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POPIS KRATICA

1-DE ili 2-DE: jedno-(dvo-)dimenzionalna elektroforeza

CAL- gubitak kliniCkog pri¢vrstka

GAgP: generalizirani agresivni parodontitis

Ig: imunoglobulini

IL: interleukin

KP: kroni¢ni parodontitisa

LC: tekucinska kromatografija

LPS: lipopolisaharidi

MALDI: od engl. matrix-assisted laser desorption/ionization

MMP: matriksne metaloproteinaze

MS: spektrometrija mase

MS/MS: uzastopna spektrometrija mase

PGE.. prostaglandin E,

SDS-PAGE: od engl. sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel

electrophoresis

SELDI: od engl. surfaceenhanced laser desorption/ionization

TNF-a : faktor tumorske nekroze a
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U proSlom desetljeCu razvoj spektrometrije mase doveo nas je u novo
doba analize proteina, ali i potrage za biomarkerima koji bi mogli imati velik
utjecaj u dijagnostici, lije€enju i prognozi razli¢itih bolesti. Analize proteina u
uzorcima rade se do najsitnijih detalja. Osim toga S$to se detektiraju
prisutnost, zastupljenost i koli€ina proteina, moguce je €ak i odredivanje

posttranslacijskih modifikacija razli€itih proteina u analiziranom uzorku.

Proteomske analize omogucéuju iscrpan prikaz ekspresije proteina u
razli€itim biolo8kim uzorcima i najnapredniji su pristup u istraZivanjima
proteoma. Buduci da su proteini sastavni dijelovi organizma i da sudjeluju u
gotovo svim unutarstanicnim i medustaniCnim procesima, proteomika znatno
pridonosi trenutacnim spoznajama o proteinima koji su vezani za zdravlje,

odnosno bolest.

Napredak u izolaciji tkiva, separaciji proteina, kvantifikaciji, analizama
sekvenca, te strukturna i interakcijska proteomika otvaraju nova vrata u
istraZivanju fizioloSkih i patoloskih zbivanja unutar parodonta. Spoznaja
cjelokupne ekspresije stani¢nih i matriksnih proteina dobar je pocetak i
oznacuje potpuno novu eru u razumijevanju dogadaja u parodontu, a nove
spoznaje o molekulama i molekularnim zbivanjima koje se dogadaju u
patogenezi parodontitisa mogle bi pomoéi u razjaSnjavanju joS uvijek

nepoznatih Cinjenica koje se dogadaju tijekom razvoja ove bolesti.



Ana Badovinac, Poslijediplomski specijalisticki rad

Dosadasnja proteomska istrazivanja parodontnih bolesti ve¢inom su
analizirala proteom sulkusne tekucine i sline. Radovi su pokazali velik broj
proteina koji bi mogli pridonijeti razumijevanju patoloskih promjena koje se
dogadaju tijekom parodontitisa te su izdvojili nove proteine koji bi mogli biti

potencijalni biomarkeri parodontnih bolesti, odnosno zdravlja.
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2.Svrha rada
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Svrha je ovoga preglednog rada prikazati trenutaCne spoznaje
proteomskih istrazivanja parodontnih bolesti te izdvojiti proteine koji bi mogli

biti potencijalni biomarkeri.
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3. Parodontne bolesti
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Upalne parodontne bolesti variraju od relativno benignih oblika bolesti
potpornoga zubnoga tkiva poznatih pod nazivom gingivitis, pa sve do
agresivnog i kroni€nog parodontitsa, koji ne da su samo prijetnja denticiji
nego mogu biti prijetnja cjelokupnomu zdravlju organizma. Svi oblici upalnih
parodontnih bolesti povezani su s kroniénom upalom, koja rezultira
destrukcijom potpornih zubnih tkiva. Ako se bolest ne lijeci, nastaje znatan
gubitak tkiva, zubi postaju pomicni i u konacnici moze nastupiti gubitak zuba

zahvacenog boles¢u (1).

Zanimljivo je da parodontna bolest nije homogeno stanje koje podjednako
zahvaca sve zube i sve povrSine odredenog zuba, nego je svaka zahvacena
povrSina mikrookolina za sebe. Tako je u ustima istog pacijenta mogucée
dijagnosticirati i gingivitis i parodontitis, ali i pronaéi zdravo mjesto. Do danas
joS nije poznato zasto u nekih pacijenata, ili u istog pacijenta, upala ostaje
ograni¢ena na rubni dio gingive, a u nekih napreduje u apikalnome smjeru.
Sigurno je tek da se naruSava ravnotezno stanje domacina i

mikroorganizama (2).

