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Uticaj polimorfizama gena za inflamatorne citokine i njihove receptore na nivo
cirkuliSuéih citokina i Kklinicke parametre kod pacijenata sa hroni¢nom
parodontopatijom i dijabetes melitusom tipa 2

Uvod: Hroni¢na parodontopatija (PD) i tip 2 dijabetesa melitusa (T2D) su hroni¢na,
inflamatorna poligena oboljenja, koja dele zajednicke patogenetske mehanizme. Veé 30
godina parodontopatija se smatra Sestom komplikacijom T2D, ali je sve vise dokaza o
uticaju inflamacije iz parodoncijuma na pojavu i klini¢ku sliku dijabetesa. S obzirom da
je genska podloznos bitna u nastanku i progresiji oba oboljenja, sve je vece
interesovanje da se ispita da li su neke varijacije genoma odgovorne za zajednicku
podloznost i dvosmernu povezanost ovih oboljenja. Faktor nekroze tumora (TNFa)
igra klju¢nu ulogu u patogenezi oba oboljenja i objasnjava pomenutu dvosmernu
povezanost. Blisko strukturalno, funkcionalno odnosno genski povezani sa TNFa su
limfotoksin alfa (LTa), kao i njihovi receptori -TNFR; i TNFR3.

Ciljevi studije: S ozirom da polimorfizmi gena ovih molekula uti¢u na ekspresiju,
funkciju ili oslobadanje solubilnih formi ovih citokina/receptora, zanimljivo je bilo
ispitati da li polimorfizam na ovim molekulima mogu uticati na rizik za oboljevanje od
PD i/ili T2D. Takode, ciljevi ove studije bili su ispitivanje uticaja klinickih
parodontoloskih parametara (inflamacije iz parodoncijuma) ili polimorfizama (-308G/A
TNFa, +252A/G LTa, +36A/G TNFR; 1 +676T/G TNFR>) na sistemski nivo pomenutih
molekula.

Ispitanici, materijal i metode: Ispitanici (N=180) su rasporedeni u tri grupe: sistemski
zdravi ispitanci bez klini¢kih znakova PD (ZK grupa), sistemski zdravi ispitanici sa
dijagnostikovanom PD (PD grupa) i ispitanici sa dijagnostikovanim T2D i PD (T2D
grupa). Klinickim pregledom parodoncijuma praceni su plak indeks Silness-Loe (PI),
krvarenja na provokaciju (KNP), dubina sondiranja (DS) i nivo pripojnog epitela (NPE).
Uticaj inflamiranog parodoncijuma na sistemski nivo citokina kvantifikovan je PESA i
PISA parametrima. Detekcija polimorfizama vrsena RFLP-PCR metodom iz DNK
izolovanih iz briseva bukalne sluzokoze. Koncentracija ispitivanih molekula odredivana
je ELISA metodom. Pratili smo i uticaj bihejvioralnih faktora na klinicke parametre
oboljenja i na sistemski nivo citokina putem regresionih modela.

Rezultati: Polimorfizam -308G/A TNFa nije se izdvojio kao faktor rizika za
oboljevanje od PD ili T2D. AA genotip (OR=0,173, CI=0,036-0,837, p=0,022) i alel A



(OR=0,563, CI=0,334-0,936, p=0,029) ovog polimorfizma pokazao je protektivan
efekat za oboljevanje od PD i T2D u odnosu na PD. AG genotip (OR=2,75, C1=1,184-
6,380, p=0,019) i alel G (OR=1,824, CI=1,047-3,176, p=0,032) +252A/G LTa
polimorfizma izdvojili su se kao nosioci povecanog rizika za oboljevanje od PD.
Nasuprot, AG (OR=0,261, CI=0,105-0,647, p=0,003) i GG genotip (OR=0,215,
CI=0,084-0,547, p=0,000) ovog polimorfizma pokazali su protektivan efekat pri
poredenju PD sa T2D grupom. Kod sistemski zdravih ispitanika, AA genotip +36A/G
TNFR; jedinstveno je predvidao varijanse promenljivih DS (8,9%) i NPE (5,9%). Ovaj
genotip izdvojio se kao protektivan pri poredenju PD sa T2D grupom (OR=0,616,
CI=0,384-0,991, p=0,046). TT genotip +676T/G TNFR2 polimorfizma pokazao je
povecan rizik za oboljevanje od PD (OR=2,302, CI=1,075-4,926, p=0,031). Serumska
koncentracija ispitivanih citokina/receptora nije bila pod uticajem pomenutih
polimorfizama na nasem uzorku. Koncentracija TNFR; bila je znafajno veca kod
ispitanika T2D grupe u odnosu na druge dve grupe. Korelacije TNFa, LTo sa
odredenim klinickim parodontoloskim parametarima bile su pozitivne, dok je korelacija
TNFR; i parametara u PD grupi bila negativna, a u T2D grupi pozitivna.

Zakljucci: Nosioci G alela +252A/G LTa polimorfizma, kao i TT genotipa +676T/G
TNFR2 pokazuju veci rizik za oboljevanje od PD. Na ovom uyorku nismo pokazali
zajednicku gensku podloznost za pojavu oba oboljenja. U nasoj studiji, kod sistemski
zdravih ispitanika, parametric destrukcije parodoncijuma mogu biti pod malim uticajem
genske osnove (AA genotip TNFR;), dok su ove promene kod obolelih od dijabetesa
povezane sa parametrime higijene. Ovo navodi na razmi$ljanje da parodontopatija,
odnosno stepen destrukcije parodoncijuma kod sistemski zdravih ispitanika moze biti
pod uticajem genski determinisan, dok je ova destrukcija kod ispitanika sa dijabetesom
posledica patoloskih promena tkiva kao posledica prisustva samog dijabetesa, bez
obzira na gensku osnovu. Sinteza STNFR; i korelacija sa klini¢kim parodontoloskim

parametrima u dijabetesu su izmenjeni u odnosu na sistemski zdrave ispitanike.

Kljuéne re€i: Hroni¢na parodontopatija, Tip 2 dijabetesa, polimorfizmi, TNFa, LTa,

TNFR1, TNFR;, PCR-RFLP, ELISA, genska podloznost
Nau¢na oblast: Stomatologija

UZa nauéna oblast: Parodontalna medicina



Influence of polymorphism of proinflammatory cytokines and receptors on serum
cytokine level and clinical parameters of chronic periodontitis and diabetes
mellitus type 2

Introduction: Chronic periodontitis (CP) and Type 2 Diabetes (T2D) are two common
chronic inflammatory diseases. Although of different origin, they share some
pathogenetic mechanisms. CP has been considered as the sixth complication of T2D for
30 years now, but also there is increasing evidence about the influence of inflammation
from periodontium on T2D onset and progression. According that both diseases are
polygenic and genetic susceptibility for CP or T2D is widely studied, it would be useful
to explore if some genetic variations are responsible for cross-susceptibility or
bidirectional relationship of mentioned diseases. Tumor Necrosis Factor (TNFa) plays
key role in pathogenesis of both diseases and could explain their bidirectional
relationship. TNFa is structurally, functionally or genetically related with Lymphotoxin
alpha (LTa) and their receptors TNFR; and TNFR..

Aims: According that Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) on genes for
mentioned molecules regulates their expression, function or cleavage, it would be
interesting to explore if SNPs of TNFa and its related molecules may be responsible for
susceptibility for CP and/or T2D. Further, the aims of this study were to study if serum
levels of TNFa, LTa, TNFR; and TNFR, are influenced by clinical periodontal
parameters (inflammation from periodontium) or SNPs (-308G/A TNFa, +252A/G LTa,
+36A/G TNFR; and +676T/G TNFR)).

Subjects, Materials and Methods: This study of association included 180 subjects
divided into three groups: systematically health subjects without CP (HC group),
systematically health subjects with CP (PD group) and patients with diagnosed CP and
T2D (T2D group). Plaque Index (PI), Bleeding on Probing (BOP), Probing Pocket
Depth (PPD) and Clinical Attachment Level (CAL) were measured at six points of each
tooth except third molars. Impact of inflammation from periodontium on circulating
levels were measured by Periodontal Epithelial, Surface Area (PESA) and Periodontal
Inflamed Surface Area (PISA) parameters. SNPs were detected using Polymerase Chain
Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) from DNA isolated

from buccal epithelial cells. Serum concentrations of TNFa, LTa, TNFR; and TNFR;



were measured by ELISA method. Impact of behavioral characetistic on clinical
parameters and serum concentrations of cytokines were measured.

Results: -308G/A TNFa SNP did not show risk effect for PD or T2D. AA genotype
(OR=0.173, CI=0.036-0,837, p=0.022) and allele A (OR=0.563, CI=0.334-0.936,
p=0.029) of this SNP showed protective effect for PD and T2D together in comparison
with PD only. AG genotype (OR=2.75, CI=1.184-6.380, p=0.019) and allele G
(OR=1.824, CI=1.047-3.176, p=0.032) of +252A/G LTo SNP showed risk effect for
PD. On contrary, AG (OR=0.261, CI=0.105-0.647, p=0.003) and GG genotypes
(OR=0.215, C1=0.084-0.547, p=0.000) were protective for having both PD and T2D in
comparison to PD. AA genotype of +36A/G TNFR; SNP predicted variances of PPD
(8.9%) and CAL (5.9%) at systematically health subjects. This genotype was protective
when comparing PD vs. T2D groups (OR=0.616, C1=0.384-0.991, p=0.046). TT
genotype of +676T/G TNFR, SNP showed risk effect for PD (OR=2.302, CI=1.075-
4.926, p=0.031). Serum concentrations of examined molecules were not influenced by
SNPs. TNFR; concentration was higher at T2D group. TNFa and LTa correlated
positively with some of the clinical periodontal parameters. At systematically healthy
periodontitis patients, correlations of TNFR, and clinical periodontal parameters were
negative, while at diabetics they were positive.

Conclusions: Carriers of allele G +252A/G LTa SNP and TT genotype of +676T/G
TNFR2 SNP are at higher risk for PD. In this study, similar genetic susceptibility for PD
and PD and T2D both were not presented. At systematically healthy periodontitis
patients, clinical periodontal parameters were influenced by genetic variations (presence
of AA genotype of +36A/G TNFR;), while at diabetics they were influenced by oral
hygiene parameters. This may lead to assumption that periodontal destruction at
systematically healthy subject are genetically determined, while this destruction at
diabetics are consequence of pathological changes in periodontium as result of diabetes,
regardless of the genetic variations. Correlations and synthesis of TNFR at diabetic are
changed compared to systematically healthy subjects with PD.

Key words: Chronic Periodontitis, Type 2 Diabetes, SNP, TNFa, LTa, TNFRy, TNFR,
PCR-RFLP, ELISA, genetic susceptibility

Scientific field: Dentistry

Specific Scientific Field: Periodontal medicine
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UvOoD

1. UVOD

1.1.Definicija i epidemiologija parodontopatije

Oboljenja parodoncijuma predstavljaju heterogenu grupu oboljenja, a najcesce
podrazumevaju zajednicki termin za gingivitise i parodontopatije, zapaljenska stanja
potpornog aparata zuba koja nastaju kao odgovor domacina na prisutvo bakterija na
povrsini zuba i desni [1].

Gingivitis predstavlja najblazu formu inflamatornih oboljenja parodoncijuma u kojem je
proces inflamacije, reverzibilne prirode, ograni¢en na desni. Parodontopatija predstavlja
ireverzibilno oboljenje kod kojeg se inflamacija §iri u dublja parodontalna tkiva [2].
Epidemioloski podaci u literaturi se veoma razliku, s obzirom na nekonzistentne
kriterijume definisanja i dijagnostikovanja samog oboljenja. Na naSem podrucju se
rasprostranjenoS¢u parodontopatije bavila ,,Beogradska studija“ u kojoj je pokazano da
84,6% ispitanika starijih od 18 godina pokazuje znake destrukcije potpornih tkiva zuba.
Pri tome, ¢ak 44,8% njih pokazuje oStecenja dubljih tkiva parodoncijuma [3].
Klasifikacija oboljenja parodoncijuma revidirana je 1999. godine. Najc¢es¢a forma
parodontopatije je hroni¢na parodontopatija o kojoj ¢e 1 biti reci u ovoj disertaciji, i

koja ¢e, jednostavnosti radi, biti oznacena samo kao ,,parodontopatija‘.
1.1.1.Karakteristike parodontopatije

Kao $to je reCeno, parodontopatije su heterogena grupa oboljenja. Klinic¢ka slika varira i
u okviru jednog istog oboljenjao a takode i kod istog pacijenta zavisno od faze same
bolesti. Parodontopatija ima ciklian tok, periodi remisije i relapsa se smenjuju.
Simptomi koje najceS¢e sreCemo su inflamacija, apikalna migracija desni 1 stvaranje
parodontalnih dzepova (patognomoni¢an znak parodontopatije). U samom dZepu
nailazimo na konkremente, a moze biti prisutna i supuracija iz dzepa. U uznapredovalim
fazama parodontopatije, klinic¢ki registrujemo labavljenje i patolosku migraciju zuba.
Prisustvo inflamacije i supuracije nam govori u prilog trenutnog stanja, aktivnosti
oboljenja, dok su destrukcija kosti, dubina sondiranja i apikalna migracija desni

kumulativne mere oboljenja iz proslosti [4].
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1.2.Etiologija parodontopatije

Usnu duplju naseljava oko 1000 razli¢itih mikroorganizama [5] ukljucujuci bakterije,
gljivice, viruse, protozoe i arhea. Kao vecina mikroorganizama u prirodi, ne nalaze se u
planktonskom obliku nego organizovani u biofilmove. Veliki deo mikroorganizama
usne duplje jos uvek nije kultivisan. Prihvacena teorija je da su glavni etioloski faktor
parodontopatije bakterije dentalnog plaka, mada se u poslednje vreme sve vise govori o
prisustvu i potencijalnim ulogama virusa [6], gljivica [7] i arhea.

1.2.1.Dentalni biofilm i teorije etiologije parodontopatije

Dentalni plak odnosno biofilm definiSe se kao zajednica razli¢itih mikroorganizama
(mikrokolonija) koja su po ta¢no odredenom sistemu ugradena u matriks polimera
salivarnog i sopstvenog porekla [8]. Biofilm predstavlja veoma dinami¢nu strukturu
slozene grade. Stvara se prirodno na zubima i ¢ini deo odbrambenog sistema organizma
[9]. U odnosu na lokaciju na ivicu gingive, razlikujemo supragingivalni i subgingivalni
dentalni biofilm. Mikrobioloski sastav ova dva biofilma se veoma razlikuje, a kada se
govori o etiologiji parodontopatija, misli se na subgingivalni dentalni plak.

Proces formiranja dentalnog plaka deSava se po ta¢no utvrdenom redosledu. Nakon
formiranja  pelikule sastavljene od organskih supstanci iz pljuvacke dolazi do
kolonizacije primarnim (Streptococci spp, Actinomyces spp, Capnocytophaga spp,
Eikenella spp, Haemophilus spp, Veillonella spp.), a zatim i sekundarnim
(Fusobacterium nuclaetum, Treponema spp, P. Gingivalis spp, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) mikroorganizmima [10]. Ono S§to poveéava patogenost
dentalnog biofilma nije samo raznovrsnost mikroorganizama vec¢ i njihova medusobna
komunikacija. Veoma vaZznu ulogu u formiranju dentalnog biofilma igra 1
Fusobacterium nucleatum koji komuniciraju¢i sa primarnim i sekundarnim
mikroorganizmima predstavlja svojevrstan most izmedu ove dve grupe bakterija.

lako je dentalni biofilm oduvek smatran glavnim etioloskim faktorom patogeneze
parodontopatije, same teorije delovanja mikroorganizama dentalnog plaka su se
vremenom menjale. Kasnih 50ih godina proslog veka bila je zastupljena nespecifi¢na
teorija dejstva dentalnog plaka, koja je tvrdila da bilo koje bakterije u dovoljnom broju
produkcijom metabolita mogu dovesti do destrukcije parodoncijuma [11]. Ovu teoriju je

kasnih 70ih godina proslog veka zamenila specifi¢na teorija po kojoj je parodontopatija
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rezultat umnozavanja i delovanja odredenih specificnih patogenih vrsta. Socranski i
saradnici su izucavali mikroorganizme subgingivalnog plaka i svrstali ih u asocijacije
prema osobinama, dinamici kolonizacije i faktorima virulencije [12]. Pomenute
asocijacije mikroorganizama su obelezene bojama (Slika 1.1) a pripadnicima crvenog i
narandzastog kompleksa pripisuje se najveca patogenost (gram negativni 1 anaerobni
mikroorganizmi, tradicionalno oznaceni kao periopatogeni (Bacteroides forsythus,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros)).

P, gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
P, intermedia
P. micros
P. nigrescens

S. constellatus S. mitis

S. oralis

S. sanguis
Streptococcus sp.

S. gordonii

Actinomyces S. intermedius

species

V. parvula

A. odontolyticus
v E. corrodens

C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Slika 1.1: Sematski prikaz odnosa mikroorganizama unutar kompleksa i medusobni
odnos samih asocijacija [8, 12]. Bazu piramide ¢ine primarni kolonizatori, narandzasti
kompleks Cine bakterije €iji se broj povecava vremenom i predstavljaju most izmedu
pionira i patogenih bakterija crvenog kompleksa odgovornih za maturaciju biofilma.

lako je ova podela bakterija biofilma je u mnogim nau¢nim krugovima aktuelna i danas,
savremene metode kultivisanja mikroorganizama su dovele do nekih saznanja koja su

oprec¢na sa prethodno iznetim. Tako npr, bakterije crvenog kompleksa- tradicionalni

periopatogeni su identifikovani i kod pacijenata sa klini¢ki zdravim parodoncijumom.
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Takode, mikrobioloski sastav usne duplje je mnogo raznovrsniji nego Sto se mislilo i
neke nove vrste mikroorganizama su pokazale iste ili Cak bolje korelacije sa oboljenjem
parodoncijuma od pomenutih mikroorganizama. Shodno iznetim saznanjima, dogma o
gram negativnim mikrooranizmima kao etioloskim faktorima parodontopatije se menja,
1 isto tako bitno mesto u etiologiji pocinju da zauzimaju i1 gram pozitivni anaerobni
organizmi  (Prevotella, Megasphaera, Selemonas, Desulfobulbus, Dialister i
Synergistetes [13]).

Najnovija teorija etiologije parodontopatije mogla bi se definisati kao polimikrobna
sinergija i disbioza flore usne duplje [13]. Po ovoj teoriji, uzrok parodontopatije je
sinergizam i komunikacija medu bakterijama dentalnog biofilma. Mnogobrojne studije
su pokazale sofisticiranu komunikaciju medu bakterijama biofilma, definisanu kao
fizicku, metaboli¢ku, komunikaciju malim signalnim molekulima i razmenu genetickog
materijala [10]. Medubakterijska komunikacija u biofilmu za posledicu ima poveéanje
Sansi za njihovo prezivaljanaje u okviru zajednice. Klinicki, kao posledica dolazi do
povecanja otpornosti mikroorganizama biofilma na antimikrobne lekove. Osim
sinergizma, u okviru biofilma prisutna je i kompeticija medu mikroorganizmima, npr
putem sinteze baktericina (Slika 1.2)

Kao §to je receno, poslednja teorija (sinergizma i disbioze) ne priznaje iskljucivo
tradicionanle periopatogene kao jedine etioloSke faktore parodontopatije. Po ovoj
teoriji, raznovrsne kombinacije mikroorganizama stvaraju floru koja dovodi do
oboljenja. S druge strane, ova teorija daje posebnu ulogu tzv “klju¢nim
periopatogenima‘“. ,,Klju¢ni patogeni® ¢e svojim prisustvom modifikovati komensalnu
floru, odnosno ,dirigovati“ florom i povecati patogenost celog biofilma, tacnije
omoguciti drugim bakterijama da ispolje svoje Stetne efekte Na ovaj nacin dolazi do
narusavanja homeostaze izmedu mikroorganizama biofilma i tkiva i svoje Stetno dejstvo
ispoljavaju disbionti- normalno nepatogene bakterije koje u uslovima narusene

homeostaze postaju patogene.
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S. sobrinus

—> Inhibit
........... > Facilitate

S. pneumoniae S. cristatus

L. casei ¢ S. parasanguinis

S. oligofermentans

S. pyogenes
S. gordonii
gor o}gn

A. naéslundn-"

L. paracasei

P. intermedia

T. forsythensis ‘A actinomycetemcomitans

. salivari :
SsSaVAGS, Veillonella sp.

e
Prevotella sp.

Slika 1.2: Sematski prikaz interkacija medu bakterijama biofilma. Isprekidane linije
oznacavaju sinergizam, dok neisprekidane linije oznafavaju inhibiciju medu
mikroorganizmima.

1.2.2.Akcesorni faktori, modifikujuéi faktori i faktori rizika

parodontopatija

Osim dentalnog plaka koji se smatra glavnim etioloskim faktorom parodontopatije, na
nastanak, progresiju oboljenja i odgovor na terapiju znatno uticu akcesorni faktori,
odnosno faktori rizika parodontopatije. Ovi faktori pomazu akumulaciju plaka/otezavaju
njegovo uklanjanje ili olakSavaju dejstvo mikroorganizama. Definisani su kao lokalni i
opsti.

Lokalnim akcesornim faktorima smatraju se druge naslage na zubima, impakcije hrane,
lo$i ispuni i protetski radovi, traumatska okluzija, anatomska odstupanja mekih i tvrdih
tkiva parodoncijuma.

Opsti akcesorni faktori- faktori rizika odnose se na neka oboljenja, ali i na bihejvioralne
i faktore okoline. Dva faktora kojima se najvise pridaje znacaj su dijabetes melitus i
pusenje cigareta. Dokazan je uticaj duvanskog dima na sastav flore, dozno zavisna
korelacija konzumacije duvana i gubitka parodontalne kosti (4x ve¢i gubitak kosti nego
kod nepusaca), losiji odgovor domacdina na terapeutkse procedure (zarastanje,
regeneracija kosti, losiji pripoj fibroblasta za koren zuba). Takode dokazan je direktan
efekat duvanskog dima na smanjenu funkciju neutrofila i smanjenje funkcije T i B
limfocita [14]. U poslednje vreme sve je vise istrazivanja povezanih sa gojaznosc¢u [15],

fizickim [16], a narolito mentalnim stresom i parodontopatijom. Stres putem
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neuroendokrinog sistema deluje na imuni sistem i danas se zna da imunoloski disbalans
izazvan na ovaj nafin moze biti u vidu umanjenog, ali 1 preterano povecanog
imunoloskog odgovora [17]. Unos raznih mikronutrijenata (vitamin C, E, folna
kiselina, melatonin) [18, 19], kafe [20], vitamina D [21], zatim pol (muskarci) [22] i
godine su takode neki od faktora koji se pozitivno ili negativno povezuju sa hronicnom
parodontopatijom.

Zanimljivo je medutim da pacijenti slicnog zdravstvenog stanja, higijene i lokalnih
akcesornih faktora mogu da imaju razlicite klini¢ke slike i razlic¢it odgovor na terapiju
parodontopatije. Kod ovih pacijenta se govori o naslednoj podloznosti kao faktoru
rizika, koja je za sada objasnjenja kroz postojanje polimorfizama u genima za odredene

citokine i njihove receptore.
1.3.Patogeneza parodontopatije

Mnogi aspekti parodontopatije nisu jo§ uvek objasnjeni ni najnovijim teorijama
etiologije ovog oboljenja. Osim etioloskog faktora- mikroorganizama sigurno da je
neophodan 1 podlozan domacin. I dalje ostaje pitanje zasto neki pacijenti kod kojih su
detektovani tzv. klju¢ni patogeni mogu da kontrolisu inflamaciju, dok kod drugih dolazi
do naruSavanja balansa biofilm-domacin. Dobro je poznata Cinjenica da destruktivni
procesi u parodoncijumu nisu posledica isklju¢ivo Stetnih noksi koje produkuju same
bakterije dentalnog biofilma nego su ve¢im delom posledica dejstva supstanci koje
sekretuje sam imuni sistem domacdina kao odgovor na prisustvo bakterija. Sam
parodoncijum predstavlja strukturu jedinstvene anatomije- na tvrdo zubno tkivo koje je
uvek prekriveno dentalnim plakom pripajaju se epitelne Celije. Zahvaljujué¢i stalnom
prisustvu mikroorganizama, u pardoncijumu je pristuna stalna tzv. ,fizioloska,
kontrolisana inflamacija® odnosno konstantna migracija leukocita (uglavnom fagocita)
iz krvnih sudova u blizini. Urodeni imunitet (neutrofili i makrofagi) prepoznaje i
reaguje na sve mikroorganizme u usnoj duplji (komensale i patogene). U slucaju
parodoncijuma, komensali stimuliSu konstantnu proizvodnju malih nivoa citokina
neophodnih za odrzavanje primarnog imuniteta i odrzavanje integriteta tkiva [23].

U odbrani organizma od patogena uéestvuju urodeni (primarni) i steceni (sekundarni)
imunitet koji komuniciraju putem veoma kompleksne i jo§ uvek in vivo neistrazene

mreze citokina.
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Rana faza odgovora urodenog imuniteta karakteriSe se pojacanom sekrecijom citokina
(TNFa, IL-1p, IL-17), koja ¢e sa jedne strane voditi tkivnim promenama- vaskularnim,
daljoj aktivaciji 1 migraciji neutrofila, i na kraju aktivaciji osteoklasta, a sa druge ¢e
dovesti do aktivacije antigen prezentuju¢ih éelija (APC) i aktiviranja specifiénog
imuniteta [24]. Najvazniju ulogu u primarnom imunitetu u patogenezi parodontopatije
imaju neutrofili. Pomalo je neuobicajeno da u jednom hroni¢nom oboljenju glavnu
ulogu imaju ¢elije koje su karakteristika akutnih infekcija, ali ova Cinjenica ide u prilog
teoriji da parodontopatija predstavlja konstantan patoloski proces smenjivanja relapsa
(akutnih insulta) 1 remisija. Neutrofili uzrokuju destrukciju parodoncijuma
oslobadanjem enzima (matriksne metaloproteinaze -MMP-), citotoksi¢nih supstanci
(slobodni radikali, reaktivne kiseonicke i azotne vrste) i ekspresijom membranskih
RANKL (Receptor aktivatora nuklearnog faktora ). Takode, neutrofili indirektno
ucestvuju u destrukciji parodoncijuma i putem regrutacije Th17 ¢elija. Tkivni makrofagi
i dendriti¢ne ¢elije predstavljaju glavne antigen prezentujuce Celije. Epitelne ¢elije, 0sim
Sto predstavljaju fizicku barijeru, kao odgovor na prisustvo bakterija proizvode
povecanu koli¢inu citokina i eksprimiraju athezione molekule. Tkivni fibroblasti takode
produkuju povecanu koli¢inu citokina 1 pojacavaju inflamatorni odgovor u
parodoncijumu [23].

Pojacana sinteza citokina nije rezultat samo odgovora na prisustvo bakterija vec i
raspadnih produkata samog tkiva, Sto govori u prilog da je etioloski parodontopatija
mikrobno 1 autoimuno oboljenje. Na ovaj nacin ulazi se u krug pozitivne povratne
sprege stimulacije citokina.

Ulogu u specifiénom imunitetu imaju T 1 manje B ¢elije. Do skoro, ceo koncept
patogeneze parodontopatije sa aspekta specificnog imuniteta bio je objasnjen odnosom
Thl i Th2 ¢elija. Smatrano je da u fazama remisije dominiraju Thl, dok su sa fazama
progresije oboljenja povezivane Th2 ¢elije. Kasnija istrazivanja su pokazala sposobonst
Th1 celija da eksprimira RANKL [25], kao 1 Th2 ¢elija da putem sekrecije IL-4 i IL-13
inhibiraju osteoklastogenezu [26]. Otkrice Th17 i T regulatornih (T reg) ¢elija, dodatno
je objasnilo ulogu specificnog imuniteta u patogenezi parodontopatije. Th17 Celije
¢vrsto su povezane sa osteoklasnom aktivno$cu. Citokin koji produkuju ove celije, I1-
17, indukuje ekspresiju MMP-a u fibroblastima, endotelnim i epitelnim ¢elijama kao i

ekspresiju RANKL-a na osteoblastima. Na ovaj nacin u¢estvuju u degradaciji mekih i
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kostanih parodontalnih tkiva. Takode, dokazana je uloga Th17 ¢elija u aktivaciji B
¢celija.

Za razliku od Thl i Th2 ¢elije, koje su relativno fenotipski stabilne, ostale T ¢elije pod
odredenim uticajem kombinacije citokina ispoljavaju funkcionalnu plasticnost. Tako
npr. Th17 ¢elije se mogu funckionalno transformisati u Thl ¢elije ili u Th2 ¢elije. Isto
tako, T reg ¢elije u inflamiranom parodoncijumu mogu postati IL-17 sekretujuce éelije.
Glavnu ulogu u diferencijaciji, funkciji i odrzavanju T ¢elija imaju citokini organizovani
u kompleksnu mrezu. Do sada je dokazana najbitnije uloga IL-13, TNFa, IL-6 i
RANKL-a u patogenezi parodontopatije (Tabela 1.1). Uloga imunoloskog sistema
prepoznata je 1 u koStanom metabolizmu. S toga se danas razvila ¢itava grana koja
prouCava vezu imunoloSkog sistema i1 koStanog metabolizma, tzv. osteoimunologija
[27]. Sa aspekta destrukcije nekalcifikovanog vezivnog tkiva parodoncijuma kljucan je
MMP/TIMP sistem, dok se RANK/RANKL/OPG sistem smatra glavnim za destrukciju
kostanog tkiva. U poslednje vreme dokazan je i mehanizam koStane resorpcije

nezavisan od RANK/RANKL/OPG sistema, i ovde glavnu ulogu igra TNFa.

1.3.1.Mehanizmi kostane resorpcije u patogenezi parodontopatije-
M-CSF i RANK/RANKL/OPG sistem

Metabolizam kosti je dinamican proces, koji 1 u fizioloskim uslovima prolazi kroz stalan
proces remodelacije- sinteze i degradacije koStanog tkiva za koje su zaduzeni
osteoblasti i osteoklasti. Osteoblasti se diferenciraju od mezenhimalnih stem ¢elija, dok
se osteoklasti diferenciraju od monocita i makrofaga. Osteoblasti i mezenhimalne celije
kosStane srzi stimuliSu diferencijaciju osteoklasta pod uticajem razli¢itih stimulusa kao
Sto su paratireoidni hormon, vitamin D, glukokortikoidi, i razli¢iti inflamatorni citokini

kao $to su I1-1, IL-6 i TNFa.

1.3.1.1.Makrofagni kolonostimulisuéi faktor (M-CSF)

Makrofagni kolonostimuliSu¢i faktor jedan je od najranijih medijatora koStane
resorpcije. Produkuju ga uglavnom osteoblasti i stromalne mezenhimalne ¢elije. Uloga

mu je u inicijaciji osteoklastogeneze, kao i u prezivljavanju zrelih osteoklasta [28].
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1.3.1.2.RANK/RANKL/OPG sistem

Ovaj sistem deo je TNF/TNFR superfamilije citokina i receptora. Sa ovim sistemom
stupaju u interakciju mnogi citokini i na taj nacin indukuju kos$tanu resorpciju. RANKL
(ligand receptora aktivatora nulearnog faktora kB) u uslovima normalnog koStanog
metabolizma eksprimiraju osteoblasti, dok ga u inflamaciji eksprimiraju i ostale Celije
npr. aktivirani T i B limfociti, fibroblasti i mononukelarne ¢elije [29] i pod uticajem je
proinflamatornih citokina kao $to su IL-1 i TNFa. RANK (receptor aktivator nulearnog
faktora «B) je povrSinski Celijski transmembranski receptor, eksprimiran na
monocitno/makrofagnoj liniji ¢elija, B 1 T C¢elijama, dendriticnim c¢elijama,
fibroblastima, kao i prekursorima i zrelim osteoklastima. Po vezivanju RANKL za
RANK na povrSini osteoblasta, nakon direktnog Cdelijskog kontakta, dolazi do
transformacije preosteoklasta u osteoklaste kao 1 aktivacije zrelih osteoklasta. Treci ¢lan
ovog sistema je osteprotezerin (OPG) koji predstavlja prirodni inhibitor- mamac
receptor za RANKL. Sposoban je da se veze za RANKL i na taj nacin spreci vezivanje
RANKL-a za RANK [29]. OPG produkuju gingivalni fibroblasti, epitelne i Celije
periodoncijuma. | ova sekrecija je pod kontrolom proinflamatornih citokina. Za
homeostazu koStanog tkiva u stvari je bitan odnos RANKL/OPG. Dokazano je da OPG
deluje na osteoklaste i direktno. Ovi, jo§ nedovoljno istrazeni mehanizmi dovode do
inhibicije terminalne maturacije osteoklasta, supresije aktivacije ve¢ zrelih osteoklasta,

kao i apoptoze samih osteoklasta [30].
1.3.2.MMP/TIMP sistem

Matriksne metaloproteinaze predstavljaju grupu endopepetidaza koje modeluju
komponenete vezivnog tkiva-kolagen, elastin, zelatin, matriksne glikoproteine i
proteoglikane. Ve¢ina MMP se ne produkuje ili se pak produkuje u minimalnim
koli¢inama u fizioloskim stanjima u tkivu odraslih osoba. Do sada je otkriveno 25
razili¢itih tipova MMP svrstanih u 6 grupa. Sa aspekta patogeneze parodontopatije,
najbitnije su MMP-2, MMP-8, MMP-9 i u manjoj meri MMP-13 i MMP-14.

MMP-8 i MMP-13 pripadaju grupi kolagenaza koje degradiraju kolagen tipa I, 11 i IlI.
MMP-8 se moze smatrati biohemijskim parametrom aktivnosti parodontopatije, dok se
MMP-13 vise smatra markerom reparacije parodoncijuma u toku parodontopatije [31].

MMP-2 i MMP-9 pripadaju grupi zelatinaza i degradiraju uglavnom kolagen tipa IV.
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MMP-14 pripada grupi membranskih MMP. Ispoljava kolagenaznu aktivnost na

kolagen 1, II 1 III. Dokazi o ulozi ovog enzima u destukciji parodoncijuma su jo§ uvek

oprecni, ali za sada se smatra da ima ulogu u ranim fazama destrukcije parodoncijuma,

narocito zbog svoje sposobnosti da aktivira druge MMP.

Odrzavanje homeostaze tkiva postize se kontrolom ovih degradiraju¢ih enzima

endogenim inhibitiorima. Glavni endogeni inhibitori su tkivni inhibitori MMP- TIMP,

zatim a2 makroglobulin, koji je najbitniji inhibitor u telesnim tecnostima.

Za odrzavanje homeostaze tkiva bitan je odnos MMP/TIMP i u mnogim studijama je

dokazan povecan odnos kod pacijenata sa parodontopatijom [32].

Tabela 1.1: Karakteristike najvaznijih citokina u patogenezi parodontopatije

Citokin Poreklo Uloge
IL-1a, IL-1B, Monociti, mak("fa‘!': Proinflamatorni citokin (stimulacija
IL-1Ra nel.JtrOflh’ kerat|n00|t|3 kostane resorpcije)
epitelne ¢¢, fibroblasti
Makrofagi, T ly, neutrofili, Proinflamatorni citokin,
TNFa B ¢¢, fibroblasti, vazodilatacija, Tpermeabilnost ks,
osteoklasti, endotelne ¢¢ stimulacija koStane resoprcije
T ¢¢, B ¢¢, makrofagi,
osteoblasti, dendriti¢ne ¢¢, Proinflamatorni citokin, akutna
IL-6 o g . . y ..
keratinociti, endotelne ¢¢, inflamacija, koStana resorpcija
fibroblasti, adipociti
Proinflamatorni efekti, koStana
resorpcija (indukcija ekspresija
IL-17A, B, C, D, | T ¢¢, makrofagi, neutrofili, | RANKL na osteoblastima), indukcija
E (IL-25), F dendriti¢ne, mast ¢¢, NK ¢¢ ekspresije MMP.
Antiinflamatorna uloga (moze
stimulisati zaStitni primarni imunitet)
T reg Antli{ir}flamatlglrlr;a ;Lozga I\gghibira
. aktivnost s , ¢¢,
IL-10 Manje: Th1, Th2, Thi7, makrofaga, i druge APC)

CD8", monociti, makrofagi,
dendriti¢ne ¢¢, B ¢¢

Proinflamatorna uloga (aktivacija B
¢elijske proliferacije i sekrecija Ig)

1.4.Dijabetes melitus

Dijabetes melitus predstavlja grupu oboljenja koje karakteriSe povecan nivo glukoze u

krvi nastao kao posledica poremecaja sekrecije i/ili dejstva insulina. Danas se dijabetes

klasifikuje (etioloski) u 4 grupe [33]:
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1. Dijabetes tip 1 posledica je autoimune destrukcije B ¢elija pankreasa i obi¢no
dovodi do apsolutnog nedostatka insulina. lako se javlja uglavnom kod osoba do
30 godina, sporadi¢cno se moze javiti kod odraslih kada se definise kao latentni
autoimuni dijabetes odraslin- LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults).
2. Dijabetes tip 2
3. Drugi oblici dijabetesa (genetski defekti u funkciji B celija pankreasa ili
insulinskom dejstvu), oboljenja egzokrinog pankreasa (npr: cisticna fibroza),
dijabetes u okviru drugih endokrinih oboljenja (npr: akromegalija) dijabetes
indukovan lekovima, infekcijama, i dr.
4. Gestacioni dijabetes (dijabetes dijagnostikovan u toku trudnoce)
Dijabetes melitus je jedno od najces¢ih oboljenja u skoro svim zemljama sveta;
incidenca dijabetesa je u porastu zbog produzenja zivotnog veka, promene zivotnog stila
(sedentarni stil) i povecanja gojaznosti. Smatra se da ¢e 2030. godine otprilike 439
miliona odraslih (7,7% svetske odrasle populacije izmedu 20 i 79 godina) imati
dijabetes [34]. Ocekivani porast za period od 2010-2030. godine je 54%, gde se ocekuje
znacajna razlika izmedu razvijenih zemalja (porast od 20%) i zemalja u razvoju (porast

od 69%) [34].
1.5.Tip 2 dijabetesa

Tip 2 dijabetesa (T2D) je hroni¢ni metaboli¢ki poremacaj koji karakteriSe progresivna
hiperglikemija kao posledica smanjene osetljivosti ¢elija na insulin koju kasnije prati
poremecaj sekrecije insulina. Smatra se da 90-95% pacijenta obolelih od dijabetesa ¢ine

oboleli od T2D.
1.5.1.Etiologija T2D

Etioloski, T2D smatra se oboljenjem Zivotnog stila udruzeno sa genetskim
predisponiraju¢im faktorima [35]. Dijabetes je poligeno oboljenje koje je za geneticare i
dalje misterija i ve¢ dugo se s pravom naziva ,,no¢nom morom‘ geneticara [36]. Studije
na blizancima pokazale su da je udeo nasledne komponente ¢ak 30-70% [37]. Studije
genomskih asocijacija (Genome Wide Association Studies- GWAS) su identifikovale
preko 70 lokusa potencijalno odgovornih za T2D [38]. Naravno, svaki pojedinacan
lokus ima veoma malu ulogu u etiologiji dijabetesa, a ¢ak i svi identifikovani lokusi

zajedno objasnjavaju neznatan deo uloge nasleda u dijabetesu. S druge strane postoji i
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evolutivna teorija o tzv. ,Stedljivom genu“. Po ovoj teoriji, ljudski organizam je
prilagoden na uslove gladovanja (6 hormona koji dovode do povecanja nivoa glukoze u
krvi, a samo jedan hormon koji je snizava) i nosioci ovih gena mnogo bolje
iskoris§¢avaju hranu i lakSe akumuliraju masno tkivo [39]. Sa aspekta zivotnog stila,
najveci fakori rizika za razvoj dijabetesa su visok kalorijski unos, nizak stepen fizicke
aktivnosti [40, 41] i gojaznost (5-10 puta ¢eSca pojava dijabetesa kod gojaznih u odnosu
na normalno uhranjene osobe). Osim ovih, i puSenje cigareta se smatra nezavisnom

faktorom koji moze da poveca rizik za nastanak T2D [42].
1.5.2.Patogeneza T2D

Insulinska rezistencija (IR) je klju¢ni i primarni poremecaj koji se javlja u toku T2D.
Prisustvo konstantne inflamacije niskog intenziteta dovodi do IR. Smanjenje sekrecije
insulina je posledica povecane apoptoze B celija izazvane oksidativnim stresom i
stresom endoplazmatskog retikuluma samih B ¢elija. Do pojave oksidativnog i stresa
endoplazmatskog retikuluma dolazi zbog visokog nivoa glukoze (glukotoksican) i
zasi¢enih masnih kiselina (lipotoksican efekat) u krvi, poveéanja amiloidnih depozita u
pankreasu i inflamatornih citokina poreklom iz masnog tkiva.

Glavni citokini i adipokini ukljuceni u patogenezu IR i povecanog odumiranja 3 ¢elija
su IL-1, IL-6, IL-18, TNFa, leptin, rezistin i adiponektin. I citokini i adipokini imaju
svoje uloge u tesno povezanom imunolosko-metabolickom odgovoru, neophodnom za
odrZzavanje homeostaze organizma. Dokazano je na viSe nivoa da TNFa izaziva,
odnosno pogorsava insulinsku rezistenciju u masnom i miSi¢nom tkivu [43] kao i da
povecava lipolizu §to opet moze dovesti do IR. IL-6 dovodi do poremecaja metabolizma
glukoze na vise nivoa- smanjenjem signalnih molekula neophodnih za preuzimanje
glukoze od strane ciljnih tkiva, ali i poremecajem samog signalnog sistema na nivou
ovih tkiva [44]. S druge strane postoje dokazi da na nivou adipocita on podstice
preuzimanje glukoze i dovodi do smanjenja nivoa glukoze u plazmi [45]. IL-1 posreduje
u smanjenju osetljivosti ¢elija na insulin, ali isto tako pokazuje i citotoksi¢nost na 3
¢elije pankresa. On je jedan od najbitnijih proapoptotskih i proinflamatornih citokina
zaduZenih za odumiranje B celija pankreasa, a smanjuje 1 sintezu samog insulina u 3
¢elijama [46]. Povecani nivo IL-18 povezani su sa IR i T2D [47], a ovaj citokin smatra

se 1 prediktorom makrovaskularnih dijabeti¢nih komplikacija. Glavni izvori
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proinflamatornih citokina u dijabetesu su masno tkivo i kasnije u toku bolesti
zapaljenske Celije koje se nagomilavaju u samim Langerhansovim ostrvcima.

