok disfunkcije (Sherman 1 sar., 2004; Kafas i Leeson, 20006) ili kao posledica
temporomandibularnog bola (Kafas i Leeson, 2006). Prema klasi¢noj hipotezi, depresija nastaje kao
posledica smanjenja mozdane neurotransmisije koja se odvija preko monoamina (serotonina,
noradrenalina i dopamina) (Ruhe i sar., 2007; Haenisch i sar., 2008) Snizen nivo noradrenalina i dopamina
u sinaptickim pukotinama dovodi se u vezu sa pojavom depresije (Massat i sar., 2005; Haenisch i sar.,
2008). Sa druge strane, pojedini simptomi depresije nastaju prevashodno kao posledica poremecaja
dopaminergicke neurotransmisije (Drago i sar., 2011). Faktori koji dovode do potros$nje dopamina ili
deluju kao njegovi antagonisti smanjuju motivaciju, pogorsavaju raspolozenje i dovode do depresivnog

stanja (Verhoeff i sar., 2003).

Somatizaciju odlikuje sklonost pacijenta da se zali na razli¢ite nespecifi¢ne fizicke simptome, uz nedostatak
objektivnih promena (Sherman i sar., 2004). Ovde spadaju pojava bola u razli¢itim delovima tela, oseéaj
umora i slabosti, konstipacija 1 sréane tegobe (Klengel i sar., 2011). Prisustvo simptoma somatizacije uo
¢eno je kod velikog procenta (82%) ispitanika u opstoj populaciji, ali su tek kod cetvrtine ovi simptomi
imali klinicki znac¢aj (Hiller i sar., 2000). Somatizacija prati hroni¢na bolna stanja, a u zavisnosti od
populacije, uocena je kod 41-74% pacijenata sa TMD (Manfredini i sar., 2010a; 2010b) Somatizacija se
povezuje sa pojavom temporomandibularnog bola, (Dworkin i sar., 2002) stepenom hroni¢nog
temporomandibularnog bola (Manfredini i sar., 2010a, 2010b) i palpatornom bolnom osetljivoséu
mastikatornih misi¢a (Dworkin i sar., 2002; Sherman i sar., 2004). Ovi pacijenti pokazuju generalizovanu
povecanu perceptivnu reaktivnost, a pretpostavlja se da na neki nacin pojacavaju telesne signale i
dozivljavaju ih kao intenzivnije (Barsky, 1992). Danas se smatra da je u pozadini simptoma somatizacije
neurofizioloski proces centralna senzitizacija, centralno kontrolisana hipersenzitivnost na bolne stimuluse
(Bourke i sar., 2015). Zene generalno pokazuju vi§i nivo somatizacije, ali uloga pola u pojavi ovih
simptoma nije razjasnjena (Ladwig 1 sar., 2001). Prisustvo nespecificnih simptoma je karakteristicna za
grupu obolenja koja zahvataju razlic¢ite sisteme, a gde se pored TMD ubrajaju i sindrom iritabilnog kolona,
fibromialgija, idiopatski lumbalni sindrom, glavobolja tenzionog tipa, intersticijalni cistitis i dr. (Wessely 1

sar., 1999; Bourke i sat., 2015).

Obolenja koja se karakteriSu prisustvom somatizacije Cesto su pracena depresijom (Rief i sar., 1992). Sa
druge strane, veliki procenat pacijenata sa depresijom zali se na neki od simptoma somatizacije (Klengel 1
sar., 2011) Pretpostavlja se da su za komorbiditet depresije i somatizacije odgovorni zajednicki
patofizioloski mehanizmi: poremecaj serotoninergickih puteva, aktivacija imunog odgovora, izmena
aktivnosti hipotalamusno-hipofizno-adrenalne (HPA) ose i poremecaj metabolizma omega-3 masnih

kiselina (Rief i sar., 2010) Svi navedeni bioloski sistemi mogu biti genski determinisani.
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1.4. Uloga gena u nastanku simptoma TMD

Do pocetka poslednje decenije studije nisu uspele da dokazu naslednost TMD (Heiberg i sar., 1980,,
Raphael i sar., 1999, Michalowicz i sar., 2000). Stoga geneticki faktori do skoro nisu navodeni u
multifaktorijalnoj etiologiji ovih obolenja (Oakley 1 Vieira, 2008). Ipak, ¢injenica da pojedine skupine
unutar populacija pokazuju veéu osetljivost za nastanak znakova i simptoma TMD dovela je do
povecanog interesovanja za mogucu geneticku komponentu TMD. Novi pristup ispitivanju uloge gena u
pojavi TMD ne bazira se na tradicionalnom modelu nasledivanja, ve¢ na ulozi velikog broja polimorfnih
gena (Meloto 1 sar., 2011). Multifaktorijelna priroda TMD ukazuje na cinjenicu da mnogo razlicitih gena
moze biti odgovorno za pojavu disfunkcije, pri ¢emu svaki od gena ispoljava odredeni efekat, sto u
kombinaciji sa spoljnjim faktorima odreduje vrstu promena i tip disfunkcije (Diatchenko i sar., 20006;

Meloto i sar., 2011)
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Slika 4. Mapirani geni na humanim hromozomima koji se povezuju sa uticajem na varijabilnost bola (preuzeto
iz Young i sar., 2012)

Razli¢itost u genetickom materijalu bazira se na velikom broju gena sa velikom ucestaloséu polimorfizama
(Meloto 1i sar., 2011). Genski polimorfizam je genetska varijacija koja postoji stabilno u zdravoj humanoj
populaciji sa ucestalos¢u koja je veéa od 1% (Brookes 1999). Najceséi oblik genskog polimorfizma,

polimorfizam nukleotidne sekvence (engl. single nucleotide polymorphism (SNP)) je mala promena ili
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varijacija u sekvenci DNK koja nastaje zamenom jednog od cetiri nukleotida u genomu, koji se razlikuje
izmedu jedinki iste vrste ili parova hromozoma iste jedinke (Genetics Home Reference Glossary). Zamene
se mogu desiti u kodirajuem segmentu gena (egzonu), nekodirajuéem segmentu (intronu) i u drugim
nekodirajuéim delovima. Polimorfizmi u kodirajuéem segmentu imaju razlicite funkcionalne efekte na
ckspresiju gena, sintezu proteina ili funkciju proteina, enzima ili receptora. Zamene u nekodirajuéem
regionu gena utiCu na vezivanje transkripcionih faktora, a time na promenu nivoa transkripcije 1
naposletku na sintezu proteina. Jedan od rag/icitih oblika DNK sekvence oznacava se kao alel. Neki od
alela su zapravo funkcionalne varijante koje mogu povecati rizik za nastanak nekog obolenja. Haplotip
predstavlja kombinaciju SNP na susednim lokusima na jednom hromozomu hromozomskog para koji su
statisticki asocirani. Haplotipovi se pojavljuju u blokovima, u jednom segmentu hromozoma, a veli¢ina
blokova se krec¢e od 3 do 150 kb. Polimorfizmi unutar istog bloka pokazuju veliku medusobnu povezanost
i malu povezanost sa ostalim polimorfizmima (http://www.genome.gov/10001665). Pojam neravnoteza

vezanosti (engl. linkage disequilibrium (LD)) oznacava vezano nasledivanje polimorfizama u haplotipskim

ili LD blokovima (Wall i Pritchard, 2003).

Proucavani geni koji bi mogli imati uticaja na individualnu sklonost ka nastanku i razvoju TMD vezani su
za individualni dozivljaj bola, pol, inflamatorni odgovor, ostecenje ekstracelularnog matriksa i izmene
struktura mastikatornog sistema u okviru pojedinih sindroma (Oakley i Vieira, 2008; Vernal i sar., 2008;
Meloto i sat., 2011; Planello i sar., 2011) Na nove potencijalne kandidate medu genima koji bi mogli biti
odgovorni za pojavu TMD ukazuju rezultati studija na eksperimentalnim Zivotinjama, kao i humanih
studija u kojima su ispitivana druga obolenja sa slicnom klinickom slikom (Oakley i Vieira, 2008; Kim i
sar., 2009). Ovde pre svega treba spomenuti razli¢ita bolna stanja kao $to su hronicni bolni sindrom,
fibromialgija, lumbalni sindrom, idiopatska migrena, sindrom pelvicnog bola itd., te inflamatorna i
degenerativna obolenja zglobova. Prema danasnjim saznanjima postoji bar 20 gena povezanih sa
cksperimentalnim 1 klinickim bolom, ali su za samo mali broj njih rezultati potvrdeni u vise studija

(LaCroix-Fralish i Mogil 2009) (Slika 4)

1.4.1. Uloga gena u nastanku temporomandibularnog bola

Genetika bola je relativno novo polje istrazivanja (Katz 1 Seltzer 2009) a geni se dovode u vezu sa
razli¢itim hroni¢nim bolnim stanjima, pa i sa temporomandibularnim dinsfunkcijama. Prema rezultatima
prethodnih studija, procenjuje se da se uce$e gena u pojavi bolne osetljivosti krece 28-76% na
eksperimentalnom modelu kod miSeva i u rasponu 39-58% za razlicita obolenja prac¢ena bolom kod ljudi
(Mogil, 1999). Genski determinisana razlika u bolnoj osetljivosti zasnovana je na ulozi gena koji kontrolisu

neurotransmiterske sisteme, jonske kanale ili ¢ine bazu za neka obolenja (Young i sar 2012).
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Uloga gena u etiologiji hroni¢nih bolnih stanja je daleko slozenija, a odvija se preko regulacije bolne
osetljivosti, psiholoskog statusa, te inflamatornog i vegetativnog odgovora (Smith i sar., 2011). U
preglednom clanku o naslednosti temporomandibularnog bola, Visscher i Lobbezzo (2015) iznose
zakljucak da je rizik za transformaciju akutnog bola u hroni¢ni verovatno vezan za individulnu geneticki

odredenu sklonost ka nastanku bola.

Najcesce proucavani geni koji se povezuju sa temporomandibularnim bolom kodiraju razlicite
komponente serotoninergickog sistema (transporter serotonina, serotoninski receptori) (Visscher i
Lobbezzo, 2015), adrenergickog sistema (adrenergicke receptore i enzim katehol-O-metil-transferazu)
(Tammimiki i Ménnistd, 2012; Visscher i Lobbezzo, 2015), puteva regulacije bola (opioidni i glutamatni
receptori) (Smith i sar., 2011), hipotalamusno-hipofizno-adrenalne ose (glikokortikoidni receptori) (Smith 1
sar, 2011) 1 receptore vezane za dejstvo gonadalnih hormona (Ribeiro-Dasilva i sar, 2009). Ostali rede
opisani geni vezani su za muskarinske holinergicke receptore i regulatorne proteine (CAMK4, IFRDI,

GRK5) (Smith i sar., 2011).

1.4.1.1. Polimorfizam gena za katehol-O-metil transferazu (COMT)

Jedan od najvise proucavanih gena kada je u pitanju pojava bola je gen koji kodira katehol-O-metil
transferazu (COMT). Ovaj katabolicki enzim je odgovoran za inaktivaciju derivata katehola, ukljucujuci
kateholamine (adrenalin, noradrenalin i dopamin), kateholne estrogene, L-dopa i druge (Kambur, 2013;

Minnist6 i Kaakkola, 1999). (Slike 5 1 6).
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Slika 5. Kristalna struktura proteina COMT coveka. Slika 6. Shematski prikaz metabolickog puta
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Gen za COMT lociran je na 22. hromozomu, u regiji q11.21 i obuhvata 27 221 bazu Bakken i sat., 2008).
Sadrzi Sest egzona (od ¢ega su prva dva nekodirajuca) i dva zasebna promotora koji kontrolisu ekspresiju a
nalaze se u 3. egzonu (Tunbridge i sar., 2006; Kambur, 2013) (Slika 7). Ovaj gen kodira dva poznata oblika
enzima, solubilni COMT (S-COMT) i COMT vezan za membranu (MB-COMT) (Tenhunen i sar., 1994)
kao 1 8 drugih izoformi (Tunbridge i sar., 2007). S-COMT preovladuje u vedini tkiva, osim u mozgu (Hong
i sar. 1998). Promotor 2 nadzire sintezu mRNA duzine 1,5 kb ¢ijjom translacijom mogu nastati oba oblika
enzima. Promotor 1 je odgovoran za sintezu mRNA od 1,3 kb (Tenhunen i sar., 1994). Ova mRNA ne

sadrzi pocetni kodon za MB-COMT i stoga se moze prevesti samo u S-COMT (Tenhunen i sur., 1994).

Hromozom 22

22q11.22-23

MB- S-

ATG ATG
J r56f69 I I rs4680 rs165774 TGA
1

A H A
Promoter 1 Promoter 2
5
l

Egzon 1 2 3
MB- S-
AUG Al[IG
|

4
N § .y [ &) 1.5kb M-COMT
S~ N S ——

S-
ALIJG U(ISA

L1 J

T S R

[p(A) 1.3kb S-COMT

Slika 7. Gen za COMT sa lokacijama ispitivanih polimorfizama (rs6269, rs4680 i 1s165774) na hromozomu 22 i
transkript. Sekvence u sivoj boji odgovaraju 1.5kb transkriptu. (MB-/S- ATG/AUG - pocetni kodoni;
TGA/UGA — terminirajudi kodon) (Tunderbridge i sar., 2006)

Na nivou nociceptivnih puteva, COMT je prisutan u perifernim strukturama, kao $to su ganglije perifernih
senzornih neurona, povrsnim laminama zadnjih rogova kicmene mozdine, (Karhunen i sar., 1996) kao i u
nekim supraspinalnim regijama, najvise u prefrontalnom korteksu i corpus striatum (MyShinen i sar.,
2010). Generalno, zastupljenost i aktivnost COMT je daleko veca u perifernim nego u mozdanim
sttukturama (My6hidnen i sar., 2010). Pored razlike u distribuciji S-COMT i MB-COMT, dva oblika
enzima se 1 funkcionalno razlikuju. U mozdanom tkivu, COMT pomaze eliminaciji kateholamina

intracelularno, u postinaptickim neuronima (Ménnist6 i sar. 1992) ili ekstracelularno (Chen i sar., 2011).
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MB-COMT poseduje veéi afinitet za vezivanje derivata katehola nego S-COMT, ali S-COMT ima veci
enzimski kapacitet (Lotta i sar., 1995. MB-COMT je funkcionalno vazniji, jer u slucaju nedostatka S-
COMT , MB-COMT je u stanju da komprenzuje oko 50% funkcije enzima, ¢ak i u perifernim tkivima. O

drugim izoformama COMT enzima se malo zna.

Polimorfizmi gena za COMT uti¢u na aktivnost enzima i povezuju se sa razli¢itostima u petrcepciji bola,
kao 1 u raspolozenju, kognitivhim sposobnostima i odgovorom na fizi¢ki ili emocionalni stres (Belfer i sar.,

2013).

1.4.1.1.1. Polimorfizam gena za COMT i bol

Jos 1976. Marbach 1 Levitt su uocili povezanost hroni¢nog facijalnog bola sa smanjenom aktivnoséu
eritrocitne COMT i povecanjem nivoa metabolita kateholamina u urinu. Zubieta i sar. (2003) su pre vise
od decenije ukazali na povezanost jednog polimorfizma ovog gena, Val'®Met, sa percepcijom bola i
bolnim reakcijama kod zdravih ispitanika. Kasnija istrazivanja su utvrdila da se gen za COMT odlikuje
velikim brojem funkcionalnih polimorfizama koji mogu doprineti interindividualnoj varijabilnosti u bolnoj
osetljivosti (Belfer i sar., 2013). Fenotipske varijacije ukljucuju osetljivost na bolne stimuluse, intenzitet,
hronicitet bola i odgovor na analgetike (Diatchenko i sar., 2005). Mehanizmi preko kojih polimorfizmi
gena dovode do smanjenja aktivnosti COMT i povecanja bolne osetljivosti nisu sasvim razjasnjeni.
Pretpostavlja se da genske varijacije za posledicu imaju izmenu u sekundarnoj strukturi mRNK, $to utic¢e
na efikasnost translacije proteina i dovodi do razli¢ite aktivnosti enzima (Diatchenko 1 sat., 2005). Jedan od
predlozenih mehanizama preko kojih snizena aktivnhost COMT dovodi do pojave bola odnosi se na
povecanje ekstracelularnog nivoa kateholamina (Meloto i sar., 2011; Tammimaki 1 Minnist6, 2012) koji
dovodi do stimulacije 32 receptora (Meloto i sar., 2011). Dok se na periferiji pojava bola povezuje sa
snizenom aktivno§éu COMT i povisenim nivoom kateholamina, u ki¢menoj mozdini i mozgu snizena
enzimska aktivnost COMT, te visok nivo dopamina ima antinociceptivno dejstvo (Tammimiki i Madnnisto,
2012). Drugi moguéi mehanizam vezan je za aktivaciju dopaminergickog prenosa, sto za posledicu ima
smanjenje nivoa enkefalina (endogenih opioidnih peptida) (Zubieta i sar., 2003; Diatchenko i sar., 2005).
Smatra se da bolna osetljivost u zavisnosti od funkcionalnih polimorfizama gena za COMT moze biti
vezana za odredene tipove bola (Belfer i sar., 2013). Segall i sar. (2012) su izneli pretpostavku da COMT
ispoljava suprotne efekte kada su u pitanju nociceptivni 1 neuropatski bol. Prema ovim autorima
nociceptivni, inflamatorni, kao 1 i muskuloskeletni bol kod covjeka izazvani su stimulacijom perifernih
adrenergickih receptora. Sa druge strane, neuropatski bol se smanjuje povecanjem stimulacije

adrenergickih receptora kateholaminima.