Kad govorimo o zdravom parodontu, gingivi, valja napomenuti da je pravi
naziv klini¢ki zdrava gingiva, odnosno parodont. Naime, gingiva je u stalnom
doticaju s mikroorganizmima i njihovim produktima u podrucju sulkusa te je
kao takva tkivo u kojemu je stalno prisutan upalni infiltrat. Neutrofili
prevladavaju u podrucju spojnog epitela, dok se limfociti nalaze u vezivhome
tkivu (3). Prava se upalna reakcija razvija kada produkti mikroorganizama

nadvladaju obranu domacina. Medu najCeSCe spominjanim sintetiziranim
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produktima mikroorganizama spominju se kolagenaze, hijaluronidaze,
proteinaze, endotoksini i hondroitinsulfataze (4). Svi oni dovode do osteéenja
epitela i vezivnoga tkiva te do proSirivanja medustani¢noga prostora spojnog
epitela. U tim trenutcima upala je smjestena na podrucju gingive i uzrokuje
bolest koja se zove gingivitis (5). Tijekom gingivitisa naglasen je gubitak
kolagena te pocinju i imunosne reakcije domacina na mikroorganizme. Upala
moze ostati ograniCena na podrucje gingive dugi niz godina te biti bez
gubitka parodontnoga pri¢vrstka, ligamenta ili alveolarne kosti, ali isto tako u
nekom trenutku upala moze poceti Sirenjem u dublje slojeve parodonta te

uzrokovati prelazak gingivitisa u parodontitis (6).
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3.1. Gingivne bolesti

Bolesti gingive, gingivitisi, obuhvacéaju veliku skupinu kompleksnih i zasebnih
patoloskih entiteta koji zahvacaju gingivno tkivo. Dok je etiologija gingivnih
bolesti vrlo raznolika, klini¢ka obiljezja kao $to su klini¢ki znakovi upale tkiva,
pogorSanje Kklinicke slike uz prisutnost dentobakterijskoga plaka te
reverzibilnost bolesti nakon uklanjanja etioloSkog faktora, zajednitke su svim
oblicima gingivnih bolesti (7).
Godine 1999. opisana su opcenita obiljezja zajedniCka svim gingivnim
bolestima, a to su:
1. znakovi i simptomi bolesti ograniCeni su na gingivu,
2. prisutnost zubnoga plaka potrebna je za pocetak i/ili pogor$anje lezije,
3. prisutnost kliniCkih znakova upale: edem, promjena boje, poviSenje
sulkusne temperature, krvarenje na stimulaciju i povecanje toka
sulkusne tekucine,
4. bolest se pojavljuje na parodontu bez klinickog gubitka pri€vrstka, ali i
na reduciranom parodontu,
5. reverzibilnost bolesti nakon uklanjanja etioloskih ¢cimbenika,

6. moguci prekursor u klinickom gubitku pricvrstka.

Klasifikacija gingivnih bolesti takoder je definirana 1999. godine, a oslanja se
na prisutnost dentalnoga plaka i ¢imbenike koji modificiraju upalno stanje
gingive. Prema navedenoj Klasifikaciji, gingivhe bolesti uzrokovane zubnim

plakom dijele se na one koje su povezane samo sa zubnim plakom na

9
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parodontu bez gubitka pri€vrstka ili na reduciranom parodontu te na one koje
su povezane sa zubnim plakom i modificirane sustavnim imbenicima kao
$to su spolni hormoni, lijekovi, sustavne bolesti i malnutricija (7).

Podjela bolesti koje zahvacaju gingivu zahtijeva procjenu pacijentovih
znakova i simptoma bolesti, detaljnu stomatoloSku i medicinsku anamnezu,

klinicki pregled te radioloSku analizu.

3.1.1. Gingivne bolesti uzrokovane plakom

Gingivitis uzrokovan plakom upalno je stanje gingive koje nastaje kao
posljedica nakupljanja dentobakterijskoga plaka na rubovima gingive. Uloga
dentobakterijskoga plaka u etiologiji gingivitisa potvrdena je 1965. godine
legendarnim znanstvenim istrazivanjem eksperimentalnog gingivitisa u ljudi
Léea i suradnika (8). Gingivitis uzrokovan plakom pojavijuje se u svim
dobnim skupinama i naj¢es¢i je oblik parodontne bolesti (9, 10). Klinicki
znakovi bolesti jesu eritem, edem, krvarenje, bol, osjetljivost i hiperplazija
(tablica 1.) (8). Gubitak pri¢vrstka u toj bolesti ne postoiji, niti postoji radioloSki

gubitak kosti.