Kao $to je napomenuto, u patogenezi dijabetesa vremenom dolazi do smanjenja ili ¢ak
izostanska sekrecije insulina. U poslednje vreme je viSe dokaza da insulin ima mnoge
druge uloge sem snizavanja glukoze u krvi. Tako, on deluje antiinflamatorno, indirektno
putem smanjenja nivoa glukoze, ali 1 direktno, modualcijom klju¢nih inflamatornih
molekula. Takode, dokazano je da insulin inhibira aktivaciju oksidativnog stresa ali i da
neutraliSe prooksidativne efekte hiperglikemije [48, 49]. Iz ovih Cinjenica moze se
zakljuciti da u sluc¢aju nedostatka insulina, nedostaje jo§ jedan mehanizam kontrole
inflamacije i oksidativnog stresa. Rezultati odnosa inflamacije i T2D su opre¢ni. Postoje
stavovi da se inflamacija u dijabetesu javlja sekundarno, odnosno kao posledica
hiperglikemije [50]. S druge strane, istrazivanja koja opovrgavaju teoriju o sekundarom
povecanju citokina u dijabetesu, su ona koja pokazuju da kod pacijenata sa dijabetesom
tip 1, nivo inflamatornih citokina nije povisen Cak i kada imaju iste glikemija kao

ispitanici sa T2D [51].
1.5.3.Komplikacije T2D

Najveci klini¢ki i socijalno-ekonomski problem pacijenata sa dijabetesom su njegove
komplikacije, akutne i hroni¢ne. Akutne komplikacije su dijabeticka ketoacidoza,
laktatna acidoza, dijabetesno neketogeno hiperosmolalno stanje i hipoglikemija u
dijabetesu.

Glavne hroni¢ne komplikacije dijabetesa su: dijabetesna retinopatija, nefropatija,
neuropatija i one se definiSu kao mikrovaskularne komplikacije. Postoje i
makrovaskularne hroni¢ne komplikacije (arterijska hipertenzija, ishemijska bolest srca,
cerebrovaskularna bolest, periferna vaskularna bolest-dijabetesno stopalo). Kod
dijabeticara nisu retke urinarne infekcije, infekcije respiratonog trakta,

gastrointestinalog trakta, infekcije mekih tkiva i kostiju; kozna oboljenja i dr.
1.6.Dvosmerna veza parodontopatije i dijabetesa

1.6.1. Uticaj dijabetesa na stanje usne duplje i parodontalnih tkiva

Klinic¢ka slika T2D je Cesto zamaskirana i pracena blagim simptomima (za razliku od

tipa 1 dijabetesa), pa se desava da je dobro obucen stomatolog taj koji uputi pacijenta na
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eventualno postojanje oboljenja. Kod obolelih od dijabetesa, patologija oralnih tkiva je
raznovrsna 1 zahvata i meka 1 ¢vrsta zubna tkiva.

Dentalni karijes

Veza izmedu karijesa i dijabetesa je dosta dugo i ekstenzivno proucavana, ali su
rezultati kontradiktorni. Dijabetes tip 1 se dijagnostikuje uglavnom u ranim godinama i
kod ovih pacijenata je unos ugljenih hidrata limitiran od najranije mladosti [52].
Generalan je stav da je kod obolelih od dijabetesa tipa 2, koji se dijagnostikuje kasnije i
povezan je sa povecanim kalorijskim unosom, povecana incidenca karijesa, Sto se
objasnjava smanjenjom salivacijom, glikosijalijom i promenom flore 1 pH usne duplje,
kao i neadekvatnom oralnom higijenom.

Kserostomija

Osecaj suvoce usta je Cest oralni simptom pacijenta sa dijabetesom. Pretpostavlja se da
moze biti posledica poliurije, polidipsije, ili promena u bazalnom membrani samih
pljuvaénih zlezda [53], kao i posledica drugih medikamenata koje pacijenti koriste ili
starosti samog pacijenta.

Oralni mukozni poremecaji

Neke studije su dokazale poveéanu incidencu lihen planusa i rekurentnog aftoznog
stomatitisa [54] kod obolelih od dijabetesa. Pretpostavlja se da su ova oboljenja
posledica imunoloskog disbalansa koji se javlja u obolelih od dijabetesa.

Oralna kandidioza

Infekcije oportunistickim patogenima svrstavaju se u hroni¢ne komplikacije dijabetesa.
Imunoloski disbalans, hiposalivacija, glikosijalija i promene pH mogu biti neka od
objasnjenja za pojavu ovih infekcija.

Poremecéaj ukusa

Poremecaj ukusa kod pacijenata sa dijabetesom mogu biti posledica neuropatije,

hiposalivacije ili promene nacina ishrane.
1.6.1.Gingivitisi | parodontopatije

Za razliku od prethodnih oboljenja usne duplje, dokazi o parodontopatiji kao oralnoj
manifestaciji dijabetesa su konzistentni. Ve¢ preko 20 godina, ona se smatra Sestom
komplikacijom dijabetesa [55]. Pacijenti sa dobro kontrolisanim dijabetesom imaju 1,56
puta vece Sanse da obole od parodontopatije u odnosu na zdrave ispitanike, dok je ovaj

odnos kod pacijenata sa loSom glikoregulacijom ¢ak 2,9 puta [56]. Neke studije su
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pokazale da je parodontopatija prva klinicka komplikacija dijabetesa kod dece 1
omladine 1 dokazale su povezanost izmedu parodontalne destrukcije 1 loSe
glikoregulacije u duzem vremenskom periodu [57]. Postoji mnogo potencijalnih
mehanizama koji objasnjavaju destrukciju parodontalnih tkiva kod pacijenata sa
dijabetesom.

Ranije se smatralo da se flora parodontalnih dzepova sistemski zdravih i pacijenata sa
dijabetesom razlikuje. Iako je veoma teSko porediti sve studije koje su se bavile ovom
tematikom, prihvaéen je stav da se mikrobioloska flora ove dve grupe pacijenata ne
razlikuje [58]. Kod pacijenata sa dijabetesom, imunoinflamatorni odgovor na
mikroorganizme je prenaglasen. Vezivanje AGE-RAGE (Advanced Glycation End
Products, Receptor for Advanced Glycation End Products) sistema na viSe nacina
doprinosi destrukciji parodoncijuma: na povrsini endotelnih ¢elija indukuje ekspresiju
VCAM-1 (vaskualrni athezioni molekul tip 1) koji dodatno privlaci monocite i pojacava
imuni odgovor [52], putem aktiviranja RANKL sistema pojac¢ava osteoklastogenezu
[59], i dovodi do pojac¢anog/produzenog imunog odgovora, transformisu¢i makrofage u
¢elije destruktivnog fenotipa (povecava koncentracije IL-6 i TNFa). Sa druge strane,
sva tri pomenuta patolosSka procesa (AGE, ROS 1 TNFa) su proapoptotski signali.
Pojacana apopotoza je mehanizam koji objasnjava mnoge komplikacije dijabetesa pa i
destrukciju, tacnije poremecenu reparaciju parodoncijuma. Dokazano je da su celije
parodoncijuma osetljive na fluktuacije nivoa glukoze [60]. Kod pacijenata sa
dijabetesom povecana je koncentracija proinflamatornih citokina i TNFa, koji mogu
dovesti do pogorsanja ve¢ postojece parodontopatije razli¢itim mehanizmima, kao §to
su stimulacija sekrecije MMP iz gingivalnih fibroblasta [61] ili stimulacija

osteoklastogeneze [62].

1.6.2.Uticaj inflamacije iz parodoncijuma na glikoregulaciju-

parodontalna medicina

Termin parodontalna medicina pojavljuje se u literaturi jo§ 1996. godine i podrazumeva
novu oblast parodontologije koja proucava dvosmernu vezu izmedu oboljenja
parodoncijuma i sistemskih oboljenja. Postoje mnogi naéini koji pokusavaju da objasne
povezanost parodontopatije i sistemskih oboljenja [63].

1. Zajednicki faktori rizika- faktori rizika za progresiju parodontopatije su ¢esto i

najbitniji faktori rizika za nastanak mnogih sistemskih oboljenja, npr. pusenje
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cigareta, stres, godine, rasa, pol, fizicka aktivnost, a u poslednje vreme se

pominju i zajednicki genetski faktori (polimorfizmi).

2. Subgingivalni biofilm, rezervoar bakterija- dejstvo biofilma jos 1984. godine je
definisano na tri nacina [64]:

a. Metastatska infekcija- bazira se na tranzitnoj bakterijemiji. U normalnim
uslovima, bakterije koje prodru u sistemsku cirkulaciju bivaju eliminisane
retikuloendotelnim sistemom.

b. Metastatska povreda- parodoncijum predstavlja konstantan izvor egzo- i
endotoksina (lipopolisaharida-LPS) bakterija dentalnog biofilma. Sistemsko
prisustvo LPS dovodi do vaskularnog odgovora [65, 66].

c. Metastatska inflamacija- bazira se na talozenju imunih kompleksa nastalih
vezivanjem antigena bakterija dentalnog biofilma sa odgovorajuc¢im antitelima
u cirkulaciji i njihovim talozenjem u udaljena tkiva/organe.

3. Parodoncijum kao Kkonstatnan izvor proinflamatornih citokina- mnogi
proinflamatorni citokini (posebno IL-1B, TNFa, PGE;) se sintetiSu pojac¢ano u
inflamiranom parodoncijumu.

Zahvaljuju¢i dobroj prokrvljenosti inflamiranog parodoncijuma i ulcerisanim
parodontalnim dzepovima, parodoncijum obolelih od parodontopatije moze biti
konstantan izvor svih pomenutih supstanci (bakterijskih toksina, antigena i citokina) i
na taj nac¢in moze do¢i do modifikovanja mnogih stanja i oboljenja. Procenjuje se da je
povrsina ulcerisanog epitela kod pacijenata sa srednje teskim i uznapredovalim
formama parodontopatije veli¢ine povrsine Sake [63]. Ova povrsina je individualna, i
zavisi od broja zuba, morfologije korenova, dubine parodontalnih dZepova, same
inflamacije...PovrSina ulcerisanog epitela, tacnije povrSina inflamiranog ulcerisanog
epitela bi bile dobra mera uticaja inflamiranog parodoncijuma na sistemsko zdravlje.
Sistem koji za sada najbolje opisuje povrSinu inflamiranog parodoncijuma je PISA
(Periodontal Inflamed Surface Area) [67], detaljnije opisan u poglavlju Materijal i
metode. Ukratko, ovaj sistem koristi mere dubina sondiranja, nivoa pripojnog epitela i
krvarenja na provokaciju na 6 tacaka po zubu u cilju izratunavanja konacne povrSine
parodoncijuma koja utice na sistemsko zdravlje. Mane ovih algoritama su Sto koristi
prosecne duzine i povrSine korenova za izracunavanje i §to racuna koli¢inu zapaljenog

tkiva u dve dimenzije (mm?), a sama inflamacija je trodimenzionalni proces, odnosno

16



UvOoD

zahvata tkivo u dubinu. Takode, PISA nikako ne moZe da uzme u obzir i vrstu bakterija
u samom biofilmu. Bez obzira na sve mane, ovo je za sada najprecizniji mehanizam
merenja uticaja inflamacije iz parodoncijuma na sistemsko zdravlje.

Sve je veéi broj studija koje govore u prilog uticaja inflamacije iz parodoncijuma na
glikoregulaciju kako obolelih od dijabetesa, tako i sistemski zdravih ispitanika, kao i 0
uticaju pomenute inflamacije na pojavu komplikacija dijabetesa. Razli¢ite studije su se
bavile ovom problematikom. Opisani su brojni mehanizmi medusobnog recipro¢nog
uticaja ova dva oboljenja.

Epidemioloski podaci takode govore u prilog uticaja parodontopatije na pojavu
dijabetesa. Istrazivanje Soskolne i sar. pokazalo je da pacijenti sa parodontopatijom
imaju dva puta vecu Sansu da obole od dijabetesa u odnosu na pacijente bez klinickih

znakova parodontopatije (koris¢eni podaci 13471 pacijenta u retrogradnoj studiji) [68].
1.6.2.1.Longitudinalne (kohortne) studije

Studije ovog tipa su retrospektivne i propektivne. Retrospektivne koriste informacije
uglavnom iz velikih baza podataka. Problem predstavljaju sami klinickih parameti koji
se prate- razliCiti parametri od studije do studije, definisanje ovih parametara, kao i
razli¢ite metode definisanja dijabetesa (anamensticki ili laboratorijski) 1 pracenja
glikoregulacije.

Retrospektivna studija [69] pratila je nivo HbAlc kod pacijenata sa dijabetesom sa/bez
uznapredovale parodontopatije u periodu od 2-3 godine. PogorSanje glikoregulacije
uocava se kod pacijenata sa parodontopatijom u odnosu na ispitanike sa klinicki
zdravim parodoncijumom. Longitudinalna 10-ogodi$nja studija koja je pratila
normoglikemijske pacijente, pacijente sa IR i pacijente sa dijabetesom zakljucila je da je
povecanje dubine sondiranja bilo povezano sa prelaskom iz normoglikemijskog u IR
stanje [70]. Taylor i sar. su pracenjem Pima Indijanaca u periodu od dve godine
pokazali da T2D pacijenti sa uznapredovalom parodontopatijom imaju Sest puta vece
Sanse da imaju loSu glikoregulaciju od pacijenata bez ovog stanja u usnoj duplji [71].
Veci rizik nastanka komplikacija (nefroloske i kardivaskularne) [72] kao i ve¢a smrtnost
od ovih komplikacija [73] pokazana je kod obolelih od dijabetesa sa uznapredovalom
parodontopatijom u odnosu na pacijente sa dijabetesom i gingivitisom odnosno blagom

formom parodontopatije (Tabela 1.2)
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Tabela 1.2: Longitudinalne (retrospektivne i prospektivne) studije uticaja inflamacije iz

parodoncijuma na glikoregulaciju
Referenca ZemIJa,_ Jules, | Sl _oralmh Glikoregulacija Zakljucak
period tkiva
Finska, Uznapredovala PD
3 KG (n=40) RPI’ ||<|:Pk povezana sa
= 5 sistemski zdravi K &G, N eDg HbAL pogorsanjem
=S | EG (n=26) T2D amenca, Ls, ¢ glikoregulacije
o N NPE, RA
O pacijenti . (HbA1c)
— . snimci, PCR
t=15 godina
— Japan Povezanost 1DS sa
— O
S5 sovispitanik, | PI,DS,NPE, HbAlc, OGTT Prekskem
8 5 10 godina normoglikemijskog
@ stanjau IR
S quoréanje B
2= SAD NPE, glikoregulacije kod
S t=6 godina radioloski HbAlc pacijenata sa
= =04 gubitak kosti uznapredovalom PD
= u odnosu na one bez
_ Slucaj-kontrola. Pacijenti sa
S Kontrola: T1D i uznapredovalom PD
) 'cS‘ blagaPD PI, DS, NPE, imaju veci rizik za
k5, — Slucaj: T1D 1 radioloski HbAlc bubrezne 1
£ & | uznapredovala gubitak kosti kardivaskularne
= PD, komplikacije
t=6 godina
_ Pregled PD se moZe smatrati
E SAD oralne prediktorom
— 628 ispitanika sluzokoze, HbAlc, smrtnosti od
g = t—llp odina : NPE, glukoza naste | kardiorenalnih
ki anl radioloki komplikacija kod
gubitak Kkosti T2D

KG=kontrolna grupa; EG=eksperimentalna grupa; t=period prac¢enja; OHi=instrukije o

odrzavanju oralne higijene, PD=parodontopatije, RA= retroalveolarni radiogram

1.6.2.2.Intervencione studije

Mnogobrojne intervencione studije govore u prilog poboljsanja HbAlc nakon kauzalne
terapije parodontopatije sa/bez upotrebe antibiotika nakon tri meseca [74, 75, 76, 77,
78]. Nakon Sest meseci ovaj efekat uglavnom ne postoji. Nepromenjene vrednosti
HbAlc nakon Sest meseci objasnjene su ¢injenicom da kad je parodontalna inflamacija
pod kontrolom, tada dalja terapija parodontopatije nema uticaj na glikoregulaciju [79]. S

druge strane, ukoliko se kauzalna faza sprovodila samo u nultom periodu posete,
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p/ogorsanje glikoregulacije nakon Sest meseci objasnjeno je naknadnom

repopularizacijom dzepova i posledi¢nom inflamacijom. (Tabela 1.3).
1.7.Patogenetske sli€nosti dm i pdp
1.7.1.Genski mehanizmi

Osim uticaja inflamacije iz parodoncijuma na glikoregulaciju, govori se i o zajedni¢kim
patoloSkim defektima koji ¢ine domacina vise podloznim jednom ili oba oboljenja. U
prilog ovome govori ¢injenica da su i dijabetes melitus i parodontopatija oboljenja koja
se vidaju u okviru porodica. S obzirom da nijednom oboljenju nije otkriven odredeni
gen odgovoran za pojavu oboljenja, smatraju se poligenskim bolestima [68].
Pretpostavlja se da je nemogucnost kontrole citokinske mreze, koja je inace pod
genetskim uticajem, potencijalno objasnjenje ovih, u osnovi, inflamatornih oboljenja. U
okviru ove hipoteze izucavaju se genske varijacije prisutne kod ispitanika sa oba

oboljenja.
1.7.2.Imunoloski mehanizmi

I T2D i parodontopatija se smatraju prenaglasenim imunim odgovorom na stresore. U
slu¢aju parodontopatije, ovi stresori su dentalni biofilm, cigarete i mentalni stres. U
T2D, to su hiperkalorijski unos hrane, mentalni stres i nedostatak fizickog vezbanja
[68]. Stresori ispoljavaju svoj efekat putem razli¢itih ¢elija ukljucenih u imunoloski
odgovor: makrofaga/monocita, limfocita, fibroblasta i endotelnih Ccelija. Studije
pokazuju da PgE,, TNFa i IL-1 pokazuju sli¢nu, poveé¢anu produkciju kod obolelih od
dijabetesa, parodontopatije ili oba oboljenja (Tabela 1.4).

Tabela 1.3: Intervencione studije-uticaj inflamacije iz parodoncijuma na glikoregulaciju

Refer | Zemlja; c o g | Terapijski HbAlc:0—3 Zakljucak
enca | (kgeg) |T £ % protkol mes—6 mes
5 | Turska |t o Pocetak: svi: | KG: Kauz th PD
- N=44’ S -G OHi, endo th, | 7,0£0,7-7,3+2,1 | poboljsava HbALc i
%8 | ko= B 4 o |kauzth EG: glukozu naste
g8 | (KG=22, LE 2 S EG: kauzth- | 7:3+0.7-6,50.8
X EG=22) © 1.3, mes
< — | Indiia A KG: bez th KG:8,1+0,7—8,2 | Poboljsanje klin.
>R N= le 4’ t RS Ec1: OHi, Ec1:7.9+0.7-7,3 | parametara—>
2w KG.EG <~ 2 kauzth Ec2:8,3+0,7-7,5 | poboljsanje glikoreg.
8 toms 8%V | ExEw
@ - doksiciklin
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& Japan N KG:OHi | KG: Kauz th PD+ lokalni
= § — N= 49’ Z | < EG: kauz thi | 6,9+0,9—7,06 ab poboljsavaju
go8 (KG=17 X 18 lokalna EC: glikoreg. i smanjenje
23 o) Q| &5 | aplikacija 7,240.9-7,06 | CRP-a

@ © | monociklina

KG: OHi i | KG: 76+0,7— | Kauz th PD dovodi
S .| Gréka, | = supragingival | 7,4+0,5 —»7,5+0,6 | do poboljsanja
58% N=60 % (DD_. no uklanjenje | EG: glikoreg. kod T2D
5 <3| (KG=30, | 52z | & | naslaga 7’9;5‘1);:0—9’7’&0’5 pacijenata posle 1,3 i
g Y EG=30) 0% | g EG OHi il " 6 meseci
™~ | kauz th PD
= . KG: OHi KG: 8,72+2,22— | Kauz th PD dovodi
5 Ian, & EG: OHi i 897182 do poboljsanja glu i
2= | N=40 | £ _ | 8 kauzth EG: 8,151,18— | HbA1c kod
=% | (KG=18, | R°| X 7414118 pacijenata sa
28 | EH=22) | — umerenom/lo$om
=€ ~ glikoreg
- Amerika | _ Kg: OHi KG: 7,77+0,60— | Kauz th PD nije
259 N=275 g5 Eg: OHi, 7,85—7,88 poboljsala  glikoreg
5=2 (KG=23 | ZX| . |kauzthi EG: 7,84+0,65— | kod T2D pacijenata
2o R 5, R F | & | hlorheksidin | 797799
EG=240) ~
o KG:bez th KG: 7,25—-7,30 | Pobolj$anje klini¢kih

= p EG;:: kauz th | EGy: 7,31-7,30 | parametara PD u

~ | Kina, | X | o (0i3mes) | EG,720-743 | EGL i EG2 nije bilo

& N=134 o | g | EGy kauz th praceno

§ | (KG=65 | W | = | (Omes)i poboljsanjem

= EG=69) Z | = | supragingival glikoreg.

5 4 3 | ne naslage (3

O | mes)
= Brazil - uj.8& © EG: OHi, | EG:: Stastig‘fiék_i znacajno
S N=30 Z 2 So g kauzth+ab. |9.5%24-9.2+16 | poboljsanje
2V8 (EG=15 ¥ < 552 EGy;= OHi, EGz glikoregu. EG2 grupi
S5 | (EG=LS 5 2= & 8,8+1,8—7,6+1,4
x ¢ EG,=15) P O 7 L kauz th O DT

OHi- instrukcije o odrzavanju oralne higijene; kauz th- kauzalna faza terapije; N- broj
ispitanika; PD-parodontopatija; KG=kontrolna grupa; EG= eksperimentalna grupa,
ab=antibiotik, glikoreg=glikoregulacija
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Tabela 1.4: Studije koje povezuju parodontopatiju i/ili dijabetes melitus sa pove¢anom

produkcijom PgE,, TNFa i IL-1.

Citokin Dijabetes Parodontopatija Dijabetes i parodontopatija
Inhibicija  sinteze | Povecana sekrecija | Pove¢ana sekrecija PgE2
o PgE2 inhibira | PgE2 u  perifernim | kod pacijenata sa PD i DM u
> streptozotocin monocitima kod odn_qsu na sistemski zdrave

indukovani DM | pacijenata sa PD [84] | pacijente sa PD [85]

kod miSeva [83]

Selektivno Poveéana sekrecija u | Povecana koncentracija IL-1
citotoksi¢an za [- | perifernim monocitima | u sulkusnoj tenosti i u
- ¢elije [86] u agresivnoj PD [84, | perifernim monocicitma kod
A 87] pacijenata sa DM i PD u
- Polimorfizam na genu | odnosu na sistemske zdrave

za IL-1 povezan sa PD | ispitanike sa PD [85]

[88]

TNF-o u sistemskoj | Serumski nivo TNFa | Pacijenti sa DM kod kojih je
IR putem inhibicije | znatno povisen kod | radena kauzalna terapija PD
3 insulinskog pacijenata sa PD u | pokazali su znacajno
5 receptora  tirozin | odnosu na sistemski | smanjenje cirkulisuéeg
~ kinaze u miSi¢nom | zdrave ispitanike [91] | TNFa u  odnosu  na
I masnom tkivu parodontoloski  netretirane

[89, 90] pacijente sa DM [92]

PD=parodontopatije, DM=dijabetes melitus

1.7.3.TNFa kao potencijalni citokin koji objasnjava dvosmernu vezu

parodontopatije i dijabetesa

Kao §to je ve¢ pomenuto, povecane koncentracije cirkuliSu¢eg TNF-o mogu dovesti do
pogorsanja ve¢ postojece parodontopatije putem stimulacije destrukucije mekih i tvrdih
parodontalnih tkiva. Povecanje inflamacije u parodoncijumu zatim moze povecati
ekspresiju TNF-o. u monocitima i tako dovesti do dodatne smanjene ostetljivosti na
insulin, deluju¢i na jetru, miSi¢e i masno tkivo direktnim mehanizmima, ali indirektnim,

stimulacijom drugih molekula koji dovode do insulinske rezsitencije [93].
1.8.Interleukini (Citokini)

Interleukini (IL) su polipeptidni/glikoproteinski regulatorni molekuli koje moze da
produkuje prakti¢no svaka celija sa jedrom. Odgovorni su za ¢elijsku komunikaciju u
fizioloskim 1 patoloskim uslovima.

Strukturalne analize omogucdile su grupisanje IL u takozvane familije, npr. I1L-2/IL-4,
IL-6/1L-12, IL1, TNFa.
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1.8.1.TNF alfa/TNF receptor (TNF/TNFR) familija citokina

Faktor nekroze tumora a (TNFa) i limfotoksin alfa (LTa) su dva prva izolovana
interleukina ove familije. Njihova prvootkrivena uloga bila je nekroza tumorskih ¢elija,
a zatim kaheksija zivotinja inficiranih parazitima [94]. Ubrzo zatim, otkriveno je da ovi
citokini pripadaju familiji citokina koji moduliraju mnogobrojne imunoloske funkcije.
[ako medu c¢lanovima ove superfamilije postoji mala homologija ekstracelularne
komponente, njihova jedinstvena karakteristika je trostruko savijena struktura- trimerna
forma. Ligandi su tip 2 proteini i mogu biti u ,,pro“- transmembranskoj formi ili u
solubilnoj- zreloj formi. Obe forme su aktivne kao samostalni nekovalentni trimeri.
Spoljasnje povrSine trimera pokazuju minimalnu sli¢nost, dok unutraSnje povrSine
pokazuju analogiju u 25-30% amino kiselina.

Receptori su tip 1 proteini. Putem disulfidnih veza formiraju domene bogate cisteinom u
ekstracelularnom domenu, $to je jedna od karakteristika TNFR familije. Ove receptore
neki svrstavaju u tri grupe: receptore koji poseduju domen smrti (Death Domain- DD),
receptore koji ne poseduju DD i one koji deluju kao ,,mamac* (decoy) receptori.
Poslednje karakteriSe nedostatak transmembranskog i citoplazmatskog dela, pa samim
tim vezuju ligand bez dalje indukcije ¢elijskih signala [95].

Odredeni ligandi odnosno receptori iz TNF superfamilije mogu se vezivati za vise
kompatibilnih receptora/liganada sa istom specifiéno$¢éu, §to doprinosi regulatornoj
fleksibilnosti 1 kompleksnosti. Glavne uloge ¢elijske smrti indukovane putem DD su
¢elijska citotoksi¢nost kao odgovor na prisustvo infektivnih agenasa i imuna
homeostaza koja se ogleda u odrzavanju balansa ponavljane limfocitne ekspanzije kao
odgovor na antigene u prostorno ograni¢enom tkivu limfnih organa. Medu
mnogobrojnim funkcijama ove familije, jedinstvena im je uloga sposobnosti destrukcije,
izgradnje i remodelacije tkiva [96]. Danas je poznata i vitalna uloga ove familije u

balansu ¢elijskog umiranja i preZivljavanja.
1.8.1.1.Faktor nekroze tumora- TNFa

TNFa je potentni proinflamatorni citokin koji sekretuju mnogobrojne celije kao
odgovor na inflamaciju, infekciju, povredu ili bilo koje druge nadrazaje [97].
Prvenstveno ga produkuju aktivirani makrofagi, monociti, NK <¢elije, a manje

keratinociti, mast ¢elije, fibroblasti, glatkomisi¢ne i neke tumorske celije. U koStanom
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tkivu ga produkuju osteoblasti i osteoklasti. TNFa se sintetisSe kao propetid u
transmembranskoj formi (26kDa, 212 AK). Solubilna forma (17kDa, 185 AK) se
oslobada pomoc¢u TNFa konvertuju¢eg enzima (TNFa Converting Enzyme-
TACE/ADAML17) [98]. TACE takode moze da uklanja TNF receptore sa povrsine
¢elije. Solubilna i transmemebranska forma imaju razliite funkcije, a njihovu
bioaktivnost reguliSu solublini receptori.

Funkcije TNFa karakterise kompleksnost i slojevitost, koje poticu od prisustva dve
forme (s 1 tm) kako samog liganda tako i dva receptora, njihovog medusobnog odnosa
kao i sloZzene mreze intracelijskog prenosa signala. lako je uloga TNFa je od vitalnog
znaCaja za odbrambene mehanizme domacina, u visku TNFa ispoljava Stetne efekte
[99]. Putem svojih receptora on moze aktivirati signale odgovorne za programiranu
¢elijsku smrt ili signale za modulaciju apoptoze, ¢elijsko prezivljavanje i proliferaciju
[100]. Primarna uloga TNFa je regulacija i razvoj imunoloskog sistema. Uloga TNFa
bila bi sinergistiCko izazivanje lokalnog imunoloskog odgovora sa IL-1 i IL-6, i
pokretanje urodenog i steCenog imuniteta sa ciljem borbe protiv infekcije [95]. TNFa
ima bitne uloge u metabolizmu lipida, indukuje lipolizu i stimlise lipogenezu u jetri
[101]. Solubilna i transmembranka forma TNFa vrse razli¢ite uloge-sforma zaduzena je
uglavnom za sistemske i Stetne efekte, dok je tm forma zaduZena za korisne efekte
[102].

Biosinteza TNFa je strogo kontrolisan proces na transkripcionom, translacionom i
posttranslacionom nivou, sa ciljem da organizam osigura produkciju malih koli€ina
ovog citokina u fizioloskim uslovima, a omoguc¢i brzu i znac¢ajnu ushodnu regulaciju u
stimulisanim ¢elijama 1 da ogranici dejstvo ovog citokina kada viSe nema potrebe za
njegovim dejstvom. Na sintezu TNFa utice mnogo faktora. lako se starenje smatra
stanjem udruzenim sa pove¢anom produkcijom citokina, tesko je razdvojiti uticaj samog
starenja od uticaja komorbiditeta vrlo €esto prisutnih kod starijih osoba. Neke studije
nalaze povecan nivo TNFa [103], neke nepromenjen [104] u odnosu na mlade
ispitanike. lako je i starenje bez dijagnostikovanih komorbiditeta praceno pojacanom
ekspresijom TNFa,ovo povecanje je 2-4 puta, Sto je daleko manje od povecanja u
akutnim zapaljenjima. Uticaj pola, tj polnih hormona na sintezu TNFo je predmet
istrazivanja od samog prepoznavanja ovog citokina. lako je generalni stav da

premenopauzalne Zene pokazuju vecu koli¢inu sekretovanog TNFa, postoje dokazi da
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uticaj estrogena na sintezu TNFo zavisi od koncentracije ovog hormona [105]. Bez
obzira $to su adipociti izvor samog TNFa, veze indeksa telesne mase (IMT) i
koncentracije citokina su opre¢ne [106, 107]. Psihicki stres modulira imuni odgovor u
oba smera, zavisno od tipa stresa, ali i elemenata imunoloskog sistema koje posmatramo
kao ishodiSne varijable. Neka istrazivanja su pokazala povec¢an nivo TNFa U stresu
[108], dok su druga pokazala njegov nepromenjen nivo [109]. Jedan od stavova je da je
stimulacija imunog sistema u stresu samo prolazna faza, koja prethodi realnoj depresiji
imuniteta [110]. VeZzbanje je jos jedan od faktora koji na razli¢ite nacine uti¢e na nivo
TNFa. | ovde je prisutna nekoznistentnost rezultata zbog razli¢itih nacina vezbanja i
utreniranosti ispitanika, kao 1 kitova za odredivanje koncentracija. Bez obzira na ove
razlike, mogao bi se izdvojiti stav da jednokratno vezbanje slabog do umerenog
intenziteta osoba nenaviknutih na aktivnosti prvo dovodi do poveéanja, a zatim
smanjenja nivoa TNFa u serumu [111], dok umereno kontinuirano vezbanje dovodi do
smanjenja koncentracije TNFa [112]. Produkcija TNFa po uticajem je i duvanskog
dima. Mnogobrojne studije izucavale su akutne i hroni¢ne uticaje cigara, cigareta i
esktrakata razli¢itih duvana na raznovrsnim modelima (humani, animalni, in vitro), tako
da rezultati ovih studija nisu jednostavni za poredenje. Uticaji akutnog izlaganja duvanu
zavise od doza i vremena ekspozicije kao i merenja samog citokina. U nekim studijama
TNFa je opisan kao glavni medijator inflamacije izazvane akutnim dejstvom duvana
[113]. U drugim je ovaj efekat definisam kao suprimirajuci [114], Sto je objasnjeno
antiinflamatornim dejstvom ugljenmonoksida. Dugoro¢an uticaj duvana na nivo TNFa
u serumu uglavnom je definisan kao stimulativni.

Dugo se smatralo da su jedini stimulus za sintezu TNFa bakterijski endotoksini (LPS-
lipopolisaharid). Sada se zna da ushodnu regulaciju sinteze ovo citokina mogu podstaci
i enterotoksin, granulocitni kolonostimuliSuéi faktor, hipoksija, IL-1, leukotrijeni,
melitin, azot oksid, C5a anafilotoksin, slobodni radikali, parazitarni i mikoti¢ni antigeni,
radijacija, UV svetlo u epitelnim celijama. Supresori ekspresije TNFa u makrofagima
SUPQE,, transformisucéi faktor rasta f, [FNa, IFNy, IL-4, IL-6, IL-10, kolonostimulisu¢i
faktor, odredeni virusni produkti, deksametazon, glukokortikoidi, ciklosporin A,
holinergi¢ki agonisti uklju¢ujuci nikotin i acetil-holin [115]. Takode, putem stimulacije
odredenih antiinflamatornih supstanci kao $to su IL-10, kortikosteroidi i prostaglandini,

sam TNFa negativhom povratnom spregom suprimira svoju ekspresiju.
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1.8.1.2.Limfotoksin a (LTa)

Limfotoksin a (prvobitno definisan kao TNFp) otkriven je gotovo istovremeno kad i
TNFa. Za razliku od TNFa, LTa sekretuju iskljuéivo limfociti (CD4+ i CD8+), NK
¢elije, makrofagi i B celije [116]. LTa je najblizi strukuturni homolog TNFa i
homologija ova dva citokina je 30% u primarnom aminokiselinskom sastavu, ali je jo§
veéeg znacaja medusobna visoka podudarnost tercijarne i kvaternerne strukture [117].
Kao i TNFa, LTa je trimer sastavljen iz tri monomera veli¢ine 17kDa. Iako je slicnost
velika, odredene razlike postoje, pa se tako, sekretuje isklju¢ivo u solubilno formi, a
vezan za Celijsku membranu se moze nac¢i kao heterotrimer sa LTP. Sa aspekta
receptora, sli¢nost sa TNFa je reagovanje sa TNFR1 i TNFR2, a razliku predstavlja
vezivanje ovog solubilnog citokina istim afinitetom za oba receptora [118]. LTa sa LTB
formira dve vrste heterotrimera, LTapp; (¢ini samo 2%) i dominantni  LToyf;
heterotrimer [119]. Geni za LTa i LTP nalaze se sa obe strane gena za TNFa, na
hromozomu 6. LTasf, kompleks poseduje sopstvene receptore i signalne puteve, a
vezuje se za posebni receptor-LTapR, tip 1 transmembrasnki receptor [120]. LTy,
kompleks eksprimiran je na B, T, NK i limfnim ¢elijama koje ucestvuju u formiranju
limfoidnih organa. Ranije se smatralo da je uloga LTa u indukovanju nekroze odredenih
¢elija skoro identicna sa ulogom TNFo, dok je njegova uloga u inflamaciji i
citotoksi¢nosti tumorskih ¢elija daleko manja- uloga parcijalnog agonista [121]. Danas
se smatra da ova dva citokina dele neke zajednicke funkcije, ali poseduju i sopstvene
uloge. LTa ima ulogu u velikom broju inflamatornih, imunostimulatornih i antivirusnih
odgovora. Njegova uloga u formiranju sekundarnih limfnih organa je od vitalnog
znacCaja, tako LTa nokaut miSevi ne poseduju Pajerove ploce, dok su limfni nodusi
poremecene arhitekture [122]. Osim uloge u formiranju sekundarnih limfnih organa,
LTo ima ulogu i u obezbedivanju adekvatnog mikrookruzenja limfnim organima. LTa
ima ulogu limfoangiogenezi u inflamaciji, i njegovo prisustvo neophodno je za
diferencijaciju, regrutaciju i antitumorsku aktivnost NK c¢elija [123]. Na animalnim

modelima utvrdena je uloga ovog limfokina u odbrani od odredenih patogena.

1.8.1.3.Receptori TNFR; i TNFR,

TNFa i LTa dele dva zajednicka receptora- TNFR; (CD 120a, p55-R, p60) i TNFR;
(CD120b, p75-R, p80).
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Gen za TNFR; nalazi se na lokusu 12p13.31, poseduje 10 egzona i kodira 55/60kDa
transmembranski receptor [124], dok se gen za TNFR,, takode od 10 egzona, nalazi na
lokusu 1p.36.22, i kodira transmembranski receptor 75/80kDa [125].

Oba receptora postoje u transmembranskoj (tm) i solubilnoj (s) formi. Za razliku od
TNFa, STNFR; formira se i egzocitozom [126]. Solubilne forme receptora (poznate i
kao BP-TNF od ,,Binding proteins“-vezujuéi proteini za TNF) mogu da se kompeticijski
vezuju za tm i STNFa, i na taj naCin blokiraju dalje dejstvo TNFa (u visokim
koncentracijama), ali takode funkcionisu i kao depo samog TNFa (u niskim
koncentracijama prezerviraju TNFa). Takode, solubilni receptori stabilizuju TNFa,
spreCavajuéi inaktivaciju aktivnog trimera u neaktivni monomer [127], produzavajuci
mu poluzivot. Osim ova dve mehanizma, i internalizacija receptora- mehanizam koji je
ranije smatran isklju¢ivo odgovornim za degradaciju ili reciklazu receptora ucestvuje
kako u prenosu signala tako i u regulaciji funkcije liganada. Ovo znaci da uloga
receptora nije samo prosta ¢elijska transdukcija, nego i regulacija biodostupnosti samog
TNFa. Solubilni receptori su u niskoj koncentraciji prisutini u serumu i kod zdravih
osoba. lako i u ovim niskim koncentracijama deluju kao regulatori biodistupnosti
TNFa, ova uloga posebno dolazi do izrazaja u patoloskim stanjima [128].

Ekspresija receptora je takode pod uticajem mnogobrojnih faktora. StimuliSu¢e na
njihovu ekspresiju deluju LPS, retioni¢na kiselina, glukokortikoidi, TNFa, 1L-2, I1L-4,
IL-6, INFa, INFB, INFy, GM-CSF i tireostimuliSu¢i hormon (TSH) [115]. Na
stimulaciju oslobadanja solubilnih formi uticu TNF, IL-1, endotoksin.

TNFR; je konstitutivno prisutan na skoro svim c¢elijama, sem eritrocita. Vezivanje
solubilnog TNFa za TNFR; je brzo i sa velikim afinitetom, dok je disocijacija sa
receptora spora. TNFR; aktivira se podjednako i solubilnom i transmembranskom
formom TNFa [129].

TNFR; je inducibilan i prisutan je u fizioloskim uslovima u malom broju samo na
imunoloskim, endotelnim i nekim delijama centralnog nervnog sistema, kao i
kardiomiocitima. Funkcije TNFR; kasnije su upoznate i potcenjene su ba$ zbog
¢injenice da je glavni ligand ovog receptora transmembranska forma. Podaci o afinitetu
TNFa za receptor 2 su oprecni, ali se zna da je disocijacija liganda i TNFR; 20-30 puta
brza u odnosu na disocijaciju od TNFR; [129].
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Ukratko, TNFR; se definise kao induktor apoptoze i manjim delom ¢elijskog
prezivljavanja dok je TNFR, zaduZen prevashodno za ¢elijsko prezivljavanje. TNF
receptori nemaju metabolicke sposobnosti pa signale prenose putem vezivanja
intracelularnih proteina. Oni su jednostavni glikoproteini sa 28% homologije u
ekstracelularnom domenu i1 skoro bez homologih motiva u intracelijskom delu.
Receptori poseduju sekvence sposobne za vezivanje intracelijskih adaptorskih proteina
(TNF receptor-associating Factors-TRAFs). Ovi intracelisjki adaptorski proteini
prenose signal sa stimulisanog receptora i vr$e aktivaciju mnogobrojih signalih procesa.
TNFR; receptor poseduje domen smrti (DD), koji ima ulogu u indukciji apoptoze i
ukoliko dode do delecije ovog domena, dobija se nefunkcionalni Rj, §to govori o
neophodnosti DD u fizioloskim procesima [130]. Signali za izazivanje ¢éelijske smrti
poreklom sa TNFR; za posledicu imaju dve pojave- apoptozu, odnosno programiranu
¢eijsku smrt 1 nekroptozu. Ukratko, kada postoji signal za apoptozu, a ne postoje celijski
uslovi za njeno izvrSenje, dolazi do programiranog umiranja celije ali sa
karakteristikama nekroze [131].

Ovaj receptor nije citotoksi¢an za sve celije, pa osim ovih signala usmerenih ka
apoptozi, aktivira i NFkB-transkripcioni faktor, koji dalje aktivira transkripciju mnogih
gena ukljucujuéi proinflamatorne citokine, hemokine i antiapoptotkse faktore. Uloga
TNFR; mogla biti opisana na tri nivoa: na c¢elijskom nivou on izaziva apoptozu
inficiranih i oSte¢enih ¢elija, na nivou tkiva izaziva i kontroliSe inflamatorni odgovor,
dok na sistemskom nivou kontroliSe funkcije kao §to su spavanje i poviSena telesna
temperatura [102] (Slika 1.3).

TNFR; ne poseduje domen smrti i dugo se smatralo da on ne ucestvuje u apoptotskim
signalima. Medutim, proucavanjem mehanizama intracelijskog prenosa signala i
otkri¢em adaptorskih proteina, konkretno TRAF-2, uocene su i ove funkcije R2. TRAF-
1 i TRAF-2 se uglavnom direktno vezuju za citoplazmatksi deo TNFR,. Preko TRAF-
1/TRAF-2 kompleksa se apoptotski adaptorski proteini vezuju za receptore. Putem
TRAF-2, TNFR; se indirektno vezuje i sa drugim molekulima koji iniciraju apoptotske
signale. Osim ovih proapoptotskih funkcija, ranije otkrivene uloge TNFR; su
antiapoptotske. Ostavruju se putem mnostva signala, ali najvazniji je putem TRAF2 koji
se vezuje za NFkB-indukujuéu kinazu. Ova kinaza za ciljni molekul ima NFkf-

transkripcioni faktor ¢ija je uloga transkripcija kao odgovor na stres i antiapoptotske
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signale [132]. Aktivacija NFkp sistema je osnovni nacin zastite ¢elije od Celijske smrti.
Misljenja su da su celijski uslovi ti koji odreduju da 1li ¢e biti ukljuceni anti- ili
proapoptotski signali receptora 2 [133]. Antiapoptotksim signalima TNFR; je
odgovoran za prezivljavanje CD4+ 1 CD8+ celija tokom klonalne ekspanzije pri
imunoloskom odgovoru na IC bakterijske patogene, tj za formiranje veéeg broja
efektorskih celija. Indirektna uloga TNFR; u apoptozi je tzv ,,prelazak liganda“ (ligand
passing) odnosno pojacavanje dejstva receptora 1. Po ovoj teoriji, TNFR, velikim
afinitetom vezuje ligand, ali s obzirom na brzu disocijaciju TNFR,-TNF kompleksa, on
povecava koncentraciju liganda u blizini TNFR3, koji dalje deluje svojim putevima za
¢elijsku smrt.