Iako je aktivnost COMT regulisana velikim brojem SNP, samo se neki od polimorfizama dovode u vezu

sa pojavom TMD (Tammimiki i Ménnistd, 2012, Michelotti i sar., 2014). Varijabilnost gena za COMT
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povezuje se sa rizikom za nastanak TMD (Oakley i Vieira, 2008), regulacijom bolne osetljivosti
(Diatchenko i sar., 2005; Allegti i sar 2010), pojavom hroni¢nog temporomandibularnog bola (Diatchenko
i sar., 2005; Tammimiki i Ménnistd, 2012), a pretpostavlja se da igraju ulogu i u polno vezanoj razlici u

pojavi TMD (Oakley i Vieira, 2008)

Aleli sa ucestalosc¢u polimorfizma <0,15% sa malom verovatno¢om mogu imati znac¢ajan uticaj na pojavu
obolenja sa visokom prevalencom u opstoj populaciji, kao sto je TMD (Risch 2000). Samo 6
polimorfizama gena za COMT javlja se sa ucestaloséu >40% ( rs2097903, 156269, 1s4633, 154818, 1rs4680 i
rs165599) (Diatchenko i sar., 2005). Stoga su ovi SNP najcesce ispitivani u klinickim studijama sa
razlicitim bolnim stanjima (Tammiméki i Ménnist6, 2012). SNP rs6269 se nalazi u promotorskom regionu
gena koji kodira S-COMT. Prema rezultatima studije Diatchenko i sar. (2005), doprinos polimorfizma
rs6269 nastanku bolne osetljivosti iznosi oko 6%. Ovaj polimorfizam se takoder dovodi u vezu i sa
povetanim rizikom za fibromialgiju i1 vedim intenzitetom bola (Vargas-Alarcon 1 sar., 2007) i
postoperativnim bolom (Lee i sar., 2011). SNPrs rs4633, rs4818 i rs4680 su smesteni u kodirajuéem
regionu gena za S- i MB-COMT (Diatchenko i sar., 2005). SNP rs4680 je najizucavaniji COMT
polimorfizam, a kodira zamjenu G-u-A, odnosno valina (Val) metioninom (Met) na poziciji 158 (za MB-
COMT), odnosno 108 (za S-COMT) (Lotta i sar., 1995) (Vall08/158Met). Ova zamena stvara termolabilnu
formu enzima koja ima 3-4 puta smanjenu aktivnost (Lotta i sar., 1995). Nosioci Met/Met genotipa
pokazuju vecu bolnu osetljivost od homozigota sa Val/Val genotipom (Diatchenko i sat., 2005). Aleli su
kodominantni, te je enzimska aktivnost kod heterozigota izmedu vrednosti homozigota (Massat i sar.
2005). SNP rs4680 se povezuje sa pojavom migrenoznih glavobolja (Patk i sar., 2007), fibromijalgije
(Finan 1 sar., 2011, Barbosa i sar., 2012), hroni¢nim postoperativnim bolom (Hickey i sar., 2011;
Fernandez-de-Las-Pefias 1 sar., 2012 ) i miofascijalnim bolom (Erdal i sar., 2003) Medutim, veliki broj
studija na humanom modelu nije potvrdio postojanje veze ovog polimorfizma sa razlicitim bolnim
fenotipovima (Kim i sar., 2006a; Cevoli i sar., 2006; Hagen i sar., 2006a, 2006b; Hocking 1 sar., 2010;
Vossen i sar., 2010; Nicholl i sar., 2010; Xiang i sar, 2012).

Rezultati studija u kojima je ispitivana povezanost izmedu genskih polimorfizama i pojave bola ukazuju na
¢injenicu da je modulacija bola preko gena za COMT pre regulisana sadejstvom vise pojedinacnih
polimorfizama u okviru jednodnog haplotipa koji dovode do smanjene aktivnosti COMT, nego i sa
jednim pojedinacnim SNP (Kambur i Mannistd, 2010) Proucavajuéi varijabilnosti gena koji determinise
COMT kao i njihovu ulogu u pojavi akutnog eksperimentalnog bola i sklonosti ka nastanku TMD
Diatchenko i sar. (2005) su utvrdili postojanje tri osnovna haplotipa. Oni predstavljaju najcesce
kombinacije (kod oko 96% ispitanika uocen je jedan od haplotipova) cetiri SNP koji ¢ine drugi haploblok
gena za COMT: rs6269, rs4633, 154818, 1rs4680. Ovi haplotipovi fenotipski odgovaraju niskoj, srednjoj i
visokoj bolnoj osetljivosti, i do danas su najcesée proucavani COMT haplotipovi u okviru razli¢itih bolnih
stanja (Vargas-Alarcon 1 sar. 2007, Tammimiki 1 Mannistd, 2012; Martinez-Jauand i sar. 2013). Kasnije

studije su potvrdile da haplotip sa povecanom bolnom osetiljivoséu povecava rizik za nastanak TMD
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(Smith 1 sar., 2011) 1 smanjuje efikasnost terapije propranololom kod pacijenata sa bolnim TMD
(Tchivileva i sar., 2011) Povezanost COMT haplotipova utvrdena je i za pojavu TMD bola kod pacijenta
podvrgnutih ortodontskoj terapiji (Slade i sar., 2008). Medutim, rezultati mnogih studija nisu potvrdili
povezanost izmedu ovih haplotipova gena za COMT 1 razli¢itth modaliteta bola: multiplog
somatoformnog poremecaja (Jakobi i sar., 2010), hroni¢nog generalizovanog bola (Nicholl i sar., 2010) ,
postoperativnog akutnog bola (Kim i sar., 2006a), 1 dr. Rezultati istrazivanja Kim i sar. (2006a) su cak
pokazali da je haplotip koji se povezuje sa snizenom bolnom osetljivoséu (Diachenko i sar., 2005) prisutan
i kod ispitanika koji imaju visoku osetljivost na bolne nadrazaje. Nova istrazivanja ukazuju na mogucu
povezanost TMD sa nekim drugim polimortizmima gena za COMT (Smith i sar., 2011; Michelotti i sar.,

2014), a koji mogu delovati nezavisno od SNP ukljucenih u navedene haplotipove.

SNP 15165774 se nalazi u intronskom regionu u genu za COMT, izmedu 5 i 6 egzona, deo je drugog
haplobloka gena koji kodira COMT (Kambur i sar., 2013b), a pokazuje dominantni tip nasledivanja
(Voisey i sar., 2011). Prema rezultatima studije u kojoj je ispitivana bolna osetljivost na razli¢ite nadrazaje
od svih proucavanih polimorfizama gena za COMT, SNP 15165774 je pokazao najveéu povezanost sa
bolnom osetljivoséu na toplo (Kambur i sar 2013). Ovaj SNP takoder se dovodi u vezu sa akutnim bolom
(Applebaum, 2009), fibromijalgijom (Garcia-Fructuoso i sar., 2008), hroni¢nim posttraumatskim bolom
(Bortsov i sar., 2014) i mentalnom retardacijom (Zhang i sar., 2007). Meloto i sar. (2015) su utvrdili da ovaj
SNP ima ulogu u ekspresiji nove izoforme COMT koja pokazuje vecu efikasnost u razgradnji dopamina.
Autori su takoder ukazali na mogucu povezanost rs165774 sa pojavom bolnih temporomandibularnih

disfunkcija.

1.4.1.1.2. Polimotfizam gena za COMT, depresija i somatizacija

Depresija i somatizacija su multifaktorijelni poremecaji, a nastaju interakcijom velikog broja razlicitih gena
sa faktorima sredine (Massat i sar., 2005). Geneticki faktori mogu doprineti nastanku simptoma depresije 1
somatizacije pre svega preko gena koji reguliSu monoaminergicke puteve, HPA osu, imuni odgovor i
metabolizam omega masnih kiselina (Rief i sar. 2010). Medu genima koji bi mogli biti odgovorni za

regulaciju monoaminergickih puteva, navode se geni za COMT (Klengel i sar., 2011).

Procenjuje se da udeo nasleda u nastanku depresije iznosi gotovo 40% (Sullivan i sar., 2000). Uloga
polimorfizama gena koji kodira COMT ogleda se u uticaju na vie nivoa: na pojavu depresije, odgovor na
antidepresive, popratne neuroloske poremecaje (endofenotipove depresije) i ponasanje. Depresija se
generalno dovodi u vezu sa poveéanom aktivno$éu enzima. Naime, COMT je vazan regulator
dopaminergicke neurotransmisije u prefrontalnom korteksu, a odgovoran je za oko 60% razgradnje
dopamina (Karoum i sar., 1994). COMT katabolise i ostale kateholamine i kateholne estrogene, koji se

povezuju sa kognitivhim i emocionalnim funkcionisanjem (Bilder i sar., 2004) Povecana enzimska
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aktivnost COMT dovodi do smanjenja noradrenalina i dopamina na sinaptickim pukotinama i moze

povecati sklonost ka nastanku depresije (Massat i sar., 2005) (Slika 8).

PFC Striatum

Slika 8. Dopaminergicka transmisija: prefrontalni korteks (PFC) i corpus striatum. COMT igra klju¢nu ulogu u
uklanjanju dopamina (D) iz sinapticke pukotine u PFC (Tunbridge 1 sar., 20006)

Medutim, podaci dobijeni u klinickim studijama o povezanosti gena za COMT sa pojavom i izrazenoscéu
depresije su kontradiktorni. Tako su za najizucavaniji COMT polimotrfizam, rs4680 (Vall08/158Met), neke
studije pokazale povezanost depresije sa Met alelom (Mandelli i sar., 2007; Aberg i sar., 2011) dok druge
ukazuju na povezanost sa Val alelom (Funke i sar., 2005; Massat i sar. 2005; Bxekken i sar. 2008) (Antypa i
sat., 2013) Sa druge strane, postoje dokazi koji govore u prilog povezanosti varijabilnost gena za COMT sa
pojedinim neuroloskim promenama koji prate depresiju (tzv. endofenotipovima) (Rasch i sar., 2005;
Smolka 1 sar., 2010), kao i sa odgovorom na terapiju antidepresivima (Antypa i sar., 2013). Varijabilnost
gena za COMT takoder utice na kognitivno i emocionalno funkcionisanje preko katabolizma ostalih
kateholamina i kateholnih estrogena (Bilder i sar., 2004). Uticaj polimorfizama gena za COMT na
fenotipove depresije moze biti moduliran uticajem drugih faktora, kao $to su stres (Mandelli i sar., 2007) ili
pol (Laatikainen i sar., 2013). Prema neki autorima, polimorfizmi gena za COMT ulogu u pojavi depresije

ostvaruju u okviru haplotipova (Funke i sar., 2005; Kocabas i sar., 2010).

Patofizioloski mehanizmi odgovorni za nastanak somatizacije nisu u potpunosti poznatbi, (Holliday 1 sar.;
2010). Rezultati studija na blizancima ukazali su na postojanje nasledne komponente za pojavu
somatizacije, (Gillespie i sar., 2000; Lembo 1 sar. 2008) kao 1 za razlicite sindrome koje karakterise
prisustvo simptoma somatizacije (Holliday i sar.; 2010). Ispitivanja bazirana na polimorfizmima nuklotidne
sekvence izucavala su gene vezane za monoaminergicki sistem i HPA (Rief i sar., 2010; Holliday i sar.,
2010; Klengel 1 sar., 2011). Medu genima koji ucestvuju u regulaciji monoaminergickih puteva navode se
geni za COMT, dopaminski receptor (DRD4), enzim triptofan hidrolazu (TPH1, TPH2), transporter
noradrenalina (SLC6A2) i serotonina (SLC6A4, 5-HTTLPR) i serotoninski receptor (HTR2A) (Rief i sar.,
2010; Holliday i sat., 2010; Klengel i sat., 2011). Moguca uloga gena za COMT odnosi se na pojavu bolnih
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simptoma somatizacije. Snizena enzimska aktivnost COMT, budu¢i da utice na snizenje praga bola,

dovodi se u vezu sa somatizacijom (Rief i sar., 2010).

Studije koje su sprovedene na pacijentima sa razli¢itim hroni¢nim bolnim stanjima dale su razlicite
rezultate o povezanost polimorfizama gena koji kodira COMT i simptoma depresije/somatizacije. Tako je
pokazana povezanost SNP rs4633 1 154680 sa depresijom i anksioznoséu kod pacijenta sa hroni¢nim
lumbalnim bolom (Omair 1 sar., 2012). Rezultati studije Martinez-Jauand 1 sar. (2013) ukazuju na znacajnu
povezanost opste anksioznosti i afektivhog poremecaja, ali ne i trenutne anksioznosti i depresije sa Met
(A) alelom polimorfizma rs4680 kod pacijenata sa fibromialgijom. Takoder, jo§ uvek nema dokaza o
direktnoj povezanosti polimorfizama gena za COMT sa simptomima depresije i somatizacije kod

pacijenata sa TMD (Slade i sar., 2007; Schwahn i sar., 2011).

1.5. Oralnohirurske intervencije i nastanak TMD

Traumom tkiva (perifernih nerava, mekih i kostanih struktura) hirurske intervencije u orofacijalnoj regiji
pokreéu niz mehanizama koji mogu dovesti do pojave razlicitih simptoma, ukljucujuéi ogranicene kretnje
mandibule, poremecaj funkcija i pojavu postoperativnog bola (Juhl i sar., 2009). Bol nakon oralnohirurskih
intervencija obi¢no je akutan i lokalnog karaktera, ali moze poprimiti hronican tok, ili zahvatiti 1 druge
strukture u orofacijalnoj regiji, zvacne misice i temporomandibularni zglob (Huang i Rue, 2006 Juhl i sar.,

2009)

Hronic¢ni postoperativni bol definiSe se kao bol koji je nastao nakon hirurske intervencije, traje barem 2
meseca, a drugi izvori bola, ukljucujudi i preopertivno prisutne bolne simptome, mogu se iskljuciti (Macrae
i Davies 1999). Prelazak akutnog postoperativnog bola u hronicni je slozen 1 nedovoljno razjasnjen proces,
a ukljucuju bioloske, psiholoske i socijalno-ekoloske faktore (Katz i Seltzer, 2009). Postoperativni hroni¢ni
bol u orofacijalnoj regiji pripisuje se razvoju neuropatskog bola (Juhl i sar., 2009) ili pojavi

temporomandibularnog bola (Berge, 2002).

Vise klinickih studija ispitivalo je povezanost oralnohirurskih intervencija i pojave TMD (Berge, 2002;
Huang i sar., 2002. 1 20006; Israel i sar., 2003; Akhter i sar., 2008; Juhl i sar., 2009). Nalazi nekih od
istrazivanja ukazuju da oralnohirurska trauma moze imati ulogu u nastanku ili odrzanju znakova i
simptoma disfunkcije (Huang i sar., 2002 1 20006; Israel i sar., 2003; Akhter i sar., 2008). Sa druge strane,
rezultati drugih studija ne nalaze vezu izmedu oralnohirurskih intervencija 1 ucestalije pojave simptoma i

znakova TMD (Berge, 2002; Huang i sar., 2008; Juhl i sar., 2009).