10
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Tablica 1. Obiljezja gingivitisa uzrokovana plakom. Preuzeto iz: Mariotti A.

AnnPeriodontol. 1999;4(1):7-19.

Obiljezja gingivitisa uzrokovana plakom

1. Prisutnost plaka narubu gingive

2. Bolest poé€inje na rubu gingive

3. Promjena boje gingive

4. Promjena kontura gingive

5. Sulkusna temperatura lagano povisena
6. Gingivni eksudat povecan

7. Krvarenje na provokaciju

8. Nema gubitka alveolne kosti

9. Nema gubitka priévrstka

10.HistoloSke promjene

11.Reverzibilnost bolesti nakon uklanjanja plaka

Bolest pocinje na rubovima gingive te se Siri per continuitatem, a intenzitet
klinickih znakova i simptoma varira od pacijenata do pacijenta, ali i unutar
samog pacijenta (11). Osim toga, na intenzitet bolesti mogu utjecati jos i
morfologija zubne krune i korijena, restorativni i protetski nadomjesci.
PatohistoloSke promjene ukljuCuju proliferaciju bazalnoga epitelnog
pri€vrstka koji dovodi do apikalne i lateralne stani¢ne migracije, upale krvnih
zila epitelnoga pri€vrstka, destrukcije kolagenskih vlakana, citopatoloske
promjene fibroblasta i progresivni upalni stanini infiltrat (3). BakterioloSka

11
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flora pacijenata s gingivitisom uzrokovanim plakom razlikuje se od flore
zdravih pojedinaca, no ipak ne postoji bakterijska flora koja bi bila specificna

za ovu bolest (12).

3.2. Parodontitis

Parodontitis je upalna bolest koja zahva¢a potporno zubno tkivo, a
uzrokovana je specificnim anaerobnim patogenima koji se nalaze na povrsini
zuba. Karakterizira ga upala gingive te destrukcija potporne kosti i
parodontnog ligamenta koji napredovanjem bolesti dovode do povecane
pomi¢nosti zuba i u konacnici uzrokuju gubitak zuba (13). Svaki parodontitis
pocCinje gingivitisom koji je definiran kao reverzibilno upalno stanje koje ne
uzrokuje destrukciju potpornih struktura, nego je isklju€ivo lokaliziran na
podrucje gingive. Ako se takvo upalno stanje ne lijeci, dolazi do sekrecije
proteaza i drugih upalnih komponenti koje u nekim slu€ajevima uzrokuje

destrukciju parodontnoga tkiva i bolesti zvanu parodontitis (14).

Dva su najCeS¢a oblika parodontitsa: agresivni i kroni¢ni parodontitis.
Agresivni oblik ¢esSée zahvaca mlade osobe, destrukcija parodontnoga tkiva
je brza, postoji nerazmjer izmedu stupnja uznapredovalosti bolesti i koli€ine
tvrdih i mekih bakterijskih naslaga na povrSini zuba te ima tendenciju
pojavljivanja unutar iste obitelji (15). Nasuprot agresivnhom obliku, kroni¢ni

parodontitis karakteriziraju sporije napredovanje bolesti i starija zivotna dob.

12
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3.2.1. Agresivni parodontitis

Agresivni je parodontitis definiran na medunarodnoj radionici za klasifikaciju
parodontnih bolesti 1999. godine (16). Dotadasnja podjela parodontitisa
temeljila se na dobi pacijenta, $to se, prema novim spoznajama, ispostavilo
nepravilnim kriterijem za donoSenje dijagnoze. Agresivni oblik parodontitisa
moze se pojaviti u bilo kojoj dobi, a primarna obiljeZja za klasifikaciju postala

Su:

e medicinska anamneza bez osobitosti
e brz gubitak priCvrstka i kosti

e tendencija pojavljivanja bolesti unutar obitelji.

Sekundarne obiljezja za koja se smatra da se obi¢no, ali ne i obvezno

pojavljuju, jesu:

¢ nerazmjer izmedu koli€¢ina mikrobnih naslaga i teZine destrukcije

e poviSena razina A. actinomycetemcomitansa, a u nekih pacijenata i P.
gingivalisa

e abnormalnosti fagocita

e hiperreaktivni fenotip makrofaga

e poviSene razine PGE; i IL-1

e te spontani prestanak napredovanja bolesti.