Sto se ti¢e uloge ovih receptora u nekim procesima u usnoj duplji, dokazana je uloga
TNFR; i TNFR; u patogenezi perikoronitisa [134], kao i uloga TNFR; u ortodontskom
pomeranju zuba [135].

Kao $to je pomenuto, solubilni receptori prisutni su u niskoj koncentraciji i u serumu
zdravih ispitanika [136]. Dokazano je takode da koncentracije receptora variraju kod
istih individua tokom vremena, ali da medusobni odnosi koncentracija R; i R, tokom
vremena ostaju konstanti [128]. Kod osoba sa niskom koncentracijom solubilnih
receptora, moze do¢i do preterane ekspresije TNFa u oboljenjima, zbog nedostatka

inhibitorne funkcije receptora.
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Slika 1.3: Interakcija TNFo sa TNFR; | TNFR; receptorima. Preuzeto iz [137]
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1.8.1.4.Uloga TNFa, LTa, TNFR;, i TNFR, u patogenezi dijabetesa

Dugo je poznato da TNFo ima bitan uticaj na metabolizam lipida i glukoze u
organizmu. Masno tkivo je vazan endogeni izvor TNFa, i kod gojaznih produkcija
ovog citokina povecana je na nivou i masnog i1 miSi¢nog tkiva. Uloga TNFa u
patogenezi insulinske rezistencije kod gojaznih ostvaruje se putem inhibicije
insulinskog receptora tirozin kinaze [89] i poremecene funkcije mitohondrija [138] u
glatkim misi¢nim i masnim c¢elijama. TNFa utice na IR i putem inhibicije supstrata
insulinskog receptora (Insulin Receptor Substrate- IRS), tj. direktno fosforilacijom IRS
i indirektno stimulacijom ekspresije supresora citokinske signalizacije [139]. TNFa
putem svojih receptora u popre¢no-prugastim misi¢ima smanjuje aktivnost 5’ AMP-
aktivisane protein kinaze koja daljim mehanizmima dovodi do smanjenja fosforilacije
Acetil-koenzim A karboksilaze $to zatim dovodi do smanjenja oksidacije masnih
kiselina, povecane akumulacije diacilglicerola u skeletnim mi$i¢ima i poveéanja IR
[140]. Takode, sinergisti¢ki sa IFNy, deluje na Ca™" kanale, $to dovodi do disfunkcije
mitohondrija i aktivacije kaspaza [141]. Na nivou masnog tkiva, TNFa vrsi nishodnu
regulaciju gena za GLUT4, glukoznog transportera koji reaguje na insulin [142]. Na
nivou adipocita TNFa inhibira PPAR (Peroxisome Proliferator —activator receptor),
neophodan u adipogenezi, regulaciji funkcije adipocita, ali 1 osetljivosti masnih ¢elija na
glukozu. Postoje dokazi da je posledica hroni¢ne ekspozicije ovom citokinu, nishodna
regulacija ekspresije gena za kodiranje insulinskog receptora i supstrata insulinskog
receptora-IRS [143]. Osim ove direktne uloge, TNFa deluje i indirektno na IR, putem
stimulacije hormona stresa. Medu mnogobrojnim proinflamatornim citokinima, TNFa
je prvi koji je povezao gojaznost, insulinsku rezistenciju i inflamaciju [138]. S obzirom
na ulogu TNFa u smanjenju telesne mase, smatra se ¢ak da je insulinska rezistencija
cena koju organizam placa zbog pokusaja smanjenja telesne mase posredovanog TNFa
[144]. Neki animalni modeli pokazuju povecane koncentracije TNFa u Langerhansovim
ostrvcima negojaznih miSeva [145], kao i ubrzavanje razvoja dijabetesa kod negojaznih
miseva [146], na ove nacine pripisujuci ulogu TNFa u patogenezi dijabetesa nezavisnoj
od gojaznosti. Nalazi koncentracije sistemskog TNFa kod pacijenata sa poremecenom
tolerancijom glukoze, IR i T2D su opre¢ni. Koncentracije TNFa u serumu obolelih od
dijabetesa su poveéane [61] ili nepromenjene [147]. Pacijenti sa poremeéenom

tolerancijom glukoze takode pokazuju nepromenjen [148], ili povecan nivo TNFa
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[149]. Povecanje koncentracije LTa nadeno je kod velikog broja pacijenata sa
dijabetesom [150]. Poredenje koncentracija proinflamatornih citokina na ljudima je
otezano zbog uticaja stila zivota (stres, vezbanje, puSenje cigareta...) i eventulano jo$
neprepoznatih komorbiditeta na ekspresiju TNFa.

S obzirom da TNFa deluje putem svojih receptora, za nastanak 1 progresiju oboljenja
potrebna je i disfunkcija receptora. Studije na genetski gojaznim misevima pokazuju da
je TNFR; glavni medijator TNFa posredovane IR, ali da TNFR, moze da pojaca ovaj
efekat [151]. Smanjeno oslobadanje TNFR; i povecanje TNFR,/TNFR; odnosa
povezano je sa IR [152]. Dokazana je inverzna korelacija nivoa sistemskih citokina sa
insulinskom osetljivos¢u [153].

TNFa je jedan od glavnih medijatora patogeneze dijabetesne nefropatije (DN) [154].
TNFa sistem deluje putem ekspresije athezionih molekula 1 hemokina,
apoptoze/nekroptoze oSteCenih celija [155], alteracijama intraglomerularnog protoka
krvi, povecane permeabilnosti endotela i indukcije oksidativnog stresa. Pokazana je
snazna korelacija izmedu cirkulisu¢ih TNFR; i TNFR; i krajnjeg stadijuma dijabetesne
nefropatije [156]. Proliferativna dijabetesna retinopatija (PDR), mikrovaskularna
hroni¢na komplikacija dijabetesa, karakteriSe se aktivnom neovaskularizacijom retine, i
formiranjem fibrovaskularnog tkiva u vitroretinalnom okruzenju. TNFa dokazan je u
ekstracelularnom  matriksu, endotelu i krvnim sudovima novostvorenog
fibrovaskularnog tkiva, kao i u staklastom telu pacijenata sa ovom komplikacijom
[157]. Dijabetesna neuropatija (DN) je najces¢a hroni¢na komplikacija dijabetesa, i
posebno je klinicki znafajna jer je u velikom broju sluajeva nezavisna od
glikoregulacije. Zbog ovoga se smatra da do ove komplikacije dolazi zbog prisustva
ranih biohemijskih medijatora koji kada jednom pokrenu proces, nezavisni su od
inicijalnog stimulusa. Sve ve¢i broj dokaza govori u prilog uticaja inflamatornih
medijatora u nastanku i razvoju DN. Dokazi o ulozi TNFa u razvoju ove komplikacije
su oprecni [158, 159]. Dokazana je uloga TNF sistema i u patogenezi makrovaskularnih
komplikacija dijabetesa. TNFa povecava ekspresiju endotelina 1 i angiotenzina [160],
medijatora odgovornih za ubrzavanje ateroskleroze. Oslobadanje receptora, koje
predstavlja indikator aktivacije TNF sistema, je u pozitivnoj korelaciji sa hipertenzijom

I kod zdravih i kod osoba sa dijabetesom [152].
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1.8.1.5.Uloga TNF/TNFR u patogenezi parodontopatije

Vec¢ je dokazano da destrukcija u parodoncijumu nastaje ve¢im delom kao posledica
proinflamatornih citokina, eikosanoida, slobodnih radikala i ostalih efektorskih
molekula koje sekretuje sam domacin. Kljuénu ulogu u inicijaciji 1 prolongaciji ovih

mehanizama ima TNFo.
Uloga TNFa u destrukciji mekih tkiva

U parodontalnim tkivima, TNFo i TNFR; pokazuju gotovo istu distribuciju i
eksprimiraju se na endotelnim ¢elijama 1 fibroblastima u zdravim tkivima, dok se u
hroni¢noj parodontopatiji eksprimiraju dodatno i na sulkusnim epitelnim i monocitno-
makrofagnim infiltriSu¢im ¢elijama. [161]. TNFR; se u gingivi bez klini¢kih znakova
parodontopatije gotovo ni ne eksprimira, dok se kod hroni¢ne parodontopatije detektuje
U manjoj meri na infiltriSu¢im monocitno-makrofagnim ¢elijama [161], ali i gingivalnim
fibroblastima in vitro [162]. LTa pokazana je na infiltrirajuéim limfocitima u gingivi
oboleleih od parodontopatije [163]. Lokalizacija TNFa, LTa i njihovih receptora u ovim
tkivima omogucéava autokrino i parakrino delovanje liganada. Na nivou sulkusnih
epitelnih celija i1 gingivalnih fibroblasta, a putem R; receptora, TNFa povecava
ekspresiju matriksnih metaloproteinaza MMP1, MMP8, MMP13 [164]. U endotelnim
¢elijama, ovim putem se stimuliSe athezija polimorfonukleara, limfocita i makrofaga
[161]. TNFa i LTa indukuju ekspresiju drugih medijatora koji pojacavaju i odrzavaju
inflamatorni odgovor (npr. prostaglandini), stimuliSu produkciju liziraju¢ih enzima i
pojacavaju fagocitnu aktivnost [165].

Za razliku od Stetnih efekata koje ispoljavaju TNFa 1 TNFR;, TNFR; ublazava gubitak
kosti u parodontopatiji na animalnom modelu [166] i modulira zapaljenje posredovano
TNFa [162]. Na animalnom modelu pokazano je da Etanercept, solubilni agonist
TNFR; dovodi do smanjenja aktivacije TNFoa, smanjenja infiltracije neutrofila,
umanjenja apoptoze i stvaranja iNOS, kao i povrede gingivomukoznih tkiva pacova
[165]. Oslobadanje TNFR; iz fibroblasta u parodontopatiji moze se tumaciti kao
pokusaj neutralizacije samog TNFa [162]. Nedovoljne koli¢ine ovog receptora dovode
do progresije parodontopatije.

TNFa detektovan je u sulkusnoj te€nosti pacijenata obolelih od parodontopatije, ali je

naden i u obolelim mestima pre klinicki dijagnostikovanog oboljenja [167]. Druga
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istrazivanja pokazuju niske koncentracije TNFa u sulkusnoj te¢nosti obolelih od
parodontopatije [168], ili ¢ak manje vrednosti kod pacijenata sa T2D i PD u odnosu na
sistemski zdrave ispitanike sa PD [169]. Neke studije pokazuju pozitivnu korelaciju
TNFa sa TNFR; i TNFa sa TNFR» u sulkusnoj te¢nosti [170]. Dokazana je i pozitivna
korelacija izmedu koncentracije TNFR; i TNFR; sa dubinom sondiranja, pri ¢emu sa
porastom dubine sondiranja dolazi do disbalansa receptora, odnosno porast TNFR; ne
moze da prati TNFR; [170]. Odnos TNFR2/TNFR; sa DS negativno korelira, sto takode
govori u prilog zaStitne uloge TNFR;, na destrukciju parodoncijuma, odnosno vece
destrukcije na mestima na kojima TNFR; ne mozZe da se proizvede u odgovarajucoj
koli¢ini [170, 171]. Koncentracije receptora u gingivalnoj te¢nosti smanjuju se nakon
kauzalne faze terapije parodontopatije [171]. U svakom slucaju, istrazivanja su pokazala
da odnos stanja parodontalnog dzepa i sekrecije citokina nije jednostavan, ve¢ da na
njega utice individualni imuni odgovor domacina, proteoliti¢ki enzimi u ¢elijama i drugi

inflamatorni medijatori [170].
Uticaj TNFa na metabolizam kosti

Tradicionalno opisivana uloga TNFo u patogenezi parodontopatije je osteoklasno
indukovana resorpcija kosti kao i inhibicija osteogeneze [62]. TNFa je jedan od
najpotentnijih induktora osteoklastogeneze u inflamaciji.

TNFa stimuliSe osteoklasnu resorpciju kosti in vivo [172] i in vitro [173]. Dokazano je
da je TNFa glavni medijator lipopolisaharidima indukovane osteoklastogeneze i da se
ova funkcija vrs$i putem TNFR; receptora [174]. TNFa, zajedno sa IL-1 stimulise
stvaranje viSejedarnih gigantskih Celija sa karakteristikama osteoklasta u humanoj
kosnoj srzi [175]. U procesu geneze osteoklasta, uloga TNFa je u procesima
determinisanja makrofagne linije ka osteoklastima, ali i kasnije u procesima fuzije
monojedarnih u visejedarne gigantske celije.

Ispitivanja molekularnih mehanizama putem kojih TNFa deluje na resorpciju su
opre¢na 1 pokazuju da ovaj citokin deluje putem RANKL mehanizma, a po nekim
studijama i samostalno. Dodavanje TNFa in vitro sistemu pospesuje osteoklastogenezu
pod uticajem RANKL,; antiTNFa i antiTNFR; antitela inhibiraju ovaj proces, dok
dodavanje antiTNFR; antitela ne remeti diferencijaciju osteoklasta [176]. Studije sa
antiTNFR; antitelima nisu konzistentne, tako neke pokazuju poremecaje

osteoklastogeneze [177], dok druge nisu pokazale signifikantan uticaj ovih antitela [62].
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Rezultati uticaja antiTNFR, antitela su konzistentiji i pokazuju pojacanu
osteoklastogenezu kod TNFR; nokaut miSeva, $to govori u prilog zastitne uloge ovog
receptora u koStanom metabolizmu [177]. Takode, eksperimentalna parodontopatija
tretirana Etanerceptom, agonistom TNFR; pokazala je smanjen gubitak kostanog tkiva
[165]. TNFa koji deluje na RANKL indukovanu osteoklastogenezu deluje autokrinim i
parakrinim [178] mehanizmima, ali postoje dokazi i o uticaju sistemski sintetisanog
TNFa na pojacanu osteoklastogenezu. S druge strane, postoje dokazi o pozitivnom ali
slabom uticaju TNFa na osteoklastogenezu bez RANKL-a [176], i dokazi o formiranja
malog broja osteoklasta kod RANK'/ Zivotinja [179]. RANKL dovodi do povecanje
ekspresije 1 sekrecija TNFa, dok sam TNFa ne utice na ekspresiju RANKL-a [176].
OPG inhibira RANKL indukovanu osteoklastogenezu i1 ekspresiju TNFa, ali ne uti¢e na
aktivnost ve¢ sekretovanog TNFo [176]. Osim dobro poznate uloge TNFo u
diferenciranju osteoklasta, kao $to je ve¢ pomenuto, poznata je i uloga ovog citokina i u
inhibiciji osteoblastogeneze. In vitro studije pokazale su da je potentni inhibitor
osteoblastogeneze iz prekursornih ¢elija, da deluje distalno od koStanog morfogenog
proteina (BMP) i da suprimira transkripciju izazvanu vitaminom D. Sve ove funkcije
ostvaruju se putem TNFR1 receptora [180]. S druge strane, najnoviji dokazi govore u
prilog stimulatornog delovanja niskih koncentracija TNFa na osteoblastogenezu [181].
Dokazano je stimulatorno dejstvo na ovaj proces putem povecavanja oslobadanja
kostanog morfogenog proteina 2 (BMP-2) [182], kao i autokrinom stimulacijom
osteoblasta [183].

1.9.Polimorfizmi

Polimorfizmi oznacavaju razlike u sekvenci molekula DNK koje postoje izmedu
zdravih individua jedne vrste. Tipi¢ni humani genom razlikuje se od referentnog
genoma U 4,1-5 miliona mesta/pozicija. Preko 99% ovih razlika ¢ine tackasti
polimorfizmi odnosno polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) i mali insercioni/delecioni polimorfizmi [184], dok sami SNP
¢ine preko 85% genetiCke varijabilnosti Coveka. Broj varijantih mesta razlikuje se medu
populacijama, pri ¢emu najvecu stopu polimorfizama pokazuje afri€ka, a najmanju
evropska populacija. Ukoliko posmatramo samo varijacije genoma koji utiCu na
funkciju gena- funkcionalne varijacije, tipi¢ni genom sadrzi 149-182 mesta koja

direktno skracuju proteine, 10 000-12 000 mesta koja dovode do menjanja sekvenci
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proteina i 459 000-565 000 mesta koja utiCu na regulatorne genske sekvence
(promotori, vodece sekvence- UTR, pojacivaci, sajlenseri i dr.) [184].

SNP, predstavljaju varijacije jednog baznog para DNK pri ¢emu su alternativne
sekvence (aleli) prisutni u najmanje 1% normalnih individua odredene populacije [185].
SNP koji se nalazi na promotorskom regionu ispred naziva ima negativan predznak (,,-
“), dok onaj lociran U intronima ili egzonima nosi pozitivan predznak (,,+) a broj
oznacava mesto nukleotida u odnosu na pocetno transkripciono mesto. Drugi nacin, i
danas zastupljeniji, nomenklature SNP je na osnovu jedinstvenog registarskog broja rs
broj (Reference SNP Number).

Ucestalost alela se razlikuje od populacije do populacije, odnosno veoma ucestao alel u
jednoj populaciji u drugoj moze biti veoma redak. Takode, varijacije alela mogu biti
»privatni polimorfizmi“ u slucajevima reproduktivno izolovanih populacija [186].
Populaciono zavisno je i definisanje mogué¢ih genotipova na divlje (wild type) i
mutirane (mutant) homozigote, odnosno divlji tip u jednoj populaciji se u drugoj
definise kao mutirani. Pri analiziranju polimorfizama kao modifikatora oboljenja,
posebna paznja obraa se i na gametksu neravnotezu povezanosti (Linkage
disequilibirum (LD)), odnosno pojavu da dva polimorfizma nisu medusobno nezavisna,
ve¢ se javljaju (nasleduju) zajedno. | polimorfizmi koji pokazuju LD su u osnovi nastali
nezavisno, ali se kroz generacije prenose i ¢eSc¢e javljaju zajedno. Ova pojava je korisna
jer omogucava predikciju polimorfizama lokusa koje nismo ispitivali na osnovu
ispitivanih varijacija, odnosno omogucava postojanje surogata markera polimorfizama.
Mana ovih analiza je nestabilnost LD, odnosno §to se stepen nezavisnosti smanjuje kroz
generacije [185], zahvaljuju¢i rekombinacijama tokom mejoze. Sto su dva lokusa
prostorno bliza, veéa je stabilnost LD-a. Najvazniji parametri za merenje LD su r? i D’.
Oba parametra se kre¢u u opsegu od 0 (odsustvo vezanosti neravnoteze) do 1 (potpuna
vezanost-neravnoteza).

lako polimorfizmi po definiciji predstavljaju normalne varijacije, povezani su sa
individualnom osetljivos¢éu na razli¢ite stimuluse [187]. S obzirom na to da je sinteza
citokina strogo programiran proces kontrolisan na mnostvu nivoa, SNP-ovi mogu imati
uticaj na transkripciju, stabilnost RNK, na stepen ekspresije ovih citokina [188], na
oslobadanje njihovih solubilnih formi i dr. [189]. Ove varijacije uticu na individualni

inflamatorni odgovor, urodeni i/ili steCeni imunitet, ili pak menjaju uslove za
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kolonizaciju odredenih mikroorganizama [190], $to nekada dobija klini¢ki znacaj tek
kada osoba postane podloznija oboljenjima npr. zbog starenja ili pridruzenih stanja 1
oboljenja. Razumevanje 1 povezivanje polimorfizama sa odredenim bolestima
predstavlja veliki korak u objasnjavanju mnogobrojnih poligenih oboljenja. Problem
poligenih  oboljenja je potencijalno sinergisticko delovanje stotina/hiljada
polimorfizama 1 njihova interakcija sa faktorima sredine, zivotnim navikama koji se
Cesto razlikuju i1 u okviru homogenih grupa. Tako da pri analizi ovih varijacija treba
voditi racuna 0 potencijalnim specifiénim kombinacijama funkcionalnih polimorfizama,
evaluaciji funkcionalnh posledica SNP-ova, postojanju neravnoteze povezanosti (LD),
kao i moguceg uplitanja epigenetskih varijacija [190]. Znacaj ovih istrazivanja nije
samo u etioloSkom povezivanju oboljenja sa odredenim varijacijama, nego i razvoju
preventivnih mera, ranih profilaktickih i terapeutskih mera, kao i prognoza samog
ishoda bolesti.

Bez obzira Sto su neke studije asocijacije nedovosmisleno povezale odredene tackaste
polimorfizme sa nekim oboljenjima, rezultati su i dalje prili€no Saroliki. Nemoguénost
poredenja rezultata i kreiranja jedinstvenog stava po ovom pitanju u nauci proistice iz
razli¢itosti populacija koje su ispitivane, studija koje uglavnom koriste mali uzorak i

mali broj ispitivanih polimorfizama i razli¢itih metodoloskih pristupa.
1.9.1.Polimorfizam u genu za TNFa (-308G/A, rs1800629)

Gen koji kodira TNFa, zajedno sa genom za LTa, deo je glavnog gena
histokompatibilosti (eng. Major Histocompatibility Complex, MHC). Duzine 3kb,
lociran je na kratkom kraku hromozoma 6 (6p21.32). MHC karakterise najveéa gustina
lokusa koji su odgovorni za odredivanje individualnog imunog odgovora i ujedno je
region sa najvec¢im brojem polimorfizama u genomu [191]. Gen za TNFa sastoji se od 4
egzona , a vise od 80% ovog citokina kodirano je ¢etvrtim egzonom [192]. Do sada je
identifikovan veci broj polimorfizama na ovom lokusu (na poziijjama —1031,—-863 —857
=574 —376, —308, —244, —238, +70, +489 itd.).

Polimorfizam na poziciji -308G/A (naziv u bazi tackastih polimorfizama: rs1800629)
lociran je u promotorskom regionu na 5 kraju lanca (Tabela 1.5). Ovde dolazi do
zamene guanina adeninom, sa tri potencijalna genotipa: GG, homozigot 1 ili divlji tip
kako ga definiSemo u evropskoj populaciji, GA ili heterozigot i AA, homozigot 2,
odnosno mutantni homozigot za evropsku populaciju. Priblizno 60-70% bele populacije
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su GG homozigoti (TNFRL1 alel), 30-40% su heterozigoti, dok su samo 1,5-3% ove
populacije AA homozigoti (TNFR2 alel) [193]. Ovaj polimorfizam je vecina studija
povezala sa pove¢anom produkcijom TNFa [191, 194]

Povezanost ovog promotorskog polimorfizma sa razli¢itim oboljenjima i stanjima bila
je predmet brojnih studija. Sa ovim polimorfizmom povezivani su odbacivanje kalema,
hroni¢na opstruktivna bolest pluca, glaukom, Gravesova bolest, migrene, psorijaza i
mnoge druge. Uticaj ovog polimorfizma na patogenezu ateroskleroze nije dokazan, ali u
sadejstvu sa pusSenjem cigareta moze biti bitan faktor [195]. A alel povezan je sa
poveéanim rizikom od astme [196], i Kronove bolesti [197]. Sto se ti¢e uticaja na
multiplu sklerozu, rezultati su vrlo oprecni, a neki ¢ak govore u prilog protektivnoj ulozi
A alela u ovom oboljenju [198]. Takode, tok i ishod sepse povezani su sa ovim SNP-om
[199].

Nije nadena veza ovog polimorfizma sa T2D ili gojazno$¢u u populaciji pacijenata iz
Tunisa [200], niti je povezan sa dijabetesnom nefropatijom ispitanika kineske
populacije [201]. | u evropskoj populaciji nalazimo rezultate nepostojanja asocijacije -
308G/A TNF sa dijabetesom, dijabetesnom nefopatijom [202], retinopatijom i
hipertenzijom kod ispitanika sa T2D [203]. Na britanskoj populaciji velika studija
asocijacije nije uspela da dokaze povezanost nijednog od 11 najces$ée ispitivanih
polimorfnih mesta TNF/LT lokusa [204] sa T2D. S druge strane, postoje i dokazi o
povezanosti dijabetesa/komplikacija sa 308G/A TNF. Tako je u populaciji Severnih
Indijanaca pokazana veza, ali zavisna od indeksa telesne mase [205]. U Hrvatskoj je
takode nadena veza ovog polimorfizma sa tipom 1 dijabetesa u porodicama [206]. U
populaciji Kurda GA i AA genotip pokazali su 2,24 i 3,18 puta ve¢i rizik za oboljevanje
od T2D u odnosu na GG genotip [207], dok je na ispitanicima iz Indije polimorfizam
povezan sa T2D, sa dijabetesnim stopalom 1 pove¢anom proizvodnjom citokina u
dijabetesu [208]. Na beloj populaciji u Brazilu dokazana je veza dijabeti¢ne
proliferativne retinopatije i -308G/A TNF [209], dok je na ispitanicima iz Skandinavije
SNP povezan sa makrovaskularnim komplikacijama dijabetesa [210].

Iako je veza polimorfizama sa parodontopatijom pocela kasnije da se ispituje, i na ovu
temu postoji znaCajan broj radova, sa vrlo opre¢nim rezultatima. Sam -308G/A
polimorfizam nije povezan sa hroni¢nom parodontopatijom u evropskoj [211], turskoj

[212], tajvanskoj [213] i kineskoj populaciji [214]. U evropskoj populaciji ovaj
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polimorfizam ima uticaj na rizik od oboljevanja od parodontopatije kada je udruzen sa
+252A/G LT polimorfizmom [211]. S druge strane, AA genotip povezan je sa
hronicnom parodontopatijom u kineskoj, kao 1 sa stepenom napredovanja
parodontopatije u evropskoj populaciji [215, 216]. U beloj rasi dokazana je povezanost
podloznosti hroni¢noj parodontopatiji sa A alelom [217], kao i povezanost prisustva
bakterije Prevotella intermedia kod nosilaca GA+AA genotipa i A alela [218].

Vrlo je ogranicen broj radova koji ispituju ove polimorfizme kod obolelih od dijabetesa
I parodontopatije. U kineskoj populaciji nadena je razlika u distribuciji genotipova kod
sistemski zdravih i obolelih od dijabetesa sa parodontopatijom, i u obe grupe A alel
povezan je sa ve¢im vrednostima DS i NPE [219]. Na ispitanicima iz Indije pri
ispitivanju zdravih kontrola, pacijenata sa parodontopatijom i obolelih od dijabetesa tipa
2 1 parodontopatije, G alel bio je protektivan za oboljevanje od parodontopatije i
zajedno parodontopatije i dijabetesa [220].

Tabela 1.5: Karakteristike polimorfizama TNFa, LTa, TNFR; i TNFR;

Citokin Rs broj Alternativni Hromozom Lokacija na
naziv genu

TNFa rs1800629 -308 G/A TNF Hromozom 6 Promotor
31651010

LTa rs909253 +252 AIG LT Hromozom 6 Intron 1
31648292

TNFR; rs767455 +36 A/G Hromozom 12 | Egzon 1
6341779

TNFR; Rs1061622 +676T/G Hromozom 1| Egzon 6
12192898

1.9.2.Polimorfizam LTa+252A/G (rs909253)

Gen koji kodira LTa smesten je zajedno sa genom za TNFa na hromozomu 6p21.3-
21.1. Otkriveno je nekoliko polimorfizama na ovom lokusu (+10G/A, +80A/C,
+204G/C, +252A/G, +804 itd.) [221].

Polimorfizam +252A/G lociran je u prvom intronu (Tabela 1.5). Zamena adenina
guaninom u procesu transkripcije rezultira zamenom aminokiseline asparagin treoninom
[222]. Tri su potencijalna genotipa kao posledica ove zamene: AA, homozigot 1 ili
divlji tip, heterozigot AG i GG genotip, homozigot 2, mutirani tip. U beloj populaciji
40% je nosilaca AA genotipa, 45% hetrozigotnog genotipa, a samo 15% pokazuje GG
genotip [193].
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GG genotip povezan je sa povecanom produkcijom LTa in vitro [222] i in vivo [163,
223, 224] kao i sa pove¢anom produkcijom TNFa [225]. Rezultati povezanosti ovog
polimorfizma i ankilozirajué¢eg spondilitisa su opre¢ni [226, 227], kao $to su i za veéinu
oboljenja poput autoimunih oboljenja S$titne Zlezde [228], hroni¢ne limfocitarne
leukemije [229], reumatoidnog artritisa i sistemskog lupusa eritematodusa [230],
Behcetove bolesti [231] i mnogih drugih.

Na evropskoj (Britanija) populaciji velika studija asocijacije nije uspela da dokaze
povezanost nijednog od 11 najceSce ispitivanih polimorfizama TNF/LT lokusa sa
hroni¢énom parodontopatijom [204]. Na tajvanskoj populaciji nije nadena razlika
asocijacija izmedu ovih polimorfizama i hroni¢ne parodontopatije [213]. U evropskoj
populaciji su tri studije iz Ceske nasle redi- GG genotip i/ili G alel kao protektivan za
hroni¢nu parodontopatiju [163, 211, 232]. S druge strane, na Brazilskoj populaciji GG
genotip, odnosno G alel povezan je sa 2,67 puta veéim rizikom za nastanak
parodontopatije, odnosno suprotno prethodnim studijama alel A je protektivan [233].
Takode, +252A/G LT i -308G/A TNF nisu povezani sa gestacionim dijabetesom [234].
SNP u intronu 1 gena za LTa povezan je sa dijabetesnom nefropatijom, ali ne i sa
neuropatijom, retinopatijom i makrovaskularnim komplikacijama [210]. Pojedine
studije povezuju alel A sa povecanim rizikom za nastanak dijabetesa [235, 236], dok
druge G alel povezuju sa komplikacijama dijabetesa i pove¢anom produkcijom LTa
[223]. Pretragom literature nisu nadeni podaci o rezultatima istrazivanja +252A/G LT

polimorfizma i ispitanika sa dijabetesom i parodontopatijom.
1.9.3.Polimorfizam na genu za TNFR; (+36A/G, rs767455)

Gen koji kodira TNFR; nalazi se na hromozomu 12 (pozicija 12p.13) i sastoji se od 10
egzona. U ovom genu otkriveno je viSe polimorfizama u promotorskom reginou, egzonu
1, kao i uintronimal, 2,4, 6,718 (-609 G/T, -580A/G, -383A/C, -329T/G, -300A/G, -
102A/C +36 A/G,+49C/T) [237].

Zamena adenina sa guaninom u egzonu 1 na poziciji +36 dovodi do zamene poslednjeg
nukleotida u kodonu 12 (CCA->CCQG) i predstavlja sinonimni polimorfizam, odnosno
ne utiCe na proteinsku strukturu receptora (Prolin—>Prolin) [238]. Tri su potencijalna
genotipa kao posledica ove zamene: AA (homozigot 1), AG (heterozigot) i GG

(homozigot 2), odnosno dva alela A alel i G alel.
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Isptivan je uticaj ovog polimorfizma na mnoga oboljenja kao $to su Gravesova bolest
[238], plu¢na aspergiloza, reumatoidni artiritis [239], Kronova bolest [240] kao i uticaj
na individualni odgovor na antiTNF terapiju kod pacijenata sa autoimunim oboljenjima
gde je dokazan slabiji biolosko odgovor kod ispitanika sa ovim polimorfizmom [241].

Pretragom pristupa¢nih baza podataka nadena je studija na japanskim ispitanicima koja
nije dovela u vezu SNP-ove u genima za TNF receptore i agresivhu formu

parodontopatije [242].
1.9.4.Polimorfizam TNFR, (rs1061622)

Gen koji kodira TNFR; nalazi se na hromozomu 1 ( pozicija 1p36.2) i takode se sastoji
od 10 egzona. U ovom genu otkriveno je vise tackastih polimorfizama (+593G/A,
+598T/G, +620T/C, +676 T/G +1663 G/A, +1668 T/G itd.) [243].

Egzon 6 kodira mali deo transmembranskog regiona koji ucestvuje u oslobadanju
solubilnih formi receptora. Najizucavaniji SNP ovog gena, pri kojem dolazi do zamene
timidina guaninom na poziciji +676 (kodon 196), nalazi se u ovom egzonu. Javljaju se
tri genotipa, TT (homozigot 1), TG (heterozigot) i GG (homozigot 2), odnosno dva alela
T i G alel. Kao posledica zamene ovih baza dolazi do promene u primarnoj proteinskoj
strukturi, odnosno dolazi do zamene aminokiseline metionin argininom (196Met— Arg)
u cisteinom bogatom ekstracelularnom delu receptora. Ova zamena aminokiselina utice
na oslobadanje solubilnih formi receptora [238], vezivanje receptora za ligand i/ili TNF-
om indukovanu apoptozu putem poremecene signalizacije NF-xB [244]. Istrazivanja su
pokazala i povezanost ovog SNP-a sa povecanim koncentracijama sTNFR, [189, 245],
mada su rezultati oprecni [246].

Ovaj siroko izucavani SNP povezan je sa mnogim oboljenjima, kao §to su Gravesova
bolest [238], reumatoidni artiritis [239], Kronova bolest [240] i dr.

lako je dokazana protektivna uloga TNFR; na parodontalna tkiva, kao i uticaj +676T/G
SNP-a na oslobadanje solubilnih formi ovog receptora, pretragom literature nismo nasli
istrazivanje koje je povezivalo ovaj SNP sa hroni¢nom parodontopatijom. SNP u ovom
llgenu, ali na poziciji +587 u japanskoj populaciji povezan je sa hroni¢nom
parodontopatijom [247].

Postoji puno dokaza o upletenosti TNFR, u patogenezu dijabetesa i/ili njegovih
hroniénh komplikacija, ali bez obzira na to, mali je broj istrazivanja povezivalo

+676T/G TNFR; polimorfizam sa ovim oboljenjem.

39



CILJEVI

2. POLAZNA HIPOTEZA 1 CILJEVI STUDIJE

Ve¢ je pomenuto da su polimorfizmi populaciono i etnicki definisane varijacije genoma.

Ne postoji studija na ispitanicima populacije u Srbiji koja ispituje prisustvo ovih

polimorfizama kod pacijenata sa tipom 2 dijabetesa i hroni¢nom parodontopatijom.

2.1.Polazna hipoteza

Polazne hipoteze ovog istrazivanja bile su:

1.

Hroni¢cna parodontopatija i tip 2 dijabetesa dele zajednicke patogenetske
mehanizme

Polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNP) TNF-a -308 G/A, LT-A +252A/G,
TNFR; +676 T/G mogu imati uticaj na nivo cirkulisucih citokina

Produkcija citokina u inflamiranom parodoncijumu moze imati uticaj na nivo
sistemskih citokina

Polimorfizmi TNF-a -308 G/A, LT-A +252A/G, +36 A/G TNFRy, TNFR, +676
T/G mogu biti modulatori rizika za nastanak hroni¢ne parodontopatije i tipa 2

dijabetesa, kao i imati uticaja na klinicke slike ova dva oboljenja

2.2.Ciljevi istrazivanja

1.

Odredivanje distribucije genotipova i alela za polimorfizme u genima za
proinflamatorne citokine (TNF-o i LT-A) i njihove receptore (TNFR; i TNFRy)
kod tri grupe ispitanika (pacijenata sa hronicnom parodontopatijom, hronicnom
parodontopatijom i dijabetes melitusom tip 2, i sistemski zdravih osoba bez
klinickih znakova parodontopatije).

Poredenje ucestalosti genotipova i alela u tri grupe ispitanika i polimorfizama
kao faktora koji povecavaju rizik za oboljevanje od hroni¢ne parodontopatije i
tipa 2 dijabetesa

Odredivanje nivoa cirkuliSuc¢ih citokina/receptora kod tri grupe ispitanika
Odredivanje odnosa sistemskih nivoa citokina/receptora u odnosu na stanje tkiva
parodoncijuma kod dve grupe ispitanika sa dijagnostikovanom hroni¢nom
parodontopatijom

Odredivanje odnosa polimorfizama proinflamatornih citokina/receptora u

odnosu na stanje tkiva parodoncijuma kod tri grupe ispitanika
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6. Ispitivanje odnosa klinickog stanja tkiva parodoncijuma sa stepenom
glikoregulacije pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 i hroni¢nom

parodontopatijom.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL I METODE
3.1. Podaci o studiji

Ova studija preseka sprovedena je u periodu od septembra 2012. godine do februara
2014. godine.  IstraZivanja su sprovedena na Klinici za oralnu medicinu i
parodontologiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Klinici za dijabetes i
bolesti metabolizma Klinickog centra Srbije, Laboratoriji za humanu genetiku
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Biohemijskoj laboratoriji
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Odeljenju za molekularnu biologiju
Instituta za bioloska istrazivanaja ,,SiniSa Stankovi¢®.

Doktorska disertacija predstavlja deo istrazivanja koje se obavlja u okviru projekta
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Vlade RS, Ev. br. 41008 pod
nazivom “Interakcija etiopatogenetskih mehanizama parodontopatije i periimplantitisa
sa sistemskim bolestima danasnjice”

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (36/9 od 20. februara 2013.) .

Pacijenti su dobijali obrazac ,,Informacije za pacijenta” i usmeno dodatno objasnjenje o
studiji u kojoj ucestvuju i potpisivali su obrazac ,, Informisane saglasnosti“. Validnost
obrazaca je kontrolisana na Etickom komitetu od kojeg je dobijena saglasnost za

istrazivanje.
3.2.Ispitanici

U studiji je ucestvovalo 180 medusobno nesrodnih ispitanika bele rase srpske
nacionalnosti podeljenih u tri grupe. Prvu grupu (zdrave kontrole-ZK, N=56) ¢inili su
sistemski zdravi pacijenti bez klinickih znakova parodontopatije. Drugu grupu
(parodontopatija grupa-PG, N=59) sacinjavali su takode sistemski zdravi pacijenti, ali
sa dijagnostikovanom hroni¢nom parodontopatijom. Prve dve grupe pacijenata ¢inili su
volonteri 1 pacijenti Klinike za oralnu medicinu 1 parodontologiju StomatoloSkog
fakulteta u Beogradu. Treca grupa pacijenata (Tip 2 dijabetesa grupa-T2D, N=65)
formirana je od hospitalizovanih pacijenata sa dijagnostikovanim tipom 2 dijabetesa i

hroni¢nom parodontopatijom Klinike za dijabetes i1 bolesti metabolizma Klinickog
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centra Srbije, kao i ispitanika Klinike za oralnu medicinu i parodontologiju

Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
3.2.1. Kriterijumi isklju€ivanja iz studije

Da bi bili uklju€eni u istrazivanje pacijenti su morali biti stariji od 18 godina.

Kriterijumima iskljucenja iz studije smo pokusali da eliminiSemo faktore koji uti¢u na
klinicku sliku hroni¢ne parodontopatije, tipa 2 dijabetesa i nivo sistemskih citokina.
Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su: prisustvo sistemskih oboljenja sem T2D i
njegovih komplikacija i prate¢ih promena u krvnoj slici i biohemiji, istorija bilo kog
maligniteta, prisustvo bilo kog oralnog oboljenja sem karijesa 1 hroni¢ne
parodontopatije, prisustvo manje od 14 zuba ne racunajuci treCe molare, indeks telesne
mase (ITM) 18,5kg/m*>ITM>30kg/m?, menstruacija, trudno¢a, period dojenja, povrede
u prethodne 2 godine. Takode, ispitanici koji su u poslednjih 6 meseci koristili
antibiotsku, kortikosteroidnu ili antiinflamatornu terapiju, oni koji svakodnevno koriste
oralne antiseptike ili im je sprovedena kauzalna faza terapije parodontopatije u

poslednjih godinu i po dana, iskljuceni su iz studije.
3.3. Anamneza, istrazivacki karton

U okviru istrazivackog kartona pacijenti su popunjavali anamnesticke podatke od
znacaja za na$e istrazivanje prikupljanje u nase istrazivacke kartone (Prilog 1). Davali
su podatke o starosti, polu, obrazovanju (osnovno, srednje, visoko i viSe, student,
magistri 1 doktori nauka), porodi¢noj anamnezi (bez oboljenja, parodontopatije,
dijabetes melitus, druga oboljenja od znacaja za hereditet). Davali su podatke o svojoj
visini i tezini da bismo racunali indeks telesne mase (ITM) (koli¢nik telesne mase
merene u kg sa kvadratom telesne visine u metrima).

Prikupljali smo podatke o puSackim navikama. Podelili pacijente na pusace i nepuSace.
Pusace smo dalje podelili na osnovu broja popusenih cigareta na dan, na podgrupe sa
viSe odnosno manje od 10 cigareta na dan. Za trenutne puSace smo takode racunali i
prosecan indeks paklo-godine. Indeks paklo-godina izra¢unava se kada se umnozak
prose¢nog broja popuSenih cigareta na dan i broja godina puSackog staza podeli sa
brojem 20, odnosno brojem cigareta u kutiji [248]. Bivse puSace smo podelili u dve

podgrupe, one koji su ostavili pusenje cigareta pre manje, odnosno vise od 5 godina.
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Belezili smo 1 podatke o disanju na usta, grickanju stranih predmeta, bruksizmu i
stiskanju zuba. Podatke 0 mentalnom stresu belezili smo na slede¢i nacin: ispitanici su
davali informacije o ucestalosti stresa definisanom kao nikad/retko (dodeljena vrednost
0), na mese¢nom nivou (vrednost 1), na nedeljnom (vrednost 2) i dnevnom nivou
(vrednost 3). Davali su informacije i 0 intenzitetu stresa definisanom na sledeéi nacin:
bez stresa (dodeljena vrednost 0), nizak nivo stresa (vrednost 1), umeren (vrednost 2) i
visok intenzitet stresa (vrednost 3). Konacan nivo stresa dobijen je kao zbir ucestalosti i
intenziteta i definisan je kao: 0-1=nizak nivo stresa, 2-4= umeren nivo stresa, 5-6=visok
nivo stresa [249].

Ispitanici su davali i podatke o fizickom vezbanju u smislu redovnosti (nikad, redovno
odnosno > 2 puta nedeljno i neredovno odnosno <2 puta nedeljno), vrsti vezbi (aerobne,

anaerobne, kombinovane) i intenzitetu (slab, umeren, jak).
3.4.Biohemijski i parametri krvne slike

Pratili smo i parametre krvne slike i biohemijske analize. Od parametara krvne slike
pratili smo broj eritrocita (Er), vrednosti hemoglobina (Hgb), MCV (Mean Corpusular
Volumen), MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin), MCHC (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration), HCT (hematokrit), leukocita i leukocitarne formule.
Takode, pratili smo vrednosti sedimenatacije i biohemijske parametre: vrednosti
glukoze naste, glikozilovanog hemoglobina (HbA 1¢), ukupnog holesterola, HDL, LDL i
vrednosti triglicerida. VVrednosti fibrinogena definisane su dihotomno, kao ve¢e odnosno
manje od 3,7 g/l.