Prisustvo znakova 1 simptoma TMD nakon oralnohirurskih intervencija pripisuje se primeni sile na

mandibulu u toku intervencije, dugom drzanju otvorenih usta, uticaju neurobioloskih faktora,
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postoperativnim depresivnim simptomima, odsustvu protektivnih mehanizama u opstoj anesteziji, te
preoperativno prisutnim znakovima i simptomima TMD (Huang i Rue, 2006; Juhl i sat., 2009). Usled
dejstva sile veceg intenziteta na mandibulu u toku hirur§kog zahvata moze doéi do prisilnog pomeranja
kondila posteriorno (Juhl i sar., 2009), dislokacije diskusa (Huang i Rue, 2000) te do ostecenja zglobnih
tkiva (diskusa i hrskavice) i rastezanja misica i ligamenata (Huang i Rue, 2000), $§to se moze manifestovati
pojavom simptoma i znakova misi¢ne (Huang i sar., 2002) i zglobne disfunkcije (Juhl i sar., 2009). Dugo
drzanje otvorenih usta u toku oralnohirurskih intervencija takoder deluje traumatski na TMZ i
mastikatorne misice, te dovodi do pojave znakova i simptoma TMD (Huang i sar., 2002; Huang i Rue,
2000). Slozenim promenama u perifernim tkivima i primarnim aferentnim nociceptivnim vlaknima, te
izmenama u prenosu i utegraciji bolnih impulsa na nivou CNS-a (periferna i centralna senzitizacija) akutna
povreda tkiva dovodi do pojave hroni¢nog bola (Hansson, 2006; Juhl i sar., 2006; Juhl i sar., 2008).
Ostecenje aferentnih nerava moze biti okida¢ za povecanje intenziteta akutnog postoperativnog bola i
njegovog prelaska u hroni¢ni bol (Katz i Seltzer 2009). Povreda nerava dovodi do pojave akutnih, ali i
dugotrajnih promena ne samo u osteenim, nego i u intaktnim okolnim nervnim vlaknima, na nivou
puteva bola u CNS-u i u motornim i simpatickim reakcijama (Devor i Seltzer, 1999). Nekoliko
psihosocijalnih faktora: preoperativna anksioznost, depresija, neuroticizam i katastrofiziranje povezano je
sa razvojem visokog intenziteta postoperativnog bola i moze imati negativan efekat na hirurski ishod
(Werner i sar., 2010). Kod pacijenata kod kojih se oralnohirurske intervencije vre u opstoj anesteziji,
izostaje dejstvo protektivnih mehanizama koji se suprotstavljaju urusavanju orofacijalnog sistema (Huang i

Rue, 2006 ; Huang 1 sar., 2002).

Najvise ispitivana oralnohirurska intervencija sa aspekta pojave TMD svakako je ekstrakcija treCeg molara.
Ekstrakcija treeg molara je najce$éi oralnohirurski operativni zahvat, (Berge, 2002. 108) a pracen je
pojavom akutnog postoperativnog bola. Iako ovaj bol retko poprima hronic¢ni karakter, najveéi procenat
hroni¢nih bolnih simptoma nakon hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢ih molara moze se pripisati
temporomandibularnom bolu (Berge, 2002.). Vise klinickih studija dalo je razli¢ite rezultate kada je u
pitanju pojava TMD nakon hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢th molara (Berge ,2002.; Huang i sar.,
2002. 1 2006; Akhteri sar., 2008; Juhl i sar., 2009). Kao faktori rizika za pojavu disfunkcije u
postoperativnom periodu navode se mladi uzrast ispitanika (Huang i sar., 2008 ), vedi stepen impakcije
(Huang i sar., 2008), prisustvo depresije (Juhl i sar., 2009), te postojanje preoperativhog bola, ili drugih
znakova 1 simptoma TMD (Juhl i sar., 2009; Berge, 2002). Prema pretpostavci Slade i sar. (2008), terapijske
procedure u orofacijalnoj regiji deluju kao faktori sredine, koji kod pojedinaca sa naslednom sklonoséu ka

razvoju bola dovode do pojave bolnih simptoma.
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1.5.1. Postoperativni bol 1 polimorfizam gena

Rezultati brojnih istrazivanja govore u prilog postojanju genske kontrole bola nakon razli¢itih hirurskih
zahvata. Genski polimorfizmi mogli bi biti odgovorni za pojavu akutnog bola nakon hirurske intervencije
(Allegri 1 sar., 2010) kao i za sklonost ka razvoju hroni¢nog postoperativnog bola (Kehlet i sar., 2000).
Ipak, jos uvek nisu prepoznati geni koji predodreduju nekoga za pojavu postoperativnog bola ili za

tranziciju akutnog postoperativnog bola u hroni¢ni (Katz i Seltzer, 2009; Ballantyne i sar., 2011).

Polimorfizmi gena za COMT dovode se u vezu sa pojavom postoperativnog bola nakon tonzilektomije
Sadhasivam i sar. (2014), hirurskog odstranjenja karcinoma dojke (Kambur i sat., 2013b) operativnih

zahvata na ramenu (George i sar., 2008), i lumbalnom delu ki¢me (Dai i sar., 2010).

Samo dve studije su ispitivale povezanost pojave bola nakon hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢ih
molara sa polimorfizmima gena za COMT. Kim i sar. (2006a) su analizirali pojavu akutnog
postoperativnog bola , kod pacijenata kod kojih je hirurski vaden jedan ili vise impaktiranih donjih tre¢ih
molara. Prema rezultatima ove studije, povezanost sa intenzitetom akutnog postoperativnog bola utvrdena
je za SNP 1s740603, ali ne i za ostale polimorfizme gena za COMT. U studiji Lee i sar. (2011) ispitivana je
pojava akutnog i hroni¢nog postoperativnog bola kod pacijenata kod kojih je bilo indikovano vadenje vise
tre¢ih molara pod opsStom anestezijom. Za dva ispitivana polimorfizma (rs4818 i rs6269) utvrdena je

povezanost sa akutnim postoperativnim bolom.

Imajudi u vidu razlike u ucestalosti genskih polimorfizama izmedu etnickih grupa, razli¢itost u nalazima o
povezanosti gena za COMT sa hroni¢nim bolnim stanjima, mali broj studija o povezanosti sa pojavom
TMD, nedostatak rezultata o povezanosti sa depresijom i somatizacijom kod pacijenata sa TMD i o
povezanosti sa nastankom simptoma TMD nakon hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢ih molara, cilj ove
studije bi bio da se ispita zastupljenost varijanti gena za katehol-o-metil-transferazu (COMT) i njihov uticaj
na pojavu TMD, temporomandibularnog bola, simptoma depresije i somatizacije i razvoj bola nakon

hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢ih donjih molara.
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2. HIPOTEZA

Polimorfizmi gena za katehol-O-metil-transferazu udruzeni su sa:

- pojavom temporomandibularnih disfunkcija, temporomandibularnog bola, simptomima
depresije i somatizacije i bolnom osetljivoséu i

- pojavom temporomandibularnog bola nakon ekstrakcije impaktiranih tre¢ih donjih molara.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

— utvrditi ucestalost genotipova 1 frekvenciju alela za katehol-O-metil transferazu (COMT), u grupi
obolelih od TMD i zdravih ispitanika bez TMD;

— utvrditi povezanost ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa TMD;

— utvrditi povezanost ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa karakteristikama bola i pojavom

hroni¢nog temporomandibularnog bola;

— utvrditi povezanost ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa pojavom simptoma depresije i

somatizacije kod pacijenata sa TMD i zdravih ispitanika;

— utvrditi povezanost ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa bolnom osetljivoséu i pojavom
temporomandibularnog i lokalnog bola nakon hirurske ekstrakcije impaktiranih tre¢ih donjih

molara kod pacijenata sa TMD i zdravih ispitanika.
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4. MATERIJAL I METODOLOGIJA

4.1. Eticke izjave

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Istocnom Sarajevu. Svi
ispitanici koji su ucestvovali u studiji bili su upoznati sa svthom 1 postupkom ispitivanja, i od njih je
dobijena pismena saglasnost. Istrazivanja su sprovedena u skladu sa Helsinskom deklaracijom iz 1964.

godine, verzija iz 2004 i po principima Dobre klinicke prakse.

Istrazivanje se sastojalo iz dva dela. Prvi deo je dizajniran kao studija slucaj-kontrola, a drugi deo kao

prospektivna studija.

4.2. Studija slucaj-kontrola

4.2.1. Ispitanici

U okviru prvog dela istrazivanja koji je dizajniran kao studija slucaj-kontrola ispitivane su dve grupe
ispitanika. Veli¢ina uzorka kako bi se postiglo 80% statisticke snage za jedan SNP u studiji dizajniranoj kao
slucaj-kontrola sa odnosom 1:1 izmedu ispitanika u grupama, 1 uz pretpostavku o ucestalosti obolenja od
5% (kako je utvrdeno za pacijente sa TMD koji se javljaju na lecenje), zastupljenosti redeg ili minor alela
(engl. Minor Allele Frequency (MAF)) od 5%, potpunu vezanost (LD), statisticku gresku od 5 % (x=0,05),

za dominantni model nasledivanja iznosila je 90 ispitanika (Hong i Park, 2012).

Selekcija ispitanika za TMD grupu vrsena je medu pacijentima koji su se javili na lecenje zbog postojanja
znakova 1 simptoma TMD na Odjeljenje za stomatolosku protetiku na Medicinskom fakultetu u Foci, RS,
BiH u periodu od novembra 2015 do februara 2016. U studiji su mogli da ucestvuju pacijenti koji su
zadovoljili kriterijume Standardizovanog protokola za temporomandibularne disfunkcije (RDC/TMD)

(Dworkin i LeResche, 1992) o postojanju nekog od tipova TMD, sa bolnim simptomima, oba pola.

Ispitanici kontrolne grupe odabrani su medu pacijentima koji su se javili na redovnu kontrolu na
Odjeljenje za karijesologiju i endodonciju na na Medicinskom fakultetu u Foci. U kontrolnu grupu su
mogli biti ukljuceni ispitanici bez znakova i simptoma TMD, tako da struktura grupe prema polu i uzrastu

odgovara eksperimentalnoj grupi.
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1z studije su iskljuceni ispitanici mladi od 18 i stariji od 45 godina, ispitanici sa sistemskim obolenjima,
ispitanici sa hroni¢nim bolom u orofacijalnoj regiji drugog porekla, trudnice, dojilje, i Zene sa neregularnim
menstrualnim ciklusima, ispitanici koji su uzimali lekove sa analgetskim dejstvom, misi¢ne relaksante,
lekove koji uticu na aktivhost CNSa, ili 8-blokatore (u slucaju da je ispitanik uzimao neki od analgetika,
pregled je obavljen 12 sati nakon uzimanja zadnje doze), ispitanici koji su imali povrede ili hirurske
intervencije u orofacijalnoj regiji u toku poslednjith 6 nedelja, ispitanici sa nestabilnim okluzalnim
kontaktima, ispitanici kod kojih nedostaje 1 ili vise zuba sa ili bez protetskih nadoknada i pacijenti kod

kojih je indikovana ili je u toku ortodontska terapija.

4.2.2. Klinicki parametri - Utvrdivanje dijagnoze TMD i stepena temporomandibularnog bola,

depresije, somatizacije 1 udaljenog bola

Kao dijagnosticki kriterijum za odredivanje postojanja TMD, kao i utvrdivanje stepena hroni¢nog
temporomandibularnog bola analiziranih pacijenata, koriS¢en je standardizovani protokol za
temporomandibularne disfunkcije, Research Diagnostic Criteria (RDC/TMD), predlozen od Dworkina i
LeResche (1992). Upitnik se sastoji iz anamnestickog dela i dela u koji se unose podaci dobijeni na osnovu

klinickog ispitivanja. RDC/TMD sagledava TMD sa dva aspekta (ose). (Shema 1)

Osa I RDC/TMD upitnika koristi se u cilju dijagnostifikovanja TMD, pti ¢emu se utvrduje i tip
disfunkcije. RDC/TMD razlikuje tri osnovne dijagnostic¢ke kategorije i nekoliko podtipova u okviru svake
kategorije: miofascijalni bol (sa ili bez ograni¢enog otvaranja usta), dislokacija diska (sa ili bez redukcije, sa
ili bez ogranucenog otvaranja usta) i drugi poremecaji temporomandibularnog zgloba (artralgija, artritis,
artroza). Dijagnosticke grupe su precizno definisane kriterijumom, u vidu prisustva specificnih

kombinacija znakova i simptoma TMD.

Osa II sluzi za utvrdivanje stepena hroni¢nog bola i njegovog uticaja na dnevne, radne aktivnosti i
drustveni Zivot ispitanika, stepena depresije i somatizacije i ograni¢enosti funkcija mastikatornog sistema.
Stepen bola se utvrduje pomocu 0-10 numericke skale bola, a pacijenti na ovaj nacin procenjuju trenutni
intenzitet bola, te prosecni i najvidi stepen bola u toku prethodnih 6 meseci. Nivo depresije i somatizacije
odreduje se na osnovu podskala depresije i somatizacije iz upitnika simptoma SCL-90 psihometrijskog

testa (Derogatis i Cleaty, 1977) integrisanih u Osu II RDC/TMD protokola.

Za utvrdivanje postojanja bola na udaljenim mestima koriséen je SRQ (Symptom Report Questionnaire)
upitnik (Lim i sar., 2010). SRQ je instrument za subjektivhu procenu obima i lokacije bola u periodu od 6
meseci pre pregleda. Za ovu studiju kori$¢eni su samo oni podaci iz SRQ upitnika koji se odnose na

postojanje bola van orofacijalne regije.
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Shema 1. Dijagnoze TMD prema istrazivackom dijagnostickom kriterijumu za TMD (RDC/ TMD)

Osal

TMD dijagnoza

Anamneza

Klinic¢ki pregled
Radioloska di

Dijagnoza

jagnostika

1. Miofascijalni
bol

1a. miofascijalni

bol
-bol u anamnezi

-bol pri palpaciji
u mastikatornim
palpatorna
mesta

1b. miofascijalni

bol

sa ogranicenim

otvaran] em usta

-kriterijumi kao
za la
- ogranic¢eno

otvaranje usta

2. Dislokacija
diska

2a. sa
redukcijom

-prisustvo
recipro¢nog
klika

2b. bez redukcije
bez ogranicenog
otvaranja usta

- klik nije
reciprocan

2c. bez redukcije
sa ograni¢enim
otvaranjem usta
- klik nije
reciprocan

- ogranic¢eno
otvaranje usta

3. Ostala stanja
TMZ

3a. artralgija

-prisustvo bola u
zglobu

3b. artritis

- prisustvo bola u

zglobu

-prisustvo
krepitacija u
zglobu/ pozitivan
radioloski nalaz

- bez bola

3c. artroza

-prisustvo
krepitacija u
zglobu/ pozitivan
radioloski nalaz

- bez bola

Osa Il

Stepen hroni¢nog bola 1 uticaj na aktivnosti,
Psihosocijalni status

Anamneza

1. Intenzitet bola
-skale bola

Srednji skor na skalama bola x
10 i broj dana izostanka

stepen hroni¢nog bola 0-IV

2. Stepen depresije
-podskale depresije iz SCL-90

ukupan skot/btoj
odgovorenih pitanja

bez-umerena-izdrazena

Stepen somatizacije

- podskale somatizacije iz
SCL-90

ukupan skot/broj
odgovorenih pitanja

bez-umerena-izdrazena

Procena i klasifikacija bola i psihosocijalnih parametara:

0=bez bola

I= intenzitet bola<50

i <3 boda nesposobnosti

1I= intenzitet bola >50

1 <3 boda nesposobnosti
II1= 3-4 boda nesposobnosti,
bez obzir na intenzitet bola

IV=5-6 bodova
nesposobnosti,

bez obzir na intenzitet bola

bez < 0,535;
umerena 0,535-1,10;

izrazena > 1,105

bez < 0,500;
umerena 0,500-1,000;

izrazena > 1,000
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4.3. Prospektivna studija

4.3.1. Ispitanici

Prospektivna studija dizajnirana je u svrhu procene uticaja polimorfizama gena za COMT na pojavu bolne
osetljivosti 1 temporomandibularnog bola nakon hirurske ekstrakcije impaktiranog treeg donjeg molara. U
studiji su ucestvovali ispitanici iz studije preseka kod kojih je bila indikovana hirurska ekstrakcija barem
jednog potpuno razvijenog impaktiranog treceg donjeg molara u lokalnoj anesteziji, klasifikovani kao klasa
I-1IT prema Americkom udruzenju anesteziologa (ASA) (Cullen i sar., 2004), bez poznate preosetljivosti na

artikain, paracetamol i brufen.