13
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Da bi se postavila dijagnoza agresivnog parodontitisa, ne trebaju biti prisutna
i dokazana sva navedena obiljezja, nego ju je moguce temeljiti i na klini¢kim,
radioloskim i anamnesti¢kim podatcima. Laboratorijska su testiranja svakako

dobrodosla, no nisu klju€an korak u odredivanju bolesti.

Buduc¢i da se grupa stru¢njaka slozila da postoji dovoljan broj specificnih
obiljezja za podjelu bolesti na lokalizirani i generalizirani oblik, 1999. godine

definirana je i potklasifikacija agresivnog parodontitisa.

Lokalizirani oblik karakteriziraju:

e pocetak oko vremena i u vrijeme puberteta

e jak odgovor serumskoga protutijela na uzroénike

e interproksimalni gubitak priévrstka na prvom kutnjaku/sjekuti¢u te
najmanje jos$ na dvama trajnim zubima, od kojih je jedan prvi kutnjak,
te da zahvaca ne viSe od dva zuba a da nisu samo prvi kutnjak i

sjekutic.

Generalizirani oblik karakteriziraju:

obi¢no zahvaca osobe mlade od 30 godina, a mogu oboljeti i
starije

e epizodna priroda destrukcije pricvrstka i alveolne kosti

e slab odgovor serumskog protutijela na uzro¢nike

e generaliziran interproksimalni gubitak pri€vrstka na najmanje trima

trajnim zubima a da to nisu samo prvi kutnjak i sjekutic.

14
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3.2.2. Kroniéni parodontitis

Prema definiciji AmeriCcke akademije za parodontologiju, kroni¢ni je
parodontitis infektivna bolest pri kojoj dolazi do upale potpornih zubnih tkiva,
gubitka priCvrstka i alveolne kosti, uz posliedi¢no stvaranje parodontnih
dZepova i/ili recesiju gingive. To je najCeSc¢i oblik parodontitisa Cija
prevalencija i uznapredovalost bolesti rastu s dobi pacijenata. PoCetak bolesti
moze biti u bilo kojoj dobi, no ipak ¢eS¢e zapocCinje u odraslih osoba.
Dentobakterijski plak zasluzan je za pocCetak bolesti, no i obrambeni
mehanizmi domacina imaju vaznu ulogu u patogenezi. Ako se ne lije€i, bolest
napreduje, a njezina se progresivnost moze potvrditi i mjeriti samo

ponovljenim kliniCkim pregledima.

Kroni¢ni se parodontitis dijeli prema opsegu i jaCini bolesti. Prema broju

zahvacenih zubnih ploha razlikujemo (16):

e lokalizirani kroni¢ni parodontitis, zahvaé¢eno < 30 % zubnih ploha

e generalizirani kroni¢ni parodontitis, zahvaé¢eno > 30 % zubnih ploha.

Tezina bolesti moze se klasificirati s obzirom na gubitak klinickoga pricvrstka

(CAL) kao:

e blaga, 1 -2 mm CAL
e srednja, 3—4 mm CAL

e teska =5 mm CAL.

15
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KliniCka su obiljezja kroni¢nog parodontitisa sljedeca:

najcesc¢e se pojavljuje u odraslih osoba, no moguc je i u djece i
adolescenata

opseg destrukcije razmjeran je prisutnoS¢u lokalnih faktora
subgingivni kamenac Cest je nalaz

varijabilna mikrobioloSka slika

bolest napreduje sporo do umjereno brzo, ali mogu postojati i
razdoblja izrazito brze progresije

prema rasirenosti i tezini, bolest se moze dalje klasificirati

moze biti povezan s lokalnim predisponiraju¢im €imbenicima (npr.
jatrogeni faktori, faktori povezani s polozajem zuba)

bolest moze biti modificirana i/ili povezana sa sustavnim bolestima
(npr. dijabetes, infekcija HIV-om) te s ostalim cimbenicima poput

pusenja i emocionalnoga stresa.

16
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3.2.3. Destrukcija parodontnih tkiva

Imunosna i upalna zbivanja tijekom parodontitisa vodena su velikim brojem
razli€itih molekula koja uzrokuju destrukcije parodontnih tkiva. Zastitni
odgovor organizma postaje nadjaCan, koncentracija patogena u
subgingivhom podrucju raste, a upalna zbivanja prodiru u sve dublje slojeve
parodonta.