Tabela 2.1: Referentne vrednosti biohemijskih parametara u odnosu na pol, grupe i
podgrupe pacijenata (sve vrednosti su predstavljene kao mmol/l)

Grupa T2D
KG+PG
Param. Bez makrovaskul. kompl. Sa makrovaskual. kompl.
Fibrinogen 3,7 3,7 3,7
M >1,42 >1,15 >1,15
HDL
F >1,68 >1,29 >1,29
LDL <3,3 <2,6 <1,8
HOL <5,2 <3,3 <2,6
TGC <1,7 <1,7 <1,7
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U odnosu na biohemijske parametre, pacijenti su podeljeni na dve grupe, pacijente Ciji
su nalazi u referentnim granicama i one ¢iji nalazi to nisu. S obzirom na razlike u
opStem zdravstvenom stanju ispitivanih pacijenata, same referentne vrednosti su

razli¢ite po grupama [250] (Tabela 2.1).
3.5.Klini€ki pregled i dijagnoza hroniéne parodontopatije

Klini¢ki pregled parodoncijuma i stanja mekih tkiva obavljao je kandidat uz pomo¢
osobe koja je belezila parametre u istrazivacki karton. Pregled je obavljen
parodontalnom graduisanom sondom (UNC 15, Hu Friedy, Chicago, IL, USA), na Sest
tacaka po zubu (mezijalno, medijalno i distalno sa vestibularne i oralne strane) na svim
prisutnim zubima sem tre¢im molarima. Radi evaluiranja stanja oralne higijene i
klinickog stanja potpornih tkiva zuba, praceni su slede¢i parametri: Plak Indeks-Pl
(Silness-Loe) [251], Dihotomni indeks krvarenja na provokaciju (KNP) [252], dubina
sondiranja (DS) i nivo pripojnog epitela (NPE).
Plak indeks (Silness-Loe) predstavlja indeks oralne higijene. Prati se prisustvo
dentalnog plaka na ivici gingive, gingivalnoj tre¢ini zuba i u gingivalnom
sulkusu/parodontalnom dzepu. Koristi se vizuelizacija i sondiranje. Merenja se vrse na
svih 6 tacaka na zubu. Pre pocetka merenja, pacijent vodom dobro ispere usta u cilju
uklanjanja svih mekih naslaga izuzev dentalnog plaka. Nakon susenja zuba vazduhom,
pristupa se pregledu. Vrednosti su definisane u rasponu 0-3 na slede¢i nacin:
e 0: odusustvo plaka pri pregledu i na sondi nakon sondiranja
e 1: mala koli¢ina plaka koja se ne vidi, ali ostaje na sondi nakon sondiranja
e 2: pri pregledu se uocava umerena koli¢ina plaka u gingivalnoj tre¢ini zuba, na
ivici gingive 1 u gingivalnom sulkusu/parodontalnom dZepu
e 3: obilje plaka koji pokriva povrSinu zuba 1 ispunjava gingivalni
sulkus/parodontalni dZep i povrSinu zuba
Prose¢na vrednost dobija se kao aritmetiCka sredina svih izmerenih vrednosti i
kre¢e se u rasponu od 0,00-3,00. Pri daljim analizama, konacni skor delimo u
podgrupe (rangove)
e Rang1:0,00-1,00
e Rang?2:1,01-2,00
e Rang 3:2,01-3,00
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Krvarenje na provokaciju (KNP) predstavlja meru zapaljenja potpornih tkiva zuba.
Belezi se pojava krvarenja 15 sekundi nakon sondiranja. Vrednosti se definiSu kao nula
(0) kad je krvarenje nakon sondiranja odsutno ili jedan (1) kada je krvarenje prisutno.
Ukupan rezultat se izrazava kao procenat (%) mesta koja krvare i moze biti u rasponu
0d 0-100%. Pri daljim analizama, vrednosti smo klasifikovali u etiri podrupe (ranga):

e 1:0-25,00%

e 2:25,01-50,00%

e 3:50,01-75,00%

e 4:75,01-100%.
Dubina sondiranja (DS) predstavlja rastojanje izmedu ivice gingive i mesta gde je vrh
parodontalne sonde pri blagom pritisku zaustavljen u predelu dna gingivalnog
sulkusa/parodontalnog dzepa. Izrazava se u milimetrima (mm) u celim brojevima.
Prose¢na dubina sondiranja predstavlja aritmeti¢ku sredinu svih merenih vrednosti. Za
dalje istrazivanja smo dubine sondiranja podelili u potkategorije (rangove)

1. :<3mm

2. 3,1-4,0mm (blaga parodontopatija)

3. 4,1-6,0mm (umerena parodontpatija)

4. >6,1 mm (uznapredovala parodontopatija)
Nivo pripojog epitela (NPE) predstavlja rastojanje od gledno-cementne granice do
koronarnog kraja degenerisanog pripojnog epitela, odnosno mesta gde se vrh
parodontalne sonde zaustavi na dnu parodontalnog dZzepa. Izrazava se u milimetrima
(mm). Prose¢na vrednost nivoa pripojnog epitela predstavlja aritmeticku sredinu svih
merenih vrednosti.
Na osnovu dubine sondiranja, nivoa pripojnog epitela i dihotomnog indeksa krvarenja
gingive, racunali smo jos dva parametra koji mere impakt inflamacije iz parodoncijuma
na sistemsku inflamaciju: “Parodontalna epitelna povrsina” (PESA-Periodontal
Epithelial Surface Area) 1 “Parodontalna inflamirana povrsina” (PISA-Periodontal
Inflamed Surface Area) [253, 254]. Ove parametre osmislila je grupa naucnika iz
Holandije (Univerzitet u Groningenu) u cilju objektiviziranja inflamatornog opterecenja
poreklom iz parodoncijuma na celokupan organizam. Vrednosti dubina sondiranja,
nivoa pripojnog epitela i dihotomnog indeksa krvarenja gingive unose se u logaritamske

tabele koje su siroko dostupne na sajtu http://parsprototo.info. PESA predstavlja
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povrsinu sulkusnog epitela obolelog od parodontopatije (racuna se pomocu DS i NPE),
dok PISA predstavlja inflamirani deo celokupne povrsine sulkusnog epitela pacijenta sa
destrukcijom parodoncijuma (racuna se pomoc¢u DS, NPE i IKG). Obe vrednosti se
izrazavaju u kvadratnim milimetrima (mm?).

S obzirom da se kroz literaturu javlja razmimoilazenje stavova po pitanju klini¢ckog
definisanja dijagnoze hroni¢ne parodontoptije, mi smo se odlucili na zakljucke velike
pregledne studije iz 2009. godine [255] i americke Akademije za parodontologiju [256].
Za definisanje smo koristili Kklinicke parametre DS 1 NPE. Pacijentima je
dijagnostikovana parodontopatija ukoliko imaju vrednosti NPE>Imm i DS>3mm na
najmanje 3 mesta u dva razli¢ita kvadranta. U odnosu na broj zuba zahvacenih ovakvim
promenamama, parodontopatija je definisana kao lokalizovana (<30%) i generalizovana
(>30% mesta zahvaceno parodontopatijom). Na osnovu proseéne vrednosti NPE,
parodontopatija je definisana kao blaga (NPE=1-2mm), umerena (NPE=3-4mm) i

uznapredovala (NPE>5mm).
3.6.Postavljanje dijagnoze dijabetesa melitusa tipa 2

Dijagnoza dijabetesa postavljena je prema savetima Svetske zdravstvene organizacije
(SZ20) 1 Americke dijabetoloske asocijacije (ADA) iz 2013 [33]. Prema SZO,
odredivanje glikemije iz venskog uzorka plazme je osnova testiranja glukozne
tolerancije. Kod ispitanika kod kojih su vrednosti jutarnje glikemije izmedu 6,1-6,9
mmol/l, radi se i test opterecenja glukozom (OGTT-Oral Glucose Tolerance Test).
S druge strane, ADA smatra glikozilovani hemoglobin za pouzdanu meru izlozenosti
pacijenta hiperglikemiji u prethodna 2-3 meseca i pouzdanu meru za postavljanje
dijagnoze dijabetesa. Zajednicki kriterijumi tj preporuke za dijagnozu dijabetesa su,
shodno prethodno iznesenom, sledeci [250]:
1. HbAlc >6.5% ili,
2. Glikemija naste > 7,0 mmol/L (126 mg/dL) ili,
3. Glikemija u toku OGTT-a sa 75 g glukoze u 120. minutu > 11,1 mmol/L (126
mg/dL) ili,
4. Glikemija u bilo kom slu¢ajnom uzorku krvi (bez obzira na obrok) > 11,1
mmol/L (126 mg/dL) uz prisustvo tipi¢nih dijabetesnih simptoma (poliurija,
polidipsija, gubitak u telesnoj tezini).
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3.7.Uzorkovanje

Za analize uzimane su dve vrste uzoraka: bris bukalne sluzokoze i uzorak periferne
venske Krvi.

Uzimanjem brisa bukalne sluzokoze u cilju prikupljanja deskvamiranih epitelnih ¢elija
dobijen je material za izolaciju DNK. Brisevi su stavljeni u sterilne plasti¢ne tubice i
odmah transportovani u zamrzivac¢ na -70°C do daljih analiza.

Uzorak periferne venske krvi uziman je ujutru izmedu 7:30-9h pre dorucka nakon
no¢nog gladovanja iz vene u kubitalnom predelu. Uzimano je 5 ml krvi u plasti¢cne
epruvete sa aktivatorom koagulacije (D-VAC, clot activator, 9ml, DEMOPHORIUS). Iz
ove krvi odredivani su pomenuti biohemijski i hematoloski parametri i izolovan serum
za ispitivanje nivoa citokina. Serum je izolovan centrifugiranjem na 3000 obrtaja u
trajanju od 5 minuta. U $to kraéem periodu, zbog izuzetno kratkog poluzivota TNFa,

serum je prebacivan u sterilne plasti¢ne tubice i ¢uvan na -70 °C do daljih analiza.
3.8.Analiza polimorfizama

Analiza polimorfizama radena je metodom lancane reakcije polimeraze i duZine
restrikcionih  fragmenata PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction/-Restriction
Fragment Length Polymorphism).

Procedura podrazumeva izolaciju DNK iz briseva bukalne sluzokoze, zatim klasi¢nu
PCR reakciju (umnozavanje sekvenci DNK), proveru produkata PCR na
poliakrilamidnom gelu elektroforezom, zatim digestiju nastalih produkata restrikcionim

enzimima i na kraju analizu restrikcionih produkata takode na poliakrilamidnom gelu.
3.8.1.1zolacija DNK iz brisa bukalne sluzokoze

Izolacija DNK vrsena je pomocu izolacionog kompleta KAPA Express Extract Kit®
(Kapa Biosystems, Inc. Wilmington, MA). Sterilnom pincetom se odvoji vata sa brisa,
stavi u sterilnu plasti¢nu tubicu i zatim se doda reakciona smesa koju sa¢injavaju:

e 2 ulenzima (KAPA Express Extract Enzyme (1 U/uL))

e 15 pl pufera (10X KAPA Express Extract Buffer)

e 283 ul dejonizovane vode
Smesa se vorteksuje u trajanju od 5 sekundi, zatim centrifugira na 13400 obrataja u

trajanju od 1 minut. Sledi inkubacija u PCR aparatu po slede¢em rezimu: 10 minuta na

48



MATERIJAL I METODE

75 °C (aktivacija enzima), a zatim jo$ 5 minuta na 95 °C (deaktivacija proteaze iz kita).
Sterilnim plasticnim pipetorima se izdvaja supernatant u sterilne plasti¢ne tubice i1 ovaj

izolat se ¢uva na -20 °C do daljih analiza.
3.8.2. Lan€ana reakcija polimeraze-PCR

Lancana reakcija polimeraze predstavlja in vitro amplifikaciju ta¢no definisanih
sekvenci DNK. Ovu revolucionarnu metodu razvio je 1980tih godina Kari Mulis (Kary
Mullis) [257]. PCR u stvari predstavlja imitaciju procesa replikacije DNK. Bazira se na
mogucnosti DNK polimeraze da sintetiSe novi komplementarni lanac DNK. S obzirom
na to da DNK polimeraza dodaje nukleotide samo na slobodne 3-OH grupe, za
izvodenje PCR neophodni su i prajmeri-Kratki oligonukleotidi komplementarni sa
delovima DNK koje Zelimo da umnozimo. Sama specifi¢nost amplifikacije se postize
koris¢enjem prajmera. Na taj nain krajevi amplifikata su odredjeni 5° krajevima
prajmera, dok je veliina (duzina) amplifikata odredena rastojanjem izmedu sekvenci
koje prajmeri prepoznaju.
Lancana reakcija polimeraze izvodi se u plasticnim tubicama u totalnoj zapremini od
25ul, a sadrzaj svake tubice ¢ine slede¢e komponente
e Uzorak DNK
e DNK polimeraza- enzim koji je sposoban da sintetise zeljene sekvence gena.
Najcesce koriscena polimeraza je Taq polimeraza. Prednosti ove polimeraze su
§to moze da generise nove lance DNK uz pomo¢ prajmera i §to je otporna na
visoke temperature neophodne za izvodenje samog PCR-a.
e Prajmeri- oligonukleotidi komplementarni 3’ kraju sekvence koju zelimo da
umnozimo.
e Deoksiribonukleotidi
e Mg’ joni- katalizatori Taq polimeraze
e Pufer- neophodan za optimalnu aktivnost Taq polimeraze
e Voda
Sama reakcija podrazumeva tri sukcesivno ponavaljau¢a procesa, denaturaciju,

hibridizaciju i elongaciju koji se ponavalju u 25-40 ciklusa.
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e Denaturacija- proces “topljenja” dvolanéane DNK odnosno zagrevanja na 95 °C
pri ¢emu se raskidaju vodoni¢cne veze izmedu baznih parova odnosno
komplemetarnih lanaca. Rezultat ovog procesa su jednolan¢ane DNK.

e Hibridizacija (eng. annealing) podrazumeva sparivanje prajmera sa matri¢nim
DNK lancem. Temperatura neophodna za hibridizaciju je od 42°C do 65°C §to
zavisi od sekvence prajmera. Previsoka temperature moze dovesti do ometanja
sparivanja prajmera sa matricnim lancem, dok preniska temperature moze
dovesti do loseg sparivanja baza. Obi¢no se Koristi temperatura koja je 2-3°C
niza od taCke topljenja prajmera.

e Elongacija (ekstenzija) predstavlja ugradnju nukleotida pri ¢emu se 5’fosfatna
grupa nukleotida vezuje za 3’hidroksilnu grupu prajmera odnosno lanca u
formiranju. Ova faza je katalizovana DNK polimerazom pa se u slucaju
koris¢enja Taq polimeraze odvija na 72 °C.

Na kraju svih ciklusa sledi faza finalne elongacije na istoj temperaturi kao i elongacija,
a sa ciljem da svi jednolancani matri¢ni lanci budu umnoZzeni do kraja.

S obzirom na to da u svakom ciklusu od jednog dobijamo dva nova lanca, koli¢ina
DNK eksponencijalno raste (u optimalnim uslovima, odnosno pri dovoljnoj koli¢ini

svih reagenasa) tako da na kraju PCR dobijamo oko 107-10° kopija Zeljenog fragmenata.

3.8.3. Provera PCR produkata elektroforezom na 8%

poliakrilamidnom gelu (PAGE)

Elektroforeza nukleinskih kiselina je metoda kojom se odreduje veli¢ina fragmenata
nukleinskih kiselina na agaroznom ili poliakrilamidnom gelu. S obzirom na
mnogobrojne prednosti poliakrialmidnog gela (hemijska inertnost i stabilnost u sirokom
opsegu fizicko-hemijskih uslova) naj¢escée se koristi ova metoda [258].

Ona koristi razlike koje postoje izmedu markomolekula u njihovoj pokretljivosti u gelu
kada se nadu u kolu jednosmerne struje. Razlike u pokretljivosti zavise od molekualrne
mase (manji molekuli brze putuju), prostorne konformacije molekula (linearni molekuli
putuju sporije od spiralnih) i najbitnije od naelektrisanja (nukleinske kiseline su
negativno naelektrisane zbog prisustva fosfatnih grupa pa putuju od katode ka anodi).

U analizama smo koristili veritkalnu elektroforezu u kontinuiranom sistemu (isti pufer

se Kkoristi za pravljenje samog gela i kao provodnik). Poliakrilamidni gel nastaje
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kopolimerizacijom akrilamida i bisakrilamida (Serva, Nemacka).
Katalizatori polimerizacije su amonijumpersulfat (APS) (Serva, Nemacka) i
N,N,N’,N’-tetrametilendiamin (TEMED) (BioChemica, AppliChem) (Tabela 2.1). Gel
se polimerizuje na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta (Tabela 2.2).

Pripremljeni gel se potapa u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazi odgovarajuci
pufer (provodnik), u naSem sluc¢aju 1X Tris-Borat EDTA (5XTBE). Uzorci koji se
analiziraju prvo se pomeSaju sa puferom za nalivanje uzoraka (engl. loading buffer) (u
nasem slucaju 6X DNA Loading Dye®, Thermo Scientific) koji povecava gustinu
uzorka (¢ime je omoguceno da uzorak padne na dno bunarica), boji uzorak i samim tim
omogucava pracenje elektroforeze. Nakon mesSanja, uzorci se nalivaju u bunari¢e na
gelu (1 bunari¢ = 1 uzorak) i ukljucuje se kolo jednosmerne struje (230 V).

Za proveru duzine fragmenta nalivaju se i markeri (lenjiri, ladder engl.) (u naSem
slucaju GeneRuler 100 bp DNA Ladder®, Thermo Scientific) koji predstavljaju isecene
fragmenteDNK poznatih duzina. Leder poseduje sekvence u rasponu od 100 do 1000
baznih parova seCene na svakih 100 bp. Leder u sebi poseduje inkorporiranu boju
neophodnu za prepozanvanje na gelu.

Po zavrsetku elektroforeze vrsi se vizuelizacija razdvojenih fragmenata bojenjem gela
1% etidijum-bromidom (Ethidium Bromide Solution 1%®, BioChemica BC),
supstancom koja se ugraduje izmedu lanaca DNK molekula i koja fluorescira kada se
osvetli UV svetlom (266 nm) na transiluminatoru.

Poredenjem brzine kretanja molekula koji ispitujemo sa brzinom kretanja molekula
poznatih duZina, elektroforezom procenjujemo veli¢inu ciljne sekvence koja je predmet
identifikacije. Na osnovu toga se moze reci da li je ciljna sekvenca prisutna ili ne u

ispitivanom uzorku.

Tabela 2.2: Sastojci za pripremu 8% poliakrilamidnog gela

Supstanca Koli¢ina
ddH,0 3,9 ml
5xTBE 1,3ml
Akrilamid / Bis-akrilamid 40 % 1,3 ml
APS 10% 46 ul
TEMED 8,4 ul
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3.8.4. Restrikciona digestija PCR produkata i analiza duzine
restrikcionih fragmenata (RFLP) (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism)

Ova metoda zasniva se na sposobnosti restrikcionog enzima (endonukleaze) da izvrsi
digestiju odnosno ise¢e PCR produkt na karakteristicnoj poziciji, specificnoj za dati
enzim i nagradi dva ili viSe fragmenata koji se potom vizualizuju na poliakrilamidnom
gelu. Kod ovih polimorfizama dolazi do gubitka postojeceg ili stvaranja novog
restrikcionog mesta, tako da u zavisnosti od polimorfizma dobijamo produkte razlicite
veli¢ine [259].
Restrikciona smesa (20 ul) se sastoji od

e PCR amplifikata

e Restrikcionog enzima (endonukleaze)

e Pufera
Nakon inkubacije (na 37°C u trajanju od sat-dva), produkti restrikcije se podvrgavaju
elektroforezi na istovetan nacin kao produkti PCR-a. Kao rezultate analize svakog SNP-
a dobijamo tri moguénosti: neseceni fragment (sekvenca nema restrikciono mesto),
heterozigot (jedan lanac je iseCen a drugi nije) i iseCeni fragmenti (postoji restrikciono

mesto).

3.8.5. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za TNF-alpha, LT
alfa, TNFR; i TNFR,

Reakcionu smesu od 25 ul u svakoj tubici €inili su reagensi prikazani u Tabeli 2.3.

U naSem slucaju koris¢eni su sledeci reagensi:
e MgCl; (Kappa Biosystems)
e 10XPCR puffer (KAPA Taq Buffer A and B (10X, with 1.5 mM MgCl, at 1X,
Kappa Biosystems)
e Nukleotidi: ANTP Mix, 10 mM each ®, Thermo Scientific
e DMSO-Dimetil Sulfoksid (Serva, Nemacka)
e Prajmeri (Metabion GmbH, Nemacka)
e dd H20 (Galenika, Srbija)
e Taq polimeraza (KAPA Taq DNA Polymerase (5 U/uL)®, Kappa Biosystems)
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Tabela 2.3: Reakciona smesa za PCR analizu produkata TNFa, LTa, TNFR; i
TNFR,.

Koli¢ina (pl)
Reagens
TNF alfa LT alfa TNFR; TNFR;
MgCl, (25mM) 0,5 2,5 0,5 0,5
10xPCR pufer 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTP (10mM) 0,5 1,0 0,5 0,5
DMSO 2,5
Fw prajmer 1,0 1,0 1,0 1,0
Rw prajmer 1,0 1,0 1,0 1,0
ddH20 16,3 11,3 16,3 16,3
Taq polimeraza 0,2 0,2 0,2 0,2
Uzorak DNK 3,0 3,0 3,0 3,0

Svaka sekvenca zahteva po dva specifi¢na oligonukletoidna prajmera (Tabela 2.4). PCR
reakcija odvija se u 35 ciklusa denaturacije, hibridizacije i elongacije uz po jedan ciklus
pocetne denaturacije i finalne elongacije (Tabela 2.5).
Dobijeni PCR produkti koji se vizuelizuju na transiluminatoru koris¢enjem PAGE su
sledecih veliCina:

e TNFa- 117bp (Slika 2.1)

e LTa- 782bp (Slika 2.2)

e TNFR;- 183bp

e TNFR2- 242 bp (Slika 2.3)

Tabela 2.4: Specifi¢ni prajmeri neophodni za amplifikaciju produkata TNFa, LTa,
TNFR1 i TNFR..

Fw prajmer Rv prajmer
-308G/A | Fw: 5 AGG CAA TAG GTT TTG Rv: 5> ACA CTC CCC ATC
TNFa AGG GCC AT 3’ CTC CCT GCT3’
+252A/G Fw. Rv:
LTa 5’CCGTGCTTCGTGCTTTGGAC | 5 AGAGGGGTGGATGCTTG
TA 3’ GGTTC ¥
+36G/A | Fw: 5’GAC CCC AAATGG GGG | Rv: 5 ACC AGG CCC GGG
TNFR; AGT GAG AGG 3’ CAGGAGAG¥
+676T/G | Fw: 5’ TCC TGG AGT TGG CTG Rv: 5’ACT CTC CTA TCC
TNFR; CGTGT ¥ TGCCTGCT 3
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Tabela 2.5: Uslovi reakcije lanCane polimeraze za amplifikaciju produkata TNFa, LTa,
TNFR;1 i TNFR..

Pocetna__ Denaturacija | Hibridizacija | Elongacija Flnaln(:a_
denaturacija elongacija

TNE o 3 min 45 sec 45 sec 45 sec 7 min
95°C 94 °C 59 °C 72 °C 72 °C

LT 3 min 30 sec 30 sec 1 min 5 min
95°C 95 °C 56 °C 72 °C 72 °C

3 min 30 sec 30 sec 30 sec 7 min

VAR, 94 °C 94 °C 65 °C 72 °C 72 °C
3 min 30 sec 30 sec 30 sec 7min

UNIAR: 95°C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C

Slika 2.1: Prikaz PCR produkta na PAA gelu za TNFa

Slika 2.2: Prikaz PCR produkata na PAA gelu za LTa

Slika 2.3: Prikaz PCR produkata na PAA gelu za TNFR2
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3.8.6. RFLP u analizi polimorfizama za TNF alfa, LT alfa, TNFR; i
TNFR,

Kao §to je ve¢ pomenuto, za svaki polimorfizam postoje indivudualni uslovi (Tabela
2.6). Zapremina restrikcione smeSe se dodaje celokupnom preostalom amplifikatu

nakon provere (maksimalno do 16 pl amplifiakta).

Tabela 2.6: Uslovi restrikcije ispitivanih polimorfizama

TNFa LTa TNFR; TNFR;
Pufer (ul) Tango (2) Tango (2) MultiCorel10x (2) Tango (2)
Enzim (ul) Ncol (0,5) Ncol (0,3) MSPAL1I (0,3) Hinlll (0,5)
Inkubacija, . .
37 9C 10 min 10 min 2,5h 1,5h
Proizvodac Thermo Scientific New_EngIand T'Fem?‘.’
Biolabs Scientific

U slu¢aju TNFa-308 G/A polimorfizma, pomenuti Ncol enzime prepoznaje specificnu
sekvencu 5°...C | CATG G...3’. Ukoliko zamena baza ne postoji, enzim ¢e prepoznati
restrikiono mesto i produkt duzine 117 bp ¢e digestovati na dva manja produkta (97
bp+20 bp). Kao rezultat ove analize na poliakrilamidnom gelu dobijamo sledece
mogucnosti (Slika 2.4)

e Homozigot bez SNP, homozigot 1, (divlji tip, wild type-wt, za Evropsku
populaciju) ¢iji je genotip G/G . Na gelu ovaj genotip prepoznajemo kao dve
trake duzine 97 bp i 20 bp.

e Heterozigot -sa SNP (het) Ciji je genotip G/A. Na gelu ovaj genotip
prepoznajemo kao tri trake duzine 117 bp, 97 bp i 20 bp.

e Homozigot za SNP, homozigot 1 (mutantnti tip-mut za evropsku populaciju)

¢iji je genotip A/A. Ovaj genotip na gelu prepoznajemo kao jednu traku
duzine 117 bp.

Slika 2.4: Prikaz produkata digestije na PAA gelu za TNFa (Da bi PCR fragmenti
duzine 117 bp 1 97 bp bili vizuelizovani (“razdvojeni”) na gelu, traku duzine 20 bp nije
moguce prikazati na gelu)
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U slucaju LT +252A/G polimorfizma, pomenuti Ncol enzim prepoznaje specificnu
sekvencu.... 5°...C | CATG G...3’. Ukoliko ne postoji polimorfizam, enzim
prepoznaje restrikciono mesto i fragment duzine 782 bp ¢e digestovati na dva manja
(586 bp+196 bp). Na poliakrialmidnom gelu vizuelizacijom dobijamo sledece
mogucnosti (Slika 2.5):

e Homozigot bez SNP, homozigot 1, neseCeni homozigot (divlji tip-wt za
evropsku populaciju) ¢iji je genotip A/A. Ovaj genotip na gelu prepoznajemo
kao jedan fragment duzine 782 bp.

e Heterozigot sa SNP-(het) ¢iji je genotip GA. Posmtranjem ovog genotipa na
gelu uocavamo tri fragmenta duzine 782 bp, 586 bp 1 196bp.

e Homozigot bez SNP, homozigot 2, sefeni homozigot (divlji tip-wt za

evropsku populaciju) ¢iji je genotip GG. Na gelu ovaj genotip prepoznajemo
kao dve trake duzine 586 bp i 196 bp.

782'b.p Ml -

586bp  500by

Slika 2.5: Prikaz produkata digestije na PAA gelu za LTa (Da bi PCR fragmenti duzine
782 bp i 586 bp bili vizuelizovani (“razdvojeni”) na gelu, traku duzine 196 bp nije
moguce prikazati na gelu)

Kada se radi 0 TNFR; +36A/G polimorfizmu, enzim MspAll prepoznaje specifi¢no

restrikcionu sekvencu 5°..CMG|CKG...3. U ovom slu¢aju ¢e enzim prepoznati
sekvencu u slucaju prisustva zamene baze i produkt od 183 bp ¢e digestovati produkte
od 108 bp i 75 bp. kao rezultat na PAA gelu pratimo slede¢e moguénosti:

e Homozigot bez SNP, homozigot 1 (divlji tip-wt za evropsku populaciju) gde
nije doslo do zamene baza i genotip je A/A. Na gelu ovaj genotip pokazuje
jednu traku duzine samog PCR produkta odnosno 183 bp.

e Heterozigot sa SNP (het) ¢iji je genotip AG jer je doSlo do zamene baze u
jednom lancu. Na PAA gelu ovaj genotip pokazuje tri fragmenta duzine 183

bp, 108 bp i 75 bp.
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e Homozigot za SNP, homozigot 2 (mutant-mut za evropsku populaciju) ¢iji je
genotip GG (na oba lanca doslo do zamene baze. Pri vizuelizaciji na gelu ovaj
genotip pokazuje dva fragmenta duzine 108 bp 1 75 bp.

Digestija PCR produkta za analizu TNFR; +676 T/G polimorfizma vrSena je
pomenutim Hin 111 enzimom koji prepoznaje specificnu 5°...CATG]|...3” sekvencu.
Ukoliko zamena baza ne postoji, enzim ¢e prepoznati restrikciono mesto i1 produkt
duzine 242 bp ¢e digestovati na dva manja (134 bp+108 bp). Pri analizi na PAA gelu
mozemo ocekivati slede¢e mogucnosti (Slika 2.6):

e Homozigot bez SNP-divlji tip (wild type-wt) gde nije doslo do zamene baze i
genotip je TT. Pri analizi na gelu ovaj genotip pokazuje dva fragmenta duzine
134 bp i1 108 bp.

e Heterozigot sa SNP (het) ¢iji je genotip TG jer je doSlo do zamene baze na
jednom lancu DNK. Na PAA gelu ovaj genotip daje tri fragmenta duzina 242
bp, 134bp i 108bp.

e Homozigot za SNP- mutant (mut) ¢iji je genotip GG jer je doSlo do zamene
baze na oba lanca DNK. Pri vizuelizaciji na PAA gelu ovaj genotip poseduje

jedan fragment duzine 242 bp.

Slika 2.6: Prikaz produkata digestije na PAA gelu za TNFR2
3.9. ELISA-Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ELISA reakcija predstavlja imunoesej (upotreba antitela (At) kao reagenasa) koji koriste
enzim vezan za jedan od reagenasa u cilju kvantifikacije ispitivane supstance kroz
formiranje boje nakon dodavanja supstrata/nromogena [260]. Tako da je osnovna
karakteristika ELISE obelezavanje jednog od reagenasa enzimom.

ELISA je heterogeni sistem, odnosno podrazumeva postepeno dodavanje i reagovanje

reagenasa na supstrat vezan za ¢vrstu podlogu, kroz korake inkubacije i ispiranja u cilju
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razdvajanja vezanog i slobodnog supstrata. Enzimska reakcija sluzi da nagradi boju i na

taj nacin kvantifikuje reakciju, upotrebom reagensa obelezenog enzimom.

3.9.1. Koris¢eni komercijalni ELISA setovi za analizu koncentracije

citokina

Sva cetiri ELISA seta su proizvodaca eBioscience i predstavljaju direktne sendvic
ELIZE (Tabela 2.7). Absorbanca se za sva 4 seta oCitava na 450 nm. Sastoje se od ploce
sa 96 bunari¢a. Od 96 bunari¢a, jedan sluzi za tzv ,,blank* Cija je absorbanca jednaka
nuli, a u 8 se pripremaju standardna razblazenje pomocu kojih se formira standardna

kriva, tako da se po ploci dobija 88 rezultata.

Tabela 2.7: Koris¢eni ELISA setovi za odredivanje serumskih koncentracija TNFa,
LTa, TNFRy, TNFR;

Citokin Naziv seta jedinice | senzitivnost
- - | -
TNFo Human TNF alpha EL7I§,2\6)Ready SET-Go!® (88 og/ml 4,000
LTa Human TNF-f Instant ELISA® (BMS202INST) | pg/ml 4,600
Human sTNF-R (60kDa) Instant ELISA®
TNFR, (BMS203INST) ng/ml 0,053
TNFR, Human sTNF-R (80 kDa) Platinum ELISA® ng/m 0,100

(BMS211)

Absorbanca se ocitava na TECAN ¢itacu u kombinaciji sa Microsoft Excel programom.
Nakon formiranja standardne krive u Microsoft EXCEL programu, na oshovu

absorbanci dobijaju se zeljene koncentracije.
3.10. StatistiCka obrada podataka

Statistickom analizom podataka obuhvaceni su svi ispitivani parametri. Baza podataka
kao i obrada samih rezultata vrSeni su u SPSS 18.0 statistickom paketu (SPSS inc.,
Chicago, IL, USA).

Od metoda deskriptivne statistike koris¢ene su mere centralne tendencije i mere
disperzije, za numeri¢ka obeleZja posmatranja, a apsolutni i relativni brojevi za
atributivna obeleZja posmatranja.

Hi-kvadrat (x2, Chi-square Test) , odnosno FiSerovim testom egzaktne verovatonoce
(Fisher’s exact Test) poredili smo ucestalost pojavljivanja analiziranih atributivnih

obelezja posmatranja, izmedu analiziranih grupa.
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Izbor testa za analizu numerickih obelezja posmatranja zavisio je od prirode raspodele
podataka. U cilju odredivanja normalnosti raspodele kori$¢en je Kolmogorov-Smirnov
test (Kolmoglorov-Smirnov Test). U sluc¢aju normalne raspodele Kkoristili smo Studentov
T test (Student’s t-Test), jednofaktorsku analizu varijanse (ANOVA) i sa Bonferroni
korekcijom (Bonferroni correction) za analizu razlika izmedu grupa. Kod raspodele
razlicite od normalne koristili smo Kraskal-Volisov test (Kruskal-Wallis Test), a za
medugrupnu analizu Man Vitnijev U test (Mann Whitney U Test).

Koris¢eni su i Spirmanovi (Spearman’s rank correlation coefficient) i1 Pirsonovi
(Pearson’s rank correlation coefficient) koeficijenti korelacije, u zavisnosti od toga da
li su obradivani parametarske ili neparametarske vrednosti. Regresionim modelima
(univarijantim pa multivarijantim) odredivali smo zavisne odnosno nezavisne prediktore
razlike rizika za nastanak oboljenja. Logisticku regresionu analizu koristili smo za
racunanje odnosa verovatnoca (eng. Odds Ratio-OR) za utvrdivanje rizika oboljevanja
od istrazivanih oboljenja. Interval poverenja (engl. Confidence Interval-Cl) bio je 95%.
Visestrukom linearnom regresijom odredivali smo kretanje vrednosti zavisnih
promenljivih (dubine sondiranja, nivoa pripojnog epitela i serumske koncentacije
citokina) u zavisnosti od menjanja nezavisnih promenljivih.

Odstupanje od Hardi-Vajnergovog ekvilibrijuma (Hardy-Weinberg equilibrium-HWe)
racunato Hi kvadrat testom pomoc¢u online dostupnih kalkulatora.

Vrednosti ravnoteZze nepovezanosti (LD) su racunate i graficki predstavljene za
polimorfizme na istom lokusu pomocu programa Haploview 4.2.

Pacijenti sa nedostaju¢im podacima nisu ukljuceni u studiju. Statisticka signifikantnost

definisana je za p<0,05
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4.0 REZULTATI

4.1.Demografski podaci ispitanika

U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 180 ispitanika, 81 muskog ( 45,0%) 1 99 Zenskog
(55,0%) pola. Prosecna starost ispitanika bila je 44,53+9,087, raspona od 26-72 godine.
Demografske karakteristike ispitanike po grupama predstavljene su u tabeli 3.1. Grupe
ispitanika bile su uskladene po polu (x% p=0,179) i starosti (ANOVA, p=0,242).
Obrazovanje ispitanika definisano je kao osnovno, srednje, student i visoko. Grupe nisu
bile uskladene po obrazovanju (x%, p=0,000). Ispitanici srednjeg obrazovanjem

preovladavali su u T2D grupi, dok su visoko obrazovani ispitanici preovladali u

grupama sistemski zdravih ispitanika.

Tabela 3.1: Demografske karakteristike ispitanika po grupama

Grupa
ZK (n=57) | PD (n=58) | T2D (n=65) Ukupno
Pol Muski 23 (40,4) 24 (41,4) 34 (52,3) 81 (45,0)
(N(%)) Zenski 34 (59,6) 34 (58,6) 31 (47,7) 99 (55,0)
43,47+4,22 | 46,15+£12,5 | 44,00+£8,48 | 44,5349,08
Starost (SVESD;raspon) | %06 57y | 3(28.72) | 2/(27-61) | 7 (26-72)
Stepen Osnov_no 0 (0) 2 (3,4) 6 (9,2) 8 (4,4)
obrazovan Srednje 2 (3,5) 15 (25,9) 44 (67,7) 61 (33,9)
ia (N (%)) Student 25 (43,9) 7(12,1) 0(0) 32 (17,8)
Visoko 30 (52,6) 34 (58,6) 15 (23,1) 78 (43,3)
ITM(kg/m?) 22,642,932 | 24,3+£3,589 | 27,042,789 | 24,7+3,620
Nizak 4 (7,0 1(32,8) 31 (47,7) 54 (30,0)
Intenzitet Umeren 35 (61,4) 26 (44,8) 18 (27,7) 79 (43,9)
stresa Visok 18 (31,6) 13 (22,4) 16 (24,6) 47 (26,1)
Prosek 2,25+0,576 | 1,9+0,742 | 1,770,825 | 1,96+0,750
Fizicka Nema 26 (45,6) 25 (43,1) 38 (58,5) 89 (49,4)
aktivnost- Redovna 24 (42,1) 26 (44,8) 19 (29,2) 69 (39,3)
frekvenca | Neredovna 7(12,3) 7(12,1) 8 (12,3) 22 (12,2)
Fizicka Slab 4 (12,9) 14 (42,4) 21 (77,8) 39 (42,9)
aktivnost- Umeren 19 (63,1) 16 (48,5) 3(11,1) 38 (41,8)
intenzitet Jak 8 (25,8) 3(9,1) 3(11,1) 14 (15,4)
Fizi¢ka Aerobna 27 (87,1) 23 (69,7) 23 (82,1) 73 (79,3)
aktivnost- | Anaerobna 1(3,2) 6 (18,2) 4 (14,8) 11 (12,1)
vrsta Kombinovan 3(9,7) 4(12,1) 0 7 (7,6)

ITM-Indeks telesne mase

lako je ulaznim kriterijumima studije indeks telesne mase definisan u rasponu od 18-30
kg/m?, uocena je statisticki znaCajna razlika u ovom parametru medu grupama

(ANOVA sa Bonferoni korekcijom, p<0,05 za ZK>PD>T2D). Nivo stresa zna¢ajno je
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vec¢i (Man-Vitnijev test) u grupi zdravih kontrola u odnosu na PD grupu (p=0,008) i na
T2D grupu (p=0,000). Ispitanici su davali podatke i o redovnosti, intenzitetu i vrsti
fizicke aktivnosti. Grupe se medusobno razlikuju samo po podacima o intenzitetu
vezbanja, sa tendencijom jadeg intenziteta u grupi zdravih kontrola (x%, ZK/PD:p=0,018,
ZK/T2D:p=0,000, PD/T2D:p=0,007).

Osnovna podela pacijenata na osnovu konzumiranja cigareta je na puSace 1 nepusace
(Tabela 3.2). U odnosu na ovu podelu, grupe pacijenata su medusobno uskladene (37,
p=0,202). Pusac¢ima je dalje racunat indeks paklo/godina, i u ovoj podeli pusaca uocena
je razlika izmedu ispitanika ZK 1 T2D grupe (ANOVA sa Bonferoni korekcijom,
p=0,003). Nepusaci su definisani kao oni koji nikada nisu pusili, a bivsi pusaci
podeljeni su na osnovu vremena kada su ostavili cigarete. U grupi zdravih kontrola
dominiraju pacijenti koji nisu nikada pusili (x?, ZK/PD: p=0,001, ZK/T2D: p=0,000).
Belezili smo 1 podatke o disanju na usta (nocu ili danju) 1 dobili smo statisti¢ki znacajno
vedi broj ispitanika sa ovom navikom u T2D grupi (38,5%), nego u PD (17,2%) 1 ZK
(15,3%) grupi (y’, ZK/T2D:p=0,045, T2D/PD: p= 0,027). Navika stiskanja zuba
zabelezena je statistCki CeS¢e kod ispitanika kontrolne grupe (33,3%) nego u PD
(17,2%) i T2D grupi (13,8%) (%, ZK/PD:p=0,047, ZK/T2D: p=0,011).

Tabela 3.2: PusSacki status ispitanika

Grupa
ZK (n=57) PD (n=58) T2D (n=65) Ukupno

Pusadi 19 (33,3) 24 (41,4) 17 (26,2) 60 (33,3)
aN<10cig/ld |4 (21,1) 11 (45,8) 6 (35,3) 21 (35,0)
mN>10 cig/d 15 (78,9) 13 (54,2) 11 (54,7) 39 (65,0)
mPPY (x+SD 7,6+£7,151 16,610,604 29,0£26,743 17,9+18,157
(min-max) (0,5-23,0) (1,20-40,0) (5,0-120,0) (0,5-120,0)
Nepusaci 38 (66,7) 34 (58,6) 48 (73,8) 120 (66,7)
mNikad 35 (92,1) 22 (64,7) 22 (45,8) 79 (65,8)
mOstavili<5god | 3 (7,9) 4(11,8) 11 (22,9) 18 (15,0)
mOstavili>5god | 0(0) 8 (23,5) 15 (33,3) 23 (19,2)

Sve vrednosti, sem PPY indeksa su izrazene kao N(%). PPY-indeks paklo-godina.

Sa aspekta porodi¢ne anamneze, belezili smo podatke o postojanju dijabetesa i/ili

parodontopatije u porodicama (Tabela 3.3). Sa veoma nesigurnim podacima o prisustvu
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parodontopatije u porodicama ispitanika, podaci govore o vecoj zastupljenosti
parodontopatije u grupi zdravih kontrola i ve¢oj zastupljenosti dijabetesa u porodicama

obolelih od dijabetesa (% p=0,001; ZK>PDP=0,000; PDP<T2D=0,005)

Tabela 3.3: Podaci o pozitivnoj porodi¢noj anamnezi ispitanika
S . g Ukupno
28 S ZK (n=57) PD(n=58) T2D (n=65)
5w 5 (n=180)
(a9
Dijabetes 20 (35,1) 19 (32,76) 29 (44,61) 68 (37,7)
Parodontopatija | 31 (54,4) 24 (41,37) 9(13,84) 64 (35,6)
T2D+PDP 10(17,5) 10 (17,24) 3(4,63) 23 (12,7)

4.2 .Klini¢ki parodontoloski parametri

Kriterijjumima ukljucenja u studiju, minimalan broj zuba definisan je na 14. ProseCan
broj zuba ispitanika iznosio je 21,82+5,268 (po grupama: ZK=25,39+1,398,
PD=22,74+4,170, T2D=19,91+4,030, Mann-Whitney ZK-PD-T2D=0,000). lako
pacijenti sa parodontopatijom pokazuju veci broj zuba od ispitanika T2D grupe, broj
pacijenata sa prisutnim protetskim nadoknadama neznatno je vec¢i kod pacijenata PD
(30 (51,72%)) nego kod pacijenata T2D grupe (30 (46,15%) (T test za nevezane uzorke,
p=0,800).