4.3.2. Hirurska intervencija

Uklanjanje impaktiranog umnjaka je vtseno po standardizovanom hirurSkom protokolu, u lokalnoj
anesteziji (4% artikain sa adrenalinom 1:200,000 (Ubistesin Forte, 3M ESPE AG, Seefeld, Nemacka) ), bez
koris¢enja analgetika i antibiotika pre i propisivanja sedativa pre, u toku ili nakon intervencije. Hirurska
intervencija podrazumeva odizanje bukalnog mukoperostanog reznja, uklanjanje kosti, i, u slucaju potrebe,
separaciju zuba (Norholt, 1998) Za suzbijanje postoperativnog bola, davana se jedna udarna doza
paracetamola (Panadol, GlaxoSmithKline, Dungaravan, Ireland) do 2g per os, te je propisan ibuprofen u
dozi od 400 mg per os, po potrebi, a maksimalno Sest puta dnevno, 5 dana postoperativno. Konci su

uklanjani 1 sedmicu postoperativno.

Sve hirurske intervencije uradio je jedan specijalista oralne hirurgije.

4.3.3. Klinicki parametri

Pacijenti su pregledani najranije 15 dana pre intervencije, te 7 dana i 3 meseca nakon operativnog zahvata.
Prilikom svakog pregleda, pacijenti su ispitani prema propozicijama RDC/TMD upitnika, kako bi se
utvrdilo prisustvo TMD 1 hroni¢nog bola, prema istim kriterijumima kako je to navedeno za studiju
preseka. Pitanja vezana za trajanje bolnih simptoma (8-12. i 20.) preformulisana su u upitniku koji je

koriséen 7 dana postoperativno.

Pored toga, pracen je intenzitet bola u regiji impaktiranog umnjaka preoperativno, odnosno podrudju

ekstrakcije 7 dana i 3meseca postoperativno na numerickim skalama bola (,,Na skali od 0 do 10, pti ¢emu
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je 0 bez bola, a 10 najjaci mogudi bol, kako bi ste ocenili vrednost trenutnog bola u predelu umnjakar*).
Tri meseca postoperativno, pacijenti su takoder ispitivani o trajanju bola u podrucju ekstrakcije 1 duzini
koriséenja analgetika (,,Koliko dana nakon vadenja umnjaka ste oseceli bol u predelu izvadenog zuba?;
,»IKoliko dana posle vadenja umnjaka ste koristili lekove protiv bolovar®). U koliko su vadena oba donja

umnjaka, u obzir su uzimane vece vrednosti.

4.4. Genotipizacija

Svim ispitanicima je uzet uzorak venske krvi (2 ml) u plasticne vakutajnere sa 3,2% natrijum-citratom, a
uzorci su ¢uvani na -80°C do analize. Svi vakutajneri su bili kodirani brojevima. DNK je izolovana iz
ukupno 182 uzorka krvi, 90 pacijenata i 92 zdravih ispitanika koris¢enjem kita za izolaciju (DNK Blood
Prep Isolation Kit, Qiagen, Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Odredivanje genotipa je
obuhvatilo tri polimorfizma gena za COMT, pod identifikacionim brojem rs4680 (Val!%8/158Met), 1s6269 i
rs165774 u bazi podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije SAD (db SNP NCBI). SNP
rs4680 kodira zamjenu G-u-A, odnosno valina metioninom na poziciji 158 (za MB-COMT), (Lotta i
sar.,1995). odnosno 108 (za S-COMT) (Val!%8/158Met). SNP rs6269 (A>G ) se nalazi na promoterskom
regionu gena koji kodira S-COMT, a SNP 15165774 (G>A ) u intronskom regionu u gena, izmedu 51 6
egzona i deo je 2. haplobloka gena koji kodira COMT (Kambur i sar., 2013b).

Odredivanje genotipa obzirom na ove polimorfizme vrSeno je metodom lancane reakcije
polimeraze (engl. polymerase chain reaction (PCR)) u stvarnom vremenu (engl. real time PCR)
koris¢enjem predizajniranih eseja za odredivanje polimorfizama jednog nukleotida sa odgovarajuéim
probama (TagManSNP, Applied biosystems, Warrington, Velika Britanija) na real time PCR aparatu ,,ABI
Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD) (Slika 9). Sistem se zasniva na detekciji i
kvantifikaciji fluorescentnog signala koji je direktno proporcionalan koli¢ini PCR produkta u reakciji.
Koriséeni komercijalno dostupni Tagman eseji za alelsku diskriminaciju sadrze par prajmera koji se nalaze
iznad i ispod mesta potencijalne promene, odnosno ciljne sekvence genomske DNK koji sadrzi
polimorfizam od interesa, kao i1 dve probe za obe alelske forme, probu za izvorni alel (engl. wild type, wt) i
probu za mutirani alel. Alel specificne fluorescentne krive je detektovan i analiziran koris¢enjem 7500

System SDS programa.
Genotipizacija je radena na Institutu za medicinska istrazivanja Vojnomedicinske akademije u Beogradu.

Svi vakutajneri su bili kodirani brojevima, a osobe koje su radile genotipizaciju nisu bile upoznate sa

klinickim parametrima.
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Slaganje kalupa i probe Neslaganje kalupa i probe
Alel
S s .
Slaganje kalupa i probe lNeslaganje kalupa i probe
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Slika 9. Shematski prikaz metode lancane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu (Real time PCR) (preuzeto

od Applied Biosystems, SAD).

4.5. Statisticka analiza

Prikupljeni podaci obradeni su u SPSS 20,0 programu za Windows.

Metodama deskriptivne analize izracunavane su prosecne vrednosti i standardne devijacije za parametrijska

obelezja, te ucestalost za neparametrijska obelezja.

Kolmogorov-Smirnovljev test je pokazao da podaci vezani za intenzitet i trajanje bola nisu imali normalnu
raspodelu (p>0,05). U svrhu poredenja podataka izmedu ispitivanih grupa koriséeni su Kraskal-Volisova
jednofaktorska analiza varijanse i Man-Vitnijev U test (za numericka obelezja koja nisu pokazala normalnu
raspodelu i rangirana atributivna obelezja), Studentov t-test, (za numericka obelezja sa normalnom

raspodelom podataka), i Hi-kvadrat i Fierov test tacne verovatnoée (za dihotomna atributivna obeleZja).

U cilju prospektivnog pracenja znakova i simptoma koristiceni su Fridmanova analiza varijanse sa
rangovima (za numericka obeleZja koja nisu pokazala normalnu raspodelu i rangirana atributivna obelezja)
i Kohrejnov Q test (za dihotomna atributivna obelezja). U slucaju da je dobijena statiticki znacajna razlika
kao post hoc test nakon Fridmanovog testa primenjen je Vilkoksonov test ekvivalentnih parova, a nakon

Kohrejnovog Q testa MekNemarov test.
Za utvrdivanje postojanja asocijacija izmedu polimorfizama gena 1 ispitivanih klinickih varijabli
izra¢unavan je unakrsni odnos sansi (engl. odds ratio (OR)) sa 95% intervaom poverenja (engl. 95%

confidence interval (CI)). Prilagodeni odnos sansi (engl. adjusted OR) je izracunavan ukljucujudi

promenjive: pol i godine starosti.
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Haploview program, verzija 4.2, koris¢en je za proveru odstupanja distribucije genotipova od Hardi-
Vajnbergove ravnoteze, utvrdivanje frekvencije haplotipova i testiranje neravnoteze vezanosti (LD) (D")
medu SNP na osnovu algoritma maksimizacije ocekivanja (Barrett i sar., 2005). Najvazniji parametri za
merenje jacine LD su r2 i D', a kre¢u se od 0 (odsustvo vezanosti odn. neravnoteze) do 1 (potpuna
vezanost ili nervnoteza). Za utvrdivanje potencijalne povezanosti odredenih haplotipova sa rizikom za

nastanak TMD koriscéen je program Thesias v.3.121 (Tregouet i Garelle, 2007).

p vrednosti ispod 0,05 su smatrane statisticki znacajnim, a svi koris¢eni testovi su bili dvosmerni.
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5. REZULTATI

5.1. Studija preseka

5.1.1. Odabir ispitanika 1 formiranje istrazivackih grupa

Odabir ispitanika i formiranje istrazivackih grupa prikazani su na shemi 2. Selekcija za TMD grupu
izvrsena je medu 99 ispitanika koji su se javili na lecenje zbog postojanja znakova i simptoma TMD. Pet
ispitanika je iskljuceno iz studije: 2 pacijenta nisu pripadala ni jednoj dijagnostickoj kategoriji RDC/TMD
upitnika (hipermobilnost TMZ), a 3 pacijenta su iskljucena zbog starosne dobi (n=1), skorasnje traume
(n=1), odnosno zapocetog ortodontskog tretmana (n=1). Od 94 ispitanika koji su zadovoljila kriterijume
za uklju¢ivanj/iskljucivanje, tri su odbila da ucestvuju u studiji, a jedan je isljuéen u cilju smanjivanja
podgrupa u uzorku, kao jedini sa dijagnozom artritisa TMZ. Konacni uzorak je ¢inilo 90 pacijenata sa

TMD, 68 Zena, starosti 19-45 godina (X£SD: 28,37+5,85)

Od 122 zdrava ispitanika koji su se javili redovnu kontrolu kod stomatologa, 23 je iskljuceno iz istrazivanja
zbog starosne dobi (n=12), opsteg oboljenja (n=1), trudnoée (n=1), ranije ortodontske terapije (n=2), ili
nedostatka zuba sa ili bez protetske nadoknade (n=7). Od 99 ispiitanika koji su zadovoljila kriterijume za
ukljucivanj/iskljucivanje, sedam je odbilo da ucestvuju u studiji. Kontrolnu grupu su cinila 92 zdrava

ispitanika, a struktura grupe je prema polu i uzrastu odgovarala eksperimentalnoj grupi.

5.1.2. Klinicki parametri

Demografski podaci u ispitivanim grupama dati su u tabeli 1. Statisticka analiza nije pokazala znacajnu

razliku u starosti, polu, stepenu obrazovanja, bracnom i pusackom statusu izmedu ispitivanih grupa.

Rezultati o zastupljenosti i stepenu depresije i somatizacije prema podskalama RDC/TMD kritetijuma,
kao i o prisustvu udaljenog bola prikazani su u tabeli 2. Prisustvo simptoma depresije uoceno je kod cak
55,6% ispitanika sa TMD i kod 32,6% ispitanika u kontrolnoj grupi. Kod najveéeg procenta ispitanika sa
depresivnim simptomima u obe grupe utvrdena je umerena depresija. Nespecificni fizikalni simptomi
pratili su po zastupljenosti simptome depresije, 1 bili su prisutni kod 55,6% ispitanika sa disfunkcijom i
29,4% ispitanika kontrolne grupe. Kod ispitanika sa TMD uocen je znacajno veéi stepen depresije
(p=0,002) i somatizacije (p<<0,001). Poredeéi zastupljenost prisustva bola na udaljenim mestima izmedu
grupa, utvrdeno je da su pacijenti sa TMD ukazali na znacajno vecu zastupljenost glavobolje (p=0,000) i
©=0,073).
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Shema 2: Odabir ispitanika i formiranje istrazivackih grupa

TMD grupa

Pregled svih pacijenata koji
su se javili na lecenje zbog

prisustva TMD simptoma

Kontrolna grupa

Pregled svih pacijenata koji

stomatoloski pregled

su dosli na redovni

Nisu zadovoljili kriterijume

ukljucivanje/iskljucivanje n=5

za

Zadovoljili kriterijume za

ucesce u studiji

Nisu zadovoljili kriterijume

ukljucivanje/iskljucivanje n=23

za

Zadovoljili kriterijume za

ucesce u studiji

Iskljuceni iz studije

artritis TMZ n=1

Ucestvovali u studiji

Iskljuceni iz studije

odbili da ucestvuju n=7

Ucestvovali u studiji

Prospektivna studija

Indikovana ekstrakcija

donjeg treeg molara

1 nedelju postoperativno

n=22

3 meseca postoperativno

n=22

Indikovana ekstrakcija

donjeg treeg molara

1 nedelju postoperativno

n=18

3 meseca postoperativno

n=18
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Tabela 1. Demografske karakteristike kod pacijenata sa TMD (n=90) i kontrolnih ispitanika (n=92)

TMD grupa Kontrolna grupa ya

Starost (codine, X + SD) NS
28,37+ 5,85 28,83 + 6,34
n (%) n (%)

Pol Zenski 68 75,6 57 62,0 NS
Muski 22 244 35 38,9

Najvisi stepen  Osnovna Skola 0 0,0 0 0,0 NS

obrazovanja

Srednja skola 50 55,6 59 65,6
Visa skola 1 1,1 3 33
Fakultet 28 31,1 21 22,8
Poslediplomske studije 10 11,1 8 8,7

Bracno stanje Neozenjen/neudata 58 64,4 60 65,2 NS
U braku 29 32,2 28 30,4
Razveden/a 1 1,1 1 1,1
Udovac/ica 0 0,0 1 1,1
Ostalo 2 22 2 22

Pusenje Nepusac 51 56,7 49 53,3 NS
Bivsi pusa¢ 12 13,3 15 16,3
Pusac 27 30,0 28 30,4

NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,05
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Tabela 2. Stepen depresije/somatizacije i prisustvo udaljenog bola kod pacijenata sa TMD

(n=90) i kontrolnih ispitanika (n=92)

Kontrolna
TMD grupa a
grupa
Depresija Bez depresije 40 44.4 62 674 0,002
Stednja 32 35,6 21 228
Iztazena 18 20,0 9 9,8
Somatizacija Bez somatizacije 40 44 4 65 70,7 0,000
Srednja 27 30,0 19 20,7
Izrazena 23 25,6 8 8,7
Glavobolja 74 82,2 59 64,1 0,006
Bol u grudima 22 244 18 19,6 NS
Bol u ledima 48 53,3 43 46,7 NS
Bol u misi¢ima 46 51,1 31 337 0,017
Ukupan broj bolnih mesta 0 6 6,7 12 13,0 0,073
1 27 30,0 36 39,1
2 19 21,1 23 25,0
3 25 27,8 14 15,2
4 13 14,4 7 7,6

NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10 ; Znacajne vrednosti (p<<0,05) su podebljane

Zastupljenost pojedinih  TMD  dijagnoza prema RDC/TMD  kriterijumu, kao i zastupljenost i
karakteristike temporomandibularnog bola u eksperimentalnoj grupi prikazani su u grafikonima 1,213 1iu
tabeli 3. Najvedi procenat pacijenata (33,3%) imao je kombinovani tip disfunkcije, a najveca zastupljenost
medu pojedina¢nim RDC/TMD dijagnozama uocdena je za miofascijalni bol (23,3%). Postojanje
hroni¢nog bola uoceno kod 82,2% ispitanika sa disfunkcijom. Najveci procenat ispitanika imao je I stepen
hroni¢nog bola (62,2%), dok postojanje IV stepena hroni¢nog bola nije utvdeno. Najces¢éi bolni simptomi
odnosili su se na palpatornu bolnu osetljivost temporomandibularnog zgloba (63,3%) i mastikatornih

misica (50%)
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Grafikon 1. Zastupljenost TMD dijagnoza (Osa I) u TMD grupi (N=90)
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Tabela 3. Trajanje hroni¢nog bola i bolni simptomi kod pacijenata sa TMD (n=90)

Trajanje bola (meseci, X  SD) 33,02 £ 30,91
Bolni TMD simptomi (n (%)) Misiéni bol pri kretnjama vilice 18 (20,0)
TMZ bol pri kretnjama vilice 36 (40,0
Misi¢ni bol pri palpaciji? 45 (50,0)
TMZ bol pti palpaciji 57 (63,3)

TMZ=temporomandibularni zglob

“Bol prisutan =3 tacke za palpaciju mastikatornih misica (prema RDC/TMD upitniku)
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5.1.3. Klinicki parametri i polimorfizmi gena za COMT

Genotipizacija je uradena je na ukupno 182 uzorka krvi. Na osnovu dobijenih podataka izracunata je
frekvencija genotipova i alela za polimorfizme rs4680 (Val108/158Met), rs6269 i rs165774 gena za COMT
u ispitivanim grupama. Ucestalost genotipova nije se razlikovala znacajno izmedu muskih i zenskih
ispitanika (p=0,839 za 154680, p=0,465 za 156269, p=0,770 za 15165774, za genotipove; p=0,746 za
rs4680, p=0,395 za 156269, p=0,992 za rs165774 za alele), te dalje analize nisu ukljucivale podele po polu.
U svrhu ispitivanja povezanosti sa klinickim parametrima, uz analizu pojedinac¢nih genotipova za ispitivane
polimorfizme, uradena je 1 njihova dihotomizacija, te je vr$eno poredenje monozigota za izvorni oblik

(GG) sa heterozigotima i monozigotima za mutirani oblik (AG/AA).