Izravan patolo$ki u€inak bakterija na parodont odigrava se u ranijim stadijima
bolesti. Analize plaka pacijenata s rastu¢om tezinom upale gingive otkrivaju
bakterijske vrste koje su sposobne izazvati upalni odgovor. Tako npr.
prisutnost bakterije Fusobacterium nucleatum i njezinih metabolickih
produkata izravno utjeCe na vaskularizaciju gingive, dolazi do edema i
pojaCanog stvaranja sulkusne tekuéine, ¢ime nastaje pogodan okoli$ i za
druge mikroorganizme (17). P. gingivalis poznat je pak po stvaranju enzima
(proteaza, kolagenaza, fibrinolizina, fosfolipaze A) koji dovode do degradacije
okolnih tkiva, metaboli¢kih produkta kao NH3, H,S i masne kiseline, koji su
pak toksicni za okolne stanice (18-20), te lipopolisharida (LPS) koji su in vitro

sposobni potaknuti resorpciju kosti (21).

Posredan patoloski uc€inak bakterija pocinje kada obrambeni elementi
parodontnoga tkiva bivaju nadja€ani virulentno$¢u mikroorganizama. Tada
poCinje odgovor domacina koji pokreée destruktivne dogadaje u tkivu.
Polimorfonuklearni limfociti (PMN) stvaraju enzime koji imaju sposobnost
degradacije kolagena i bazalne membrane te dolazi do aktivacije monocita,

limfocita, fibroblasta i drugih stanica domacina. Bakterijski LPS-i stimuliraju

17
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stvaranje citokina i prostaglandina E, (PGE;) koji poti€u oslobadanje

matriksnih metaloproteinaza (MMP) (22, 23).

Citokini i upalni posrednici (medijatori) koji se najceSCe povezuju s
parodontitisom jesu interleukini IL-1 i IL-6, faktor tumorske nekroze TNF-a i
PGE-. IL-1 je upalni citokin s mnogobrojnim funkcijama, a poviSene razine u
tkivu i sukusnoj tekucini uoene su u pacijenata s parodontnim bolestima.
Svoju ulogu u patoloskim dogadanjima tijekom parodontitisa ponajprije
ostvaruje stimulacijom monocita i fibroblasta na oslobadanje PGE, te MMP
(24). IL-6 stvaraju limfociti, monociti i fibroblasti, a primarno djeluje na
proliferaciju plazma-stanica zasluznih za stvaranje protutijela. Usto,
dokazana je i stimulativna aktivhost u stvaranju osteoklasta, $to izravno
povezuje IL-6 s resorpcijom kosti (25). Njegove su razine takoder povisene u
pacijenata s parodontitisom, i to u ve¢oj mjeri nego u osoba s gingivitisom
(26, 27). IL-8 kemotaksijski djeluje na neutrofile i potiCe stvaranje MMP-a.
Stvaraju ga monociti stimulirani LPS-om, IL-1 i TNF-a, a zanimljivo je da ga
se u lezijama parodontitisa ponajprije povezuje s makrofagima i spojnim
epitelom (28, 29). TNF-a je citokin koji je po bioloSkim aktivnostima i funkciji
vrlo sli¢an IL-1 (produkcija PGE,, stimulacija MMP-a i resorpcija kosti), ali
ono $to ga ¢ini drukcijim jest Cinjenica da ga izluCuju monociti i fibroblasti
nakon stimulacije bakterijskim LPS-om (30). PGE,, vazoaktivni upalni
medijator iz grupe eikosanoida, u mnogim istrazivanjima pokazuje povisene
razine u sulkusnoj tekucini i tkivima, i to u osoba s gingivitisom i aktivnim

parodontitisom (31). Stvaraju ga fibroblasti i makrofagi, a uloga u destrukciji
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parodonta objasSnjava se indukcijom MMP-a i resorpcijom kosti putem

osteoklasta.
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4. Proteomska istrazivanja parodontnih

bolesti



Ana Badovinac, Poslijediplomski specijalisticki rad

4.1. Proteomske analize i spektrometrija mase

Proteomika je znanost koja se bavi prouCavanjem proteina, njihovom
strukturom i funkcijom, sa svrhom sveobuhvatne kvalitativne i kvantitativhe
deskripcije proteinske ekspresije, ali i njezinih promjena pod utjecajem
bioloSkih promjena koje se dogadaju primjerice za vrijeme bolesti i lijeCenja

(32).

Proteomske analize omogucuju iscrpan prikaz ekspresije proteina u razli€itim
bioloSkim uzorcima te oznacuju napredniji pristup u istrazivanjima proteoma
(proteom je cjelokupni proteinski sastav jedinice promatranja) (33). Buduéi da
su proteini sastavni dijelovi organizma i da sudjeluju u gotovo svim
unutarstani¢nim i medustaniénim procesima, proteomika znatno pridonosi
trenutaCnim spoznajama o proteinima koji su vezani za zdravlje, odnosno

bolest (34).