Stepen higijene usne duplje i stanje parodontalnih tkiva pratili smo kroz merenja plak
indeksa, krvarenja na provokaciju, dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela.

Srednje vrednosti dubine sondiranja (DS) iznosile su 1,95+0,462 mm u grupi ZK,
2,78+0,591 mm u PD grupi i 3,5+0,920 mm u T2D grupi. Statistickom obradom
podataka (ANOVA sa Bonferoni korekcijom) potvrdene su znacajno veée vrednosti DS
kod pacijenata T2D i PD grupe u odnosu na grupu zdravih ispitanika (p=0,000) (Grafik
3.1, Tabela 3.4). Ni kada smo vrednosti dubine sondiranja predstavili kao rangovne
vrednosti, nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika iz PD i T2D grupe
(¥’, p=0,085). U grupi ispitanika sa dijagnostikovanim dijabetesom poredili smo
vrednosti DS u odnosu na parametre glikoregulacije 1 nismo nasli statisticki znacajnu
razliku u ovom parametru u odnosu na vrednosti HbAlc (dobro kontrolisan dijabetes:
DS=2,62+0,717mm, loSe kontrolisan dijabetes: DS=2,76+1,00lmm, T test za nevezane
uzorke: p=0,572).
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Dubina Sondiranja (mm)
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Zdrave kontrole Parodontopatija Tip 2 dijabetesa

Grafikon 3.1.Srednje vrednosti dubine sondiranja (DS) izraZene u mm kod pacijenata
sve tri grupe

Srednje vrednosti nivoa pripojnog epitela (NPE) iznosile su 0.00+0.00 mm u ZK grupi,
2,71+1,885 mm u PD grupi i 4,2342,214 mm. Poredenjem srednjih vrednosti uocena je
statisticki znacajna razlika ovog parametra medu grupama sa dijagnostikovanom
parodontopatijom (Mann-Whitney, p=0,000) (Grafikon 3.2, Tabela 3.4). Takode, kada
smo vrednosti NPE za grupe pacijenata sa dijagnostikovanom parodontopatijom podelili
na rangovne vrednosti, dobili smo statisti¢ki znacajnu razliku (3%, p= 0,001), $to ukazuje
na veci stepen destrukcije parodoncijuma kod ispitanika sa dijabetesom (Grafikon 3.3).
U oviru T2D grupe, ispitanici sa dobrom glikoregulacijom pokazali su neznatno manje
vrednosti NPE (3,62+1,910mm) u odnosu na one sa loSom regulacijom nivoa $ecera u

krvi (4,494+2,306mm; T test za nevezane uzorke: p=0,145),

Nivo pripojnog epitela (mm)
5
4
3
2
1
0
Zdrave kontrole Parodontopatija Tip 2 dijabetesa

Grafikon 3.2: Srednje vrednosti nivoa pripojnog epitela (NPE) izrazene u mm kod
pacijenata sve tri grupe
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Rangovne vrednosti NPE (mm)
35
s 20
i3
= 5
2 0
@ Parodontopatija Tip 2 dijabetesa
H<2mm 26 8
H2,1-4mm 18 30
M>4,1mm 14 27

Grafikon 3.3. Raspored ispitanika prema rangovnim vrednostima NPE

Prosecne vrednosti plak indeksa (PI) po grupama bile su 0,80+0,552 u ZK grupi,
1,60+0,763 u PD grupi i 2,304+0,741 u T2D grupi. Poredenjem vrednosti PI uocena je
statisticki znacajna razlika u ovom parametru medu sve tri grupe (ANOVA sa Bonferoni
korekcijom, p=0,000) (Grafikon 3.4, Tabela 3.4). Znac¢ajnost ostaje ista i kada vrednosti
plak indeksa rangiramo (x%, ZK<PD=ZK<T2D=0,000, PD<T2D=0,003). U ZK grupi,
najveci broj ispitanika (37(64,9%)) je u opsegu od 0-1, u grupi PD najviSe pacijenata
(23(39,7%)) je u opsegu 1,1-2, dok je u T2D grupi najvise pacijenata (37(56,9%))
pokazuje prosecan plak indeks 2,1-3 (Grafikon 3.5). Nije nadena razlika u vrednostima
PI izmedu ispitanika sa dobro (2,32+0,649) i lose kontrolisanim dijabetesom
(2,17+0,780) (Man Vitni test, p=0,497).

Plak Indeks
2.5
2
15
1
0.5
0
Zdrave kontrole Parodontopatija Tip 2 dijabetesa

Grafikon 3.4: Srednje vrednosti plak indeksa (PI) po grupama
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Grafikon 3.5: Stepenovane vrednosti plak indeksa (PI) po grupama

Krvarenje na provokaciju izrazavano je kao broj mesta koji krvare 30 sekundi nakon
sondiranja izrazeno u procentima. Prosean procenat mesta koja krvare nakon
sondiranja iznosio je 38,318,418 u ZK grupi, 59,3+25,905 u PD grupi i 64,9+27,633 u
T2D grupi. Porede¢i vrednosti KNP dobili smo statisti¢ki znacajnu razliku u ovom
parametru izmedu zdravih kontrola u odnosu na grupe pacijenata sa dijagnostikovanom
parodontopatijom (ANOVA sa Bonferoni korekcijom, ZK<PD, ZK<T2D, p=0,000)
(Grafikon 3.6, Tabela 3.4). Kada su ispitanici podeljeni po stepenu krvarenja, takode je
uo&ena statisticki znacajna razlika medu grupama (3%, p=0,000) (Grafikon 3.7). Daljom
medugrupnom analizom utvrdeno je da razlika postoji izmedu zdravih kontrola i dve
grupe u kojima je dijagnostikovana parodontopatija (y°, ZK/PD i ZK/T2D, p=0,000),
dok nema razlike izmedu PD i T2D grupe ()%, p=0,705). Ispitanici sa dobro regulisanim
dijabetesom pokazali su neznatno manje vrednosti krvarenja na provokaciju
(62,23+0,649) u odnosu na ispitanike sa loSom glikoregulacijom (66,16+28,888) (T test

za nevezane uzorke, p=0,599).
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Grafikon 3.6: Srednje vrednosti krvarenja na provokaciju (KNP) izrazenog u % kod pacijenata
sve tri grupe

Nivoi krvarenja na provokaciju (%)
30
g 25
§ 20 }
‘e 15
2
g 10
o 5
0
Zdrave kontrole Parodontopatija tip 2 dijabetesa
H<25% 18 6 6
H 25-50% 27 17 14
i 50,1-75% 12 22 27
H>75% 0 13 18

Grafikon 3.7: Nivoi krvarenja na provokaciju(%) po grupama.

Kao mera uticaja inflamacije iz parodoncijuma na sistemsko zdravlje odredivani su
PESA 1 PISA parametri. PESA predstavlja meru povrSine epitela parodontalnih
dzepova, ima je smisla upotrebiti samo kod pacijenata sa dijagnostikovanom
parodontopatijom, i iznosila je 989,8+302,1 mm?u PD grupi i 702,9+289,9 mm? u T2D
grupi ispitanika. Poredenjem ovih vrednosti dobijamo statisticki znacajnu razliku
posmatranih parametara izmedu pomenutih grupa pacijenata (T test, p=0,000). Ovaj
parametar nije se razlikovao medu ispitanicima sa dobrom (780,87+359,785mm?) i
losom glikoregulacijom (668,28+249.866 mm?) (T test za nevezane uzorke, p=0,150).
PISA parametar oslikava inflamiranu povrsinu epitela parodontalnih dzepova, i iznosio

je 676,3+359,007 mm? u PD i 504,4+332,3 mm? u T2D grupi. Pokazano je postojanje
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statistiCki znaCajne razlike u vrednosti PISA parametra medu grupama pacijenata sa

dijagnostikovanom parodontopatijom (T test, p=0,007) (Grafikon 3.8, Tabela 3.4). PISA

je pokazala neznatno vece vrednosti kod ispitanika sa dobro (554,74+348,758 mm?) u

odnosu na ispitanika sa loge kontrolisanim dijabetesom (481,93+316,231mm?) (T test

za nevezane uzorke, p=0419).

1200
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Parodontopatija
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H PESA
i PISA

Grafikon 3.8: Srednje vrednosti PISA | PESA (mm?) kod pacijenata sve tri grupe.

Tabela 3.4 Klinicki parodontoloski parametri ispitanika

Med
Parametar | Grupa x£SD (Min-Max) P vrednost
DS ZK 1,95+0,462 1,85(1,17-3,1) | 90,000 ZK<PD
(mm) PD 3,180,591 2,73(0,59-4,12) | 0,000 ZK<T2D
T2D 3,15+0,920 2,58(1,92-6,42) | 1,000 PD/T2D
NPE PD 2,91+1,884 2,28 (0,68-9,04)
(mm) T2D 42312214 3.73 (1.11-10,30) | 0000 PDP<T2D
o) ZK 0,85+0,552 0,780 (0,06-2,20) | 90,000 ZK<PD
PD 1,600,763 1,475 (0,28-3,00) | 0,000 ZK<T2D
T2D 2,22+0,741 2,30 (0,50-3,00) | 0,000 PD<T2D
KNP ZK 38,28+18,418 35,710(8,80-84,52) | 40,000 ZK<PD
(%) PD 59,35+25,906 57,59(14,28-100,0) | 0,000 ZK<T2D
T2D 64,96+27,63 67,85(5,88-100,0) | 0,618 PD/T2D
99,34
pEsa | PDP 989,8+302.06 (314,5.2080.7)
T2D 702,9+289,990 (213,6.1854.4)
648,8
. PDP 676,6+359,007 (7L5-20807) | 1 oo tan
(mm?) . 504,4+ 431,8 ’
332,300 (65,1-2126,1)

YANOVA (Bonferoni korekcija), #Mann-Whitney U Test, [T test (nezavisni uzorci)
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Merenja svih klinickih parodontoloskih parametara sumirana su u Tabeli 3.4 gde su
prikazane srednje vrednosti, standardne devijacije, mediane, minimalne i maksimalne

vrednosti pomenutih parametara.

4.3.Podaci o tipu 2 dijabetesa

Grupu pacijenata obolelih od tipa 2 dijabetesa Cinilo je ukupno 65 ispitanika. Prosesna
duzina trajanja dijabetesa u godinama bila je 11,467,399 godine (med(min-max)=
10,00(1,00-35,00)). 31 pacijent (47,7%) bio je na terapiji oralnim hipoglikemicima, njih
22 (33,8%) bilo je na terapiji insulinom, dok je 12 (18,5) koristilo kombinovanu
terapiju. Vecina pacijenata (njih 45, odnosno 69,2%) imalo je loSu glikoregulaciju.
Najmanji broj ispitanika T2D grupe (17 (26,2%)) nije imalo dijagnostikovanu nijednu
hroni¢nu komplikaciju, njih 22 (33,8%) imalo je jednu, dok je ¢ak 26 (40,0%) ispitanika
imalo dijagnostikovano dve ili viSe hronicne komplikacije (Grafikon 3.9).
Makrovaskularne komplikacije imalo je 28 (43,1%) ispitanika, dok je prisustvo
mikrovaskularnih hroni¢nih komplikacija detektovano kod 37 (56,9%) pacijenata.
Daljom podelom hroni¢nih mikrovaskularnih promena zabelezeno je da 21 (32,3%)
ispitanika ima ocne, 9 (13,8%) nefroloske, dok 29 (44,6%) ima periferne neuroloske

komplikacije.

Distribucija ispitanika T2D
grupe prema postojanju
hronic¢nih komplikacija

26%

M Bez komplikacija
40% {
H 1 komlikacija

i >2 komplikacije

34%

Grafikon 3.9: Distribucija pacijenata sa dijabetesom u odnosu na prisustvo hroni¢nih
komplikacija

4.4.Krvna slika i biohemijske analize

Prose¢ne vrednosti broja eritrocita po grupama bile su u granicama normale
(ZK=4,53+0,559, PD=4,69+0,646, T2D=4,63+0,486), iako su maksimalne vrednosti u
grupama PD i T2D dostizale do 6,70x10*%/1. Srednje vrednosti hemoglobina takode su
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bile u granicama normale (ZK=137,00+13,043, PD=138,93+13,447,
T2D=138,43+14,97), iako su minimalne vrednosti bile ¢ak 76,70 g/I. Srednje vrednosti
hemoglobina (ANOVA, p=0,741) 1 eritrocita (Kraskal Volis, p=0,150) su uskladene
medu grupama. Parametri krvne slike- MCH (Kraskal Volis, p=0,095), MCHC (Kraskal
Volis, p=0,590), HCT (ANOVA, p=0,608) su takode uskladeni medugrupno. Srednje
vrednosti svih ovih parametara su bile u granicama normale, iako su u svim grupama
minimalne i maksimalne vrednosti bile van referentnih vrednosti. Jedini parametar
krvne slike koji je bio smanjen u T2D grupi u odnosu na ostale dve grupe je MCV (Man
Vitni test: ZK/T2D:p=0,026, PD/T2D:p=0,023). Pokazatelji inflamacije u analizama
krvne slike, prose¢ne vrednosti leukocita 1 leukocitarne formule, takode su u granicama
referentnih  vrednosti. Vrednosti leukocita (ZK=6,92+1,717, PD=7,574+2,207,
T2D=7,39+1,807) medugrupno su uskladene, a maksimalne vrednosti su iznad gornjih
granica referentnih vrednosti u svim grupama. Parametri leukocitarne formule
(procentualni odnos monocita, neutrofila 1 limfocita) pokazuju vece vrednosti u PD
grupi nego u ZK i T2D grupi. lako su i kod ovih pokazatelja inflamacije srednje
vrednosti u referentnim granicama, pojedine maksimalne i minimalne vrednosti izlaze iz
propisanih okvira.

Povecanje brzine sedimentacije u prvom satu i vrednosti fibrinogena su dodatni
parametri koji pokazuju stepen sistemske inflamacije. Vrednosti fibrinogena definisali
smo kao dihotomne vrednosti- vece, odnosno manje od 3,7 g/l. Broj ispitanika sa
vrednostima fibrinogena ve¢im od 3,7 g/l u grupi ZK bio je 2 (3,5%), u grupi PD 5
(8,6%) a u grupi T2D bio je 34 (53,8%). Statistickom obradom ovih podataka dobijena
je znacajna razlika u ucestalosti povecanih vrednosti fibrinogena kod pacijenata sa
dijabetesom u odnosu na dve grupe sistemski zdravih ispitanika (y°, ZK<T2D,
PD<T2D=0,000). Sedimentacija u prvom satu veca je kod pacijenata sa dijabetesom
(19,02+13,231) nego kod grupa sistemski zdravih ispitanika (ZK=9,51+5,470,
PD=10,86+6,019). U grupama sistemski zdravih ispitanika prose¢ne vrednosti
sedimentacije su u opsegu referentnih vrednosti, sa maksimumom van opsega za PD
grupu. U T2D grupi, povecane su i srednje 1 maksimalne vrednosti. Parametri pracenja
glikoregulacije, glukoza naste i glikozilovani hemoglobin, statisticki su znacajno veci
kod pacijenata sa dijabetesom (glu=9,39+3,183, HbA1c=8,18+2,116), nego u grupama
sistemski  zdravih ispitanika (ZK:glu=4,60+0,519, HbAlc=4,71+0,603, PD:
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glu=5,07+1,018, HbA1c=4,82+0,528). Oba parametra u T2D grupi pokazuju povecane
srednje 1 maksimalne vrednosti. Lipidni status pacijenata odredivan je merenjem
ukupnog holesterola, HDL, LDL i vrednosti triglicerida. Grani¢ne vrednosti za
pomenute parametre (sem triglicerida) variraju u zavisnosti od pola i zdravstvenog
stanja bolesnika (prisustvo dijabetesa 1 njegovih kardivaskularnih komplikacija), kao $to
je opisano u poglavlju materijal i metode. Srednje vrednosti ukupnog holesterola van su
referentnih granica u T2D grupi (5,46+1,358) i znacajno su vece nego kod druge dve
grupe (ZK=4,14+0,996, PD=5,13+1,097). Srednje vrednosti HDL, LDL i triglicerida
znacajno se razlikuju medu sve tri grupe ispitanika, iako su njihove prosecne vrednosti
u ZK i PD grupi u referentnom opsegu. Maksimalne vrednosti holesterola, LDL i

triglicerida, su van opsega referentnih vrednosti u sve tri posmatrane grupe ispitanika.

4.5.Analiza biohemijskih rezultata u odnosu na klini¢ke

parametre parodontopatije

Statistickom obradom podataka nismo dobili ni jednu znacajnu korelaciju izmedu
parametara glikoregulacije (glukoza naste i HbAIc) i lipidnog statusa (ukupni
holesterol, HDL; LDL, trigliceridi) sa klinickim parodontoloskim parametrima (DS,
NPE, PESA, PISA).

4.6.Analiza geneti¢kih rezultata

4.6.1.0dstupanje od Hardy-Weinberg-ovog ekvilibrijuma

Ravnotezu sa Hardy-Weinberg-ovim ekvilibrijumom racunali smo =za svaki
polimorfizam na nivou celog uzorka, kao i na nivou svake grupe ponaosob. U tabeli 3.5
prikazane su vrednosti y* testa i p vrednosti. Raspodela genotipova polimorfizma je u
Hwe ravnotezi ukoliko je p vrednost ve¢a od 0,05. U nasem slucaju, u ravnotezi su
slede¢i polimorfizmi: -308G/A TNFa na celokupnom uzorku, +36A/G TNFR; u PD i
T2D grupi kao i +676T/G TNFR, na celokupnom uzorku i u svakoj ispitivanoj grupi

ponaosob.
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Tabela 3.5: Vrednosti ravnoteze sa Hardy-Weinberg-ovim ekvilibrijumom

SNP | Uzorak r P vrednost
Svi ispitanici 0,402 0,249
! é ZK grupa 0,249 0,001
g PD grupa 0,630 0,043
& | T2D grupa 2,922 0,019
- Svi ispitanici 24,660 0,000
5 ZK grupa 14,979 0,003
i PD grupa 1,823 0,000

"

h T2D grupa 11,587 0,003
Svi ispitanici 3,692 0,000
ZK grupa 0,569 0,003
% ¢ | PD grupa 1,229 0,268
® Z | T2D grupa 2,442 0,118
Svi ispitanici 0,144 0,703
ZK grupa 0,002 0,953
é EN PD grupa 0,948 0,329
© £ | T2D grupa 0,216 0,641

4.6.2.Analiza polimorfizama u genu za TNFa (-308G/A TNFa,
rs1800629)

U celom uzorku ispitanika, njih 85 (47,3%) imalo je GG genotip, 80 (44,4%) je
pokazalo GA, a 15 (8,3%) AA genotip. Ucestalost G alela u celokupnom uzorku bila je
0,694, a A alela 0,306.

U grupi zdravih kontrola, 28 (49,1%) ispitanika ima GG genotip, njih 25 (43,9%) GA i
4 ispitanika (7,0%) ima homozigotni AA genotip. Sistemski zdravi ispitanici sa
parodontopatijom pokazali su slicnu distribuciju genotipova, sa neznatno manjim
procentom homozigota GG (25 (43,1%)) i veéom frekvencom homozigota AA
(9(15,5%)). U T2D grupi, najmanja je ucestalost AA homozigota u odnosu na ostale
grupe (2(3,2%)) dok je ucestalost GG 1 GA genotipa neznatno veca nego u grupama

zdravih ispitanika. Sa aspekta uticaja na sintezu samog TNFa, genotipove definis§emo
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kao niskoprodukuju¢e odnosno GG genotip i1 visokoprodukuju¢i odnosno GA+AA. Ne
postoji statistiCcki znaCajna razlika u ucestalosti genotipova definisanih na pomenuti
na¢in medu grupama, ali je neobi¢na pojava veceg broja nosilaca GA ili AA nego GG
genotipa (Tabela 3.6). Univarijantnim regresionim modelom nijedan od genotipova nije
se pokazano kao zavisni prediktor pojave parodontopatije (Tabela 3.7) niti zajedno
parodontopatije i dijabetesa (Tabela 3.8). Nakon pokazanog protektivnog efekta AA
genotipa za nastanak dijabetesa i parodontopatije u odnosu na parodontopatiju u
univarijantoj analizi (Tabela 3.9), isti efekat ovog genotipa potvrden je i u
multivarijantnoj regresionoj analizi (OR=0,180, CI=0,037-0,886, p=0,035).
Logistickom regresionom analizom nijedan genotip niti alel nisu definisani kao nosioci
povecanog rizika za oboljevanje od parodontopatije (Tabela 3.10), parodontopatije i
dijabetesa zajedno (Tabela 3.11), niti kombinacije oboljenja u odnosu na PD ispitanike
(Tabela 3.12). Ovi rezultati, su pokazali su da AA genotip nosi 2,5 puta, a A alel 1,4
puta veci rizik za nastanak parodontopatije, medutim bez statisti¢ke znacajnosti (Tabele
3.7, 3.10). S druge strane AA genotip je kod obolelih od dijabetesa i parodontopatije
pokazao obrnuti, odnosno protektivni efekat u odnosu na zdrave (Tabela 3.8).
Logisticka regresiona analiza pokazala je stastisticki znacajano smanjen rizik od
istovremenog oboljevanja od pomenutih oboljenja (dijabetes i parodontopatija) u

odnosu na sistemski zdrave ispitanike sa parodontopatijom (Tabela 3.9, 3.12).

Tabela 3.6: Distribucija genotipova i frekvenca alela za polimorfizam TNF alfa
rs1800629 po grupama

Gen | Genotip ZK PD T2D P vrednost
GG 28 (49,1) 25 (43,1) 32 (49,2)

» GA 25 (43,9) 24 (41,4) 31 (47,7) 0,168

o g AA 4 (7,0) 9 (15,5) 2 (3,1)

=9 GG 28 (49,1) 25 (43,1) 32 (49,2) 10,747

LR | GA+AA | 29(50,9) 33 (56,9) 33 (50,8)

= G 81 (0,710) 74 (0,638) 95 (0,730) T 0,260

A 33 (0,290) 42 (0,362) 35 (0,269)

Sve vrednosti su prikazane kao N(%), G Pirsonov Hi kvadrat test

Tabela 3.7: Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova TNFa (ZK
vs PD grupa)

Genotip Exp B (95%ClI) P

TNFa GG | 0,785 (0,376-1,630) 0,518
TNFa GA | 0,904 (0,431-1,893) 0,788
TNFa AA | 2,434 (0,704-8,411) 0,160
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Tabela 3.8. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova TNFa (ZK
vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%Cl) P

TNFa GG | 1,004 (0,493-2,046) 0,991
TNFa GA | 1,167 (0,571-2,157) 0,672
TNFa AA | 0,421 (0,074-2,338) 0,328

Tabela 3.9: Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova TNFa (PD
vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%ClI) P

TNFa GG | 1,280 (0,628-6,208) 0,497
TNFa GA | 1,292 (0,632-2,638) 0,482
TNFa AA | 0,173 (0,036-0,837) 0,029

Tabela 3.10: Polimorfizam gena za TNFa i rizik za nastanak parodontopatije, logisticka
regresiona analiza

-308G/A | ZK (N(%)) |PD (N(%)) |OR P 95% ClI

GG 28 (49,1) 25 (43,1) 1,000 Reference

GA 25 (43,9) 24 (41,4) 1.0752 0,862 | 0.4941-2.3398
AA 4 (7,0) 9 (15,5) 2.52 0,131 | 0.6899-9.2044
GA+AA 29 (50,9) 33 (56,9) 1.2745 0,516 | 0.6113-2.657
G 81 (0,710) 74 (0,638) 1,000 Reference

A 33 (0,290) 42 (0,362) 1.3931 0,240 | 0.8003-2.425

Tabela 3.11: Polimorfizam gena za TNFa i rizik za nastanak parodontopatije i
dijabetesa, logisticka regresiona analiza

-308G/A | ZK T2D OR P 95% ClI

GG 28 (49,1) 32 (49,2) 1,000 Reference

GA 25 (43,9) 31 (47,7) 1.085 0,823 | 0.5222-2.2544
AA 4 (7,0) 2 (3,1) 0.4375 |0,307 |0.0744-2.5725
GA+AA 29 (50,9) 33(50,8) |0.9957 0,567 | 0.4888-2.0281
G 81 (0,710) 95 (0,730) 1,000 Reference

A 33 (0,290) 35 (0,269) 0.9043 0,729 | 0.5163-1.5838

Tabela 3.12: Polimorfizam gena za TNFa i rizik za nastanak parodontopatije i
dijabetesa u odnosu na parodontopatiju, logisticka regresiona analiza

308G/A | PD T2D OR P 95% ClI

GG 25 (43,1) 32 (49,2) 1,000 Reference

GA 24 (41,4) 31 (47,7) 1.0091 0,892 0.4782-2.1295
AA 9 (15,5) 2(3,1) 0.1736 0,022* | 0.0344-0.8764
GA+AA 29 (50,9) 33 (50,8) 0.889 0,795 0.4315-1.8317
G 81 (0,710) 95 (0,730) 1,000 Reference

A 33 (0,290) 35 (0,269) 0.5631 0,029* | 0.3348-0.9468
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4.6.3Analiza polimorfizma u genu za LTa (+252G/A LTa, rs909253)

U ukupnom uzorku ispitanika, njih 36 (20%) imalo je GG genotip, 51 (28,2%) GA
genotip, dok je 93 (51,7%) pokazivalo AA genotip. Ucestalost A alela bila je 0,658, a G
alela 0,347. U grupi zdravih kontrola 10 (17,5%) ispitanika imalo je GG genotip, 11
(19,3 %) GA, a 36 (63,2%) AA genotip. Pacijenti sa parodontopatijom pokazali su
sli¢nu distribuciju genotipova, njih 12 (20,6%) imalo je GG genotip, dok je isti broj
ispitanika, po 23 (39,7%) imalo GA i AA genotip. Pacijenti oboleli od dijabetesa imali
su najmanje GG genotipova (14 (21,5%)), zatim GA genotipa-17 (26,2%) i najvise AA
genotipa (34 (52,3%). Dihotomnom podelom genotipova nismo dobili statisticki
znacajnu razliku u distribucij medu grupama (Tabela 3.13). Univarijantim regresionim
modelom nosioci AA genotipa izdvojili su se sa manjom predispozicijom za
parodontopatiju, dok su se nosioci AG genotipa izdvojili sa veCom predispozicijom
(Tabela 3.14). Ovaj odnos nije potvrden u multivarijantom modelu. Univarijantim
analizama izmedu grupa ZK i T2D kao i PD i T2D, nijedan genotip nije izdvojen kao
zavisni faktor koji utiCe na rizik od pojave ova dva oboljenja u odnosu na zdrave ili
ispitanike sa parodontopatijom (Tabele 3.15, 3.16). Logistickom regresionom analizom
AG genotip 1 G alel izdvojili su se statisticki znacajno kao rizi€ni za nastanak
parodontopatije (Tabela 3.17). Sli¢an trend, ali ne i statisticki znacajan se vidi i u riziku
za nastanak parodontopatije i dijabetesa zajedno (Tabela 3.18). Ovaj statisticki model
oznacio je i1 AG genotip, kao 1 ispitanike sa bar jednim G alelom kao one sa povecanim
rizikom za oboljevanje od dijabetesa i parodontopatije u odnosu na one sa samo

parodontopatijom (Tabela 3.19).

Tabela 3.13: Distribucija genotipova za polimorfizam LTa rs 909253 po grupama

Gen Genotip ZK PD T2D P vrednost
GG 10 (17,5) 12 (20,6) 14 (21,5)
" GA 11 (19,3) 23 (39,7) 17 (26,2) T 0,102
; ¥ AA 36 (63,2) 23 (39,7) 34 (52,3)
= § GG 10 (17,5) 12 (20,7) 14 (21,5) T 0.849
H o | GA+AA 47 (82,5) 46 (79,3) 51 (78,5) ’
A 83 (0,728) 69 (0,594) 85 (0,653) T 0102
G 31 (0,271) 47 (0,406) 45 (0,346) ’

Sve vrednosti su prikazane kao N(%)

G Pirsonov Hi kvadrat test
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Tabela 3.14. Univarijantna logisticka regresiona analiza genotipova LTa. (ZK vs PD)

Genotip Exp B (95%Cl) P

LTa AA 0,383 (0,181-0,814) 0,013*

LTa AG 2,748 (1,184-6,380) 0,019*

LTa GG 1,226 (0,4486-3,115) 0,668
Tabela 3.15. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza genotipova LTa (ZK vs T2D)

Genotip Exp B (95%CI) P

LTa AA 0,648 (0,310-1,322) 0,228

LTa AG 1,481(0,627-3,498) 0,370

LTa GG 1,290 (0,530-3,183) 0,580
Tabela 3.16. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza genotipova LTa (PD vs T2D)

Genotip Exp B (95%ClI) P

LTa AA 1,052 (0,442-2,507) 0,908

LTa AG 0,539 (0,251-1,156) 0,113

LTa GG 1,669 (0,815-3,418) 0,161

Tabela 3.17: Polimorfizam gena za LTa i rizik za nastanak parodontopatije, logisticka

regresiona analiza

+252A/G ZK PD OR P 95% CI

AA 36 (63,2) 23 (39,7) 1,000 Reference
AG 11 (19,3) 23 (39,7) 3,2727 | 0,007* 1,3456- 7,9601
GG 10 (17,5) 12 (20,6) 1,8783 0,208 0,6986-5,0496
AG+GG 22 (38,6) 35 (61,4) 2,4901 | 0,015* 1,1797-5,2562
A 83 (0,728) 69 (0,594) 1,000 Reference

G 31 (0,271) 47 (0,406) 1,8237 | 0,032* 1,0473-3,1757

Tabela 3.18: Polimorfizam gena za LTa. i rizik za nastanak parodontopatije i dijabetesa,
logistiCka regresiona analiza

+252A/G ZK T2D OR P 95% ClI

AA 36 (63,2) 34 (52,3) 1,000 Reference
AG 11 (19,3) 17 (26,2) 16364 | 0,277 0,6709-3,9911
GG 10 (17,5) 14 (21,5) 1,4824 | 0,409 0,5807-3,784
AG+GG 22 (38,6) 31 (47,7%) 1,492 0,275 0,7263-3,0648
A 83 (0,728) | 85 (0,653) 1,000 Reference
G 31(0,271) | 45 (0,346) 1,4175 | 0,211 0,8191-2,4529

Tabela 3.19: Polimorfizam gena za LTa i rizik za nastanak dijabetesa u odnosu na
obolele od parodontopatije, logisticka regresiona analiza

+252A/G PD T2D OR P 95% ClI
AA 12 (20,6) 34 (52,3) 1,000 Reference
AG 23 (39,7) 17 (26,2) 0.2609 | 0,003* 0.1051-0.6474
GG 23 (39,7) 14 (21,5) 0.2148 | 0,0009* 0.0843-0.5473
AG+GG 46 (79,3) 31 (47,7%) 0.2379 | 0,0003* 0.1068-0.5295
A 69 (0,594) 85 (0,653) 1,000 Reference
G 47 (0,406) 45 (0,346) 0.7772 0,340 0.4632-1.3043
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4.6.4.Analiza polimorfizma u genu za TNFR; (+36G/A TNFR1,
rs767455)

Od ukupno 180 ispitanika, 58 (32,2%) je imalo AA genotip, 99 (55%) AG, a 23
(12,8%) GG genotip. Ucestalost A alela bila je 0,597, a G alela 0,403. U grupi zdravih
kontrola najvise je bilo heterozigota, njih 31 (54,4%), manje AA genotipa- 16 (28,1), a
najmanje GG genotipa, njih 10 (17,5). Distribucija je slicna i u grupi obolelih od
parodontopatije, gde je GA genotipa bilo je 31 (53,4), AA bilo je 21 (36,2) a GG
genotipa bilo je 6 (10,3%). Pacijenti oboleli od dijabetesa takode su imali najveci broj
ispitanika sa AG genotipom- 37 (56,9%), zatim sa AA genotipom-21 (32,3%) i GG
genotipom- 7 (10,8%). Dihotomnom podelom uocava se veca ucestalost AG+GG
genotipa (Tabela 3.20). Univarijantnim regresionim modelom nijedan genotip nije
pokazan kao zavisni prediktor CeSc¢e pojave parodontopatije (Tabela 3.21) ili
parodontopatije i1 dijabetesa ( Tabela 3.22). Ovim statistickim modelom AA genotip je
definisan kao protektivan za nastanak dijabetesa i parodontopatije u odnosu na sistemski
zdrave ispitanike sa parodontopatijom (Tabela 3.23). Logistickom regresionom
analizom nijedan genotip se nije pokazao kao statisticki znacajan nosilac rizika za

nastanak pomenutih oboljenja (Tabele 3.24, 3.25, 3.26).

Tabela 3.20: Distribucija genotipova i frekvenca alela za polimorfizam TNFR;
rs767455po grupama

Gen Genotip ZK PD T2D P vrednost

0 AA 16 (28,1) 21(36,2) 21 (32,3)

N AG 31 (54,4) 31(53,4) 37 (56,9) 50,708
© GG 10 (17,5) 6 (10,3) 7 (10,8)

2 AA 16 (28,1) 21(36,2) 21 (32,3)

E AG+GG | 41(71,9) 37 (63,8) 44 (67,7) G047
Z A 63 (0,553) 73 (0,629) 79 (0,607) T 0472
= G 51 (0,447) 43 (0,370) 51 (0,393) ’

Sve vrednosti su prikazane kao N(%)
G Pirsonov Hi kvadrat test

Tabela 3.21. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova TNFR1
(ZK vs PD)

Genotip Exp B (95%CI) P

TNFR1 AA 1,290 (0,530-3,183) 0,475
TNFR1 AG 1,481(0,627-3,498) 0,920
TNFR1 GG 0,640(0,310-1,322) 0,270
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Tabela 3.22. Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova TNFR;
(ZK vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%Cl) P

TNFR; AA 0,748 (0,470-1,191) 0,221
TNFR; AG 1,108 (0,542-2,268) 0,778
TNFR; GG 0,478 (0,162-1,422) 0,181

Tabela 3.23. Univarijantna logisticka regresiona analiza razlicitih genotipova TNFR;
(PD vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%CI) P

TNFR; AA 0,616(0,384-0,991) 0,046*
TNFR; AG 1,151(0,565-2,364) 0,699
TNFR; GG 0,881(0,269-2,901) 0,835

Tabela 3.24: Polimorfizam gena za TNFR; i rizik za nastanak parodontopatije,
logisticka regresiona analiza

+36G/A ZK PD OR P 95% ClI
GG 16 (28,1) 21(36,2) 1,000 Reference
GA 31 (54,4) 31(53,4) 0,7619 0,516 0,3359-1,7283
AA 10 (17,5) 6 (10,3) 0,4571 0,197 0,1373-1,5225
GA+AA 41 (71,9) 37 (63,8) 0,6876 0,350 0,3128-1,5116
G 63 (0,553) 73 (0,629) 1,000 Reference
A 51 (0,447) 43 (0,370) 0,7276 0,236 0,4294-1,2331

Tabela 3.25: Polimorfizam gena za TNFR; i rizik za nastanak parodontopatije i
dijabetesa, logisticka regresiona analiza

+36G/A ZK T2D OR P 95% CI
GG 16 (28,1) 21 (32,3) 1,000 Reference
GA 31 (54,4) 37 (56,9) 0,9094 0,823 0,4059-2,0375
AA 10 (17,5) 7 (10,8) 0,5333 0,287 0,1664-1,7089
GA+AA 41 (71,9) 44 (67,7) 0,8177 0,610 0,3759-1,7787
G 63 (0,553) 79 (0,607) 1,000 Reference
A 51 (0,447) 51 (0,393) 0,7975 0,383 0,4788-1,3282

Tabela 3.26: Polimorfizam gena za TNFR; i rizik za nastanak parodontopatije i
dijabetesa, logisti¢ka regresiona analiza

+36G/A PD T2D OR P 95% ClI
GG 21(36,2) 21 (32,3) 1,000 Reference
GA 31(53,4) 37 (56,9) 1.1935 0,654 0.5524-2,759
AA 6 (10,3) 7 (10,8) 2.0556 0,240 0.61-6,926
GA+AA 41 (71,9) 44 (67,7) 1.8908 0,066 0.9542-3,747
G 63 (0,553) 79 (0,607) 1,000 Reference
A 51 (0,447) 51 (0,393) 0.7975 0,383 0.4788-1,328
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4.6.5.Analiza polimorfizma u genu za TNFR; (+676 T/G ZNFR2,
rs1061622)

Ukupni broj TT genotipova je 109 (60,6%), TG genotipova je 61 (33,9%), a GG je 10
(5,6%). T alel bio je prisutan kod 0,775, a G alela kod 0,225 ispitanika. U grupi zdravih
kontrola TT genotip je zastupljen kod 28 (49,1%) ispitanika, TG kod 24 (42,1%) a GG
genotip kod 5 (8,8) ispitanika. Pacijenti sa parodontopatijom su pokazali slicnu
distribuciju genotipova, 40 (69,0%), 15 (25,9) i 3 (5,2%) su bile zastupljenosti TT, TG i
GG genotipova redom. U grupi pacijenata sa dijabetesom raspored genotipova bio je 41
(63,1%), 22 (33,8%) 1 2 (3,1%) za TT, TG i GG genotip redom (Tabela 3.27). Rezultati
univarijante regresione analize pokazuju da razli€ite varijante TNFR, gena ne uti¢u na
predispoziciju za nastanaka parodontopatije (Tabela 3.28) niti parodontopatije i
dijabetesa u odnosu na zdrave (Tabela 3.29) i sistemski zdrave obolele od
parodontopatije (Tabela 3.30). Logisti¢ka regresiona analiza pokazuje da TG genotip i
G alel imaju protektivhu ulogu za nastanak parodontopatije (Tabela 3.31). Ovakav
odnos, ali koji nije statistiCki znacajan se pokazuje i za ispitanike T2D grupe (Tabela
3.32). Suprotan odnos, OR>1, za iste genotipove i alele pokazuju ispitanici sa
dijabetesom i parodontopatijom, u odnosu na ispitanike sa parodontopatijom (Tabela
3.33).

Tabela 3.27: Distribucija genotipova i frekvenca alela u sve tri grupe obolelih ispitanika

Gen Genotip ZK PD T2D P vrednost
TT 28 (49,1) 40 (69,0) 41 (63,1)
o TG 24 (42,1) 15 (25,9) 22 (33,8) 0,070
ey GG 5 (8,8) 3(5,2) 2 (3,1)
© g TT 28 (49,1) 40 (69,0) 41 (63,1) T 0.082
© @ | TG+GG | 29 (50,9) 18 (31,0) 24 (36,9) ’
T 80 (0,702) 95 (0,819) 104 (0,800)
G 34 (0,298) 21 (0,181) 26 (0,200) 50,072

Sve vrednosti su prikazane kao N(%)
G Pirsonov Hi kvadrat test

Tabela 3.28. Univarijantna logisticka regresiona analiza razlicitih genotipova TNFR;
(ZK vs PD grupa)

Genotip Exp B (95%Cl) P

TNFR, TT 2,302 (1,075-4,926) 0,031*
TNFR, TG 0,480 (0,218-1,055) 0,068
TNFR, GG 0,567 (0,129-2,454) 0,453
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Tabela 3.29. Univarijantna logisticka regresiona analiza razlicitih genotipova TNFR;
(ZK vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%Cl) P

TNFR, TT 1,769 (0,858-3,648) 0,122
TNFR, TG 0,703 (0,337-1,467) 0,348
TNFR, GG 0,330 (0,062-1,722) 0,196

Tabela 3.30. Univarijantna logisticka regresiona analiza razlicitih genotipova TNFR>
(PD vs T2D grupa)

Genotip Exp B (95%CI) P

TNFR, TT 0,769 (0,363-1,628) 0,492
TNFR, TG 1,467(0,672-3,202) 0,336
TNFR, GG 0,582(0,094-3,611) 0,561

Tabela 3.31: Polimorfizam gena za TNFR; i rizik za nastanak parodontopatije,
logisticka regresiona analiza

+676T/G ZK PD OR P 95% ClI
TT 28 (49,1) 40 (69,0) 1,000 Reference
TG 24 (42,1) 15 (25,9) 0,4375 | 0,042* 0,1954-0,9794
GG 5 (8,8) 3(5,2) 0,42 0,218 0,0927-1,9025
TG+GG 29 (50,9) 18 (31,0) 0,4345 | 0,030* 0,203-0,93
T 80 (0,702) 95 (0,819) 1,000 Reference
G 34 (0,298) 21 (0,181) 0,5201 | 0,037* 0,2798-0,9669

Tabela 3.32: Polimorfizam gena za TNFR;i rizik za nastanak parodontopatije i
dijabetesa, logisticka regresiona analiza

+676T/G ZK T2D OR P 95% CI
TT 28 (49,1) 41 (63,1) 1,000 Reference
TG 24 (42,1) 22 (33,8) 0,626 0,220 0,2951-1,328
GG 5 (8,8) 2(3,1) 0,2732 0,121 0,0495-1,5085
TG+GG 29 (50,9) 24 (36,9) 0,5652 0,120 0,2741-1,1652
T 80 (0,702) 104 (0,800) 1,000 Reference
G 34 (0,298) 26 (0,200) 0,5882 0,074 0,3267-1,059

Tabela 3.33: Polimorfizam gena za TNFR; i rizik za nastanak dijabetesa u odnosu na
PD, logisticka regresiona analiza

+676T/G PD T2D OR P 95% ClI
TT 40 (69,0) 41 (63,1) 1,000 Reference
TG 15 (25,9) 22 (33,8) 1.4309 0,371 0.6509-3,145
GG 35,2 2(3,1) 0.6504 0,5 0.1031-4,1014
TG+GG 18 (31,0) 24 (36,9) 1.3008 0,493 0.6142-2.7552
T 95 (0,819) 104 (0,800) 1,000 Reference
G 21 (0,181) 26 (0,200) 1.131 0,708 0.5971-2,142
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4.6.6.Analiza genetickih rezultata i klinickih parametara

parodontopatije

Pri analiziranju povezanosti polimorfizama 1 klini¢ckih parametara parodontopatije,
polimorfizme smo posmatrali dihotomno. U svim grupama posmatrali smo odnose plak
indeksa 1 krvarenja na provokaciju, dok smo u grupama sa pacijenata sa
dijagnostikovanom parodontopatijom, pored pomenutih, posmatrali i dubinu sondiranja
I nivo pripojnog epitela.