Distribucije genotipova i alela ispitivanih polimorfizma gena za COMT kod pacijenata sa TMD 1i zdravih
ispitanika date su u tabelama 4, 51 6. Statisticka analiza je pokazala da postoji znacajna razlika u distribuciji
alela i genotipova za rs165774 izmedu studijskih grupa. Kod obolelih od TMD utvrdena je veca
zastupljenost A alela (p=0,005), AA genotipa (p=0,000) i genotipova sa A alelom (AG/AA) (p=0,015) u
odnosu na ispitanike u kontrolnoj grupi. Povecan rizik od TMD uocen je kod homozigota sa mutiranim
(AA) genotipom (OR=8,617; CI=1,784-41,613; p=0,003), kao i kod nosioca genotipa sa A alelom
(AG/AA) (OR=2,089; CI=1,147-3,804; p=0,017) u poredenju sa homozigotima sa izvornim (GG)
genotipom. Nakon ukljucivanja uzrasta 1 pola u analizu rizik je ostao znacajan za nosioce AA genotipa

(korigovani OR=9,448; CI=1,913-46,652; p=0,0006) u poredenju sa nosiocima genotipa GG (tabela 4).

Tabela 4. Distribucija genotipova i alela polimorfizma rs165774 gena za COMT kod pacijenata sa TMD
(n=90) i kontrolnih ispitanika (n=92)

Kontrolna OR [95% CI] OR [95% CI]
COMT_ 15165774 TMD b b b
grupa grupa direktni kotigovani*
Genotipovi  wt (GG) 30 47 0,006  Ref. Ref.
het (AG) 49 43 #0,015 1,785[0,966-3,300] 0,064 1,769 [0,949-3,298] 0,072
mut (AA) 11 2 8,617 [1,784-41,613] 0,003 9,448 [1,913-46,652] 0,006

#2,089[1,147-3,804] 0,015 #2,088 [1,138-3,829] #0,017
Aleli G 109 137 0,005 Ref.

ATl 47 1,899 [1,215-2,967]

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip;

NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10; Znacajne vrednosti (p<0,05) su podebljane;OR = odnos sansi,
95% CI = 95% interval poverenja, Ref.= referentni genotip (wt)

* kotigovano za uzrast i pol; # nosioci A alela vs. GG genotip, (het/mut vs. wt)
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Nijje bilo znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela za rs4680 1 rs6269 izmedu pacijenata sa TMD i

zdravih ispitanika. (Tabele 51 6)

Tabela 5. Distribucija genotipova i alela polimorfizma rs4680 gena za COMT kod pacijenata sa TMD (n=90) i

kontrolnih ispitanika (n=92)

TMD Kontrolna OR [95% CI] OR [95% CI]
COMT _rs4680 p P b
grupa grupa direktni korigovani*
Genotipovi wt (GG) 17 23 NS Ref. Ref.
het (AG) 55 52 1,431 [0,688-2,977] NS 1,407 [0,670-2,952] NS
mut (AA) 18 17 1,433 [0,575-3,567] NS 1,427 [0,567-3,597] NS
Aleli G 89 98 NS Ref.
A 91 86 1,16210,772-1,758 ] NS

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip; NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10;
OR = odnos sansi, 95% CI = 95% interval poverenja, Ref.= referentni genotip (wt)

* korigovano za uzrast i pol

Tabela 6. Distribucija genotipova i alela polimorfizma 156269 gena za COMT kod pacijenata sa TMD (n=90) i

kontrolnih ispitanika (n=92)

TMD  Kontrolna OR [95% CI] OR [95% CI]
COMT_ 156269 P P b4
grupa grupa direktni korigovani*
Genotipovi wt (GG) 1 5 NS Ref. Ref.
het (AG) 57 60 5,926 [0,652-53,872] NS 4,316 [0,483-38,535] NS
mut (AA) 32 27 4,750 [0,538-41,912] NS 5,320 [0,578-48,928] NS
Aleli G 59 70 NS Ref.
A 121 114 1,259 [0,819-1,937]

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip; NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10;

OR = odnos s$ansi, 95% CI = 95% interval poverenja, Ref.= referentni genotip (wt)

* korigovano za uzrast 1 pol
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Povezanost genotipova za COMT sa TMD subdijagnozama (prema Osi I RDC/TMD) u celom uzorku
data je u tabeli 7. Distribucija genotipova polimorfizma rs165774 gena za COMT znacajno se razlikovala
izmedu ispitanika sa i bez artralgije (p=0,037). Kod pacijenata sa artralgijom i miofascijalnim bolom
uocena je veca frekvencija homozigota sa mutiranim AA genotipom (p=0,011 za artralgiju; p=0,035 za
miofascijalni bol), i heterozigota (p=0,024 za artralgiju; p=0,090 za miofascijalni bol) u odnosu na
homozigote sa izvornim oblikom (GG). Genotip AA je bio povezan sa poveéanim rizikom za pojavu
artralgije (OR=4,448; CI=1,311-15,089; p=0,011) i miofascialnog bola (OR=3,543; CI=1,038-12,092;

p=0,035), u poredenju sa homozigotima sa izvornim (GG) genotipom. Nije uocena razlika u prevalenci

genotipova i alela polimorfizama rs4680 1 rs6269.

Tabela 7. Distribucija genotipova polimorfizama gena za COMT u odnosu na bolne TMD dijagnoze, u celom

uzorku (n=182)

Miofascijalni bol Artralgija
COMT polimorfizmi
+ - OR* [95% CI] o+ - p OR* [95% CI] »

154680  wt(GG) 9 31 NS Ref 7 33 NS Ref

het (AG) 26 81 1,106 [0,466-2,622] NS 30 77 1,837 [0,733-4,601] NS

mut (AA) 8 27 1,021 [0,345-3,015] NS 8 27 1,397 [0,449-4,345] N§
156269  wt(GG) 1 5 NS Ref 1 5 NS Ref

het (AG) 20 87 1,724 1 0,194-15,356] NS 32 85 1,882 [ 0,212-16,738] NS

mut (AA) 12 47 1,277 [ 0,136-11,975] NS 12 47 1,277 [ 0,136-11,975] N§
15165774 wt (GG) 15 62 NS Ref. 16 61 0,037 Ref.

het (AG) 2270 1,299 [ 0,620-2,733] NS 2270 1,198 [ 0,578-2,4806] NS

mut (AA) 6 7 3.543 [1.038-12.092] 0,035 7 6 4,448 [1,311-15,089] 0,011

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip;

NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10; Znacajne vrednosti (p<0,05) su podebljane;

OR = odnos sansi, 95% CI = 95% interval poverenja, Ref.= referentni genotip (wt)
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Tabela 8 prikazuje povezanost genotipova ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa prisutvom i
karakteristikama hroni¢nog temporomandibularnog bola prema Osi II RDC/TMD. U uzorku koji je
obuhvatio obe grupe ispitanika uocena je razlika u distribuciji genotipova polimorfizma rs165774 u
odnosu na prisutvo (p=0,017) i stepen (p=0,010) hroni¢nog bola. Utvrdena je veca zastupljenost 1 veéi
stepen hroni¢nog bola kod ispitanika sa AA genotipom (p=0,006 za ucestalost; p=0,004 za stepen) i
heterozigotima (p=0,017 za ucestalost; p=0,034 za stepen) u poredenju sa ispitanicima sa izvornim GG.
Povecan rizik od hroni¢nog bola uocen je kod homozigota sa mutiranim (AA) genotipom (OR=6,173;
CI=1,565-24,353; p=0,000), u poredenju sa nosiocima izvornog GG genotipa. Medutim, medu
pacijentima sa TMD, nije utvrdena povezanost genotipovima ispitivanih polimorfizama gena za COMT sa
stepenom hroni¢nog bola (p=0,330 za rs4680; p=0,135 za rs6269; p=0,919 za rs165774 ) i prisustvom
hroni¢nog bola (p=0,359 za 1s4680; p=0,405 za 1s6269; p=0,208 za rs165 774) (rezultati nisu prikazani).

Analizirajuéi vrednosti hroni¢nog temporomandibularnog bola na skalama bola, uocena je povezanosti
izmedu genotipova polimorfizma 15165774 i inteziteta prosecnog (p=0,007) i najjaceg bola (p=0,021).
Znacajno vece vrednosti prosecnog bola i najjaceg bola utvrdene su kod homozigota sa mutiranim
oblikom (AA) (p=0,001 za prosecni, p=0,005 za najjaci bol), 1 heterozigota (p=0,011 za prosecni, p=0,022
za najjaci bol) u poredenju sa homozigotima sa izvornim oblikom (GG). Takoder je uocena tendencija ka
povezanosti izmedu genotipova rs165774 1 trajanja hroni¢nog bola (p=0,079), pti cemu su veée vrednosti
utvrdene kod monozigota sa mutiranim oblikom u odnosu na monozigote sa izvornim oblikom (p=0,020)
(rezultati nisu prikazani u tabeli). Za distribuciju polimorfizama rs4680 i rs6269 u odnosu na ispitivane
parametre temporomandibularnog bola nije pokazana znacajna razlika izmedu pacijenata sa TMD i
kontrole. Takoder, nije utvrdena znacajna razlika za intenzitete bola izmedu genotipova za polimorfizam

rs4680, rs6269 ili rs165774 kada je analiza uradena na uzorku pacijenata sa TMD.

Analizom distribucije genotipova ispitivanih polimorfizama gena za COMT u odnosu na pojavu bolnih
simptoma TMD utvrdena je povezanost genotipova polimorfizma rs 165774 i pojave palpatorne bolne
osetljivosti u TMZ (p=0,024), kao i pojave bola pri kretnjama donje vilice u mastikatornim misi¢ima
(p<0,000) i TMZ (p=0,049). Monozigoti sa mutiranim oblikom ¢e$ée ukazuju na bol pri palpaciji TMZ
(p=0,020) 1 misi¢ni bol pri kretnjama vilice (p=0,001), od monozigota sa izvornim (GG) oblikom (rezultat
nije prikazan u tabeli). Kada su analizom obuhvaceni samo pacijenti sa TMD utvrdena je povezanost
genotipova polimorfizma rs 165774 i pojave bola u mastikatornim misi¢ima pti kretnjama (p=0,030). Veca
ucestalost misi¢nog bola pri kretnjama vilice uocena je kod pacijenata monozigota sa mutiranim oblikom

(p=0,041) i heterozigota (p=0,009) od homozigota sa izvornim tipom genotipa (rezultati nisu prikazani).
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Tabela 8. Distribucija genotipova polimorfizama gena za COMT u odnosu na prisustvo i karakteristike

temporomandibularnog bola u celom uzorku (n=182)

COMT SNPs
rs4680 156269 rs165774
wt het mut wt het mut wt het mut
Klinicke varijable 40 107 35 p 6 117 59 p 77 92 13 p

Prisustvo hronicnog bola  + 15 46 13 NS 1 49 24 NS 27 37 10 0,017

~ 25 61 22 5 68 35 50 55 3
Stepen hroniénog bolas 87,9 943 870 NS 682 936 898 NS 852 923 1230 0,010
Tenutni bol> 06 09 06 NS 00 09 07 NS 06 08 16 NS
Najjaci bol> 17 22 18 NS 05 22 19 NS 17 21 38 0,02
Proseéni bolb 13 16 1,6 NS 03 16 15 NS 12 16 32 0007
Trajanje bola (mescci)© 131 19,6 102 NS 05 184 139 NS 142 173 227 0,079
Palpatorna bol misi¢a + 10 29 8 NS 2 31 14 NS 17 24 6 NS
- 30 78 27 4 8 45 60 68 7
Palpatorna bol TMZ, + 10 42 12 NS 1 42 21 NS 20 36 8 0,024
~ 30 65 23 5 75 38 57 56 5
Bol misica pri viliénim + 3 8 7 NS o 11 7 NS 507 6 0,000
kretnjama — 37 99 28 6 106 52 72 85 7
Bol T™MZ pri vilenim T 4 2% 9 NS 0 29 12 NS 11 25 50,049
kretnjama - 3 79 26 6 88 47 66 67 8

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip;
NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10; Znacajne vrednosti (p<0,05) su podebljane;

sSrednja vrednost ranga; PSrednja vrednost, verbalna numericka skala bola; <Srednja vrednost
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Ucestalost bolnih simptoma u drugim delovima tela u odnosu na genotipove ispitivanih polimorfizama
gena za COMT u celom uzorku data je u tabeli 9. Za polimorfizam 156269, medu genotipovima je uocena
znacajna razlika u ukupnom broju bolnih mesta (p=0,041) i tendencija ka znacajnoj razlici u prevalenci
bola u misi¢ima (p=0,062). Ispitanici sa AA genotipom ukazuju na vecu ucestalost bola u misi¢ima

(p=0,020) kao i na vedi broj bolnih mesta (p=0,013) od heterozigota, ali nisu pokazali vecu sklonost ka

.....

.....

homozigotima sa GG genotipom (rezultati nisu prikazani u tabeli). Nije pronaden znacajan rizik od pojave

bola u misi¢ima (OR=1,185, CI=0,221, p=1,000).

Tabela 9. Distribucija genotipova polimorfizama gena za COMT u odnosu na prisustvo bola na udaljenim

mestima u celom uzorku (n=182)

COMT polimorfizmi
rs4680 rs6269 rs165774
wt het  mut wt het  mut wt het mut
Klinicke varijable 40 107 35 p 6 117 59 ) 77 92 13 »
Glavobolja + 30 80 23 NS 5 83 45 NS 56 70 7 NS
- 10 27 12 1 34 14 21 22 6
Bol u grudima + 13 23 4 0,088 3 22 15 NS 19 19 2 NS
- 27 84 31 3 95 44 58 73 11
Bol u ledima + 17 53 21 NS 2 55 34 NS 35 51 5 NS
- 23 54 14 44 62 25 42 41 8
Bol u misi¢ima + 15 44 18 NS 3 42 32 0,062 29 42 6 NS
- 25 63 17 3 75 27 48 50 6,7

Ukupan broj bolnih 91,4 90,6 943 NS 1014 844 1046 0,041 88,6 958 783 NS

> >

mesta?

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip;
NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10; Znacajne vrednosti (p<0,05) su podebljane;

sSrednja vrednost ranga
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Pri analizi psihosocijalnih komponenti TMD iz Ose 11 RDC/TMD, nije uocena znacajna razlika u
prisustvu i stepenu depresije 1 somatizacije izmedu razli¢itih genotipova ispitivanih polimorfizama gena za
COMT , kako u celom uzorku (tabela 10), tako i u grupi pacijenata sa TMD. Za sva tri polimorfizma gena
za COMT, najvedi stepen depresije i somatizacije utvtden je kod homozigota sa GG genotipom, a
najmanji kod homozigota sa mutiranim oblikom za sva tri polimorfizma gena za COMT, ali uocena razlika

nije presla prag statisticke znacajnosti.