IstraZivanja u podruCju proteomike provode se s pomocu razli€itih
tehnoloskih i metodoloskih pristupa, medutim, ne postoji nijedna tehnologija
koja bi bila prikladna za jedinstvenu primjenu. Analize se sastoje od niza
koraka koji zahtijevaju razliCitu tehnologiju, a organizacija i integracija
analitickih koraka klju¢ su uspjeha. U proSlom desetlieCu razvoj
spektrometrije mase doveo nas je u novo doba analize proteina, ali i potrage
za biomarkerima koji bi mogli imati velik utjecaj u dijagnostici, lijeCenju i
prognozi razliCitinh bolesti. Analize proteina u uzorcima rade se do najsitnijih
detalja. Osim toga Sto se detektiraju prisutnost, zastupljenost i koli€ina
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proteina, moguce je €ak i odredivanje posttranslacijskih modifikacija razli€itih

proteina u analiziranom uzorku (35, 36).

Spektrometrija mase (MS) tehnika je kojom se analiziraju molekule na
temelju njihove mase i naboja. Radi na principu ioniziranja kemijskih
komponenti promatranog uzorka stvarajuci nabijene molekule ili fragmente
molekula te zatim mjeri omjer mase i naboja. Upotrebljava se za odredivanje
masa Cestica, sastava uzorka ili molekule i za objasSnjavanje kemijskih
struktura molekula, primjerice peptida. Strojevi u kojima se obavlja MS zovu
se spektrometri masa i sastoje se od triju glavnih dijelova: ionizatora (ionizira
molekule), masenog analizatora (rasporeduje ione prema njihovim masama s
pomocu elektromagnetskog polja) i detektora (detektira signal i pruza

podatke za mjerenje zastupljenosti pojedinih iona) (slika 1.).
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Slika 1. Spektrometar mase (preuzeto iz Planetorbitrap.com [stranica na
internetul]. [posjeceno 4, ozujka 2013.]. Dostupno na:

http://planetorbitrap.com/qg-exactive.
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Standardna procedura MS-a sastoji se od niza koraka (slika 2). Prvi je korak
nanoSenje uzorka u spektrometar mase, a zatim slijedi ionizacija molekula u
ionizatoru koja rezultira stvaranjem nabijenih Cestica (iona). Nastali ioni
provode se kroz analizator koji ih potom razdvaja prema omjeru mase i
naboja. Iz analizatora ioni idu na detektor, gdje proizvode elektri¢ni signal koji

se moze registrirati na racunalu (37).

lon Mass
Source I Analyzer I

Data Analysis

Slika 2. Shematski prikaz koraka spektrometrije masa s pomocu
spektrometra mase (preuzeto iz Commons.wikimedia.org [stranica na
Internetul. [posjeceno 4. ozujka 2013.]. Dostupno na:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ms_block _schematic.gif.
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Da bi se Zeljeni uzorci proteomski analizirali, potrebna je njihova priprema
kojoj je cilj separacija proteina prije ulaska u spektrometar mase. Takvim se
pristupom omogucuje se identifikacija vecega broja proteina jer se
zastupljeniji proteini odvajaju od onih koji su prisutni u malim koliCinama te se
povecava dinamiCki raspon detekcije. Frakcioniranje uzoraka, npr. gel
elektroforezom ili kromatografijom, pokazuje mnogo veci broj detektiranih
peptida u usporedbi s uzorcima koji nisu frakcionirani (38). Gel elektroforeza
metoda je kojom se s pomocu jednosmjerne struje razdvajaju pojedine
komponente uzorka na temelju veliCine i naboja. U proteomskim je
istrazivanjima cilj razdvoijiti smjese proteina u odredenom uzorku. U tu svrhu
Cesto se primjenjuje metoda gel elektroforeze u poliakrilamidnom gelu, SDS-
PAGE (engl. Sodiumdodecylsulphate- polyacrylamide gelelectrophoresis).
Kod SDS-a poliakrilamid gel elektroforeze proteini su tretirani anionskim
deterdzentom, natrijevim dodecilsulfatom (SDS), koji razmata proteinske
molekule u polipeptidne lance i daje im negativan naboj. Buduéi da se
proteini istoga naboja razlikuju po svojoj veli€ini, separacija se dogada na
osnovi veli¢ine molekula. Krace molekule putuju brZze kroz pore gela te je na

taj nacin osigurano separiranje proteina odredenog uzorka.
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4.2. Dosadasnja proteomska istrazivanja u stomatologiji i