Nije postojala statisticki znacajna razlika ni u jednom parametru izmedu pojedinih
genotipa TNFa. Poredenjem klinickih parametara spram genotipa LTa pokazano je da u
grupama sa dijagnostikovanom parodontopatijom nije postojala pravilnost u
povezanosti vrednosti klinickih parametara u odnosu na genotip. Tako, u PD grupi
dubina sondiranja je veca kod nosilaca GG genotipa, dok su dubine sondiranja u T2D
grupi izjednaCene. Parametar mere uticaja inflamiranog parodoncijuma na sistemsko
zdravlja, PISA, statisticki je znacajno veci kod nosilaca AA genotipa TNFR; u grupi
pacijenata sa parodontopatijom (T test za nevezane uzorke, p=0,030). Ostali klinicki
parametri posmatrani spram ovog polimorfizma se medusobno statisticki znacajno ne
razlikuju. U T2D i1 PD grupi, nosioci genotipa AG+GG pokazali su neznatno vece
vrednosti DS 1 NPE. Povezanost klinickih parametara i genotipova za TNFR; nije
nadena. U grupi pacijenata sa dijabetesom, nosioci TT genotipa pokazali su neznatno
vece vrednosti DS 1 NPE, PESA 1 PISA, dok su u PD grupi ove vrednosti izjednacene
(za DS) ili suprotnog odnosa, odnosno vec¢e kod nosilaca TG+GG genotipa (za NPE,
PESA i PISA).

4.6.7.Povezanost polimorfizama sa karakteristikama tipa 2

dijabetesa

U ovim analizama posmatrali smo vrednosti glikozilovanog hemoglobina i
mikrovaskularnih komplikacija. Vrednosti HbAlc bile su statisticki znacajno vece kod
nosilaca GG genotipa TNFa nego kod GA+AA genotipa. Nije uoc¢ena znacajna razlika
u vrednosti glikozilovanog hemoglobina i genotipova za LTa, TNFR1 i TNFR; (Tabela
3.34).

Analizirali smo prisustvo mikrovaskularnih komplikacija uopsSte, a zatim ponaosob

prisustvo oc¢nih, nefroloskih komplikacija i periferne neuropatije spram dihotomne
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podele genotipova za svaki ispitivani polimorfizam. Za -308G/A polimorfizam nije
nadena statistiCki znaCajan razlika u prisustvu komplikacija, ali je neznatno veci broj
svih komplikacija prisutan za GA+AA genotip. Identi¢na pravilnost uocava se i za
+25G/A LTa i +36A/G polimorfizam. Statisticki znac¢ajno veéi broj ispitanika nosilaca
TG+GG genotipa za TNFR; polimorfizam ima pristune nefroloske komplikacije (Pirson
Hi kvadrat test, p=0,046). Ostale komplikacije su neznatno viSe zastupljene kod
nosilaca TT genotip.

Tabela 3.34: Povezanost polimorfizama i vrednosti glikozilovanog hemoglobina

0

Citokin Genotip Hb)gls%@ Med (min-max) P vrednost
GG 9,3842.104 9,60 (5,60-12,70) N

TNFa = AvAA | 8.2512.005 8,40 (3,90-14,20) [o.031
GG 8,012,260 7.75 (3,90-12,70)

LTa  —GAtAA | 90312041 8,80 (5,60-14,20) [0.112

GG 8.8241.943 8,40 (6,40-12,00)

TNFRL —GA+AA | 88042214 8,60 (3,90-14,20) [0.973
T 8.5742.033 8.30 (5,60-14,20)

TNFRz - ™56166 | 9.22:2.231 8,90 (3,90-12,70) 10.230

[T test za nezavisne uzorke
HbAlc= glikozilovani hemoglobin

4.7.Analiza biohemijskih rezultata

4.7.1.Serumske koncentracije TNFa, LTa, TNFR; i TNFR,

Tabela 3.35 i grafikoni 3.10 i 3.11 prikazuju podatke o serumskim koncentracijama
ispitivanih citokina. Koncentracija TNFo najveéa je u grupi zdravih ispitanika-
16,43pg/ml, manja u PD grupi-11,78,43pg/ml i najmanja u T2D grupi-10,43pg/ml.
Koncentracije LTa pokazuju isti odnos, vrednosti su 58,56 pg/ml, 52,89 pg/ml i 34,62
pa/ml u ZK, PD i T2D grupama redom. Razlika u koncentraciji TNFR; je statisticki
znacajna izmedu obolelih od dijabetesa 1 ispitanika sistemski zdravih grupa. U grupi
T2D, koncentracija TNFR; iznosi 3,11ng/ml, dok je u grupi PD ona 1,82 ng/ml, a u ZK
grupi 1,79 ng/ml. Najveca koncentracija TNFR,- 8,23 ng/ml je u ZK grupi, manja u
T2D grupi- 5,33 ng/ml, a najmanja u PD grupi- 4,77 ng/ml.

81




REZULTATI

Tabela 3.35: Serumske koncentracije TNFa, LTa, TNFR; i TNFR; po grupama

Parametar Grupa x£SD Med (Min-Max) P vrednost
ZK 16,43+25,277 2,65(0,91-19,70)
TNFa (pg/ml) PD 11,78+11,056 2,84(0,23-29,09) § 0,660
T2D 10,43+12,898 20,90(0,46-25,46)
ZK 58,56+67,317 30,63(9,37-115,62)
LTa (pg/ml) PD 52,89+75,422 22,50(3,75-268,75) § 0,778
T2D 34,62+37,001 43,13(5,63-139,38)
TNFR; ZK 1,79+0,372 1,56(1,39-1,97) | + ZK/PD:0,962
(ng/ml) PD 1,82+0,542 1,64(1,08-3,57) | ZK/T2D:0,000
T2D 3,11+1,681 3,07(1,96-3,82) PD/T2D:0,000
TNFR, ZK 8,23+12,967 2,49(0,84-8,48)
(ng/ml) PD 4,777,381 3,36(0,53-35,08) § 0,162
T2D 5,3349,831 2,82(2,52-55,01)
ZK 2,55+2,41
TNFES% TO';”:R PD 3,28+2.55 § 0,101
! T2D 1,71+0,91

§ Kruskall-Wallis Test
# Mann-Whitney U Test
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Koncentracija TNFa i LTa po grupama

Koncentracija citokina (pg/ml)

Zdrave kontrole Parodontopatija Tip 2 dijabetesa

Grupa

H TNFa
HLTa

Grafikon 3.10: Serumske koncentracije TNFa i LTa po grupama
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10

Serumska koncentracija TNFR, i TNFR,

Serumska koncentracija receptora (ng/ml)
N

Zdrave kontrole Parodontopatija Tip 2 dijabetesa
Grupa

@ TNFR1
H TNFR2

Grafikon 3.11: Serumska koncentracija TNFR; i TNFR; po grupama

4.7.2.Koncentracije citokina u odnosu na ispitivane parametre i

karakteristike oboljenja

U tabelama 3.36-3.38 prikazane su serumske koncentracije ispitivanih citokina po

grupama u odnosu na puSacki status, odnosno podelu pusaca na trenutne puSace i

nepusace. Ni u jednoj grupi nije nadena statsticki signifikantna razlika koncentracija u

odnosu na posmatrane kriterijume. U grupi zdravih kontrola, koncentracije TNFa, LTa,

TNFR; su neznatno vece kod pusaca, dok u T2D grupi vece koncentracije pokazuju

nepusaci za sva Cetiri posmatrana citokina.

Tabela 3.36: Koncentracije TNFa, LTa, TNFR; i TNFR, u ZK grupi

Citokin P;iatlslsd eIy (m‘ﬁf:ﬁgi) P vrednost
TNFa Niﬁiiic 13;9&?23@ 65’,5893(?1'?114__15262,5261)) +0,837
LTG | Nioputas | S405e73.475 | 675 (172387 | 1004
TNFR! | eoia | 176006 | Les(1zozdn | 0%
ThFRe Nzlﬁif;c 8??5%154?56782 222 Eé é?;i‘;j”; +0,432

+ Mann-Whitney U Test

[T test za nezavisne uzorke

83




REZULTATI

Tabela 3.37: Koncentracije TNFa, LTa, TNFR; i TNFR,u PD grupi

Citokin Frsal x£SD M_edlana P vrednost
status (min-max)
Pusac 13,69+14,088 10,30 (0,23-40,36)
INFo Qe ougac | 10,5748.978 8,41 (1,14-29,09) 10394
Pusad 74,48+10032 | 34,69 (6,85-268,75)
LT Nepusa¢ | 39,37+58.261 15,93 (3,75-185,63) [0,154
Pusad 1,65+0,507 1,45 (0,98-2,51)
LIRS Nepugad 1,94+0,547 1,72(1,08-2,82) [0.943
Pusad 4,63+3,946 3,62 (0,13-10,03)
L Nepusad 4,8549,171 1,48 (0,36-35,09) +0,208
+ Mann-Whitney U Test
[T test za nezavisne uzorke
Tabela 3.38: Koncentracije TNFa, LTa, TNFR; i TNFR,u T2D grupi
Citokin s x£SD M_edlana P vrednost
status (min-max)
Pusa¢ 6,19+9,829 1,07 (0,46-20,91)
INFo 5 wac | 11.97413.932 | 5.45 (0,99-46.36) [0,463
Pusa¢ 28,87+20,708 42,50 (5,63-46,25)
LTo Qepusad | 58.20845440 | 2458 (0,625-139,28) [0678
Puga¢ 2,590,685 2,42 (1,86-3,82)
TNFR, Nepusad 3,37+1,985 2,81 (1,92-9,89) 10,211
Pusad 3,63+3,637 2,52 (0,265-12,815)
TNFR Nepusad | 6,44+12,294 2,49 (0,972-55,015) #0785

Korelacije izmedu indeksa paklo-godina i serumskih nivoa TNFa, LTa, TNFR; i
TNFR; nije pokazala statisticku znac¢ajnost.

S obzirom na potencijalni uticaj indeksa telesne mase na sintezu citokina, odredili smo
korelacije koncentracije svakog citokina sa ITM za celolupan uzorak, kao i za svaku
grupu ponaosob. Svuda se uoCava pozitivna ali nesignifikantna korelacija ITM i
citokina, sem za korelaciju ITM-TNFR; na celokupnom uzorku koja je statisti¢ki
znacajna (Spirmanov korelacioni koeficijent, p=0,441; p=0,000)

Pirsonovim korelacionim koeficijentom (Tabela 3.39) odredivali smo korelacije izmedu
klinickih (DS i NPE) i1 parametara uticaja inflamacije iz parodoncijuma na sistemsko
zdravlje (PESA, PISA) sa serumskim koncentracijama TNFa, LTa, TNFR; i TNFR,. U
grupi sistemski zdravih ispitanika sa parodontopatijom, nadena je statisticki znacajna
korelacija za sledeCe parametre: negativna osrednja (r=-0,450) izmedu nivoa TNFR; i
DS i pozitivna osrednja (r=0,351) izmedu NPE i nivoa TNFR;. U ovoj grupi ispitanika,

iako statisticki nesignifikantna, korelacija TNFa i svih parametara bila je negativna.
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Tabela 3.39: Korelacija DS, NPE, PESA i PISA sa koncentracijama posmatranih

citokina
Grupa | Kl.par. R P

TNFa 0,188 4 0,656

LTa 0,174 40,159
K TNFR; 0,133 80,484

TNFR; -0,450 40,019
R2/R; -0,497 40,043
TNFa -0,202 4 0,354
" LTa 0,390 40,135

S, = TNFR; 0,351 40,049
g TNFR; 0,090 4 0,356

2 R2/Ry -0,097 0,708
S TNFa 0,129 4 0,558
= < LTa 0,078 £0,773
o @ TNFR; 0,083 40,661
o TNFR; -0,349 40,075
R2/R; -0,416 40,097
TNFa 0,083 40,706
< LTa 0,127 40,639
2) TNFR; 0,031 40,871
- TNFR; -0,141 40,482
R2/R; -0,157 40,548
TNFa 0,310 4 0,260
LTa 0,224 4 0,456
! TNFR; 0,060 4 0,756
TNFR, 0,377 % 0,030
R2/R1 0,312 Y 0,121
TNFa 0,435 40,105
. " LTa 0,414 40,160
8 = TNFR; 0,066 40,732
% TNFR, 0,301 40,089
= R2/R; 0,285 Y 0,158
~ TNFa 0,819 4 0,000
-l% < LT 0,682 40,010
@ TNFR; 0,158 40,414
o TNFR, 0,330 40,049
R2/R; 0,134 Y 0,514
TNFa 0,559 40,030
< LTa 0,788 40,001
‘é’ TNFR; 0,169 40,381
TNFR, 0,603 40,001

R2/R1 0,148 0,469

r-korelacioni koeficijent
Kl.par= klini¢ki parametar
Y Sprimanov test korelacije
& Pirsonov test korelacije
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Nivo TNFR,, osim pomenute statisticki znacajne korelacije sa DS, bio je negativno
korelisan i sa PESA i PISA parametrima. U grupi pacijenata sa dijabetesom, korelacije
svih parametara sa svim koncentracijama citokina bile su pozitivne. Korelacija DS i
TNFR; je pozitivna i osrednja (r=0,377). PESA je u pozitivnoj korelaciji sa tri citokina:
jaka povezanost uocava se u odnosu sa TNFa (r=0,819) i LTa (r=0,682), dok je sa
TNFR, povezanost osrednja (r=0,330). PISA pokazuje jaku povezanost sa tri citokina:
TNFa (r=0,559), LTa (r=0,778) i TNFR> (r=0,603).

Odredivali smo povezanosti duzine dijabetesa u godinama i nivoa glikozilovanog
hemoglobina sa koncentracijama ispitivanih citokina. Nijedna ispitivana korelacija nije
bila statisticki znacajna

U tabeli 3.40 prikazani su korelacioni koeficijenti medusobnih odnosa koncentracija
citokina u svakoj grupi ponaosob i na nivou svih ispitanika. Na nivou svih ispitanika,
svi citokini su medusobno u pozitivnoj korelaciji. Statisti¢ki signifikantna, pozitivna 1
jaka korealcija izdvojila se u odnosu LTa- TNFR; (r=0,734). 1 u grupi zdravih ispitanika
odnosi koncentracija su zadrzali identicnu pravilnost- znacajna, pozitivna i jaka
korelacija izdvojena je na nivou LTa- TNFR; (r=0,781) U PD grupi, takode je na nivou
LTo-TNFR; dobijena znacajna pozitivna, ali osrednja korelacija (r=0,687). U ovoj grupi
ispitanika neke korelacije koje nisu bile statisticki znacajne pokazale su negativnu
povezanost. Kod pacijenata sa dijagnostikovanim dijabetesom takode se ponovila
znacajna pozitivna i jaka povezanost na nivou LTa-TNFR; (r=0,781). U ovoj grupi
ispitanika, osrednja i pozitivna znacajnost je nadena i u odnosu TNFR;-TNFR;
(r=0,494).

Tabela 3.40: Medusobne korelacije ispitivanih citokina u svim grupama i na nivou svih

ispitanika
Grupa Parametri R P
TNFa
L Ta 0,03 Y 0,867
TNFa
5 TNFR, 0,051 Y 0,746
S TNFa
= TNFR, 0,300 Y 0,071
— LTa
> TNFR; 0,077 Y 0,578
LTa
TNFR, 0,734 Y 0,000
TNFR; 0,071 Y 0,585
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TNFR;
TIE\ITZ“ 0,093 Y 0,742
s TT,\TEF‘; 0,404 Y 0,136
g TTI\ITFFR“Z 0,396 Y 0,181
é TETFOF‘Q 0,205 40,316
N TII<11|;(I;2 0,781 Y 0,000
mEE; 0,251 Y 0,351
TLI\;FG“ 0,028 § 0,032
- TTI\TE& 0,199 § 0,461
gi TTI\I;IFFF‘;Z 0,354 Y 0,179
5
E TKTFOF‘Q 0,188 § 0,487
* Th]l;(éiz 0,627 Y 0,029
mEE; 0,223 Y 0,389
Tﬁ\ﬁ“ 0,521 § 0,231
) TT,\I;IFFF‘; 0,455 Y 0,160
% TTI\TESZ 0,500 Y 0,207
é TETF‘él 0,042 Y 0,897
- TII:IT:(IIQZ 0,750 Y 0,020
mEE; 0,494 Y 0,010

Y Sprimanov test korelacije
& Pirsonov test korelacije

4.8.Analiza biohemijskih i geneti¢kih rezultata- povezanosti
polimorfizama i serumskih koncentracija citokina/receptora
Zbog relativno malog broja uzoraka, pri ovim analizama, polimorfizme smo posmatrali
dihotomno. Razliku smo tumacili na dva nacina. Prvo smo posmatrali kroz razliku

koncentracija u svakoj grupi ponaosob u odnosu na genotip, odnosno da li sam genotip

ima uticaj na sintezu u okviru ispitanika istog opSteg zdravstvenog stanja. Zatim smo
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odredivali medugrupnu razliku spram genotipova, odnosno da li stanje sistemskog
zdravlja uti¢e na sintezu kada je genotip isti.

Razlike u koncentraciji TNFa nisu dostigle statisticki znacajnu razliku (Tabela 3.41). U
grupama sistemski zdravih ispitanika, pacijenti sa GG genotipom su pokazali neznatno
manju koncentraciju TNFa u odnosu na hiperprodukujuci genotip. Ova pravilnost nije
zadrzana u grupi T2D ispitanika- GG genotip bio je povezan sa neznatno vecom
koncentracijom. Analizom odnosa koncentracija i genotipova LTa, nije dobijena
statisticka znacajnost. U grupama sistemski zdravih ispitanika, AA genotip bio je
povezan sa neznatno povecanom koncentracijom citokina, dok je kod ispitanika sa
dijabetesom ovaj odnos bio obrnut (Tabela 3.42). Analizom rezultata za TNFR;,
dobijena je statisticki znacajna razlika u grupi pacijenata obolelih od parodontopatije.
Pacijenti sa AG+GG genotipom su povezani sa vecom koncentracijom receptora.
Analizom dobijenih rezultata u okviru istih genotipova, uocena je znacajna razlika u
koncentracijama receptora izmedu pacijenata T2D grupe i ostale dve grupe kada smo
posmatrali ove parametre u okviru istih genotipova ( Tabela 3.43). Obradom rezultata
povezanosti genotipova i koncentracija za TNFR; nije nadena statisticki signifikantna
razlika. Postoji trend neznatno povecane koncentracije kod nosilaca TG+GG genotipa u
sve tri grupe. Razlika je najveca u ZK , a najmanja u T2D grupi. U okviru istih
genotipova, postoji blaga tendencija vecih koncentracija u grupama sistemski zdravih

ispitanika nego kod pacijenata sa dijabetesom (Tabela 3.44).

Tabela 3.41: Koncentracije TNFa u zavisnosti od genotipova po grupama

TNFa GG CEnolip GATAA P vrednost

2| esporaaon | soosiizasy 0730
D | son02sd6) | 1424(1102900 0230
T | 11510142540 14(0,05-46,39) o721
P vredn. 90,962 § 0,362

Sve vrednosti su prikazane kao x+SD;med(min-max)
+ Mann-Whitney U Test

§ Kruskall-Wallis Test

T ANOVA
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Tabela 3.42: Koncentracije LTa u zavisnosti od genotipova po grupama

LTa AA LoD AGIGG P vrednost

ZK | jon7srassn) | oier(osessrs | 10758

2 30,5994)2%7751-’16;??,;63) 19,‘:3%6(2?;851-’21618%;75) [0,784

R 17,(;; ,(805’23%;:%?12;50) 45,53‘3 1(6733;54751339538) [0076
P vrednost 10,270 § 0,433

Sve vrednosti su prikazane kao x+SD;med(min-max)
[T test za nevazane uzorke
§ Kruskall-Wallis Test

T ANOVA
Tabela 3.43: Koncentracije TNFR; u zavisnosti od genotipova po grupama
Genotip
TNFR; AA AGIGG P vrednost
1,96+0,434; 1,76+0,351;
ZX 1,79(1,34-2,38) 1,75(1,25-2,48) +0,307
1,48+0,269; 1,99+0,565;
2 1,52(0,98-2,82) 2,01(1,68-2,71) +0,019
2,68+0,729; 3,26+1,916;
L, 2.57(1,87-7,44) 2.73(1,86-9,89) +0,582
Y HC/PD=0,230 $+ HC/PD=0,124
P vrednost HC/T2D=0,044 tHC/T2D=0,000
PD/T2D=0,000 tPD/T2D=0,001

Sve vrednosti su prikazane kao x+SD;med(min-max)

+ Mann-Whitney U Test
9 ANOVA sa Bonferoni korekcijom

Tabela 3.44: Koncentracije TNFR; u zavisnosti od genotipova po grupama

TNFR; TT Eeiol TG1GG P vrednost
X | pososissn | asrosesary 0231
o | et | S| o
Lcd®, 2,555(()323}3’-2575:}61) 2,6?2%%76;-‘273,;17) +0,620

P vrednost § 0,906 § 0,200

Sve vrednosti su prikazane kao x+SD;med(min-max)
+ Mann-Whitney U Test
§ Kruskall-Wallis Test
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4.9.0dredivanje uticaja ispitivanih parametara na klini€ke
parametre parodontopatije (DS i NPE) kod ispitanika PD i T2D

grupe- visestruka linearna regresija

U daljim analizama smo detaljnije hteli da odredimo koji to ispitivani faktori uti¢u na
dva najbitnija klinicka parametra parodontopatije, dubinu sondiranja i nivo proipojnog
epitela, Sto smo postigli viSestrukim linearnim regresionim analizama. Ovim analizama
prvo odredujemo koliko dobro skup svih nezavisnih promenljivih moze da predvidi
vrednosti DS 1 NPE (vrednost modela), ali 1 utvrdujemo koja od promenljivih je najbolji
prediktor tih vrednosti. Kao prediktore razlike posmatrali smo pol, starost, zamimanje,
ITM, stres, fizicku aktivnost, parodontopatiju i dijabetes u porodi¢noj anamnezi, disanje
na usta, stiskanje zuba, pusacke navike, PI, KNP i polimorfizme za sva Cetiri citokina. U

grupi obolelih od dijabetesa posmatrali smo jo$ i duzinu dijabetesa 1 vrednosti HbAlc.

4.9.1.Rezultati viSestruke linearne regresije za dubinu sondiranja u

grupi obolelih od parodontopatije

Koeficijent determinacije (R? ovog modela je 0,433, §to znadi da ovaj model
objasnjava 43,3% procenta varijanse faktora DS, §to je dobar rezultat. Sam R?
predstavlja previSe optimisticnu meru procene stvarne mere predvidanja, odnosno
predvidanja koje bi moglo biti primenjeno na celu populaciju, kada se merenje vrsi na
malom uzorku. Stoga, kao parametar bolje procene stvarne vrednosti koeficijenta
determinacije u celoj populaciji koristi se Adjusted R? koji je u nasem slucaju -0,042.
Ovo zna¢i da medu promenljivama postoji negativna linearna zavisnot, i da naSi
rezultati nisu dobri za predvidanje u populaciji.

Signifikantnost celog modela je 0,597, §to znac¢i da model sam po sebi nije pogodan za
procenu vrednosti DS, odnosno da svi posmatrani parametri zajedno ne mogu odrediti
dubinu sondiranja. Kada smo posmatrali svaki parametar odvojeno, dobili smo da je
samo prisustvo AA genotipa TNFR; faktor koji determinise dubinu sondiranja na naSem
uzorku (standardizovani koeficijent $=0,470, t statistika=2,212, p=0,035, semiparcijalni
koeficijent korelacije=0,299). Obradom podataka dobija se da AA genotip TNFR;
objasnjava 8,9% varijanse parametra dubine sondiranja u grupi obolelih od

parodontopatije.
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4.9.2.Rezultati viSestruke linearne regresije za nivo pripojnog epitela

u grupi obolelih od parodontopatije

Primenom linearnog regresionog modela kod zavisne promenljive NPE, rezultati
vrednovanja modela pokazuju da koeficijent determinacije iznosi r=0.705 $to znaci da
ovaj model objasnjava 70.5 procenta varijanse faktora NPE, Sto predstavlja odli¢an
rezultat. Pokazatelj Adjusted R Square daje korigovanu i bolju procenu stvarne
vrednosti §to u ovom slucaju iznosi 0.458 (45.8%) Sto se dosta razlikuje od prvobitno
dobijenog r% ali takode predstavlja dobar rezultat, odnosno promenljive su linearno
zavisne 1 koriS¢enje regresione jednacine je pogodno za predvidanje vrednosti faktora
NPE. Ceo model pokazuje statistiSku znacajnost p=0,003, Sto znaci da je ceo model
dobar a regresija znacajna. Ovo prakticno znaci da svi posmatrani parametri zajedno
mogu da odreduju, odnoso uticu na NPE u okviru ispitanika sa parodontopatijom. Ipak,
prilikom vrednovanja svake promenljive ponaosob, kao nezavisne promenljive koje
uticu na NPE izdvojili su se faktori starost, PI kao i AA genotip TNFR;. Izracunato je
da godine ispitanika predvidaju ovaj parametar sa 12,5%, PI sa 5,86% a AA genotip
TNFR; sa 5,95% udela (Tabela 3.45).

Tabela 3.45: Rezultati visestruke linearne regresione analize predikcije parametra NPE
u grupi PD samo za faktore koji su se izdvojili kao nezavisni signifikantni faktori
predikcije

Nezavisno Standardizovani -~ Semipgr_c_ijalni
. .. T statistika | P vrednost koeficijent
promenljiva koeficijent 8 korelacije
Konstanta -0,664 -0,512
Starost ,525 3,587 ,001 ,350
Pl ,347 2,481 ,019 242
TNFR; AA ,384 2,505 ,018 244

4.9.3.Rezultati viSestruke linearne regresije za dubinu sondiranja u

grupi obolelih od dijabetesa i parodontopatije

Primenom linearnog regresionog modela kod zavisne promenljive DS, rezultati
vrednovanja modela pokazuju da koeficijent determinacije iznosi R?=0.527 §to znaci da
ovaj model objasnjava 52.7% varijanse faktora DS, §to predstavlja dobar rezultat.
Medutim, pokazatelj Adjusted R Square kao korigovana i bolja procena stvarne
vrednosti iznosi dosta manje, odnosno 0.135 (13.5%) Sto pokazuje da medu

promenljivim postoji slaba linearna zavisnost, odnosno da nasi rezultati dobro
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objasnjavaju uticaj na DS na naSem uzorku, ali da sa uzrokom na opstoj populaciji
postoji slaba pozitivna linearna regresija. Stepen znacajnosti celog modela je 0,201, Sto
znaci da model nije dobar i signifikantan. Ovo prakti¢no znaci da svi parametri zajedno
ne mogu predvidati vrednosti dubine sondiranja na ovom poduzorku.

Daljim ispitivanjem koja promenljiva najvise doprinosi predikciji DS, pokazano je da
samo promenljiva krvarenje na provokaciju (KNP) nezavisno moze predvideti dubinu
sondiranja (standardizovani koeficijent p= 0,381, t statistika=2,232, p=0,032,
semiparcijalni koeficijent korelacije=0,259). Uces¢e ove promenljive u predikciji

dubine sondiranja iznosi 6,7%.

4.9.4.Rezultati viSestruke linearne regresije za nivo pripojnog epitela

u grupi obolelih od dijabetesa i parodontopatije

Rezultati vrednovanja ovog modela pokazuju da koeficijent determinacije iznosi
R?=0.527 §to zna¢i da skup promenljivih, odnosno ovaj model objasnjava 57.8%
varijanse faktora NPE, $to predstavlja dobar rezultat. Medutim, i ovde pokazatelj
Adjusted R Square daje dosta manju korigovanu procenu stvarne vrednosti i iznosi
0.228 (22.8%) Sto pokazuje da medu promenljivim postoji slabija linearna zavisnost. Na
osnovu dobijenog stepena znacajnosti Sig.=0.078, zaklju¢eno je kao i1 u slucaju
predikcije faktora DS, da ovaj model nije dobar i da regresija nije znac¢ajna, odnosno da
svi parametri zajedno ne mogu doprineti predikciji NPE u ovom poduzorku.

Daljim ispitivanjem koja promenljiva moze najviSe doprineti predikciji NPE, pokazano
je da samo promenljiva plak indeks (PI) nezavisno moze predvideti nivo pripojnog
epitela (standardizovani koeficijent f= 0,545 t statistika=3,061, p=0,004, semiparcijalni
koeficijent korelacije=0,336) i to sa 11,29% udela.

4.10.0Odredivanje uticaja ispitivanih parametara na serumske
koncentracije ispitivanih citokina i receptora-viSestruka
linearna regresiona analiza

Visestrukom linearnom regresijom pokusali smo da odredimo kretanje vrednosti
zavisno promenljivih- serumskih koncentracija citokina i receptora u zavisnosti od

menjanja nezavisnih promenljivih na nivou celokupnog uzorka kojem su odredivane

koncentracije- njih 85.
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4.10.1Rezultati viSestruke regresione analize na serumski nivo TNFa

Nezavisne promenljive koje smo posmatrali u ovoj analizi bile su starost, pol, ITM,
mentalni stres, PESA, PISA, polimorfizmi -308 G/A TNFa, +252A/G LTa, prisustvo
dijabetesa i prisustvo parodontopatije.

Pri vrednovanju celog modela, zapaza se da je vrednost R? 0,283, §to zna¢i da na
model objasnajva samo 28,3% varijanse nase zavisne promenljive. Korigovana vrednost
ovog parametra, Adjusted R% koji objasnjava stvarnu vrednost nafeg modela
primenjenog na celoj populaciji pokazuje vrednost od 0,025, Sto znaci da primenjen na
populaciju, na§ model objasnajva samo 2,5% varijanse koncentracije TNFa. Statisticka
znacajnost modela je 0,541, Sto znai da nije statistiCki znacajan, odnosno da svi
posmatrani parametri zajedno ne objasnjavaju varijanse promenljive serumske
koncentracije TNFa. Ni kada smo vrednovali svaki pomenuti parametar ponaosob,
nismo dobili statisticku znacajnost, odnosno nijedan parametar iz naSeg modela

samostalno ne objas$njava posmatranu promenljivu.
4.10.2Rezultati viSestruke regresione analize za serumski nivo LTa

Nezavisne promenljive koje smo posmatrali u ovoj analizi bile su identi¢ne kao pri
analizama za koncentraciju TNFa.

Pri vrednovanju celog modela, vrednost R? je 0,151, §to zna&i da u na§em istraZivanju
ove promenljive objasnajvaju 15,1% varijanse posmatranog parametra. Pri korigovanju
ove vrednosti za celokupnu populaciju, dobijamo da ovaj model objasnjava 41,5%
varijanse koncentracije LTa (Adjusted R2=0,415). Statisticka znacajnost celog modela
veca je od 0,05 (p=0,788). Pri vrednovanju svake nazavisne promenljive ponaosob,
dobili smo da nijedan parametar samostalno ne objasnjava vrednosti promenljive

koncentracija LTa.

4.10.3Rezultati viSestruke regresione analize za serumski nivo
TNFR,

U ovoj analizi posmatrali smo slede¢e nezavisne promenljive: starost, pol, ITM,
mentalni stres, PESA, PISA, polimorfizmi +36A/G TNFR;, +676T/G TNFR,, prisustvo

dijabetesa, prisustvo parodontopatije.
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U slucaju predvidanja vrednosti zavisne promenljive serumska koncentracija TNFR;,
koeficijent determinacije iznosi R*=0.380 §to zna&i da ovaj model objasnjava 38%
varijanse posmatranog faktora, dok pokazatelj Adjusted R Square iznosi 0.208 (20.8%)
Sto govori da su promenljive linearno zavisne iako nije u pitanju jaka veza medu njima i
moguce je koriS¢enje regresione jednacine za predvidanje vrednosti navedenog faktora.
Na osnovu rezultata statistiCke znacajnosti Sig.=0.024<0.05, pri vrednosti F testa 2.214,
donet je zakljucak da je model dobar i da je regresija znacajna, odnosno da svi nasi
posmatrani parametri zajedno doprinose predvidanju zavisne promenljive. Prilikom
ispitivanja koja promenljiva u modelu doprinosi predikciji faktora, apsolutne vrednosti
koeficijenta Beta pokazuju da znatno vec¢u vrednost u odnosu na druge promenljive ovaj
koeficijent ima za promenljivu prisustvo dijabetesa (0.463), Sto znac¢i da ona
pojedina¢no najviSe doprinose predikciji, a na osnovu t testa i signifikantnosti
Sig.=0.007<0.05 moze se zakljuciti i da daje statisticki znacajan jedinstven doprinos
jednacini, dok je u slu¢aju svih ostalih promenljivih signifikantnost ve¢a od 0.05. Kada
se vrednost semiparcijalnog koeficijenta podigne an kvadrat, dobija se da nezavisno
promenljiva prisustvo dijabetesa jedinstveno predvida 10,37% vrednosti koncentracije
TNFR; (Standardizovani koeficijent B= 0,463; t=2,802; p=0,007; semiparcijalni
koeficijent korelacije= 0,322).

4.10.4Rezultati viSestruke regresione analize na serumski nivo
TNFR;

U ovoj analizi posmatrali smo identicne nezavisne promenljive kao pri analizi
koncentracije TNFR; U slucaju predvidanja vrednosti zavisne promenljive serumska
koncentracija TNFRy, koeficijent determinacije iznosi R?=0,340 3to znagi da ovaj model
objasnjava 34% varijanse posmatranog faktora, dok pokazatelj Adjusted R Square iznosi
0.157 (15.7%) $to govori da su promenljive linearno zavisne iako nije u pitanju jaka
veza medu njima i moguce je koriS¢enje regresione jednacine za predvidanje vrednosti
navedenog faktora. Na osnovu rezultata statisticke znacajnosti Sig.=0.061>0.05, pri
vrednosti F testa 1.860, donet je zakljucak da regresija nije znacajna, odnosno da svi
naSi posmatrani parametri zajedno ne doprinose predvidanju zavisne promenljive. U
ovom slucaju apsolutne vrednosti koeficijenta Beta pokazuju da ovaj koeficijent znatno
veéu vrednost u odnosu na druge promenljive ima za promenljivu PESA (0.547) i

promenljivu PISA (0.775), te one pojedina¢no najvise doprinose predikciji, a na osnovu
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t testa u oba slucaja 1 signifikantnosti Sig<0.05 zakljucuje se da daju statisticki znacajan
jedinstven doprinos jednaéini. Vrednost semiparcijalnog koeficijenta korelacije kada se
podigne na kvadrat pokazuje da promenljiva PESA jedinstveno predvida 8.88%, a
promenljiva PISA 22.66% vrednosti faktora serumska koncentracija TNFR, (Tabela
3.46).

Tabela 3.46: Rezultati viSestruke linearne regresione analize predikcije parametra
serumska koncentracija TNFR2 samo za faktore koji su se izdvojili kao nezavisni
signifikantni faktori predikcije

Nezavisno Standardizovani T test P Semiparcijalni
promenljiva koeficijent vrednost koeficijent
korelacije
PESA -,547 -2,512 ,015 -,298
PISA 775 4,014 ,000 476

4.11.Univarijantna i multivarijantna regresiona analiza u
predikciji nastanka parodontopatije i parodontopatije i

dijabetesa

Ovim analizama izdvajaju se prediktori pojave PD ili PD i T2D. Prediktori pojave
podrazumevaju parametre razlika izmedu posmatranih grupa ispitanika. Prvi deo
logisticke regresione analize je univarijanti model u kojem ispitujemo svaki Zeljeni
parametar ponasob. Faktori koji se u ovoj analizi pokaZu znaCajnim, smatraju se
zavisnim faktorima predikcije oboljenja, odnosno faktorima koji u sadejstvu sa ostalim
znacajnim ¢iniocima dobijenim u ovoj analizi mogu uticati na pojavu oboljenja. Ovi
faktori se dalje statisti¢ki obraduju kroz multivarijanti model, gde kao rezultat dobijamo
nezavisne prediktore, odnosno faktore koji su sami po sebi dovoljni za nastanak
oboljenja. Mera uticaja faktora na oboljenja meri se relativnim rizikom izrazenim
eksponentom B, odnonsno OR (Odds Ratio- relativni rizik). Ovaj eksponent nam
pokazuje koliko su ispitanici sa pristunim faktorom u veéem (Exp B>1) odnosno

manjem (Exp B<1) riziku da obole od odredenog oboljenja.

4.11.1.Rezultati regresionih analiza u predikciji nastanka

parodontopatije

Kao prediktori razlike za pojavu parodontopatije posmatrani su pol, starost,
sociocknomski status (zanimanje), ITM, stres, parametri fizicke aktivnosti,

parodontopatija i dijabetes u porodi¢noj anamnezi, disanje na usta, stiskanje zuba,
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podaci o puSenju cigareta, plak indeks, krvarenje na provokaciju, -308G/A TNFa,
+252A/G LTa, +36A/G TNFR; i +676T/G TNFR; polimorfizmi. U ovom modelu kao
zavisni faktori predikcije nastanka parodontopatije izdvojili su se slede¢i parametri:
stres, intenzitet fiziCkog vezbanja, stiskanje zuba, indeks paklo-godina, PI, KNP, GA
genotipo za LTa, GG genotip za LTa, TT genotip za TNFR; (Tabela 3.47).

U multivarijantom modelu kao nezavisni prediktori razlike u klini¢kim parametrima
izdvojili su se indeks telesne mase (OR=0,516, CI=0,273-0,979, p=0,043), i
krvarenja na provokaciju (OR=2.667, CIl=.976-7.293, p=0,050). Pomenuti
polimorfizmi koji su predstavljali zavisne faktore rizika za parodontopatiju, nisu se

izvojili u multivarijantom modelu.

Tabela 3.47: Univarijantni regresioni model- faktori koji su se izvojili kao znacajni u
predikcije nastanka parodontopatije

Faktor P OR 95% CI
I™ 0,009 1,175 1,041-1,327
Stres 0,007 0,454 0,255-0,810

Fiz. aktivnost 0,008 0,313 0,132-0,743
Stiskanje zuba 0,050 2,400 0,999-5,763
PPY 0,017 1,125 1,021-1,239

Pl 0,000 5,378 2,654-10,899

KNP 0,000 1,041 1,022-1,061
LTa- GA 0,019 2,748 1,184-6,380
LTa- GG 0,013 0,383 0,181-0,814
TNFR,-TT 0,032 2,302 1,075-4,926

4.11.2.Rezultati regresionih analiza u predikciji nastanka

parodontopatije i dijabetesa

U univarijantom regresionom modelu kao prediktori razlike za pojavu PD i T2D
posmatrani su slede¢i parametri: pol, starost, socioeknomski status (zanimanje), ITM,
stres, parametri fizicke aktivnosti, parodontopatija 1 dijabetes u porodi¢noj anamnezi,
podaci o pusenju cigareta, broj zuba, plak indeks, krvarenje na provokaciju, -308G/A
TNFa, +252A/G LTa, +36A/G TNFR; i +676T/G TNFR, polimorfizmi, kao i serumske
koncentracije TNFo, LTa, TNFRy i TNFR..

U univarijantom modelu kao zavisni prediktori za PD izdvojili su se zanimanje, indeks

telesne mase, stres, indeks paklo-godina, broj zuba, plak indeks, krvarenja na
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provokaciju i koncentracija TNFR; (Tabela 3.48). U multivarijantom modelu od
klinickih parodontoloskih parametara izdvojili su se dubina sondiranja (OR=8,478,
Cl=3,47-18,57, p=0,006). Od biohemijskih parametara izvojila se serumska
koncentracija TNFR1 (OR=8,047, Cl1=7,67-84,74, p=0,000).

Tabela 3.48: Univarijantni regresioni model-faktori koji su se izvojili kao znac¢ajni
prediktori nastanka parodontopatije

Faktor p OR 95% ClI
Zanimanje 0,000 0,221 0,132-0,370
I™ 0,000 1,601 1,365-1,878
Stres 0,001 0,407 0,242-0,686
Fiz. aktivnost 0,000 0,164 0,061-0,439
PPY 0,001 1,203 1,062-1,362
Broj zuba 0,004 0,357 0,223-0,572
Pl 0,000 13,691 5,778-32,441
KNP 0,000 1,046 1,027-1,065
DS 0,000 6,025 2,813-12,904
STNFR; 0,000 8,0385 7,623-84,7642

4.11.3.Rezultati regresionih analiza u predikciji nastanka

parodontopatije i dijabetesa u odnosu na ispitanike sa dijabetesom

U univarijantom regresionom modelu kao prediktori razlike za pojavu PD i T2D
posmatrani su sledeci parametri: pol, starost, socioeknomski status (zanimanje), ITM,
stres, parametri fizicke aktivnosti, parodontopatija i dijabetes u porodi¢noj anamnezi,
podaci o puSenju cigareta, broj zuba, plak indeks, krvarenje na provokaciju, DS, NPE,
PESA, PISA, -308G/A TNFa, +252A/G LTa, +36A/G TNFR; i +676T/G TNFR;
polimorfizmi.

U univarijantom modelu kao zavisni prediktori za PD i T2D u odnosu na PD izdvojili su
se zanimanje, ITM, PI, NPE, PESA, PISA, AA genotip -308G/A TNFa, AA genotip
+36A/G TNFR; (Tabela 3.49). U multivarijantnom modelu zanimanje se izdvojilo kao
nezavisni parametar predikcije (OR=1,71, CI=0,370-3,992, p=0,021), a od genskih
faktora izdvojili su se AA genotip -308G/A TNFa (OR=0,180, CI=0,037-0,886,
p=0,035) sa protektivnim efektom.
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Tabela 3.49: Univarijantni regresioni model- faktori koji su se izdvojili kao znacajni u
predikciji T2D i PD u odnosu na PD grupu

Faktor p OR 95% ClI
Zanimanje 0,000 1,724 0,387-0,690
ITM 0,000 1,309 1,154-1,458
Pl 0,000 2,816 1,697-4,673
NPE 0,000 1,468 1,190-1,813
AA -308G/A TNFa 0,029 0,173 0,036-0,837
AA +36A/G TNFR, 0,046 0,616 0,384-0,991

4.12.Analiza neravnoteze povezanosti (LD)

Koeficijent neravnoteze povezanosti raunat je izmedu polimorfizama na istom lokusu,

odnosno -308G/A TNFa (rs1800629) i +252A/G LTa (909253). Nivo LD-a izmedu

ovog para polimorfizama izrazen je putem parametra D’ predstavljenog u kvadrati¢ima.

LD je racunat za celu studijsku grupu (Grafikon 3.16), kao i u okviru svake ispitivane

grupe ponaosob (Grafikoni 3.17, 3.18, 3.19). Na naSem uzorku ispitivani polimorfizmi

nisu pokazali statisticki znacajnu ravnotezu nepovezanosti. Koeficijentima povezanosti

bili su veoma mali (ceo uzorak, D’=0,08; ZK grupa, D’=0,17, PD grupa=0,03, T2D

grupa, D’=0,000).

Svi ispitanici ZK

PD

re1800629
rs909253
rs1800629

g8

Grafikon 3.12: Neravnoteza povezanosti u
celoj studijskoj grupi, ZK, PD i T2D grupi redom
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Grafik 3.13: Neravnoteza povezanosti na celokupnom uzorku rac¢unata Pirsonovim Hi

kvadrat testom

roj ispitanika nosilaca odredenog
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Grafik 3.14: Neravnoteza povezanosti u grupi zdravih kontrola racunata Pirsonovim Hi
kvadrat testom
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Grafikon 3.15: Neravnoteza povezanosti u grupi obolelih od parodontopatije raunata

Pirsonovim Hi kvadrat testom
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Grafikon 3.16: Neravnoteza povezanosti u grupi obolelih od dijabetesa racunata

Pirsonovim Hi kvadrat testom
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5.0. DISKUSIJA

Hroni¢na parodontopatija i tip 2 dijabetesa predstavljaju dva hronic¢na, inflamatorna
poligenska oboljenja. Oba oboljenja se nalaze u samom vrhu po rasprostranjenosti u
svetu. lako se smatra da su etioloSki vrlo razli¢ita, ova dva oboljenja dele neke
zajednicke patogenetske mehanizme, a u poslednje vreme sve je vise dokaza i o
zajednickim genetskim mehanizmima.