Tabela 10. Distribucija genotipova polimorfizama gena za COMT u odnosu na stepen depresije i

somatizacije u celom uzorku (n=182)

COMT polimorfizmi
rs4680 56269 rs165774
wt het mut wt het mut wt het  mut
Klinicke
40 107 35 b 6 117 59 b 77 92 13 P
varijable
Stepen 101,2 893 87,1 NS 969 91,8 904 NS 945 90,0 844 NS
depresije?
Stepen 93,8 90,9 908 NS 1036 886 96,0 NS 90,9 929 850 NS

somatizacije

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani tip; NS = bez statisticke znacajnosti na nivou p>0,10

sSrednja vrednost ranga

Za izradu LD (engl. linkage disequilibrium, neravnoteza vezanosti) matrice, utvrdivanje haplotipskig bloka
ispitivanih polimorfizama gena za COMT i prevalence haplotipova koris¢en je program Haploview v. 4,2.
Za utvrdivanje moguce haplotipske povezanosti polimorfizama sa rizikom za nastanak TMD, preko
odredivanja haplotipskog odnosa sansi (HOR; engl. haplotype odds ratio), primenjen je Thesias v.3.121
softver. Za dva polimorfizma (rs165774 1 1s4680) utvrden je visok stepen neravnoteze vezanosti, a 4
haplotipa su imala zastupljenost >1,0%. (Slika 10) Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji
haplotipova izmedu pacijenata sa TMD 1 zdravih ispitanika (GA- 47,3% vs. 37,5%, AG- 36% vs. 25,6%,
GG- 14% vs. 21%). Ni jedan od haplotipova nje bio povezan sa rizikom za nastanak TMD (HOR
(AG)=1,007, CI=0,230-4,401, p=0,993, HOR (GG-)=0,541, CI=0,204-1,436, p=0,217), u poredenju sa
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najzastupljenijim haplotipom GA-. Takoder, nije utvrdena povezanost COMT haplotipova sa drugim

ispitivanim varijablama.

TMD +Kontrolna grupa TMD Kontrolna grupa
A T ] - — 1 |
N
N\ |
S ~ =
~ (=]
g g 2 g g 2 g g 2
I T : 3 %
Block1 (1 kb) Block 1 (1 kb) i Block 1 (11 kb)
1 2 3 3 1 2
67
58
B) Blok 1 Blok 1 Blok 1
GA .500 GA 473 GAG .375
AG .310 AG .360 AGA .256
66.176 6G .140 GGA .210
AA .014 AA .027 GAA .152

Slika 10. Shematski prikaz blokova neravnoteze vezanosti (LD) unutar gena za COMT kod pacijenata sa TMD
(n=90) i kontrolnih ispitanika (n=92). Ctni trouglovi predstavljaju blokove neravnoteze vezanosti. Blok 1
sadrzi rs165774 1 rs4680 u zbirnoj studiji pacijenata sa TMD i kontrolnih ispitanika, i kod pacijenata sa TMD.
A) LD obrazac predstavljen D' vrednostima izmedu patova analiziranih polimorfizama gena za COMT:
rs165774, 154680 1 rs6269. Nijanse roza boje: LOD>2, D<1; Crvena: LOD>2, D’=1; Bela: LOD<2, D<1,;

LOD - logaritam nadmo¢nosti vezivanja B) Distribucija haplotipova u zbirnoj studiji, kod pacijenata sa TMD

i kod kontrolnih ispitanika.
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5.2. Prospektivna studija

5.2.1. Odabir ispitanika 1 formiranje istrazivackih grupa

Odabir ispitanika 1 formiranje istrazivackih grupa prikazani su na shemi 2. Od 182 ispitanika iz studije
preseka, kod 40 ispitanika je bila indikovana ekstakcija bar jednog donjeg tre¢eg molara. Ni kod jednog od
ispitanika nije utvrdeno postojanje alergije na korisceni anestetik i analgetik 1 svi pacijenti su pristali na
predlozenu hirursku intervenciju. Konac¢no, prospektivna studija je obuhvatila 40 ispitanika, 31 Zenu, 18

41 godina starosti (X+SD: 28,37%5,85 godina), 22 sa preoperativno prisutnim TMD.

5.2.2. Klinicki podaci

Podaci koji se odnose na prisustvo preoperativnih i postoperativnih TMD, temporomandibularnog bola i
bola u regiji impaktiranog tre¢eg molara kod pacijenata koji su bili podvrgnuti ekstrakeiji impaktiranog
tre¢eg molara su prikazani u tabeli 11i grafikonima 4 1 5. U odnosu na preoperativne rezultate, uocen je
znacajan pad u zastupljenosti TMD 1 nedelju (p=0,008) i 3 meseca (p=0,031) postoperativno kod

pacijenata sa preoperativno prisutnim TMD, ali ne i u celom uzorku.

Vrednosti temporomandibularnog bola na skalama bola bile su vise 1 nedelju postoperativho u odnosu na
preoperativne vrednosti. Znacajna razlika uocena je za intenzitet trenutnog bola (p=0,015) kod pacijenata
sa TMD 1 vrednosti trenutnog (p=0,003), maksimalnog (p=0,014) i prose¢nog bola (p=0,015) kod svih
ispitanika. U poredenju sa vrednostima dobijenim 1 nedelju postoperativno, 3 meseca postoperativnho
dobijene su znacajno nize vrednosti za intenzitet trenutnog bola (p=0,008) kod pacijenata sa
preoperativnim TMD 1 vrednosti za intenzitet trenutnog (p=0,001), maksimalnog (p=0,011) i prosec¢nog
bola (p=0,010) kod svih ispitanika. Sve vrednosti temporomandibularnog bola izmerene 3 meseca

postoperativno bile su slicne preoperativnim vrednostima.

Analizom rezultata dobijenih za intenzitet bola u regiji impaktiranog treeg molara, utvrdene su znacajno
vece vredosti bola 1 nedelju postoperativno u poredenu sa vrednostima izmerenim preoperativno i u grupi
pacijenata sa preoperativno prisutnim TMD (p<0,000) 1 u celom uzorku (p<0,000). Niko od ispitanika nije

osecao bol u podrudju ekstrakcije 3 meseca postoperativno.
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Tabela 11. Prisustvo TMD, temporomandibularnog bola i bola u regionu impaktiranog treéeg
molara, kod ispitanika podvrgnutih ekstrakeiji impaktiranog treCeg molara: pacijenata sa TMD

(n=22) i kod svih operisanih ispitanika (n=40)

Svi
TMD grupa  p R
ispitanici

TMD Preop. 22 0,006 22 NS

1n 14 0,008 preop vs. 1n 19

3m 16 0,037 preop vs. 3m 17

NS 1n vs. 3m

Prisustvo hroni¢cnog TM Preop. 13 NS 13 NS
bola

3m 11 12
Stepen hronicnog TM Preop. 1,52 NS 1,50 NS
bolas

3m 1,48 1,50
Jacina bola imp 3.mol" Preop. 0,55+1,37 0,000 0,50%1,34 6,000

1n 44142775 4,55+272
Trajanje bola imp 3. mol 6,3615,63 6,12+5,14
postoperativno (dani)e
Duzina kori$éenja analgetika 3,7714,.26 3,7714,48
postoperativno (dani)e
preop = preoperativno, 1n = 1 nedelju postoperativno, 3m = 3meseca postoperativno;

TM=temporomandibularni; imp 3. mol = impaktirani tre¢i molar; NS = bez statisticke znacajnosti

na nivou p>0,10; znacajne vrednosti (p<0,05) su podebljane;
asrednja vrednost ranga, bX+SD, verbalna numeric¢ka skala bola, <X+SD

Napomena: niko od ispitanika nije ose¢ao bol u podrucju ekstrakcije 3 meseca postoperativno
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Grafikon 4. Intenzitet temporomandibularnog bola pre i nakon ektrakcije
impaktiranog tre¢eg molara kod pacijenata sa TMD (n=22)
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Grafikon 5. Intenzitet temporomandibularnog bola pre i nakon ektrakcije

impaktiranog tre¢eg molara kod svih pacijenata (n=40)
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5.2.3 Klini¢ki parametri i polimorfizmi gena za COMT

Distribucija genotipova polimorfizama 154680, rs6269 1 15165774 gena za COMT kod ispitanika koji su bili
podvrgnuti ekstrakciji treCeg molara u odnosu na pojavu TMD i karakteristike bolnih simptoma data je u
Tabeli 12. Nije utvrdena znacajna razlika u distribuciji genotipova ovih polimorfizama izmedu ispitanika sa

i bez TMD dijagnoze preoperativno.
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Tabela 12. Distribucija genotipova polimorfizama gena za COMT u odnosu na TMD i pojavu bola kod

pacijenata podvrgnutih ekstrakciji impaktiranog treCeg molara (n=40)

COMT SNPs
rs4680 156269 15165774
wt  het mut wt  het mut wt het mut

Klinicke varijable 10 22 8 b 1 28 11 b 17 19 4 p
TMD preop + 5 13 4 NS 0 16 6 NS 7 12 3 NS

- 5 9 4 1 12 5 10 7 1
TMD 1n + 6 10 3 NS 0 16 3 NS 8§ 10 1 NS

- 4 12 5 1 12 8 9 9 3
TMD 3m + 4 10 3 NS 0 14 3 NS 6 9 2 NS

- 6 12 5 1 14 8 11 10 2
Prisustvo tm 4 7 1 NS 0 12 0 0,025 4 7 1 NS
hroni¢nog bola 3m  +

- 6 15 7 1 16 11 13 12 3

> > >

Stepen tm hroni¢cnog 220 21,0 17,2 NS 15,0 234 13,7 0,017 18,7 22, 19, NS

bola 3m» 4 4
Trenutni tm bol 1nP 1.9 24 13 NS 00 26 09 009 1,7 27 05 NS
Najjaci tm bol 1nb 37 32 21 NS 00 39 16 NS 29 38 10 NS
Proseéni tm bol 1nP 26 24 21 NS 00 28 1,6 NS 1,9 31 10 NS
Trenutni tm bol 6 mob 03 0,7 03 NS 00 0,7 0,0 NS 04 006 05 NS
Najjaci tm bol 6 mob 22 20 1,0 NS 00 25 04 0099 1,6 21 20 NS
Prosecéni tm bol 6 moP 1,4 13 09 NS 00 16 04 NS 0,7 16 1,8 NS
Jacina bola imp. 3. mol. 0,5 04 0,9 NS 00 04 0,7 NS 04 03 18 NS
preop®

Jac¢ina bola imp. 3. mol. 50 46 3,9 NS 1,0 53 3,1 0,030 44 48 40 NS

1nb
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Trajanje bola imp.3. 7,1 6,7 33

mol. postoperativno

(dani)c

Duzina koris¢enja 43 44 1,5
analgetika

postoperativno (dani)e

N§

N§

1,0

0,0

7,2

4,5

39

2,3

0,028

0,017

6,8

3,8

59

4,2

45 NS

20 NS

wt = izvorni tip, het = heterozigot, mut = mutirani;

preop = preoperativno, 1n = 1 nedelju postoperativno, 3m = 3meseca postoperativno;
tm= temporomandibularni; imp. 3. mol. = impaktirani tre¢i molar; NS = bez statisticke znacajnosti na
nivou p>0,10; Znacajne vrednosti (p<<0,05) su podebljane;

sSrednje vrednosti ranga ; PSrednje vrednosti, numericka skala bola; <Srednje vrednosti

Uocena je povezanost genotipova polimorfizma 156269 sa prisustvom (p=0,025) i stepenom (p=0,017)

hroni¢nog postoperativnog temporomandibularnog bola, trajanjem (p=0,028) i intenzitetom (p=0,030)

bola u podrucju ekstrakcije, kao 1 duzinom koris¢enja analgetika postoperativno (p=0,017). Kod nosioca

mutiranog (AA) genotipa za rs6269 utvrdene su nize vrednosti za stepen (p=0,040) hroni¢nog

temporomandibularnog bola, intenzitet (p=0,020) i trajanje (p=0,024) bola u podrucju ekstrakcije i duzinu

koriséenja analgetika postoperativno (p=0,013) u poredenju sa heterozigotima. Zbog malog broja

ispitanika sa izvornim (GG) genotipom za rs6269, procena rizika za ispitivane klinicke varijable nije

radena. Ispitivani klinicki parametri nisu se razlikovali medu genotipovima polimorfizama 1rs4680 i

rs165774.
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6. DISKUSIJA

Temporomandibularne disfunkcije oznacavaju skup poremecaja koji zahvataju mastikatorne misice i
temporomandibularni zglob (Romero-Reyes i Uyanik, 2014. Bol je vodeéi simptom disfunkcije, (VanSelms
i sar., 2009) a TMD predstavljaju najc¢eséa neodontogena bolna stanja u orofacijalnoj regiji (Dworkin i sar
1990). U razotkrivanju patofiziologije ovih poremecaja, skorija istrazivanja pruzila su dokaze o vaznoj
ulozi gena 1 psthosocijalnih varijabli u nastanku TMD i temporomandibularnog bola (Smith i sar., 2011;
Fillingim 1 sar., 2011). COMT metabolise kateholamine i igra klju¢nu ulogu u regulaciji percepcije bola,
kognitivnih funkcija 1 afektivnih stanja (Nackley 1 sar., 2000). Polimorfizmi humanog gena za COMT se
dovode u vezu sa TMD, (Diatchenko i sar., 2005; Smith i sar., 2011; Michelotti i sar., 2014)
postoperativnim bolom, (Tammimiki i Mannist6, 2012) a ispitivana je i njihova povezanost sa depresijom
(Antypa i sar., 2013) i somatskim simptomima (Klengel i sar., 2011). Kako bi se razjasnili efekti varijacija
gena za COMT, za koga se pretpostavlja da bi mogao igrati ulogu u nastanku bolnih simptoma i
psihosocijalnih disfunkcija u okviru TMD, u okviru ovog istrazivanja ispitivan je efekat tri polimorfizma
gena za COMT, 154680, rs6269 i rs165774. Rezultati su pokazali da rs165774 predstavlja faktor rizika za
nastanak TMD i temporomandibularnog bola, a da je 156269 povezan sa bolom u udaljenim regijama i

postoperativnim bolom.

0.1. Metodoloski aspekti studije

Istrazivanje je provedeno na etnicki homogenim populacijama belaca istog porekla, iz relativno uske
uzrasne grupe: zdravih ispitanika i klinicke populacije pacijenata sa TMD. Uniformnost uzorka po pitanju
rasne, etnicke pripadnosti 1 uzrasta ispitanika, posebno se preporucuje za klinicke geneticke studije (Kim 1
sat., 2009; Kim i sar., 2010). Stavka etniciteta je od vaznosti u ovoj vrsti istrazivanja i zbog ¢injenice da je
ucestalost TMD u nekoj populaciji determinisana specificnim kulturoloskim 1 drugim faktorima vezanim
za odredenu etnicku grupu. U tom smislu, genetske varijacije vezane za pojedine etnicke grupacije mogu
biti jedan od determiniducih faktora za rasprostranjenost TMD u nekoj populaciji (Oakley i Vieira, 2008;
Kim i sar.,, 2009). Uzrasna grupa od 20 do 45 godina, obuhvacena ovim istrazivanjem predstavlja
specifi¢nu ciljnu grupu u ispitivanju TMD, zbog uocene ucestalosti i izrazenosti znakova i simptoma TMD
u reproduktivnom periodu (LeResche, 1999). Takoder se preporucuje da se uticaj genetskih faktora na
pojavu hronicnog bola ispituje u mladem uzrastu, zbog moguce akumulacije uticaja faktora sredine u
kasnijem periodu (Hocking i sar. 2010). Grupe su obuhvatale ispitanike oba pola, buduéi da se

zastupljenost za veliki broj alela najées¢e ne razlikuje izmedu polova, a omogucuje poredenje sa
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rezultatima veéine drugih studija (Kim i sar, 2006b). Kako bi se ispitao uticaj pojedinac¢nih polimorfizama
na pojavu i rizik za nastanak TMD, izvr$eno je podesavanje prema faktorima koji bi mogli uticati na

pojavu TMD (uzrast i pol).

Dijagnoza TMD je postavljana prema medunarodno ptihva¢enom kriterijumu, RDC/TMD, kotisteéi
prihvacenu prevedenu verziju upitnika (Celi¢, 2004). Ovaj instrument ima precizno definisane kriterijume
za nekoliko klinickih kategorija TMD, nivo hroni¢nog temporomandibularnog bola i prateéih
psihosocijalnih parametara. Evaluacijom upotrebljivosti upitnika, utvrdeno je da obe komponente
upitnika, Osa I 1 Osa II, imaju zadovoljavaju¢u pouzdanost (Dworkin i sar.,2002; Juhl i sar., 2009), ¢ime je

potvrdena primenjivost instrumenata.