parodontologiji

Proteomska istrazivanja pruzaju iscrpne informacije o proteinima u razli€itim
tkivima i organima, a buduci da su proteini funkcijske molekule, metode koje
omoguduju odredivanje njihove ekspresije smatraju se bitnima za detaljnije
razumijevanje funkcije tkiva. Proteomika je veC pronaSla mjesto u
stomatologiji. Sto se tiée mikroorganizama, radena je proteomska analiza
oralnih patogena (39), funkcionalnog proteoma bakterije Streptococcus
mutans (40) i proteoma vanjske membrane bakterije P. gingivalis (41). Od
stanica koje su vazne za funkcioniranje parodontnih tkiva istrazivani su
fibroblasti (42), osteoblasti (43), osteoklasti (44) i cementoblasti (45).
Takoder su istrazivane bolesti zuba i usne Supljine kao Sto su karijes (46,

47), Sjégrenov sindrom (48) i oralni karcinomi (47).

Dosadasnja istraZivanja parodontnih bolesti vezana su uglavnhom za analize
sline i sulkusne tekucine, medutim, postoji niz drugih uzoraka koji bi se mogli
upotrijebiti. Uzorci dostupni za in vivo proteomska istrazivanja parodontnih
bolesti ukljuCuju sulkusnu tekuéinu, mikroorganizme, slinu, biopsijske uzorke

tkiva te uzorke krvi (49) (slika 3.).
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tkivo.

slina krv

sulkusna
tekuéina

mikroorganizmi
Slika 3. BioloSki uzorci dostupni za proteomska istrazivanja parodontnih

bolesti

4.2.1. Odabir uzoraka za proteomska istrazivanja

Kompleksnost parodontnih bolesti dovela je do opseznih istrazivanja
patoloskih mehanizama bolesti i do stalne potrage za biomarkerima. Proteini
su potencijalno velik izvor biomarkera jer su upravo oni molekule koje
povezuju staticni genom pojedinca i bioloSku aktivhost organizma.
Istrazivanja proteoma bazirana na MS tehnologiji obuhvacaju analiziranje
razliCitih bioloSkih uzoraka te omogucuju istrazivanja razli€itih stadija bolesti.
Klinicka proteomska istrazivanja naj¢es¢e analiziraju bioloSke tekucine kao
$to su to urin i cerebrospinalni likvor, zatim krv i serum, te najrjede tkiva zbog

svoje visoke kompleksnosti.

U tablici 2. prikazano je 17 proteomskih istraZivanja parodontnih bolesti.

Vidljivo je da su najzastupljenija istraZivanja provedena na uzorcima sline i
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sulkusne tekucine pacijenata, dok je gingivno tkivo kao biolosSki uzorak

iskoriSteno tek u jednom istrazivanju.

Tablica 2. Klinicke proteomske studije parodontnih bolesti. Preuzeto iz:

Guzman YA, Sakellari D, Arsenakis M, Floudas CA. ExpertRevProteomics.

2014;11(1):31-41.