Etioloski se parodontopatija 1 dalje smatra oboljenjem izazvanim primarno gram
negativnim mikroorganizmima. Osim ovih klasi¢nih periopatogena, sve je vise dokaza o
prisustvu/ulozi virusa [6], gljivica [7], arahea, kao i gram pozitivnih i nekih
novootkrivenih bakterija [13]. Dobro je poznata Ccinjenica da je destrukcija
parodoncijuma ve¢im delom posledica imunoloSkog odgovora organizma na prisutne
mikroorganizme, odnosno sekrecije citokina, prostaglandina, eikosanoida, slobodnih
radikala i ostalih citotoksi¢nih supstanci. Pojacana sinteza ovih supstanci je na pocéetku
odgovor na prisustvo mikroorganizama, da bi kasnije bila odgovor i na prisustvo
raspadnih produkata samog tkiva. Ovo govori u prilog da je etioloski parodontopatija
mikrobno i autoimuno oboljenje, §to parodontopatiju etioloski priblizava nekim
oblicima dijabetesa.

Tip 2 dijabetesa je poligensko inflamatorno oboljenje ¢ija je osnovna karakteristika
periferna rezistencija ciljnih tkiva na insulin uz naknadno poremecéenu sekreciju insulina
[261]. T2D je rezultat interakcije genske predispozicije sa bihejvioralnim i faktorima
sredine. Hroni¢na inflamacija niskog intenziteta igra veoma bitnu ulogu u patogenezi
T2D, s tim da su stavovi o primarnoj odnosno sekundarnoj pojavi inflamacije u odnosu
na dijabetes opre¢ni [49, 61].

Oba oboljenja su povezana sa odredenim modifikatorima oboljenja. Jedan od
najvaznijih modifikatora parodontopatije je sam dijabetes melitus, gde se po nekima
parodontopatija smatra Sestom komplikacijom dijabetesa [55], ili ¢ak prvim klinickim
znakom ovog oboljenja [57]. Dokazano je da pacijenti sa dobro odnosno lose
kontrolisanim dijabetesom imaju 1,6 odnosno 2,9 puta vele Sanse da obole od
parodontopatije [56]. Prvobitni dizajn ove studije imao je definisanu i Cetvrtu grupu,
odnosno grupu pacijenata sa T2D 1 klinicki zdravim parodoncijumom, koja bi
upotpunila rezultate i olakSala donoSenje zakljucaka. S obzirom na iznete Cinjenice o

uticaju dijabetesa na parodontalna tkiva, ¢injenici da se T2D javlja u uglavnom kod
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starijih i zbog oskudne simptomatologije se kasno dijagnostikuje, kao i relativno niskoj
svesti ispitanika o odrzavanju oralne higijene, ovu grupu bilo je nemoguce oformiti
medu nasim ispitanicima. Pri regrutovanju ispitanika sa dijagnostikovanim dijabetesom
¢ak je mali broj pacijenata (manje od 50% pregledanih) ispunjavao osnovne kriterijume
isklju€enja- prisutno vise od 14 zuba bez tre¢ih molara i odusustvo akutnih dijabeti¢nih
komplikacija, medu kojima i klinicki vidljive infekcije oralne sluzokoze. Medu naSim
ispitanicima sa dijagnostikovanim dijabetesom cak 69,20% njih imalo je loSu
glikoregulaciju, odnosno HbAlc>7,5%. Iznenadujuce, nije bilo razlike ni u jednom
klini¢kom parodontoloSkom parametru izmedu ispitanika sa dobro i loSe regulisanim
dijabetesom. Ispitanici T2D grupe pokazali su sli¢ne vrednosti dubine sondiranja, ali
vedi stepen destrukcije, odnosno vece vrednosti NPE u odnosu na PD grupu. Vrednosti
plak indeksa povecavale su se statisticki znac¢ajno od kontrolne, preko PD do T2D
grupe. Indeks krvarenja na provokaciju, neocekivano nije pratio ovaj trend plak indeksa,
pa je razlika uocena samo izmedu zdravih kontrola i druge dve grupe, odnosno KNP je
bio slican izmedu PD i T2D grupe. lako su ispitanici PD i T2D grupe uskladeni po
puSackom statusu (puSa¢-nepusac¢ odnos), u grupi ispitanika sa dijabetesom indeks
paklo-godina (PPY) i broj ispitanika koji puse vise od 10 cigareta na dan, su neznatno
veci, pa ovo moze biti jedno od objasnjenja nepostojanja razlike u indeksu krvarenja na
provokaciju izmedu ove dve grupe, s obzirom da je krvarenje na provokaciju umanjeno
kod puSaca. Takode, visestrukim linearnim regresionim statstickim modelom u kojem
smo pokusSali da pronademo nezavisne faktore koji objaSnjavaju DS i NPE, u okviru
T2D grupe, dobili smo da na klinicke parametre u ovoj grupi ispitanika nezavisno
deluju samo PI i KNP, bez uticaja glikoregulacije i drugih karakteristika dijabetesa ili
genskih varijacija.

Pusenje cigareta je drugi veoma bitan modifikator koji utie na oba oboljenja. Sa
aspekta parodontopatije, dokazana je uloga duvanskog dima na sastav subgingivalne
flore, vec¢i gubitak kosti kod pusac¢a u odnosu na nepusace, na losiji odgovor domacina
na terapeutske procedure u smislu osteogeneze i mekotkivnog zarastanja, kao i na
imunoloske funkcije, odnosno funkcije T i B limfocita [14]. lako nije jedan od tri
glavna modifikatora dijabetesa, pusenje cigareteta se smatra nezavisnim faktorom koji
moze da poveca rizik za nastanak T2D [42]. U nasoj studiji uzimali smo detaljne

anamnestic¢ke podatke o puSenju cigareta. Prvobitno smo ispitanike podelili na pusace i
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nepusace. S obzirom da ova naj¢esSca podela ispitanika spram puSackog statusa svrstava
u iste grupe ispitanike sa veoma razli¢itim navikama, pusace smo dalje podelili na one
koji puse vise odnosno manje od 10 cigareta na dan, ali smo racunali precizniji
kvantivativni indeks- indeks paklo-godina (PPY). Ovaj indeks uzima u obzir vreme
pusenja cigareta u godinama i njihov prose¢an broj na dan. Nepusaci su takode
heterogena grupa, pa smo ih podelili na prave nepusace (nikad nisu pusili cigarete) i
bivse pusace koji su ostavili cigarete pre manje ili viSe od 5 godina. Ovakav detaljan
opis pusenja cigareta u ovom istrazivanju je neophodan jer smo pratili razne parametre,
koji mogu biti pod uticajem kako pusackih navika, tako i kumulativnog dejstva cigareta.
Tako na primer, kao §to je pomenuto, krvarenje na provokaciju moze biti umanjeno kod
trenutnih pusaca (za ovaj indeks bitan je PPY), dok sa druge strane na nivo pripojnog
epitela, parametar koji odrazava destrukciju parodoncijuma, kao i na glikoregulaciju,
ve¢i uticaj ima kumulativno dejstvo duvanskog dima. Univarijantnim regresionim
analizama sasvim oc¢ekivano dobili smo da je indeks paklo-godina zavisni prediktor
pojave parodontopatije ili parodontopatije i dijabetesa, ali neocekivano, sa malim
rizikom (OR= 1,203 odnosno 1,125). Visestrukim linearnim regresionim analizama
nijedan parametar koji opisuje puSacke navike nije se istakao kao nezavisni faktor koji
opisuje klinicke parametre parodontopatije- DS i NPE u obe grupe ispitanika. Ipak, ovi
faktori zajedno sa svim ostalima koje smo istrazivali mogu predvideti NPE kod
ispitanika PD grupe (statisticki znacajan i dobar model). Osim na klini¢ke parametre
oboljenja, dokazan je uticaj duvanskog dima i na nivo proinflamtornih citokina.
Rezultati studija akutnog uticaja duvanskog dima na nivo TNFa su oprecani, [113, 114,
262], dok je dugoro¢ni uticaj duvanskog dima na produkciju TNFa stimulativan [263].
Visestrukim linearnim regresionim modelom, nijedan faktor koji se odnosi na pusacke
navike nije opisivao varijansu koncentracije opisivanih citokina/receptora. Bitno je
ista¢i da smo iz studije eliminisali ispitanike koji su ostavili cigarete u periodu od 6
meseci, kao i one ispitanike koji su pusili cigare, lule ili su zamotavali duvan. Bez
obzira S§to smo definisali prili¢no iscrpnu podelu ispitanika spram pusSackog statusa,
koliko nam je poznato, ne postoji jedinstvena formula koja bi ukljucila sve parametre
vezane za ovu naviku (duzinu, broj ili vrste cigareta...) i omogucila lakSe poredenje,
odnosno uticaj ovih vrednosti sa karakteristikama oboljenja. U naSoj studiji bilo je vise

nepusaca nego pusaca, ali je ovaj odnos bio ravnomerno rasporeden medu grupama.
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Znacajnost se uocava jedino u broju pravih nepuSaca i PPY indeksu ispitanika kontrolne
grupe u odnosu na druge dve grupe. Ono $to je zanimljivo je da iako je pusaca neznatno
vise u PD grupi, prosecan indeks paklo-godina je neznatno ve¢i u T2D grupi. U toku
prikupljanja podataka, stekao se utisak da su ispitanici iz T2D grupe (mahom lezeéi
pacijenti) svesno umanjivali podatke o pusenju cigareta s obzirom da im je ta navika
prakticno zabranjena od strane endokrinologa. S toga bi ova razlika u PPY indeksu
verovatno i dosegla statisticku znac€ajnost.

Gojaznost se smatra jednim od tri glavna modifikatora dijabetesa, ali je povezan i sa
poveéanom ucestaloS¢u parodontopatije [264]. U dijabetesu, masno tkivo smatra se
glavnim izvorom proinflamatronih citokina, izmedu ostalih i TNFa, koji u€estvuju u
patogenezi ovog oboljenja [265]. Pojacana inflamacija kod gojaznih osoba moze uticati
na stanje parodoncijuma. Takode, kod ovih ispitanika je higijena nekad otezana ili
zanemarena, a kod zena je gojaznost Cesto pracena i promenom hormonskog statusa.
Rezultati povezanosti gojaznosti izrazene kroz indeks telesne mase (ITM) i povecane
ekspresije TNFa su opre¢ni [106, 107]. lako je ulazni kriterijum za ITM bio 18-
30kg/m2, statistickom obradom podataka dobijena je razlika medu sve tri grupe
ispitanika. S obzirom na potencijalnu povezanost ITM sa sintezom TNFa, statisti¢ki
smo korelirali nivo svih citokina sa ITM na svim ispitanicima na kojima je meren nivo
citokina, kao i u svakoj grupi ponaosob. Spirmanov korelacioni koeficijent pokazuje
pozitivnu ali nesignifikantnu korelaciju ITM sa svim citokinima. Jedina statisticki
znacajna korelacija je ITM-TNFR; na nivou svih ispitanika, mada pri odredivanju
nezavisnih faktora koji jedinsveno objasnjavaju vrednosti serumskih koncentracija, ITM
se nije izdvojio kao signifikantan faktor. U multivarijantom regresionom modelu se
ITM izdvojio kao nezavisni prediktor za nastanak parodontopatije (protektivan efekat),
Sto se isprva ¢ini kao neobiCan rezultat. Medutim, kada se posmatra ,,dobro poznat*
odnos ITM 1 parodontopatije, uocava se da studije cesce porede stepen napredovanja
parodontopatije izmedu normalno uhranjenih i gojaznih (ITM>30kg/m?), a gojaznih nije
bilo u nasoj studiji. S druge strane, studije koje ispituju pojavu i stepen parodontopatije
kod normalno, prekomerno uhranjenih i gojaznih, pokazale su poveéano prisustvo
oboljenja parodoncijuma kod ispitanika sa ITM<18kg/m?, u odnosu na ona sa ITM>18
ili 25kg/m?[15], §to se slaZe sa nasim rezultatima. U univarijantom regresionom modelu

ovaj parametar izdvojio se kao zavisni faktor predikcije za nastanak dijabetesa i
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parodontopatije u odnosu na ZK (rizik) 1 ispitanike sa parodontopatijom (rizik), Sto se
slaze sa opSte poznatim stavom gojaznosti kao jednog od tri glavna modifikatora
dijabetesa. U linearnim regresionim modelima gde smo tragali za faktorima Kkoji
odreduju DS i NPE kod ispitanika PD i T2D grupe, ITM se nije izdvojio kao faktor koji
statistiCki znacajno odreduje ove klinicke parametre, §to je donekle u suprotnosti sa
veéinom studija koje su nasle ovu zavisnost [15]. Nivo ITM od 18-25 kg/m? predstavlja
normalnu telesnu masu, 25-30 kg/m? definise prekomernu telesnu tezinu, dok ITM>30
kg/m2 oznaCava gojaznost. Definisanje Sireg ulaznog kriterijuma iz razloga
omogucavanja prikupljanja uzorka uz istovremeno izbegavanje gojaznih osoba, moze
biti razlog ove razlike medu grupama.

Pol, starost i socioekonomski status takode se povezuju sa ovim oboljenjima. Pol je
modifikator prisutan celog Zivota, za razliku od prethodno pomenutih faktora koji uticu
na oboljenja i/ili sintezu citokina. Smatra se da je muski pol rizi¢an za parodontopatiju
[22], dok se uticaj pola na prevalencu i rizik za nastanak dijabetesa menja godinama
kako se menja i zivotni stil i prevalenca gojaznosti- dva od tri najvaznija modifikatora
ovog oboljenja. Ranije se smatralo da se T2D javlja ¢eS¢e kod Zena iznad 25 godina
Zivota, ali su se danas zbog povecanja gojaznosti u muskoj populaciji ovi odnosi
promenili. MoZe se samo re¢i da je u populaciji starijih normalno uhranjenih, veca
ucestalost T2D kod Zena, dok se u populaciji gojaznih ova prevalenca izjednacava
[266]. Uticaj pola na sintezu TNFa posmatra se kroz uticaj estrogena, i rezultati ovih
studija su opre¢ni [105, 147, 267]. U nasoj studiji bilo je 45% ispitanika muskog pola.
Grupe su bile uskladene po distribuciji muskaraca i Zena. U grupi zdravih kontrola i
ispitanika sa parodontopatijom bilo je neznatno vise zena, dok je u grupi ispitanika sa
dijabetesom bilo neznatno viSe muskaraca, Sto je donekle u suprotnosti sa prethodno
iznetim c¢injenicama o uticaju pola na oboljenja. U univarijantnim 1 viSestrukim
linearnim regresionim analizama, pol se nije izdvojio kao faktor koji bi predvideo rizik
za oboljevanje od ispitivanih bolesti, ili ispitivane klinicke parodontoloske parametre,
kao ni nezavisni prediktor varijanse koncentracije citokina/receptora. Prosecna starost
ispitanika bila je 43,47 godina, a grupe su medusobno bile uskladene po godinama.
Uskladivanje grupe ZK po godinama bio je tezak zadatak u nasoj populaciji, s obzirom
da je veoma tesko naci starije ispitanike sa intaktnim parodoncijumom. S druge strane,

zbog nacina zivota, T2D se u danasnje vreme dijagnostikuje kod relativno mladih
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osoba, pa je prosek godina ove grupe bio relativno manji u odnosu na druge studije.
Godine se smatraju faktorom rizika za hroni¢nu parodontopatiju i T2D. Sa aspekta
uticaja na sintezu citokina, ¢ini se da se povecanje javlja viSe kao posledica
komorbiditeta, a zakljucak je da je uticaj starenja bez komorbiditeta na sintezu citokina
zanemarljiv, odnosno mnogo manji nego uticaj akutnih patoloskih stanja. Suprotno veé
pomenutim uticajima pola na nastanak parodontopatije, ali u skladu sa nepostojanjem
polne razlike u oboljevanju od dijabetesa, u univarijantim regresionim modelima ovaj
parametar nije se izdvojio kao zavisni faktor koji utice na rizik za nastanak oboljenja. S
druge strane, faktor starost objasnjava 12,25% varijanse NPE u grupi sistemski zdravih
ispitanika sa parodontopatijom. Kod ispitanika sa dijabetesom, ova zavisnost uticaja na
klini¢ke parodontoloSke parametre nije detektovana, pa se malo slobodnije moze
protumaciti da je kod obolelih od dijabetesa, uticaj godina na stanje parodoncijuma
manje bitno u odnosu na opste stanje i imunoloski odgovor. Socioekonomski status kao
modifikator oboljenja se ispituje na razli¢ite nacine u studijama, od samo obrazovanja,
samo prihoda ili kombinacije prihoda i obrazovanja. U naSoj studiji pratili smo ovaj
parametar samo kroz stepen obrazovanja ispitanika u anamnestickim podacima, s
obzirom da vecina ispitanika nije Zelela da podeli podatke o primanjima. U naSoj studiji
ispitanici nisu bili uskladeni po stepenu obrazovanja, koje smo podelili na osnovno,
srednje, visoko (fakultet, master, magistri i doktori nauka) kao i grupu studenata koja
nije bila zanemarljiva. Na celokupnom uzorku je bilo najvise ispitanika sa visokim
obrazovanjem, koji su bili rasporedeni slicno u ZK 1 PD grupi dok ih je u T2D grupi
upola manje. U T2D grupi dominirali su ispitanici sa zavrSenom srednjom Skolom.
Ispitanika sa samo osnovnim obrazovanjem bilo je najvise u T2D grupi a zatim u PD
grupi, dok ih u grupi zdravih kontrola nije bilo. Ovaj podatak se uklapa u generalan stav
da su ispitanici loSijeg socioekonomskog statusa skloni zanemarivanju sopstvenog
zdravlja, i neredovnim posetama stomatologu. Cak se u multivarijantnom modelu ovaj
faktor izdvojio kao zavisni faktor rizika pri poredenju ZK i T2D grupe, a kao nezavisni
pri poredenju PD i T2D grupe.

Mentalni stres 1 fizicko vezbanje su takode faktori koji mogu uticati na razvoj
parodontopatije, dijabetesa kao i sintezu samog TNFa. Psiholoski stres, koji deluje
putem neuroendokrinog sistema, prvobitno je oznacen kao proinflmataorni mehanizam,

mada su iscrpnija istrazivanja zakljucila da ishod stresa zavisi od vrste stresa, relaks
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perioda, kao i imunoloSkih parametara koje posmatramo. Mentalni stres povezan je sa
parodontopatijom [17], glikoregulacijom [268], i razli¢itim uticajima na sintezu TNFa
[108, 269]. S obzirom na pomenute uticaje mentalnog stresa na oboljenja i ekspresiju
citokina, logican korak u dizajnu nase studije bio je pracene ovih parametara. Podatke o
stresu dobijali smo tokom anamneze, uzimali smo podatke o intenzitetu i1 ucestalosti
stresa koje smo pretocili u definitivni zbir umerenog, srednjeg i jakog stresa [249]. Ono
Sto umanjuje vrednost ove metode prikupljanja podataka o stresu je ¢injenica da nismo i
opisno definisali stres kao anksioznost, nestrpljenje, napetost, nesanicu i eventualnu
depresiju. Nismo pratili ni eventualno postojanje relaks perioda nakon stresa, Kkoji
takode moze imati uticaj na inflamaciju, ali s razlogom Sto se ovakav period obic¢no
prati u ciljanim eksperimentima gde se meri uticaj stresa odnosno relaks perioda na
odredene parametre/stanja. Takode, u toku razgovora sa ispitanicima €inilo da se da su
neki ispitanici (npr. studenti) skloni da realno umeren stres (npr. polaganja ispita)
definiSu kao najjaci, dok su drugi ispitanici sa egzistencijalnim i zdravstvenim
re¢ima, ovaj parametar je u sebi nosio veliku dozu subjektivnosti. Rezultati studije su i
pokazali da se stres razlikovao medu grupama i da je bio najve¢i u grupi zdravih
kontrola (u rangu visokog) dok je u druge dve grupe bio u rangu umerenog, sa nesto
nizim vrednostima u T2D grupi. S obzirom da najveci broj studenata i pripada grupi
zdravih kontrola, jasno je zasto je u ovoj grupi stres najveci. lako je ovo jedna od retkih
(trenutnom pretragom jedina) studija koja je uzela u obzir parametre stresa pri
ispitivanju citokina kod pacijenata sa dijabetesom i parodontopatijom, s obzirom na
iznete ¢injenice o davanju podataka, uticaj ovog parametra treba posmatrati sa oprezom.
Dodatna cinjenica da ove podatke treba uzeti sa oprezom je da ta je univarijanta
regresiona analiza pokazala protektivan efekat za nastanak PD i T2D u odnosu na
zdrave ispitanke, $to je u suprotnosti sa generalnim stavom nauke o uticaju stresa na PD
i T2D. Sto se tige fizickog vezbanja, opste je poznatao i dokazano da da umerena fizicka
aktivnost ima pozitivne efekte na celokupno zdravlje. Pokazano je da ova vrsta fizicke
aktivnosti smanjuje rizik za oboljevanje od parodontopatije [16], dijabetesa [41], i
deluje antiinflamatorno, odnosno smanjuje koncentracije TNFa [112]. Antiinflamatorno
dejstvo, kao i povecana svest o sopstvenom zdravlju kod osoba koje vezbaju su neki od

parametara koji objasnjavaju pozitivan uticaj na ova dva oboljenja. S druge strane,
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jednokratno vezbanje osoba nenaviknutih na aktivnost deluje proinflamatorno [111], a
ekstremni napori su povezani sa poja¢anim stiskanjem zuba koje se smatra faktorom
koji loSe utice na parodontalna tkiva. S obzirom da ne postoje univerzalni parametri za
anamnesticko pracenje vezbanja, u ovoj studiji smo efekte vezbanja pratili kroz
redovnost (bez fizicke aktivnosti, redovna, neredovna), intenzitet (slab, umeren, jak) i
ucestalost (redovna 1 neredovna) fizicke aktivnosti. Treba naglasiti da su ovo
subjektivno ocenjeni podaci, naro€ito sa aspekta intenziteta veZbanje i verodostojnost
ovih podataka je nemoguce proveriti. Ipak, pretragom podataka uvideli smo da smo
jedina studija koja je uzimala u obzir ove parametre, a da se nije bavila iskljucivo
proucavanjem efekata vezbanja. Nasi rezultati pokazuju prilicno obeshrabruju¢i podatak
da gotovo polovina (49,4%) nasih ispitanika ne praktikuje nikakvu fizi¢ku aktivnost; u
T2D grupi ovaj procenat je najveci i iznosi ¢ak 58,5%. U saglasnosti sa opStim stavom o
vezbanju 1 uticaju na parodontopatiju 1 dijabetes, uloga ovog parametra je u
univarijantim analizama pokazala protektivan efekat pri poredenju ZK grupe sa PD i
T2D grupama. Stiskanje zuba je pomenuto kao faktor koji se moze javiti pri velikim
naporima, ali se takode povezuje i sa stresom. Pri isptivanju ove navike definisali smo
zajedno bruksiste i osobe koje danju stiskaju zube. Samo 21,1% nasih ispitanika je
prijavilo ovu loSu naviku, s tim da je najviSe njih u ZK grupi a najmanje u T2D grupi,
Sto se poklapa sa distribucijom stresa kao i fizickog vezbanja. U viSestrukim linearnim
regresionim analizama u kojima smo ispitivali uticaj ovog parametra na DS i NPE,
nismo dobili da ova navika statisticki signifikantno objasnjava odredeni deo varijanse
ovih parametara, odnosno da samostalno uti¢e na ove klinicke parametre.

Vec¢ je pomenuto i opste prihvaceno da je dijabetes jedan od glavnih fakora rizika za
nastanak i progresiju parodontopatije, ali u poslednje vreme istice se i uticaj inflamacije
poreklom iz parodoncijuma na glikoregulaciju i sistemsku inflamaciju, kako kod
zdravih tako i kod ispitanika sa dijabetesom. Grana parodontologije koja proucava ovaj
uticaj naziva se parodontalna medicina. Oboleli parodoncijum smatra se rezervoarom
mikroorganizama i citokina koji se otpusStaju u cirkulaciju. Mikroorganizmi deluju
direktnim prodorom ucirkulaciju (metastatska infekcija), zatim prodorom egzo i
endotokisna koji izazivaju povrede na udaljenim mestima (metastatska povreda), kao i
talozenjem imunih kompleksa bakterijskih antigena sa antitelima (metastatska

inflamacija) [68]. Sa aspekta uticaja inflamiranog parodoncijuma na dijabetes, najvise
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se pridaje znaCaja parodoncijumu kao direktnom izvoru inflamatornih citokina. Ve¢
dugo se smatra da osoba koja ima razvijenu formu parodontopatije i prisutne sve zube,
poseduje inflamiranu povrSinu veli¢ine dlana odrasle osobe. Preciznija mera
kvantifikacije povrSine inflamiranog epitela su indeksi za odredivanje povrSine epitela
parodontalnih dzepova- PESA (Periodontal Epithelial Surface Area) i inflamirane
epitelne povrSine parodontalnih dzepova- PISA (Periodontal Inflamed Surface Area)
parametri. lako u upotrebi jo§ od 2008. godine [67] ovi parametri su slabo iskoris¢eni u
istrazivanjima koja se bave parodontalnom medicinom. Ra¢unanje ovih vrednosti dobija
se upotrebom vrednosti DS, NPE 1 KNP na Sest tacaka po zubu. S obzirom da je PI u
korelaciji sa KNP, ovi parametri uzimaju u obzir sve naj¢esce indekse oralne higijene i
stanja parodontalnih tkiva. Kao §to je pomenuto u uvodu, ovi logaritmi imaju odredene
mane jer koriste prosecne duzine korenova zuba, zapaljenje tretiraju kao
dvodimenzionalnu pojavu, i ne i govore niSta o vrstama bakterija u bioflmu, kao ni o
samoj reaktivnosti domacina. Bez obzira na ove nedostatke, ovo je za sada
najpreciznija metoda kvantifikovanja uticaja zapaljenja iz parodoncijuma na sistemsko
zdravlje. U naSoj studiji vrednosti PISA i PESA parametara su se razlikovale izmedu
grupa sa dijagnostikovanom parodontopatijom, ali iznenaduju¢e ove vrednosti bile su
vece kod ispitanika PD grupe. Iako su vrednosti NPE i PI bile vece kod ispitanika sa
dijabetesom, neznatno veci broj zuba je bio presudan da PISA i PESA budu vec¢i u grupi
sistemski zdravih ispitanika. Krvarenje na provokaciju je neznatno vece kod T2D $to je,
kako je objaSnjeno verovatno posledica vecih vrednosti PPY u T2D grupi. Mnogobrojne
studije su se bavile izuCavanjem uticaja inflamacije iz parodoncijuma na
glikoregulaciju. Dobijeni rezultati su vrlo nekonzistentni. Neke longitudinalne studije
povezale su uznapredovalu parodontopatiju sa povecanim rizikom (6x) za loSiju
glikoregualciju [71], kao i sa smrtnim ishodom kardiorenalnih komplikacija kod
pacijenata sa T2D [73]. Rezultati intervencionih studija, odnosno uticaja konzervativne
terapije na poboljsanje glikoregulacije su takode nekonzistenti [74, 75, 80]. Istrazivanja
na animalnim modelima koja su najbolje kontrolisana sa aspekta uticaja faktora
spoljasnje sredine (ishrana, stres, vezbanje, puSenje cigareta, postojanje joS
nedijagnostikovanih oboljenja...) takode pokazuju rezultate koji govore u prilog, ali i
opovrgavaju uticaj inflamacije iz parodoncijuma na kontrolu glikemije [270, 271]. Nasa

studija je pokusala da poveze uticaj inflamacije iz parodoncijuma sa glikoregulacijom
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putem korelacija klinickih parodontoloSkih parametara i parametara glikoregulacije-
glukoze na taste i HbAlc. Korelacioni koeficijenti (Pirsonov i Spirmanov) nisu dali
nijednu statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju ovih parametara. Cak iznenadujuce, u T2D grupi
smo dobili negativne korelacione koeficijente izmedu PESA i1 PISA parametara i
HbAlc i glukoze. U naSoj studiji na ovaj nac¢in niSmo uspeli da potvrdimo uticaj
inflamacije iz parodoncijuma na glikoregulaciju $to je u saglasnosti sa nekim ranijim
studijama [80].

Vecina pomenutih modifikatora, osim pola, nisu pristuni ceo zivot. Opste je poznato da
nekada ispitanici sa istim faktorima rizika razvijaju prili¢no razli¢ite klini¢ke slike, ili
¢ak ne obole od odredenog oboljenja. U poligenim oboljenjima, kakva su
parodontopatije i T2D, ove razlike se objasnjavaju predispozicijom, odnosno naslednom
osnovom, modifikatorima koji su prisutni ceo zivot. Kao $to je ve¢ pomenuto, tip 2
dijabetesa neki nazivaju ,,no¢énom morom* geneticara [36], jer je dokazan udeo nasledne
komponente od ¢ak 30-70% [37]. Otkriveno je preko 70 lokusa potencijalno odgovornih
za T2D [38], a svi oni zajedno objasnjavaju samo mali deo nasledne osnove T2D.
Takode, nekada ispitanici sa obiljem plaka, lokalnih 1 opstih faktora rizika ne razvijaju
parodontopatiju ili razvijaju blage forme parodontopatije. Studijama na jednojajcanim
blizancima dokazano je da naslede ima 50% uloge u patogenezi parodontopatije [272].
S obzirom da ni za jedno od ispitivanih oboljenju nije otkriven gen neposredno
odgovoran za njegovu pojavua, oba se smatraju poligenskim bolestima [68]. Oba
oboljenja karakteriSe prenaglaSeni odgovor na stresore, koji moze biti pod kontrolom
gena. Stoga se smatra da, osim S$to su oboljenja dvosmerno povezana, odnosno jedno
drugom predstavljaju modifikatore, dijabetes 1 parodontopatija dele i odredene
patogenetske sli¢nosti. Ove slicnosti ogledaju se u genetiCkim i1 imunoloskim
mehanizmima., Po nekim autorima, klju¢ni citokin koji objaSnjava tj. posreduje u
dvosmernoj vezi parodontopatije i dijabetesa je TNFa, citokin koji stimuli$e destrukciju
mekih i tvrdih parodontalnih tkiva i posreduje u insulinskoj rezistenciji [93]. U nasoj
studiji ispitivali smo varijacije ovog kljucnog citokina- TNFa, njemu funkcionalo i
genski vrlo bliskog LTa, kao i njihovih receptora. Ispitivani SNP na genu za TNFa
nalazi se na promotorskom regionu (-308G/A), dok se za preostala tri citokina/receptora
nalazi u egzonima (+36 A/G TNFR1, +676 T/G TNFR3), odnosno intronu (+252 A/G
LTa).

110



DISKUSIJA

Obradom podataka za SNP -308G/A TNFa dobili smo da je u celokupnom uzorku bilo
47,2% nosilaca GG genotipa, 44,4% GA, a 8,3% AA genotipa. Ova distribucija se
razlikuje od podatka da je u beloj populaciji 60-70% nosilaca GG, 30-40% nosilaca GA
I samo 1,5-3% AA genotipa [193], u smislu manje ucestalosti homozigota 1 i povecane
homozigota 2 u naSoj populaciji. G alel bio je prisutan u 69,4% ispitanika, §to je manje
nego u opstoj beloj populaciji. Analizom ovog SNP-a u Srbiji bavilo se malo
istraZivanja i to uglavnom u vezi sa hematoloskim i dermatoloSkim problemima. U
ovim istrazivanjima u kontrolnoj grupi AA genotip bio je prisutan od 0-10% [273, 274,
275, 276]. S obzirom da su kontrolne grupe u ovim istrazivanjima bili dobrovoljni
davaoci krvi, kojima se ne radi stomatoloski pregled, sa ovim rezultatima bismo mogli
porediti rezultate naSe dve grupe sistemski zdravih ispitanika. Zastupljenost GG
genotipa zbirno u ZK i PD grupi zajedno je 46,1%, GA genotipa 42,6%, dok je AA
genotip na naSem uzorku bio prisutan kod ¢ak 11,3% ispitanika, Sto predstavlja vecu
ucestalost redeg, AA genotipa. Distribucija ispitivanih genotipova na nasem uzorku nije
se razlikovala medu grupama, §to je u saglasnosti sa studijama iz okolnih zemalja [211,
215, 277]. Medutim, ove studije su pokazale povecanu, iako ne statisticki znacajnu,
ucestalost GG genotipa u grupama obolelih od parodontopatije, sa iznenaduju¢im
podatkom gde je OR=10,20 za GG kao rizi¢ni genotip za parodontopatiju. Na nasem
uzorku, ispitanici sa parodontopatijom pokazali su manje GG a viSe AA genotipa u
odnosu na kontrolnu grupu. Zanimljiv podatak naseg istrazivanja predstavlja to da je
AA genotipa najviSe bilo u ZK (¢ak 7%) a najmanje u T2D grupi (3,1%). Ucestalost GG
genotipa bila je podjednaka u ZK i T2D. Takode, kada smo genotipove posmatrali
dihotomno, odnosno kada smo hiperprodukuju¢e genotipove GA+AA spojili, dobili
smo viSe hiperprodukujuc¢eg genotipa na celom uzorku (62,2%) 1 u svakoj grupi
ponaosob. Kada poredimo nase rezultate sa studijama na evropskoj populaciji koje su se
bavile parodontopatijom i/ili dijabetesom, dobijamo da u kontrolnoj grupi ima vise AA,
a manje GG genotipova, dok u T2D grupi ima vise GA [210]. Porede¢i sa rezultatima
istrazivanja ovog SNP kod c¢eskih ispitanika sa parodontopatijom [211], vidimo da na$
uzorak pokazuje znatno vise hiperprodukujuc¢ih (GA 1 AA) genotipova u ZK 1 PD grupi,
a mnogo manje GG protektivnog genotipa. Ne postoje studije koje su se bavile
proucavanjem ovog polimorfizma kod ispitanika sa T2D i parodontopatijom na

evropskoj populaciji. Na ispitanicima u Kini, nije uocena razlika u distribuciji
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genotipova medu grupama, ali je uocena razlika u ucestalosti alela izmedu sve tri grupe
(ucestalost A alela: T2D grupa=0,32, PD grupa=0,15, ZK grupa=0,05) [219], §to je
suprotno od frekvence ovog alela u naSem uzorku. Na ispitanicima iz Indije, razlika u
prisustvu genotipova uocena je izmedu kontrola i druge dve grupe pacijenata [220].
Primenom univarijantnog regresionog modela nismo nasli asocijaciju izmedu ovog
polimorfizma i nastanka parodontopatije ili parodontopatije i dijabetesa zajedno. Pri
poredenju PD i T2D grupe, kao statisticki znacajan zavisni predikor razlike pojave ova
dva oboljenja sa protektivnim efektom izdvojio se pomenuti AA genotip (OR=0,173).
Cak i pri daljim analizama u multivarijantom regresionom modelu, AA genotip se
izdvojio kao nezavisni prediktor razlike za nastanak T2D i PD u odnosu na sistemski
zdrave ispitanike sa parodontopatijom. Logistickim regresionom modelom nijedan
genotip niti alel nisu se pokazali statisticki znacajni nosioci rizika za parodontopatiju
niti oba oboljenja zajedno. Takode, slicno univarijantom modelu, pri poredenju PD 1
T2D grupe, visoko protektivan efekat pokazao je AA genotip (priblizno 5x manji rizik)
1 manje A alel (priblizno 2x manji rizik) za oboljevanje od tipa 2 dijabetesa i
parodontopatije u odnosu na ispitanike sa parodontopatijom. Jo$ jedan rezultat koji
govori o ,neobicnom* odnosu genotipova TNFa sa dijabetesom, je taj da je
glikoregulacija kod nosilaca GG genotipa bila loSija nego kod nosilaca GA+AA
genotipa u okviru T2D grupe, §to je identi¢no studiji Al-Azzam i sar [278]. Takode, nasi
,neobi¢ni rezultati uticaja -308G/A TNFa na T2D mogli bi donekle biti u saglasnosti
sa ovom studijom. U saglasnosti sa ovim rezultatima je i rezultati neznatno povecanih
koncentracija TNFa kod nosilaca GG genotipa u T2D grupi. Ovakvi rezultati bi se
slobodnije mogli tumaciti kao razlika u genskoj osnovi parodontopatije i dijabetesa, sa
aspekta -308G/A TNFa polimorfizma. Takode, mogli bismo tumaciti da kod ispitanika
sa dijabetesom, promene na parodoncijumu su pre posledica patoloskih promena
osnovnog oboljenja (pojacana inflmacija, AGE-RAGE sistem, hiperglikemija...) nego
same genske osnove. S obzirom da je ovaj genotip/alel povezan sa povecanom
produkcijom samog TNFa, sude¢i po naSim ispitanicima moglo bi se re¢i da
hiperpodukcija ovog citokina nije kljucna u patogenezi ova dva oboljenja zajedno.

Najzastupljeniji genotip za polimorfizam +252A/G LTa bio je AA sa 51,7%, zatim AG
sa 28,3% 1 GG sa 20% u celokupnom uzorku. U odnosu na druga istraZivanja koja su

odredivala ucestalost ovih genotipova u zdravim kontrolama (dobrovoljni davaoci krvi)
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u Srbiji pokazali smo veéu zastupljenost GG genotipa (19,1% nasih spram 0% u drugim
studijama), a manju AG genotipa (29,6% u naSoj studiji naspram 47,05% u drugim
studijama) na naSim sistemski zdravim ispitanicima [274]. Nismo na$li razliku u
distribuciji genotipova izmedu posmatranih grupa. Studija u Japanu nije nasla
povezanost ovog polimorfzma sa stepenom parodontopatije kod ispitanka sa T2D [187].
Dve studije koje su ispitivale ovaj polimorfizam na evropskoj populaciji kod ispitanika
sa parodontopatijom, nasle su razliku u distribuciji ovih varijacija [163, 211, 232]. U
nasoj studiji G alela bilo je viSe u grupama obolelih, kao i u ve¢ pomenutoj studiji na
ispitanicima iz Srbije za maligna hematoloska oboljenja [274]. Univarijantnim
regresionim modelom AA genotip pokazao se kao zavisni prediktor smanjenog rizika
(OR=0,383) za nastanak parodontopatije u nasoj studiji, dok se u ovom modelu AG
genotip (OR=2,74) pokazao kao zavisni prediktor poveéanog rizika. Ovaj trend odnosa
genotipova i rizika za oboljevanje zadrzan je i pri ispitivanju ZK-T2D grupa, s tim da
odnosi nisu bili statisticki znacajni. Logistickom regresijom su AG genotip (OR=3,28) i
G alel (OR=1,82) pokazani kao nosioci veceg rizika za nastanak parodontopatije, §to je
u suprotnosti sa pomenutom ¢eSkom studijom (protektivan efekat G alela) [211], ali u
saglasnoti sa istrazivanjem sprovedenim na belcima u Brazilu [233], kod kojih je G alel
definisam kao rizican (OR=2,67). Takode, ovi rezultati su u saglasnoti sa dokazima da
je +252 G alel povezan sa pove¢anom produkcijom kako LTa [222] tako i TNFa [225].
Kao i u univarijantom modelu, odnosi ostaju isti ali bez statisticke znacajnosti pri
poredenju ZK-T2D grupa, dok pri poredenju PD-T2D grupa dobijamo statisticki
znacajne ali obrnute odnose (protektivan efekat AG i GG genotipa, i G alela za nastanak
parodontopatije i dijabetesa u odnosu na ispitanike sa parodontopatijom). Slobodnijom
interpretacijom rezultata sa aspekta +252A/G LTa polimorfizma, moglo bi se reci da je
genska podloZnost sli¢na za nastanak parodontopatije i parodontopatije i dijabetesa
zajedno. Medutim, kada posmatramo dve grupe obolelih, uo¢avamo da su polimorfizmi
rizi¢ni za parodontopatiju, protektivni za oba oboljenja. S obzirom da su relativni rizici
veci pri poredenju ZK-PD nego ZK-T2D grupe, te da statisticka znacajnost postoji pri
poredenju ZK-PD i PD-T2D grupa, ovo bi se eventualno moglo tumaciti kao veci uticaj
rizika ovog polimorfizma na nastanak parodontopatije, nego na nastanak dijabetesa.

Na celokupnom uzorku AA genotip +36A/G TNFR; polimorfizma bio je prisutan kod
32,2% ispitanika, AG kod 55,0%, a GG kod 12,8% ispitanika. Frekvenca A alela bila je
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0,597, a G alela 0,403. Jedna studija izucavala je ovaj polimorfizam na ispitanicima iz
Srbije, ispitujudi rizik za oboljevanje od karcinoma glave 1 vrata. Takode, ni ova studija
nije uzela u obzir parodontoloski status ispitanika, pa sa ovim rezultatima poredimo
ucestalost genotipova nase dve grupe sistemski zdravih ispitanika (PD+ZK grupa nasih
ispitanka: AA genotip- 32,2%, AG-53,9% i GG genotip- 13,9%). U pomenutoj studiji
AA genotip bio je prisutan kod 35,0%, AG kod 52,0% a GG genotip kod 13,03%
ispitanika [276], Sto je gotovo identi¢na raspodela kao u naSoj studiji. Jo§ dva
istrazivanja na evropskoj populaciji dala su sli¢ne distribucije naSim na sistemski
zdravim ispitanicima bez uzimanja u obzir stanja usne duplje (AA genotip- 37,8%
odnosno 34,35%, AG- 42,9% odnosno 51,90% i GG genotip 19,3% odnosno 13,74%)
[279, 280]. U univarijantom regresionom modelu, nijedan genotip se nije pokazao kao
statisticki znacajan zavisni prediktor nastanka parodontopatije ili parodontopatije i
dijabetesa zajedno, pri poredenju sa grupom zdravih kontrola. Ipak, vredi pomenuti da
je odnos rizika AA genotipa bio razliCit- protektivan za T2D, a za PD grupu rizi¢an.
Ovo se dopunjuje sa nasim rezultatima viSestruke linearne regresione analize u kojima
smo odredivali varijable koje mogu nezavisno opisati deo varijanse za parametre DS i
NPE u okviru obe grupe ispitanika sa parodontopatijom. Pokazali smo da samo kod
sistemski zdravih ispitanika sa PD, AA genotip ucestvuje kao nezavisni faktor
predikcije dubine sondiranja (8,9%) i nivoa pripojnog epitela (5,9%). U grupi PD, PISA
parametar takode je znacajno bio veci kod nosilaca AA genotipa. Ovaj genotip nije se
izdvojio kao faktor koji odreduje pomenute klini¢ke parametre u grupi ispitanika sa
dijabetesom. Protektivan i statisti¢ki znacajan efekat pokazuje AA genotip pri poredenju
PD i1 T2D grupe. Pri logisti¢kim regresionim analizama, nijedan genotip se nije izdvojio
kao statisticki znacajan nosilac rizika. Drugim re¢ima, klini¢ki parodontoloski parametri
u dijabetesu pre su posledica poremecenog i pojacanog imunoloskog odgovora (PI
opisuje sa 11,28% nivo pripojnog epitela, a BOP sa 6,7% dubinu sondiranja u ovoj
grupi) na etioloske faktore parodontopatije, nego genske predispozicije. Ovaj
polimorfizam je sinonimni, pa njegov uticaj na oboljenja lezi u eventualnoj neravnotezi
povezanosti sa drugim polimorfizmima ovog lokusa koji mogu imati direktan
funkcionalni uticaj na receptor.