U prospektivnoj studiji pracena je pojava postoperativnog bola nakon ekstrakcije donjeg impaktiranog
umnjaka. Radi se o standardizovanoj hirurskoj proceduri, sa dobro definisanim hirurskim protokolom
(Norholt, 1998) ¢ime se minimalizuje mogudi uticaj same intervencije na pojavu postoperativnog bola i
drugih simptoma TMD. 1z istog razloga, u studiju su ukljuceni samo ispitanici kod kojih je bila indikovana
ckstrakcija donjeg tre¢eg molara, bududi da ove intervencije u gornjoj vilici imaju manje uticaja na pojavu
postoperativnih TMD (Juhl i sar., 2009). Svi ispitanici koji su podvrgnuti hirurskoj intervenciji su
pregledani u oba postoperativna perioda pracenja, ¢ime je izostao mogudi uticaj osipanja uzorka.

Pristrasnost prilikom istrazivanja predstavlja vrlo bitan faktor. Ukoliko je moguce treba je izbedi kako bi se
obezbedila objektivnost i validnost rezultata. S tim u vezi, analizu uzoraka krvi su uradili istrazivaci koji
nisu bili upoznati sa rezultatima klinickog pregleda. Imajuéi u vidu ¢injenicu da je oralni hirurg morao biti
upoznat sa prisustvom preoperativnih simptoma TMD, nije se mogla izbedi pristrasnost prilikom
provodenja hirurske intervencije. U cilju obezbedivanja standardizovane procedure u ovoj studiji pregled
ispitanika je sproveo jedan istrazivac kalibrisan za klini¢ki pregled u okviru RDC/TMD upitnika. Iz istog

razloga sve hirurske intervencije je izvr$io jedan operater, specijalista oralne hirurgije.

Obe studije unutar istrazivanja imaju nekoliko ogranic¢enja. Neki autori naglasavaju da studije u kojima se
ispituje povezanost genskih polimorfizama sa razli¢itim fenotipovima trebaju ukljuciti veci broj ispitanika
(Kambur i sar., 2013b). lako je veli¢ina uzorka izracunata prema preporukama datim za geneticke studije,
pretpostavljeni uslovi, model nasledivanja i prevalenca minor alela ne odgovaraju svim ispitivanim
polimorfizmima. Zbog niske zastupljenosti homozigota za neke od ispitivanih polimorfizama mali broj
ispitanika u uzorku mogao je uticati na dobijene rezultate (Omair i sar., 2012). Medutim, velika vecina
klinickih studija koje su ispitivale povezanost polimorfizama gena za COMT sa razli¢itim bolnim stanjima
radena je na relativno malim uzorcima i stoga je imala malu snagu studije (Tammiméki i Minnist6, 2012).
Nedostatak studije preseka ogleda se u nemogucnosti pracenja simptoma, imajuéi u vidu ¢injenicu da
TMD karakteri$u oscilacije u pojavi znakova i simptoma disfunkcije (Mohlin i sar., 2007). Treba
spomenuti i uticaj podgrupa medu pacijentima sa TMD u ovom istrazivanju. Naime, prateéi raznolikost

klinickih manifestacija TMD, eksperimentalna grupa je obuhvatila pacijente sa razlicitim tipovima
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disfunkcija prac¢enih bolom. Postojanje podgrupa koje karakterise prisustvo bola razli¢itog porekla u studiji
koja ispituje povezanost genskih polimorfizama sa misicnoskeletnim bolom moze uticati na heterogenost
rezultata (Tammimaki 1 Ménnist6, 2012). Efekat polimorfizama na pojavu pojedinih subdijagnoza TMD,
bolnih simptoma TMD 1i stepena hroni¢nog bola, najpre je ispitivan unutar grupe pacijenata sa TMD.
Generalno je ovo grupisanje smanjilo statisticku znacajnost u poredenju sa analizama u celom uzorku,
tako da izuzev rs165774 1 misi¢nog bola pri kretnjama mandibule, ni jedan polimorfizam nije pokazao

znacajnu povezanost sa ispitivanim klinickim varijablama unutar grupe pacijenata sa TMD.

Osa II RDC/TMD upitnika koti$¢ena u svrhu ispitivanja psihosocijalnih parametara ne sadrzi skale za
procenu stresa i anksioznosti. Oba faktora cesto prate TMD i mogu da igraju ulogu u nastanku i odrzanju
simptoma disfunkcije (Rollman i Gillespie, 2000; Kafas i Leeson, 2006; Cairns, 2010), a studije ukazuju na
njihovu povezanost sa polimorfizmima gena za COMT (Martinez-Jauand i sar., 2013; Hall i sar., 2015;

Slade i sar., 2015). Pomenuta nova verzija upitnika, DC/TMD, sadtzi instrumente za procenu nivoa stresa

i anksioznosti, ali jo§ uvek nije objavljena prihvadena prevedena verzija.

Na rezultate prospektivne studije mogli su uticati i preoperativni simptomi TMD (Berge, 2002; Juhl i sar.,
2009). Prisustvo TMD pre oralnohirurskih zahvata moze povecati zastupljenost znakova i simptoma
disfunkcije nakon intervencije. Razlozi za ukljuc¢ivanje ispitanika sa preoperativnim TMD odnose se na
¢injenicu da su i ovi ispitanici deo populacije kod kojih je indikovana ekstrakcija umnjaka, (Juhl i sar.,
2009) kao i da je pojava hroni¢nog postoperativhog bola retka medu zdravom populacijom (Lee i sar.,

2011).

Na kraju, istrazivanje je obuhvatilo populaciju belaca istog porekla, te se dobijeni rezultati ne mogu

generalizovati.

0.2. Polimorfizmi gena za COMT kod pacijenata sa TMD 1 kontrolnih

ispitanika

6.2.1. Zastupljenost genotipova i alela ispitivanih polimorfizama gena za COMT

Cinjenica da postoje znacajne razlike u zastupljenosti genskih polimorfizama izmedu pojedinih populacija,
geografskih regiona i etnickih grupa, opravdava analizu njthove ucestalosti u razlicitim populacijama.
Distribucija genotipova i alela za ispitivane polimorfizme gena za COMT kod zdravih ispitanika je u
skladu sa istrazivanjima provedenim na finskoj (Kambur i sar., 2013b), $panskoj (Martinez-Jauand i sar.,
2013), kineskoj (Zhang i sar., 2005), australijskoj (Voisey 1 sar., 2011) i ameri¢koj (Diatchenko i sar., 2005)

populaciji. Odstupanja su uocena u odnosu na nalaze Zhang i sar. (2007) za polimorfizme rs4680 i
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rs165774. Moguce je da je neslaganje rezultata posljedica razli¢ite rasne pripadnosti uzimajuci u obzir da su
Zhang i sar. istrazivanje proveli na kineskoj, a veéina ostalih istrazivaca na evropskim odnosno belackim
populacijama. U tom slucaju ispitanici nase studije su etnicki puno blize evropskim populacijama kod kojih

je pronadena sli¢na distribucija genotipova kao u ovom istrazivanju.

Prevalenca genotipova i alela ispitivanih polimorfizama kod pacijenata sa TMD slicna je rezultatima
dobijenim kod pacijenata sa drugim hroni¢nim bolnim stanjem, fibromijalgijom (Garcia-Fructuoso 1 sar.,
2008; Martinez-Jauand i sar., 2013). Ovi nalazi potvrduju ranije tvrdnje da kateholamini igraju kljucnu
ulogu u pojavi hroni¢nog bola, kao i da u pozadini hroni¢nog misi¢noskeletnog bola lezi genski dirigovan
disbalans kateholamina (Diatchenko i sar., 2005; Smith i sar., 2011l). U skladu sa strukturom grupa u
studiji preseka u ovom istrazivanju, rezultati preglednog rada ukazuju da je u veéini studija u kojima je
proucavana povezanost polimorfizama gena za COMT sa razli¢itim bolnim stanjima, zastupljenost zena

bila ve¢a medu obolelim u odnosu na zdrave ispitanike (Tammimaki 1 Méannist6, 2012).

6.2.2. Polimorfizmi gena za COMT i TMD

Prema rezultatima ove studije, AA genotip i A alel polimorfizma rs165774 gena za COMT bili su povezani
sa povecanim rizikom za pojavu TMD. Takoder je utvrdena povezanost ovog SNP sa rizikom za pojavu
bolnih TMD dijagnoza misi¢nog i zglobnog porekla (miofascijalni bol i artralgija), kao i sa prisustvom i
stepenom hroni¢nog temporomandibularnog bola. Kod ispitanika sa AA genotipom izmerene su vece
vrednosti prose¢nog i maksimalnog temporomandibularnog bola i veée vrednosti trajanja
temporomandibularnog bola u poredenju sa izvornim (GG) genotipom. U ranijim istrazivanjima
polimorfizam 15165774, pojedinacno ili u sklopu razli¢itih haplotipova, se dovodio u vezu sa mentalnom
retardacijom (Zhang i sar., 2007), Sizofrenijom (Voisey i sar., 2012), alkoholizmom (Voisey i sar., 2011)
cksperimentalnim bolom (Kambur i sar., 2013b) i hroni¢nim posttraumatskim bolom (Bortsov i sar.,
2014). U nedavno objavljenoj studiji utvrdena je povezanost SNP rs165774 sa rizikom za nastanak TMD 1
bolnom osetljivoséu na razli¢ite nadrazaje (Meloto i sar., 2015). Rezultati naSeg istrazivanja takoder
ukazuju da AA genotip polimorfizma 15165774 moze imati ulogu predisponirajuceg faktora za nastanak
TMD. U skladu sa ovim nalazima su rezultati dobijeni u 7z witro uslovima prema kojima A alel kodira
formu enzima koja ima smanjenu aktivnost (Meloto 1 sar., 2015). U suprotnosti sa rezultatima ovog
istrazivanja, alel A se povezuje sa snizenom bolnom osetljivos¢u na modelu eksperimentalnog bola
(Kambur i sar., 2013b). Ovi rezultati su potvrdeni i u novijoj studiji u dve nezavisne kohorte, za razlicite
vrste stimulusa (Meloto 1 sar., 2015). U istoj studiji je uoceno da A alel polimorfizma rs165774 igra
protektivau ulogu u pojavi TMD. Prema rezultatima eksperimenata 7z vitro, 15165774 igra vaznu ulogu u
sintezi nove izoforme, alternatvno splalajsovane (a)-COMT. (a)-COMT je funkcionalna varijanta i aktivna

je u nekoliko tkiva, ukljucujuci i mozdano. Takoder je pokazano da ovaj oblik COMT kataboliSe dopamin,
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a ne adrenalin (Meloto i sar., 2015). Dopaminergicka transmisija ima klju¢nu ulogu u centralnoj analgeziji,
kao i u silaznoj inhibiciji bola na spinalnom nivou (Wood, 2008). Sa ove tacke gledista, ¢injenica da je
protektivni A alel polimorfizma rs165774 povezan sa smanjenom aktivno$éu enzima, dokazuje da se uticaj
ovog SNP odvija preko poveéanog nivoa dopamina, a ne porasta adrenalina. Za neslaganje u rezultatima
ove 1 prethodnih studija, mogli bi biti odgovorni drugi mehanizmi preko kojih COMT ostvaruje svoje
dejstvo na pojavu bolnih simptoma. Buduéi da COMT ucestvuje u metabolizmu estrogena, za koga se
veruje da je ukljucen u patofiziologiju temporomandibularnog bola (Dao i LeResche 2000; Cimino i sar.,
2000; Cairns, 2010), sasvim je mogude da varijacije gena za COMT uti¢u na pojavu bola preko jos uvek
nepoznatih mehanizama (-Tammimaki i Mannistd, 2012). Interesantan je 1 podatak da, uprkos cinjenici da
je stabilnost mRNK veéa kod COMT transkripata koji sadrzi A alel polimorfizma rs165774, pokazano je
da je nivo ckpresije proteina i aktivnosti enzima nizi (Meloto 1 sar., 2015). Ovo je dobar primer kako

alelske varijante mogu imati suprotan efekat na stabilnost mRNK i ekspresiju proteina.

Rezultati brojnih studija ukazuju da veéina pacijenata sa TMD oseca bol i na udaljenim mestima (Lim i
sar., 2010). Prema skoro objavljenom revijalnom clanku o naslednosti temporomandibularnog bola,
(Visscher i Lobbezoo, 2015) geni nisu isklju¢ivo povezani sa temporomandibularnim bolom, veé sa

individualnom osetljivoséu na bol uopste. U ovom istrazivanju kod pacijenata sa TMD uocena je znacajno

.....

.....

utvedii da su G alel i GG genotip polimorfizma 1rs6269 povezani sa manjom osetljivoséu na
eksperimentalni bol. U ovoj studiji distribucija genotipova za rs4680 1 rs165774 nije se razlikovala izmedu
ispitanika sa 1 bez bola na udaljenim mestima. Nasi rezultati su u skladu sa nalazima studije Hocking i sar.
(2010), prema kojima nije uocena povezanost nijednog od 11 ispitivanih polimorfizama gena za COMT,
medu kojima 1 rs4680 1 rs165774, sa hroni¢nim generalizovanim bolom u populaciji Britanaca bele rase.
Rezultati ovog istrazivanja takoder potvrduju prethodne nalaze da uticaj aktivhosti COMT na pojavu
hroni¢nog bola zavisi od tipa bola (Kambur i Minnistd, 2015). Bududéi da se SNP rs6269 nalazi na
distalnom kraju P2 promotora koji kodira oba transkripta, solubilni (S-COMT) i za membranu vezani
oblik (MB-COMT) (Zhang 1 sar., 2009; Godar i Bortolato, 2014), ovaj polimorfizam bi mogao igrati vaznu

ulogu u metabolizmu dopamina, i na taj nacin u pojavi razli¢itih bolnih stanja.

U ovom istrazivanju nije utvrdena povezanost izmedu polimorfizma rs4680 (Vall08/158Met), najvise
proucavanog medu COMT polimorfizmima, sa pojavom TMD i ispitivanim bolnim simptomima. Uprkos
dokazima koji ukazuju na to da bi polimorfizam rs4680 trebao biti povezan sa bolnom osetljivoscu,
(Zubieta i sar., 2003;Vargas-Alarcén i sar., 2007) nasi rezultati su u skladu sa nalazima drugih studija prema
kojima nema razlike u pojavi bolnih simptoma u zavisnosti od varijacija ovog polimorfizma. Povezanost
nije utvrdena na modelu eksperimentalnog bola (Kim i sar., 2006b), misi¢noskeletnog bola (Hagen 1 sar.,
2006a; Vossen i sar., 2010), hroni¢nog generalizovanog bola (Nicholl i sar., 2010) i migrenozne glavobolje
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(Cevoli i sar., 2006; Hagen i sar., 2006b). Ovakvi nalazi mogu se objasniti cinjenicom da efekti
polimorfizma rs4680 mogu zavisiti od genomskog okruzenja, odnosno lokusa gde se polimorfizam nalazi,
ukljucujuéi haplotipove ili simultane mutirane oblike drugih SNP (Diatchenko i sar., 2005) kao i epistatske
interakcije izmedu rs4680 i1 drugih funkcionalno povezanih gena (Smith i sar., 2014). Takoder se
prepostavlja da su funkcionalne mutacije, kao $to je to slucaj sa Met alelom polimorfizma rs4680, pracene
kompenzatornim promenama od strane drugih polimorfizama (Kern i Kondrashov, 2004) koje je tesko
identifikovati (Shibata i sar., 2009). Uoceno je da i etnicka pripadnost ispitanika moze uticati na ove
rezultate, pri ¢emu se povezanost rs4680 sa nekim bolnim stanjima gubi, ako se u analizu ukljuci belacka

populacija bez belaca hispano porekla (Tammimiki i Mannist6, 2012).

Nekoliko studija je pokazalo da polimorfizmi gena u okviru haplotipova pokazuju jacu povezanost sa
ispitivanim fenotipom. Najcesc¢e proucavani COMT haplotipovi oformljeni su od cetiri polimorfizma iz
centralnog bloka, 156269, 154633, rs4818 i rs4680, a odgovaraju niskoj (haplotip ,,LPS®), srednjoj (,,APS) i
visokoj (,,HPS®) osetljivosti na bol (Diachenko i sar., 2005). HPS haplotip povezivan je sa rizikom za
nastanak TMD (Smith i sar., 2011) i nizom efikasno$cu B-blokatora propranolola kod pacijenata sa bolnim
TMD (Tchivileva i sar., 2011). Za haplotipove nesto drugacije strukture (rs4633, rs4818, rs4680 i
rs165774), dokazana je povezanost sa hroni¢nim posttraumatskim bolom (Bortsov i sar., 2014). U skoro
objavljenoj studiji utvrden je visok LD izmedu APS COMT haplotipa 1 polimorfizma rs165774, pti cemu
kombinacija APS i A alela polimorfizma rs165774 ima protektiviu ulogu u pojavi TMD (Meloto i sar.,
2015). Voisey 1 sar. (2011) su uocili visoku vezanost izmedu 15165774 1 rs4680, kao i povezanost G-G
haplotipa sa alkoholizmom. U ovoj studiji, za dva polimorfizma, rs165774 i rs4680, utvrden je visok LD, a
4 haplotipa su imala zastupljenost >1,0%. Analiza COMT haplotipova izmedu pacijenata sa TMD 1
zdravih ispitanika nije pokazala njihovu povezanost sa TMD niti je 1 jedan od haplotipova bio povezan sa
rizikom za nastanak TMD. Ovakvo odstupanje od ranijih rezultata moze biti posledica interakcija izmedu
haplotipa i drugih polimorfizama gena za COMT (Bortsov i sar., 2014) ili moguéeg uticaja pola na efekte
haplotipa, koji je potvrden za centralni haploblok (Tunbridge i Harrison, 2011). Kao sto je veé receno,
iako je moguce postojanje manjeg broja gena koji direktno uti¢u na razvoj bola u okviru klinicke slike
TMD, puno je vecéa verovatnoc¢a da postoje geni koji uticu na intermedijarne osobine, odnosno specificne

fenotipove, koji onda doprinose potpunoj slici bolesti.

6.2.3. Polimorfizmi gena za COMT i psihosocijalni parametri

Usprkos teorijskom zaledu koje upucuje na to da bi polimorfizmi gena za COMT mogli biti povezani sa
simptomima depresije i somatizacije kod pacijenta sa TMD, nasi rezultati, kao i rezultati iz literature, nisu

uspeli potvrditi tu hipotezu. Imajuéi u vidu ulogu kateholamina u razvoju simptoma depresije i bolne
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osetljivosti, kao i vaznost COMT u metabolizmu ovih transmitera, vr$ena su ispitivanja kako bi se utvrdila
povezanost varijacija gena za COMT sa depresijom (Antypa i sar., 2013) i somatizacijom (Klengel i sar.,
2011). Povecana aktivnost COMT u mozgu ¢oveka za posledicu ima nizi nivo dopamina i noradrenalina, a
ove promene se zauzvrat dovode u vezu sa depresijom (Massat i sar., 2005). Modifikacijom bolne
osetljivosti i praga bola, COMT moze uticati na pojavu bolnih simptoma somatizacije (Rief i sar., 2010).
COMT takoder modifikuje svesnost o postojanju simptoma, te na taj nacin moze imati uticaja na prijavu

specifi¢nih simptoma od strane pacijenata sa funkcionalnim somatskim obolenjima (Hall i sar., 2015).

Rezultati ove studije su pokazali da su homozigoti sa G/G genotipom za sva tri ispitivana polimorfizma
imali najvise vrednosti depresije i somatizacije, dok su najnize vrednosti zabelezene kod nosioca A/A
genotipa. U prilog ovim nalazima idu rezultati 7z vitro studija koji ukazuju na povezanost G alela
polimorfizama 154680 1 15165774 sa povisenom aktivnos¢u COMT (Lotta i sar., 1995; Meloto i sar., 2015)
a §to za posledicu ima nizi nivo kateholamina u mozdanim strukturama. Izostanak znacajnosti rezultata u
ovoj studiji moze se objasniti moguéim uticajem faktora kao $to su pol ili prisustvo stresa, koji bi mogli
igrati vaznu ulogu u modulaciji efekata polimorfizama gena za COMT na pojavu depresivaih simptoma
(Antypa i sar., 2013). Osim toga, za razliku od navedenih studija koje su radene na hospitalizovanim
pacijentima sa depresijom 1 simptomima somatizacije, ovo istrazivanje je ukljucilo ispitanike sa
simptomima depresije i somatizacije utvrdene na osnovu skala u okviru Ose II RDC/TMD upitnika. Iako
postoje ¢vrsti dokazi koji ukazuju na pouzdanost, validnost i klinicku iskoristljivost Ose 1I, ona nije
namenjena za postavljanje dijagnoze psihijatrijskih obolenja (Dworkin i sar. 2002). Ni rezultati prethodnih
istrazivanja nisu pokazali direktnu povezanost polimorfizama gena za COMT i psiholoskih faktora koji se
vezuju za TMD (Slade i sar., 2007; Schwahn i sar., 2011). U skladu sa ovim rezultatima je i nalaz Tchivileva
i sar. (2010), prema kojem efekat neselektivnog B-adrenergickog antagoniste propranolola na depresiju,
anksioznost 1 stres kod pacijenta sa TMD nije bio povezan sa COMT haplotipovima. Takoder, nije
utvrdena povezanost multisomatoformnog poremecaja ni sa jednim od ispitivanih polimorfizama gena za
COMT (Jakobi i sar., 2010). Martinez-Jauand i sar. (2013) iznose pretpostavku da osetljivost na bolne
nadrazaje kod pacijenata sa fibromijalgijom, moze biti posledica izmenjene obrade podataka na
emocionalnom nivou kod nosioca Met/Met genotipa. Ipak, nakon kotigovanja za depresiju i anksioznost,
povezanost izmedu COMT polimorfizma rs4680 sa osetljivos¢u na eksperimentalni bol je ostala znacajna.
Schwahn 1 sar. (2011) su zakljucili da prisustvo depresivnih simptoma zapravo uti¢e na povezanost izmedu
gena za COMT 1 percepcije bola kod pacijenata sa TMD. Slade i sar. (2007) nisu potvrdili hipotezu da
polimorfizmi gena za COMT moduliraju uticaj psiholoskih faktora kao faktora rizika na pojavu TMD.
Autori su zakljucili da psiholoski faktori i haplotipovi gena za COMT predstavljaju nezavisne faktore rizika

za pojavu TMD.

Takoder treba imati u vidu da izmene u aktivnhosti COMT mogu imati suprotan efekat na pojavu bola i
simptoma depresije. Naime, dok visoka enzimska aktivnost smanjuje nivo kateholamina i deluje
protektivno na pojavu bola, sa druge strane dovodi do povecane razgradnje dopamina i izaziva depresivno
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stanje. Ovi nalazi ukazuju da je povezanost izmedu aktivnhosti COMT, psihosocijalnih parametara i TMD

veoma slozena i trebala bi da se ispita u buduéim istrazivanjima.

0.3. Polimorfizmi gena za COMT i postoperativni bol

Rezultati ove studije su pokazali da postoji povezanost izmedu pojave postoperativnog bola nakon
ckstrakcije impaktiranog tre¢eg molara i polimorfizma 1s6269 gena za COMT. Ispitanici sa AA genotipom
polimorfizma rs6269 su pokazali znacajno nizi nivo hroni¢nog postoperativnog temporomandibularnog
bola u poredenju sa nosiocima G alela (GA/GG). Kod homozigota sa AA genotipom takoder su uocene
nize vrednosti intenziteta akutnog bola i trajanja bola u postekstrakcionoj regiji, kao i kraéi period
koris¢enja analgetika u odnosu na nosioce G alela. Izmerene vrednosti za sve spomenute varijable su bile
najvise kod heterozigota. Nije utvrdena povezanost postoperativnog bola i drugith polimortizama za
COMT. U skladu sa ovim rezultatima, homozigoti sa AA genotipom polimorfizma 1s6269 su pokazali nizi
intenzitet preoperativnog bola, kao i postoperativnog bola godinu dana nakon lumbarne diskektomije u
poredenju sa nosiocima G alela (Rut i sar., 2014). Nasuprot ovim nalazima, Lee 1 sar. (2011) su ustanovili
manju bolnu osetljivost i veéu prevalencu pacijenata sa zadovoljavajuéom postoperativnom analgezijom
oksikodonom kod pacijenata sa GG genotipom ovog polimorfizma u prvoj nedelji nakon ekstrakcije
treeg molara. Ranija studija nije dokazala povezanost polimorfizama rs6269 i rs4680 sa pojavom bola
nakon ckstrakcije treéeg molara (Kim i sar., 2006a). Kada su u pitanju rezultati vezani za postoperativni
temporomandibularni bol, razlike u nalazima izmedu studija bi se mogle objasniti ¢injenicom da se
rezultati ovog istrazivanja, kao i Rut i sar. (2014) odnose na duzi postoperativni period pracenja, dok su
nalazi kasnije pomenutih studija vezani za period od 1 nedelje. Naime, polimorfizmi gena sa COMT
doprinose odrzanju bolnih simptoma kod hroni¢nih bolnih stanja (Martinéz-Jauand i sar., 2013). Pored
toga, samo jedan od ispitanika koji su praceni u ovoj prospektivnoj studiji je imao izvorni GG genotip, pa
se uocena povezanost rs6269 sa postoperativnim bolom moze pripisati visokim vrednostima za intenzitet i
trajanje postoperativnog bola kod heterozigota. Vise vrednosti intenziteta bola kod heterozigota za
polimorfizam rs6269 nakon ekstrakcije treceg molara uocene su i u prethodnim studijama (Kim 1 sar.,

20006a; Lee i sar., 2011).

Nasi rezultati nisu potvrdili prethodne nalaze (Bortsov i sar., 2014) koji ukazuju na povezanost
polimorfizma rs165774 gena za COMT i hroni¢nog posttraumatskog bola. Moguce objasnjenje za
neslaganja u rezultatima lezi u ¢injenici da se radi o hronicnom bolu razli¢itog porekla. Naime, rezultati
nase studije se odnose na postoperativni misi¢noskeletni bol, dok je u pomenutoj studiji Bortsov i sar.
ispitivan hroni¢ni posttraumatski bol, a koji je najces¢e neuropatske prirode (Tammimaki 1 Ménnistd,
2012). Prema Segall i sar. (2012) misi¢noskeletni, kao 1 nociceptivni bol izazvan je stimulacijom perifernih
adrenergickih receptora kateholaminima, dok se povecanjem stimulacije adrenergickih receptora
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neuropatski bol smanjuje. Na isti nacin se moze objasniti izostanak potvrde rezultata ranijih istrazivanja o
povezanosti polimorfizma rs4680 sa hroni¢nm postoperativnim bolom #nakon mastektomije (Hickey 1 sar.,

2011; Fernandez-de-Las-Pefias i sar., 2012).

Interesantan nalaz dobijen u okviru ovog istrazivanja odnosi se na povezanost rs6269 alelskih varijanti sa
bolom na udaljenim mestima i postoperativnim bolom. Naime, AA genotip je bio povezan sa ve¢om
prevalencom bola na udaljenim mestima, ali 1 sa nizim vrednostima postoperativnog bola. Ovi rezultati
potvrduju ranija opazanja o kompleksnom uticaju snizene aktivnosti COMT na bol, jer poveéan nivo
kateholamina moze imati razlicit ili ¢ak suprotan efekat na razli¢ite vrste bola (Tammimaki i Minnist6,

2012).
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7. ZAKLJUCCI

1. Ucestalost genotipova ispitivanih polimorfizama gena za COMT, za rs4680 je iznosila 18,9% za izvorni
tip, 61,1% za heterozigote 1 20% za mutirani oblik, za rs6269 1,1% za izvorni tip, 63,3% za heterozigote i
35,6% za mutirani oblik, a za rs165774 33,3% za izvorni, 54,4% za heterozigot i 12,2% za mutirani tip u
grupi sa TMD, dok je u kontrolnoj grupi ucestalost genotipova za 1s4680 iznosila 25% za izvorni tip,
56,5% za heterozigote 1 18,5% za mutirani oblik, za rs6269 5,4% za izvorni, 65,2% za heterozigotni i
29,3% za mutirani oblik i za rs165774 je iznosila 51,1% za izvorni, 46,7% za heterozigote 1 2,2% za
mutirani oblik. Ucestalost alela za 1s4680 je iznosila 49,4% za G 1 50,6% za A, za 156269 32,8% za G i
67,2% za A, a za 15165774 ucestalost alela je iznosila 60,6% za G 1 39,4% za A alel kod ispitanika sa TMD.
U kontrolnoj grupi ucestalost alela za rs4680 je iznosila 53,3% za G 1 46,7% za A alel, za rs6269 38% za G
162% za A, a za 15165774 ucestalost alela je iznosila 74,5% za G 1 25,5% za A alel.

2. Utvrdena je povezanost A alela i genotipova sa A alelom (AG/AA) polimorfizma rs165774 sa pojavom
TMD i subdijagnozama TMD: artalgijom i miofascijalnim bolom. Povecan rizik od TMD, artralgije i
miofasijalnog bola uocen je kod homozigota sa mutiranim (AA) alelom u poredenju sa homozigotima sa
izvornim (GG) genotipom. Nije bilo znacajane razlike u distribuciji genotipova i alela za rs4680 1 rs6269

izmedu pacijenata sa TMD i zdravih ispitanika.

3. Utvrdeni su veca zastupljenost i vedi stepen hroni¢nog temporomandibularnog bola kod ispitanika sa
AA genotipom 1 heterozigota za rs165774 u poredenju sa ispitanicima sa izvornim (GG) genotipom u
celom uzorku. Povecan rizik od hroni¢nog bola uocen je kod homozigota sa mutiranim genotipom u
poredenju sa nosiocima izvornog (GG) genotipa. Znacajno veée vrednosti prose¢nog i najjaceg bola
utvrdene su kod homozigota sa mutiranim (AA) oblikom i heterozigota u poredenju sa homozigotima sa
izvornim (GG) oblikom. Za distrubuciju polimorfizama rs4680 1 rs6269 u odnosu na ispitivane parametre
temporomandibularnog bola nije pokazana znacajna razlika izmedu pacijenata sa TMD 1 kontrolnih
ispitanika. U grupi pacijenata sa TMD nije zabelezena povezanost genotipova ispitivanih polimorfizama

gena za COMT sa stepenom i prisustvom hroni¢nog bola.

4. Pri analizi psihosocijalnih komponenti TMD nije uocena znacajna razlika u prisustvu i stepenu
despresije 1 somatizacije izmedu razlicitth genotipova ispitivanih polimorfizama gena za COMT, kako u

celom uzorku tako i u grupi pacijenata sa TMD.
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5. Utvrdena je povezanost AA genotipa polimorfizma 156269 sa nizim stepenom hroni¢nog
postoperativnog temporomandibularnog bola, nizim intezitetom i kradim trajanjem bola u podrudju
ekstrakcije donjeg impaktiranog treCeg molara, kao i sa kra¢éim periodom kori$¢enja analgetika

postoperativno u poredenju sa heterozigotima.

6. Nije utvrdena razlika u distribuciji hapoltipova (za haploblok rs165774-rs4680) izmedu pacijenata sa

TMD i zdravih ispitanika. Ni jedan od hapoltipova nije bio povezan sa rizikom za nastanak TMD.
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9. LISTA SKRACENICA

DC/TMD, Dijagnosticki kriterijum za temporomandibularne funkcije (engl. Diagnostic Criteria for

Temporomandibular Disorders)

CI, interval poverenja (engl. confidence interval)

COMT, katehol-O-metil-transferaza (engl. catechol-O-methyltransferase)
D', parametar za merenje jacine neravnoteze vezanosti

het, heterozigot

LD, neravnoteza vezanosti (engl. linkage disequilibrium)

mut, mutirani tip genotipa

MATF, zastupljenosti redeg (minor) alela (engl. Minor Allele Frequency)
NS, bez statisticke znacajnosti (engl. non significant)

NYVS, numericka skala bola (engl. numerical verbal rating scale)

OR, odnos sansi (engl. odds ratio)

PCR, lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

RDC/TMD, Istrazivacki dijagnosticki kritetijum za temporomandibularne funkcije (engl. Research

Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders)

SCL-90, upitnik simptoma psihometrijskog testa (engl. symptom checklist)

SD, standardna devijacija

SNP, polimorfizam nuklgyoneotidne sekvence (engl. single nucleotide polymorphism)
TMD, temporomandibularne disfunkcije

TMZ, temporomandibularni zglob
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wt, izvorni tip genotipa (engl. wild type)

X, srednja vrednost
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