Ucestalost TT genotipa +676T/G TNFR; polimorfizma bila je 60,6%, TG genotipa
33,9% a GG genotipa 5,6% na celokupnom uzorku ispitanika. U grupama sistemski
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zdravih ispitanika (PD+T2D) TT genotip bi je prisutan kod 59,1%, TG kod 33,9%, a
GG genotip kod 7,0% ispitanika. Ucestalost ovog SNP-a na populaciji u Srbiji radena je
na sistemski zdravim ispitanicima bez uvida u zdravlje oralnih tkiva i iznosila 53% za
TT genotip, 42% za TG i 5,0% za GG genotip [276], Sto je slicna distribucija naSim
rezultatima. Nasa distribucija genotipova i nepostojanje razlike u frekvenci genotipova i
alela uzmedu sistemski zdravih 1 ispitanika sa dijabetesom je u saglasnosti sa
istrazivanjem na Spanskoj populaciji [281]. Univarijantim regresionim modelom TT
genotip pokazao je statisticki signifikantan rizican efekat (OR=2,30) za nastanak
parodontopatije. Kao §to je pomenuto u uvodnom poglavlju, ne postoje studije koje su
proucavale ovaj polimorfizam kod ispitanika sa parodontopatijom. Ovim statistickim
modelom iako statistickim neznacajan, odnos ovog genotipa ostaje isti za oboljevanje
od PD i T2D zajedno, dok TG i GG genotipovi pokazuju protektivan efekat za obe
grupe ispitanika. Suprotan odnos rizika za TT 1 TG genotip uo€ava se pri poredenju
ispitanika sa parodontopatijom u odnosu na ispitanike sa dijabetesom i
parodontopatijom. Logisti¢kom regresijom nosioci TG genotipa, ili bar jednog G alela
(TG+GG genotip i G alel) pokazali su se kao statisticki znacajni protektivni faktori za
nastanak parodontopatije. Nesignifikantan, ali identi¢an odnos rizika i genotipova
zapaZza se 1 za obolele od oba oboljenja. Pri analizi PD spram T2D grupe, samo se TG
genotip izdvojio kao rizik za oboljevanje od parodontopatije i dijabetesa u odnosu na
parodontoloske ispitanike. Ovi rezultati bi se mogli tumaciti da sa aspekta +676 T/G
TNFR; polimorfizma, parodontopatija i parodontopatija i dijabetes imaju sli¢nu gensku
osnovu.

lako je prisustvo subgingivalnog biofilma neophodno za inicijaciju 1 progresiju
parodontopatije, koli¢ina i sastav biofilma ne koreliraju uvek sa stepenom i aktivnoséu
oboljenja. Ova diskrepanca izmedu etioloSkih faktora i postojanja odnosno progresije
oboljenja objasnjena je razli¢itom podloznoSéu organizma za oboljevanje. Razli¢ita
podloznost oboljevanju od parodontopatije jos uvek je vrlo nerazjasnjena tema, i smatra
se da bi odredeni polimorfizmi, odnosno njihove kombinacije mogle objasniti ovu
pojavu. Pri analizi i interpretaciji rezultata polimorfizama, treba biti vrlo oprezan. Jedna
od stvari na koju treba obratiti paznju je tzv. ,,populaciona privatnost“ odredenih
polimorfizama, odnosno €injenica da se zastupljenost i uloga polimorfizama razlikuje

od populacije do populacije. S druge strane, ne smemo genske varijacije posmatrati kao
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jedini faktor u patogenezi oboljenja, mora se obratiti paznja i na bihejvioralne i faktore
sredine, Sto jo§ viSe pojacava mogucnost uticaja etniCke pripadnosti na patogenezu
oboljenja (razli¢ite populacije cesto podrazumveaju razliCite faktore sredine ali i
razli¢ite zivotne navike). Ispitanici u nasoj studiji bili su poreklom iz Srbije, i ovo je
prva studija koja je na ovoj populaciji ispitivala pomenuta Cetiri polimorfizma u genima
funkcionalno povezanih proteinskih produkata, a joS smo u obzir uzeli 1 stanje usne
duplje ispitanike. Vec¢ina studija koja se ne bavi striktno proucavanjem patoloskih stanja
u usnoj duplji, pri selektovanju ispitanika kontrolne grupe, kao kriterijum iskljucenja ne
navodi hroni¢ne/akutne infekcije usne duplje, ili prisustvo nekih autoimunih oboljenja
koja se ponekad manifestuju samo u usnoj dupolji (lichen planus npr.). Detaljnim
pregledom usne duplje, iskljucili smo i moguénost postojanja ovih dodatnih
komorbiditeta koji mogu biti povezani sa polimorfizmima.

Takode, tumacenje polimorfizama i uopste problemi poligenih oboljenja je potencijalno
sinergisticko delovanje stotina/hiljada polimorfizama i interakcije ovih polimorfizama
sa pomenutim faktorima sredine, zivotnim navikama koji se Cesto razlikuju i u okviru
homogenih grupa. Tako da pri analizi ovih varijacija treba voditi racuna 0 potencijalnim
specificnim kombinacijama funkcionalnih polimorfizama, evaluaciji funkcionalnh
posledica SNP-ova, postojanju neravnoteze povezanosti (LD), kao i moguéeg uplitanja
epigenetskih varijacija (metilacije, acetilacije histona) [190]. Nasa grupa ispitanika iako
iste nacionalnosti, uskladena po polu, godinama, osnovnoj podeli pusackog statusa
pokazala je (kao $to je ve¢ prodiskutovano) razlike u drugim bitnim faktorima (stepen
obrazivanja, stres, fizicka aktivnost) koji mogu biti od uticaja na oba ispitivana
oboljenja. U svakom slucaju, bez obzira na Sarolikost rezultata povezanosti
polimorfizama sa oboljenjima, pa i parodontopatijom i tipom 2 dijabetesa, nepobitna je
¢injenica da polimorfizmi imaju bitnu ulogu u orkestraciji imunog sistema, dovodec¢i do
razli¢itih ishoda 1 tokova oboljenja. Citokini su ti koji odrzavaju balans izmedu
unutrasnjih i spoljasnjih faktora domacina.

lako su rezultati asocijacijei polimorfizama TNFa inkonzistenti [211, 215, 216],
Cinjenica je da je visoka lokalna produkcija TNF prisutna u parodontopatiji i dijabetesu.
S obzirom da je dokazan uticaj +252LT TNFa na nivo sinteze TNFa, 1 da regulaciju
biodostupnosti ovog citokina reguliSu i1 solubilne forme njegovih receptora, bilo je

zanimljivo ispitati polimorfizme za sve ove molekule. Takode, dokazana je i uloga

116



DISKUSIJA

svakog ovog molekula ili polimorfizma (+252 LTa) u patogenezi i parodontopatije i
dijabetesa [151, 154, 155, 164, 165, 166]. Jedno od potencijalnih objasnjenja Sarolikosti
rezultata za polimorfizme na genima za TNFa i LTa je i njihova lokacija na regionu sa
najguséim rasporedom gena koji su inace povezani sa kontrolom imunoloSkog sistema a
¢esto su 1 u neravnotezi povezanosti (LD) sa mnobrojinim polimorfizmima ovog
regiona. U nasoj studiji -308G/A TNFa 1 +252A/G LTa polimorfizmi nisu pokazali
znaCajnu neravnotezu povezanosti. Jedina studija koja je u nasoj popualciji ispitivala
ovu povezanost radila je to na dve subpopulacije hematoloskih pacijenta. Na jednoj
subpopulaciji dobijena je stastiticki znacajna vrednost LD-a [274]. U vecini radova, LD
izmedu ova dva polimorfizma postoji [282], ali treba naglasiti da naSe rezultate treba
uzeti sa rezervom, s obzirom da polimorfizam +252A/G LTa nije u Hardi-
Vajnbergovom ekvilibrijumu.

Bez obzira na visoku prevalencu parodontopatije kod ispitanika sa dijabetesom, veoma
limitiran broj studija se bavio uopste povezivanjem polimorfizama odnosno genetskim
markerima kod ispitanika sa oba oboljenja [187, 219, 283, 284, 285]. Ovakva
istrazivanja su bitna da utvrde podloznost jednom ili oba oboljenja, kao i da eventualno
pronadu zajedni¢ku gensku osnovu za oba oboljenja ili objasne dvosmernu vezu
parodontopatije i dijabetesa. Definisanje odredenih genotipova/alela kao rizicnih
doprinelo bi personalizovanoj medicini, koja bi mogla odrediti preventivne,
profilakticke 1 rane terapijske mere ispitanicima nosiocima odredenih rizi¢nih
(kombinacija) genotipova. Genska osnova je jednog ili viSe oboljenja je bitna i sa
aspekta nadina i doziranja nekih vidova terapije ovih oboljenja. Naime, antiTNF
medikamenti se ve¢ primenjuju u terapiji nekih oboljenja. Ono §to je sigurno je da ovi
lekovi nose sa sobom odredene nezeljene efekte, ali i da ne reaguju svi oboleli
podjednako na terapiju. Faktori koji se ispituju kao potencijalni modifikatori odgovora
na ovu terapiju su ba§ polimorfizmi citokina/receptora TNF sistema. U nedostatku
mogucnosti primene personalizovane medicine, odredivanje genetskih profila za
odredeno oboljenje/vise istovremeno pristunih oboljenja i primena terapije prilagodene
genskoj osnovi karakteristi¢énoj za dato oboljenje/kombinaciju oboljenja mogla bi biti
od pomo¢i. Zato je bitno ispitati da li pacijenti sa jednim oboljenjem nose iste
polimorfizme kao i pacijenti sa kombinacijom viSe oboljenja, da bi se eventualno

usmerila primena terapije sa relativno predividom reakcijom i ishodom lecenja.
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Poznato je da ispitanici sa dijabetesom imaju poremecen kosStani metabolizam i
zarastanje i da je TNFa jedan od klju¢nih medijatora zaduZen za ove patoloSke procese.
Takode, TNFa je kao $to je ve¢ pomenuto i medijator koji objasnjava dvosmernu vezu
parodontopatije i dijabetesa. Zbog svega navedenog, u izuavanju genskih markera ova
dva oboljenja, dobro je krenuti od TNFa i molekula koji takode uti¢u na njega.

Takode, s obzirom da je poremecen nivo izuCavanih citokina/receptora povezan sa
parodontopatijom i/ili dijabetesom [152, 170, 171, 281] osim uticaja genskih varijacija,
izucavali smo 1 sistemske nivoe citokina. Na ovaj nacin pokusali smo da povezemo
uticaj datih oboljenja na nivo pomenutih molekula ali uzevsi u obzir i udeo genske
osnove na njihovu sekreciju/funkciju. Pokusali smo da definiSemo uticaj svih
anamnesticki podataka, genskih varijacija kao i uticaja inflamacije iz parodoncijuma na
serumski nivo citokina/receptora. ldealno za donosSenje zakljuaka o povezanosti
koncentracije citokina iz inflamiranog parodoncijuma na sistemski nivo ovih supstanci,
bilo bi i odredivanje koncentracija lokalno sintetisanih parodontalnih citokina. Iz
tehnickih razloga, ove lokalne koncentracije nisu odredivane, a serumske koncentracije
su merene na poduzorku od 85 ispitanika.

Medugrupno poredenje pokazalo je da nije nadena statistiCki znaCajna razlika u
serumskim koncentracijama TNFa, LTa 1 TNFR,. Iako statisticki neznacajan, odnos
koncentracija TNFa i LTa medu grupama je naizgled neuobicajen. Naime, najvecu
koncentraciju ovih citokina pokazuju ispitanici ZK, zatim PD i na kraju T2D grupe. Ove
razlike bi se delom mogle tumaciti bihejvioralnim i genskim karakteristikama grupa.
lako smo naglasili da podatke o stresu kao faktoru koji uti¢e na klini¢ke i biohemijske
parametre koje pratimo treba uzeti sa velikom rezervom, rezultati su pokazali najveci
stres u grupi ZK, zatim PD i na kraju T2D grupi. Grupe se razlikuju i po intenzitetu
fizickog vezbanja, u korist ZK grupe. Ucestalost genotipova za -308G/A TNFa
polimorfizam nije se statisticki zna¢ajno razlikovala medu grupama, ali se zapaza da je
AA genotipa najvise u PD grupi (15,5%) a najmanje u T2D grupi (3,1%). Takode, i pri
podeli genotipova ovog polimorfizma na hipersekretore (GA+AA), dobili smo da
najviSe ovog genotipa ima u PD, a zatim podjednako u ostale dve grupe. Ovaj odnos
okviru T2D grupe, hipersekretori (GA+AA) pokazuju manju koncentraciju ovog

citokina u odnosu na GG genotip, odnosno da u grupi T2D na sekreciju TNFa vise uti¢u
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neki drugi nego genski faktori. Najvecu frekvencu G alela pokazala je PD, zatim T2D i
na kraju ZK grupa. Takode, merili smo i uticaj inflamacije iz parodoncijuma na
sistemsku inflamaciju, koriS¢enjem standardnih klini¢kih parametara DS 1 NPE, ali i
parametara koji realnije kvantifikuju ovaj uticaj- PESA i PISA. U okviru T2D grupe,
korelacija serumske koncentracije TNFa i LTa i pomenutih klinickih parametara je
signifikantna i jaka/osrednja (TNFa-PESA, 1=0,819; LTa-PESA, r=0,682; TNFa-PISA,
r=0,554; LTa-PISA, r=0,778). Ove korelacije u okviru PD grupe su takode pozitivne,
ali slabije i statisticki nesignifikantne. Ipak, treba naglasiti da postoji znacajna razlika
faktor koji obajsnjava zanemarljivo manju koncentraciju ovih inflamatornih citokina u
T2D grupi. Rezultati viSestruke linearne regresije nisu odredili nijedan posmatrani
faktor kao nezavisni prediktor koji jedinstveno opisuje neki deo varijanse serumskih
koncentracija TNFa 1 LTa. Rezultati nepostojanja povezanosti +252A/G LTa
polimorfizma sa koncentracijom LTa u saglasnosti su sa drugim studijama. Ipak, ove
studije su nasle povezanost kombinacije ovog i rs 1041981 polimofrizma sa
koncentracijom LTa [163, 222], tako da se kao slabost naSe studije moze smatrati
relativno mali broj ispitivanih polimorfizama.

Serumski citokini uglavnom se nalaze u vezanom stanju za proteine nosace, autoantitela
ili solubilne forme receptora. Slobodne forme se nalaze u niskim koncentracijama i ako
na ovo dodamo veoma kratak poluzivot TNFa, jasno je da odredivanje koncentracije
ovih citokina nije preterano informativno. Odredivanje solubilnih formi receptora, ¢ije
su koncentracije stabilnije i pod genskom kontrolom, pouzdanija je metoda i korisna za
kvantifikaciju imunoloskog odgovora [99, 286].

Serumska koncentracija STNFR; statisticki se znacajno razlikovala medu grupama,
odnosno bila je povec¢ana u T2D grupi u odnosu na ostale dve grupe. U grupama ZK i
PD bila je gotovo izjednacena. Razlike u serumskim koncentracijama TNFR; nisu
dosegle statisticku znacajnost, ali je najve¢u koncentraciju pokazala ZK, dok je
koncentracija gotovo izjednaCena u grupama obolelih. Jo§ bolji pokazatelj bioloske
aktivnosti receptora je odnos TNFR,/TNFR; (R2/R;), odnos koji je stabilan u toku
vremena i kada koncentracije samih citokina variraju [128]. Ovaj odnos moze biti dobar

prediktor podloznosti i napredovanja inflamatornog procesa [171]. Razlike u ovom
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odnosu medu grupama nisu bile statisticki znacajne, ali najve¢u vrednost R,/R; odnosa
pokazala je PD, zatim ZK i na kraju T2D grupa.

Danas je dobro poznato da podela funkcija ova dva receptora nije tako jednostavna i da
im se uloge delom preklapaju. Studije na genetski gojaznim misevima pokazuju da je
TNFR; glavni medijator TNFa posredovane IR, ali da TNFR; moZe da pojaca ovaj
efekat [151]. Takode, dokazana je inverzna korelacija nivoa sistemskih citokina sa
insulinskom osetljivos¢u [153]. S druge strane, neke studije su pokazale da insulinemija
kao odgovor na akutnu hiperglikemiju korelira i odredena je solubilnom formom
TNFR;. Zakljucci ovih studija govore da je uloga sTNFR; kompeticija sa tm
receptorom i da je porast TNFR; pokus$aj prevencije destruktivnog efekta samog TNFa
na B-Celije pankreasa [286]. U naSoj studiji, pove¢ana koncentracija ovog solubilnog
receptora u skladu je sa njegovim prethodno opisanim ulogama u dijabetesu. Kada
posmatramo druge parametre koji mogu uticati na sintezu molekula TNF sistema,
zapaza se znacajna korelacija (p=0,441) ITM sa sTNFR; na nivou celog uzorka. lako je
posmatrani polimorfizam +36A/G TNFR1 sinonimni, odnosno zvani¢no nema bioloski
efekat na sintezu proteina, neke studije su pokusale da povezu ovaj SNP sa sTNFR;
[287]. U naSoj studiji kada smo dihotomno podelili ovaj SNP (AA vs AA+AG), u
okviru svakog genotipa ponaosob, koncentracija u T2D grupi je bila veca nego u druge
dve grupe, identi¢no odnosu na celokupnom uzorku. U visestrukoj linearnoj regresionoj
analizi, gde smo posmatrali viSe nezavisnih parametara u predikciji varijanse
koncentracije TNFR;, samo se varijabla prisustvo dijabetesa izdvojila kao statisticki
znacajan nezavisni faktor koji jedinstveno predvida 10,37% ove koncentracije. U
patogenezi parodontopatije, TNFR; ima ulogu u povecanju ekspresije matriksnih
metaloproteinaza [164], stimulaciji athezije polimorfonukleara, limfocita i makrofaga u
endotelnim ¢elijama [161], kao i osteoklastogenezi i inhibiciji osteoblastogeneze [174].
U nasoj studiji je koncentracija TNFR; u PD 1 ZK grupi gotovo izjednacena. Mali broj
studija se bavio proucavanjem povezanosti parodontalnog statusa i STNFR; i nisu nasli
razliku u STNFR; izmedu ispitanika sa PD i kontrola, kao ni razliku u koncentracijama
STNFR; nakon kauzalne faze terapije parodontopatije [170, 171]. Ipak, ove studije su
povezale povecanje lokalne produkcije TNFR; sa DS, kao i njegovo smanjenje nakon
kauzalne faze terapije. Nasi rezultati, kao i rezultati ovih studija mogli bi dovesti do

zakljucka da lokalna produkcija TNFR; u parodontopatiji nije dovoljna da izazove
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znaCajno povecanje sistemskog nivoa ovog receptora. Naravno, za ovakav zakljuCak
morali bismo uraditi i lokalno merenje koli¢ine citokina. Treba pomenuti da je u grupi
ispitanika sa parodontopatijom, uocena osrednja (r=0,337) korelacija parametra
destrukcije parodoncijuma sa STNFR;. S obzirom da je korelacija sa relevantnijim
parametrima uticaja parodontalnog zapaljenja (PISA i PESA) na sistemsku inflamaciju
nesignifikantna i veoma slaba u obe grupe ispitanika (r=0,031-0,169), uticaj lokalne
inflamacije ne mozemo potvrditi samo jednom signifikantom korelacijom. S obzirom da
kod pacijenata sa dijabetesom povecana koncentracija proinflamatornih citokina moze
dovesti do pogorSanja ve¢ postojece parodontopatije razli¢itim mehanizmima, kao Sto
su stimulacija gingivalnih fibroblasta da sekretuje MMP  [61] ili stimulacijom
osteoklastogeneze [62], u nasoj grupi ne treba zanemariti uticaj povecane koncentracije
STNFR; na parodontalna tkiva. Kao $to je pomenuto, uloga TNFR, u patogenezi
parodontopatije je definisana kao protektivna, sa efektima modulacije zapaljenja
posredovanog TNFa i ublazavanjem gubitka kosti [162]. Pokazano je da Etanercept,
solubilni agonist TNFR, ima pozitivne efekte na parodontopatiju kako na animalnom
modelu [165], tako i na ljudima pri terapiji drugih oboljenja [288]. Kao $to je veé
pomenuto, nije naden uticaj povecCane produkcije TNFR, u inflamiranom
parodoncijumu na povecan sistemski nivo ovog citokina [170, 171]. U nasoj studiji,
iako nismo nasli razliku koncentracija izmedu pomenutih grupa, nadene su statisticki
znacajne korelacije klinickih parodontoloskih parametara i koncentracije ovog receptora
u grupama sa dijagnostikovanom parodontopatijom. U PD grupi, statisticki
signifikantna, negativna 1 osrednja korealcija (1=0,450) nadena je izmedu parametara
STNFR; i DS. S druge strane, pomenute korelacije u okviru T2D grupe su pozitivne, ali
je jedina znacajna izmedu faktora DS (r=0,377). Isti odnos korelacija zapaza se i izmedu
R2/R1 odnosa i klini¢kih parametara u obe grupe. Ovaj negativan odnos u PD grupi
moze se smatrati da je u saglasnosti sa opStim stavom da je uloga ovog receptora
protektivna za tkiva, odnosno da je smanjenje ovog receptora sa pove¢anjem klinickih
parodontoloskih parametara neuspeh organizma da se =zaStiti od destrukcije
parodoncijuma. Takode, u visestrukim linearnim regresionim analizama, PISA i PESA
faktori su se izvdojili kao jedini koji nezavisno opisuju varijabilitet STNFR,, ali sa
negativnim koeficijentom P, odnosno vrednosti parametara su u negativnoj linearnoj

korelaciji sa koncentracijom STNFR,. S druge strane, svi ovi odnosi su u T2D grupi
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pozitivni, odnosno moglo bi se zakljuciti da u ovoj grupi dominira uticaj poremecene
sinteze citokina (pojacana sinteza) u dijabetesu nad uticajima povezanosti inflamiranog
parodoncijuma i STNFR. Uloga TNFR; u dijabetesu je opre¢na. Dokazane su inverzne
korelacije koncentracije oba citokina sa insulinskom osetljivos¢u [153], kao i
povezanost bubreznih komplikacija ispitanika sa dijabetesom i STNFR, [281]. S druge
strane, terapija Etanerceptom, agonistom TNFR,, pokazuje S$arolike efekte na
glikoregulaciju i insulinsku osetljivost T2D ispitanika [289, 290], a neki prikazi
sluc¢ajeva opisuju ¢ak razvoj tipa 1 dijabetesa pri terapiji ovim lekom ispitanika sa ve¢
postoje¢im reumatoidnim artritisom. U naSoj studiji, odnos Ry/R; bio je najmanji u
grupi ispitanika sa dijabetesom, kao posledica velikih koncentracija STNFR; u ovoj
grupi. U nasoj studiji, iako je korelacija ova dva receptora pozitivna, porast STNFR; nije
praéen porastom sSTNFR; u okviru T2D grupe. lako ne znacajno, koncentracija TNFR,
bila je najve¢a u grupi zdravih kontrola, $to bi moglo biti objasnjeno stimulativnim
efektom TNFa odnosno LTa na oslobadanje sTNFR,. S obzirom da je poznato da
STNFR2 neutraliSe viSak TNFa, ovaj porast predstavlja zaStitini mehanizam.
Visestrukim regresionim modelima nismo dobili da je nivo serumske koncentracije
posmatranih molekula parametra pod uticajem genskih varijacija.

Bitno je naglasiti da koncentracije ovih citokina, a naro¢ito receptora ne mozemo
posmatrati isklju¢ivo kroz prenos ,,dobrih* ili ,,lo$ih* signala. Kada se diskutuje o
ulogama TNFa obi¢no se pominju samo njegove uloge u patogenezi oboljenja. Ne treba
zaboraviti da je ovaj citokin klju¢an za regulisanje imunoloskog odgovora- pokretanje
urodenog i steCenog imuniteta sa ciljem borbe protiv infekcije [137], kao i za formiranje
limfnih organa. Najnovija istrazivanja pokazuju i korisne uloge niskih koncentracija
ovog citokina na procese osteoblastogeneze [181, 182, 183]. Isto tako, ve¢ je pomenuto
da uloga receptora nije samo prosta transdukcija signala, ve¢ 1 regulacija biodostupnosti
TNFa. Tako, TNFa indukuje znac¢ajnu ushodnu regulaciju iRNK TNFR; [291], S§to
dovodi do pojacanog oslobadanja solubilne iz transmembranske forme receptora. Ovaj
STNFR; dalje u visokim koncentracijama negativnom povratnom spregom neutralise
sam TNFa, dok ga u niskim koncentracijama prezervira (nosac je za TNFa) 1 pojacava
dugotrajne efekte ovog citokina [292]. Tako da se koncentracija STNFR;, ¢esto posmatra
kao surogat marker za merenje aktivnosti samog TNFa. S druge strane, ako se govori o

samom prenosu signala, odnosno efektu receptora treba napomenuti da se tu ne
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posmatraju samo transmembranske forme receptora, s obzirom da je dokazano da se
odredeni signali prenose 1 u procesu internalizacije receptora, procesa koji je ranije
smatran pasivnim procesom ,reciklaze® ili uniStavanja receptora. Pri internalizaciji
TNFR; dolazi do aktivacije apoptotskih signala, dok se ovi signali samo delom
aktiviraju pri ,,reciklazi TNFR5. JoS§ jedna Cinjenica sa aspekta prenosa signala ovog
sistema koja doprinosi njegovoj kompleksnosti je to da tmTNFa, osim uloge liganda,
ima ulogu i receptora, s tim da na razli¢itim ¢elijama pokazuje stimulatorne odnosno
inhibitorne funkcije. Takode, serumske koncentracije TNFR; ne mogu se posmatrati
samo kao posledica oslobadanja solubilnih od transmembranskih formi receptora, s
obzirom da je dokazano oslobadanje ve¢ gotovih formi STNFR; egzocitozom [126].
Smatra se i da regulacija sinteze citokina u razli¢itim ¢elijama moze biti razlicita pod
dejstvom istih stimulusa.

U studiji smo pratili i medusobni odnos koncentracija citokina odnosno receptora. Na
nivou svih posmatranih ispitanika, medusobne korelacije su pozitivne, ali je jedina
zna¢ajna LTa-TNFR; (r=0,734). Pozitivan odnos izmedu svih posmatranih molekula
zapaza se i u grupi ZK, ali je jedini znacajan odnos LTa-TNFR; (r=0,781). | u PD grupi
je jedini signifikantan odnos LTa-TNFR; (r=0,627). U T2D grupi, LTa-TNFR; je
takode znacajan (r=0,750), ali je ovde znacajna i Ri/R, korelacija (r=0,494). lako je
poznato da TNFa dovodi do povecanja iTNFR; [291], u naSoj studiji postoji jaka
korelacija ovog receptora sa LTa u svim grupama. Ovaj naizgled neuobicajen odnos
postaje jasniji ukoliko se posmatraju sledece Cinjenice: LTa vezuje se istim afinitetom
za oba receptora [118], dok se za TNFR; vezuje skoro samo tmTNFa forma. S obzirom
da smo mi u nasem eksperimentu odredivali koncentraciju sTNFa, razlog ove korelacije
postaje jasan. Takode, faktori sredine kao i polimorfizmi uti¢u na sintezu TNFa i LTa.
Moglo bi se re¢i da je u ovom istrazivanju LTa informativniji marker porasta i
aktivnosti TNFR, od TNFa. Pri izucavanju uloge TNF porodice u patogenezi svih
oboljenja uloga LTa zanemarena s obzirom da je do relativno skoro smatran suvi$nim, a
ne citokinom sa sopstvenim ulogama i signalnim putevima. Treba naglasiti da ovaj
citokin ima odredene uloge u patogenezi posmatranih oboljenja. Tako, porast
serumskog LTo detektovan je kod velikog broja ispitanika sa dijabetesom [150], a
dokazano je i da ovaj citokin u parodontalnim tkivima indukuje ekspresiju drugih

proinflamatornih medijatora i stimulise fagocitnu aktivnost [165].
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Ciljevi studija asocijacije su otkrivanje eventualnog uticaja polimorfizama na rizik od
oboljevanja (od jednog ili viSe oboljenja). Ovakvi podaci olaksali bi preventivni,
profilakticki ali i terapijski pristup u personalizovanoj medicini. Svi pomenuti nivoi
kompleksnosti funkcije i prenosa signala TNF sistema, mnogobrojni faktori sredine,
bihejvioralni 1 genski fakori, od kojih smo pratili samo neke u naSoj studiji, navode na
¢injenicu da je za donoSenje zakljucaka o uticaju polimorfizama i citokinske mreze u
patogenezi posmatranih oboljenja, neophodno sprovesti jo§ studija. Neophodne su
animalne studije, studije na ve¢im kohortama obolelih, kao i longitudinalne studije sa
strogo kontrolisanim efektima bihejvioralnih faktora (pusenje, stres, fizicko vezbanje).
Takode, pri ispitivanju uticaja polimorfizama na rizik od oboljevanja kao i1 sekreciju
citokina, trebalo bi ispitivati ve¢i broj polimorfizama 1 pratiti efekte kombinacije
haplotipova. Pri ispitivanju uticaja inflamacije iz parodoncijuma na sistemski nivo
citokina, dobro bi bilo odrediti koncentracije i lokalno i sistemski produkovanih
citokina.

S obzirom da su istrazivanja pokazala da odnos stanja parodontalnog dzepa i sekrecije
citokina nije jednostavan, ve¢ da na njega uti¢e individualni imuni odgovor domacina,
proteoliticki enzimi u ¢elijama, drugi inflamatorni medijatori [170], mi smo u na$oj
studiji pokusSali odrediti ovaj uticaj uzevsi ubzir veliki broj bihejvioralnih faktora
(pusenje, stres, fizicka aktivnost, bruksizam,) u kombinaciji sa odredenim genskim

predispozicijama.
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6.0.ZAKLJUCCI

>

Genotip AA polimorfizma -308G/A TNFo ima 2,5 puta veéi rizik da oboli od
parodontopatije iako se ne dostize statisticka znaCajnost. Zanimljivo je da
nosioci GG genotipa i alela G imaju ve¢i rizik da istovremeno obole od PD i
T2D udnosu na sistemski zdrave ispitanike sa PD.

Analiza polimorfizma +252A/G LTa pokazala je da nosioci G alela u
heterozigotnom stanju (GA) imaju 3,3 puta veéi rizik da obole od
parodontopatije.

Analiza asocijacije izmedu +36A/G TNFR; polimorfizma i parodontopatije u
kombinaciji sa dijabetesom pokazala je da genotip AA ima protektivan efekat,
odnosno da priblizno 2 puta smanjuje rizik od parodontopatije i dijabetesa.
+36A/G TNFR; polimorfizam povezan je sa klinickim parametrima
parodontopatije kod sistemski zdravih ispitanika: AA genotip nezavisnhi je
prediktor koji jedinstveno predvida varijansu dubine sondiranja kod sistemski
zdravih ispitanika (9%) i nivoa pripojnog epitela (6%). PISA parameter znac¢ajno
je veci kod ispitanika sa AA u odnosu na AG+GG genotip sistemski zdravih
ispitanika.

TT genotip +676T/G polimorfizma pokazao se kao genotip sa povecanim
rizikom za nastanak parodontopatije, dok su se TG genotip i G alel pokazali kao
protektivni (2,3 puta snizavaju rizik).

Koncentracija TNFa , LTa i TNFR; nije se znacajno razlikovala medu grupama
Koncentracija TNFR1 statisticki je znacajno bila ve¢a u T2D grupi.
Koncentracija TNFR; i Ry/R; odnosi negativno koreliraju sa DS kod sistemski
zdravih ispitanika sa parodontopatijom. Koncentracija TNFR; i Ry/R; odnos
pozitivno koreliraju sa DS, PESA i PISA parametrima u T2D grupi. U
viSestrukom linearnom regresionom modelu, PESA 1 PISA parametri
jednistveno opisuju varijansu koncentracije STNFR; sa negativhom korelacijom.
Sinteza sSTNFR, i korelacija sa klinickim parodontoloskim parametrima u
dijabetesu su izmenjeni u odnosu na sistemski zdrave ispitanike.

Koncentracije serumskih TNFa, LTa, TNFR;, TNFR, nisu pod uticajem

ispitivanih genskih varijacija
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» U parodontopatiji, klini¢ki parodontoloski parametri odredeni su AA genotipom
+36A/G TNFRy, dok su kod ispitanika sa dijabetesom odredeni parametrima
higijene (PI, KNP). Ovo govori da se na naSem uzorku parametri koji uticu na
klinicku sliku parodontopatije razlikuju kod obolelih od dijabetesa (uloga
higijene) u odnosu na sistemski zdrave ispitanike (genska i uloga higijene).

> Na razvoj parodontopatije kod obolelih od T2D genska predispozicija ima manji
uticaj u odnosu na promene u parodoncijumu nastalih kao posledica osnovnog
oboljenja.

» Statisticki znacajne korelacije su nadene izmedu citokina i parodontoloskih
parametara, bez obzira Sto nije nadena razlika u koncentracijama citokina medu
grupama.

» Na nasem uzorku ITM i KNP su nezavisni prediktori razlike oboljevanja od
parodontopatije

» Dubina sondiranja jedini je nezavisni prediktor razlike oboljevanja od T2D i PD

> ITM, PI, NPE, AA genotip TNFa i AA genotip TNFR; polimorfizma su
nezavisni prediktori nastanka parodontopatije i dijabetesa u odnosu na ispitanike

sa parodontopatijom
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PRILOG 1

Karton broj:

EVIDENCIONI KARTON

Grupa:

1. Kontrolna
2. Parodontopatijatsistemski zdravi
3. Parodontopatija+dm,

1. Generalije

Ime:

Pol

Broj telefona:

Datum rodenja:

Zaposlenje, zanimanje

nN

I I

. Kriterijumi za iskljucenje pacijenata iz studije

antibiotici u prethodna 3 meseca

antiinflamatorni lekovi u prethodna 3 meseca

terapija parodontopatije u prethodnih godinu i po dana
menstruacija, dojenje, trudnoca

prisustvo sistemskih oboljenja osim dijabetesa

gojaznst ( BMI index > 30kg/m?)

svakodnevna upotreba lokalnih oralnih antiseptika
prisustvo bilo kog oralnog oboljenja sem karijesa i parodontopatije
istorija bilo kog maligniteta

manje od 20 zuba (ne racunaju se tre¢i molari)

prisustvo oraalnih oboljenja sem Karijesa i parodontopatije
povreda u prethodnih 6 meseci




3. Li¢na anamneza

[ 1 BMI (kg/m*)=
e Telesna masa=
e Telesna visina=

[ ] Krvna slika i biohemijske analize

e Glukoza
e HbA,C=
e HDL

e LDL

e Hol

e Tgc

Er

Hgb

MCV

MCH

MCHC
Fibrinigen
Sedimentacija

3a- Dijabetes melitus grupa

Godina dijagnostikovanja dijabetesa

Godina pocetka terapije

Terapija
e Oralni hipoglikemici
e Kombinovana terapija
e Insulin

Komplikacije dijabetesa

Retinopatija
Nefropatija
Periferna neuropatija
Komplikacije na perifernim ks
Makrovaskularne komplikacije
o Oboljenja koronarnih ks/infarkt
miokarda
o Cerebrovaskularna
oboljenja/slog

3b- nivo stresa

Intenzitet stresa

Nivo stresa

0= bez stresa

(intenzitet + frekvenca)

1=nizak

2=umeren

0-1=nizak nivo stresa

3=visok intenzitet

Ucestalost stresa

2-4= umeren nivo stresa

0= nikad/retko

1= mesecno

5-6=visok nivo stresa

2= nedeljno

3=dnevno




3c. Fizicka aktivnost:

e Vrsta
o Aerobno vezbanje
o Anaerobno vezbanje

e Ucestalost
o Redovno (>2 puta nedeljno)
o Neredovno/povremeno
o Bez fizicke aktivnosti

e Intenzitet
o Slab
o Umeren
o Jak
4. Porodi¢na anamneza 5. Lose navike
[ ] Reumatoidna i autoimuna oboljenja [] Pugenje*
__| Dijabetes tipl tip2 __| Alkohol
|| Parodontopatija A C |_| Disanje na usta
Bruksizam/stiskanje zuba

i Grickanje stranih predmeta

*Pusenje cigara:

e pusaci
o N<10 cigareta na dan
o N=>10 cigareta na dan

e nepusaci ( nikad nisu pusili cigare )

e Dbiv¢i pusaci
o ostavili pusenje pre manje od 5 godina
o ostavili puSenje pre vise od 5 godina

PPY=

Broj zuba u ustima:

Prisustvo protetskih nadoknada u ustima:
e ne
e da
o mobilne
o fiksne
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MotnucaHn-a Cara Matuh

6poj nHaekca 4011/2009

UsjaBrbyjem
[0a je QOKTOpCKa aucepTaunja nog HacnoBoMm

«YTuuaj nonumopdmsama reHa 3a HgraMmaTopHe LUMTOKMHE U BUXOBE peLenTtope Ha
HUBO LMPKYNULWYNNX LMTOKMHA M KITMHMYKE NapaMeTpe Ko4 naumjeHaTa ca XPOHUYHOM
napogoHTonaTnjoMm n anjabetec MenuTycom Tuna 2»

e pe3ynTaT CONnCTBEHOI NCTpaXunBadkor paga,

e [a npensioxeHa gucepTauuja y LUENVMHN HU Yy AenoBMMa Huje buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OWNO koje AuniioMe npema CTyaujCKUM nporpaMmuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBegeHU U

e [a HMCaM Kpwuo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTtnuc pgokTopaHpa

Y beorpagy, ____anpwun 2016.




Mpwnor 2.

MU3jaBa 0 LCTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa Carba Matuh
Bpoj nHpekca 4011/2009
Crtyaumjckn nporpam [lokTopcke cTyanje

Hacnos paga «YTuuaj nonmmopdursama reHa 3a MHgamaTopHe LMTOKMHE N HUXOBE
peuenTope Ha HUBO LMPKYNULWYhMX LMTOKMHA M KIMHUYKE NapaMeTpe Koh nauunjeHaTa
Ca XpOHMYHOM MapogoHTONaTnjoM 1 agvjabetec MenuTycom Tuna 2»

Mentop __ lMpod AHa Myuap, MNMpod JeneHa MunawuH

MoTnucaHw/a Cara MaTtuh

UsjaBreyjem fa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr pafja MCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEpP3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbmBawe Ha noptany [AurutanHor
peno3utopujyma YHuBepauteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe mMoju NMYHM nogauM Be3aHu 3a gobujake akagemckor
3Batba AOKTOpA Hayka, Kao LTO Cy UMe U npe3nme, roguHa n Mecto poherwa 1 gatym
onbpaHe paga.

OBM nUYHM nojauyM Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6rubnunoTeke, y €NeKTPOHCKOM KaTtanory u 'y nybnvkauvjama YHusepauteta y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagay, anpun 2016.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosuTtopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacrnoBOM:

«YTuuaj nonmmopdmnsama reHa 3a nHdgnaMmaTopHe LMTOKMHE N HUXOBE peLenTope Ha
HUBO LIMPKYNULIYANX LMTOKMHA U KIMHWMYKE NapameTpe Ko nauunjeHaTa ca XPOHUYHOM
napogoHToNaTnjoM un anjabetec MeNUTycoM Tuna 2» Koja je Moje ayTOpCKOo Aero.

OucepTtaumnjy ca ceum npunosvma npegao/na cam y enekTpoHckoM bopmaTty NorogHom
3a TpajHO apxMBMpameE.

Mojy gokTtopcky auvcepTauunjy noxpaweHy y OurutanHu penosuTtopujym YHusepsuteta
y beorpagy mory ga Kopucte CBW Koju nNowwTyjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tvny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy caMm ce ogny4duo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUUjanHo

3. AyTOopCTBO — HEKOMEpUMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTopCTBO — HEKOMEpPLUKjanHo — AenUTn Nog UICTUM yCroBMma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AEnuUTM Nog UCTUM yCroBuMa

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jedHy of LecT NOoHyheHWxX nuueHun, KpaTtak onmc
NUUEHUM gaTt je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagay, anpun 2016.




1. AytopctBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpUOYLM)y M jaBHO caoniTaBahe
Aena, un npepaje, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH odpefneH oA cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o CBUX
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HekoMmepuujanHo. [Jo3sorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaeawe ferna, u npepage, ako ce Hasede ume aytopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nvueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KoMmepuujarnHy
ynotpeby gena.

3. AyTOopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
auctpmbyuujy 1M jaBHO caonwitaBake Adena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBawa Wnv
ynotpebe gena y CBOM deny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He O03BOrbaBa KoOMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha CBe OcTane fuueHue, OBOM JIUMLEHLIOM Ce OrpaHu4aBa
Hajsehn obum npaBa kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujanHo — AenuTh nog Uctum ycroBuma. [Jo3BosbaBate
YMHOXaBatbe, AMCTPpMOyLMjy 1 jaBHO caonLwiTaBakwe gerna, u npepage, ako ce HaBefe
nme ayTtopa Ha HauvH ogpefieH oA CcTpaHe ayTopa unu Aasaoua NuueHue M ako ce
npepaga Auctpubyvpa nog WUCTOM MMM CAMYHOM nvueHuom. OBa nuueHua He
Ao3BOrbaBa komepuwujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpUMOyuunjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH odpefeH of CTpaHe ayTopa wnv dasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosrbaBa kKoMepumjanHdy ynotpeby agena.

6. AyTtopctBO - [genuTu nog UCTMM  ycnoBuma. [o3BosbaBaTe YMHOXaBahse,
anctpubyuujy 1 jaBHO caonwTaBakwe gerna, u npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha
HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnM daBaoua fuueHUe W ako ce npepaga
onctpubyupa nog UCTOM wMnNM  ciMyHoM nunueHuoMm. OBa nuueHua [O3BOSbaBa
KomepuuvjanHy ynotpeby fena v npepaga. CnnyHa je codbTBEPCKUM nuvLUeHLama,
OLHOCHO NUUeHUama OTBOPEHOr KoAa.
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