Istrazivanj | Tip bolesti Vrsta Sudionici Broj MS Broj Refere
e uzorka uzoraka platfor | identificir | nca
ma anih
proteina
Wuisur.,, | GAgP slina 5 zdravih 10 2-DE, 11 (50)
20009. 5 bolesnih LC- humanih
MS/M
S
Ngoisur., | KP sulkusna 12 u fazi | 30 A. 1-| 66 (51)
2010. tekucina odrzavanja pojedina¢n | DE, humanih
ih MALDI | (23 iz A,
3 pulirana | -TOF 66 iz B)
B. 1-
DE,
LC-
MS/M
S
Bostanci i | GAgP sulkusna 5 zdravih 10 LC-MS | 150 (52)
sur., tekucina 5 bolesnih puliranih (201
2010. (4 humani,
mjesta/uzo 27
rku) bakterijsk
i 14
gljiviénih,
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8
virusnih)
Haigh i| teski slina 9 bolesnih 18 A. 2-]10 (53)
sur., generalizira DE, humanih
2010. ni MALDI | 3iz A, 7
parodontitis -TOF iz B)
B. 2-
DE,
LC-
MS/M
S
Goncaval | KP slina 10 zdravih 20 A 2-129 (54)
esisur., 10 bolesnih DE, humanih
2010. MALDI | (4 iz A,
-TOF | 27izB)
B. LC-
MS/M
S
Grant i | eksperimen | sulkusna 10 zdravih 8 puliranih | LC- 202 (55)
sur., talni tekucina 3 MS/M (186
2010. gingivitis mjesta/uzo | S humanih,
rku) 16
bakterijsk
ih)
Goncalve | gingivitis slina 10 zdarvih 20 A 2-|24 (56)
sisur. 10 bolesnih DE, humanih
2011. MALDI | (10iz A,
- 23izB)
TOF/T
OF
B. LC-
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MS/M
S
Choi i | KP sulkusna 11  zdravih, | 4 pulirana | 1-DE 305 (57)
sur., tekucina 12 bolesnih po LC- humanih
2011. sudioniku i | MS/M
stanju S
Bliban i | KP sulkusna 6 zdravih, 6 | 12 LC- 423 (58)
sur., tekucina bolesnih puliranih MS/M humana
2012. 4 S 32
mjesta/uzo bakterijsk
rku) a
Kido i sur. | neklasificir | sulkusna 1 zdravi 3 pulirana | 1-DE 231 (59)
2012. ani tekucina 8 bolesnih 2 LC- humani
parodontitis bolesna, 1 | MS/M
zdrav) S
Range i | neklasificir | slina 13 bolesnih | 57 SELDI | 7 (60)
sur., ani (pretilin) (pulirani -TOF, humanih
2012. parodontitis 25 zdravih | za  1-DE | 1-DE
(pretilih) MS) MS i
19  zdravih MALDI
(normalne -
tezine) TOF/T
OF
Ngoisur., | KP sulkusna 41 u fazi | 41 MALDI | predikcijs | (61)
2013. tekucina odrzavanja - ki model
TOF/T
OF
Baliban i | KP sulkusna 51 bolesni, 96 LC- predikcijs | (62)
sur., tekucina 45 zdravih puliranih MS/M ki model
2013. (4 S
mjesta/uzo
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rku)
Bertoldi i | KP interproksim | 25 bolesnih | 50 2 DE, | 19 (63)
sur., alno (najmanje 1 LC- humanih
2013. gingivno intrako$tanid MS/M
tkivo efekt) S
Bostanci i | eksperimen | sulkusha 20 zdravih 80 (2 | LC- 254 (64)
sur., talni tekucina mjesta/uzo | MS/M humana,
2013. gingivitis rku) S 18
bakterijsk
ih
Tsuchida i | KP sulkusna 31 bolesni, 6 puliranih | LC- 619 (65)
sur., tekucina 16 zdravih 4 MS/M humanih
2013. bolesna, 2 | S
zdrava)
GesellSal | neklasificir | slina 20 bolesnih, | 40 LC- 344 (66)
azar i | ani 20 zdravih MS/M | humanih
sur., parodontitis S
2013.

1-DE ili 2-DE - jednodimenzionalna i dvodimenzionalna elektroforeza
KP — kroni€ni parodontitis

GAgP — generalizirani agresivni parodontitis

LC — tekuc¢inska kromatografija

MALDI — od engl. matrix-assisted laser desorption/ionization

MS/MS — uzastopna spektrometrija mase

SELDI — od engl. Surfaceenhanced laser desorption/ionization

| slina i sulkusna tekuéina biolo8ki su uzorci koji se lako mogu prikupiti i ne
zahtijevaju invazivnost pri uzimanju. Samim time oni su vrlo pogodan

materijal za istraZivanja, za razliku od tkiva Cije je uzorkovanje vrlo invazivno.

Sulkusnu tekucinu karakteriziraju stabilnost i specifi¢nost te je zbog toga vrlo
prikladan tip uzorka za proucCavanje patoloskih mehanizama parodontnih

bolesti. Kao takva, moze se iskoristiti za dijagnostiku, klasifikaciju bolesti,
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predvidljivost napredovanja bolesti i za pracenje odgovora pojedinih
parodontnih dZepova na provedenu terapiju. Bududi da se sulkusna tekucina
moze prikupiti i sa zdravoga i s bolesnoga mjesta unutar istog pacijenta,
svaki je pacijent je istodobno sam sebi i zdrava kontrola. Time se nadilazi
problem bioloSke varijabilnosti izmedu pacijenata koji se Cesto navodi kao

nedostatak proteomskih istrazivanja (67).

Sulkusna tekucina ima jo$ jednu veliku prednost, a to je njezina pretvorba
tijekom parodontnih bolesti iz gingivhoga transudata u gingivni eksudat. Ona
odrazava kompoziciju seruma te sadrzava neke supstancije parodontnoga
tkiva i mikroorganizama parodontnoga dzZepa (68). Kao Sto smo veé
spomenuli, u ustima pacijenta oboljelog od parodontne bolesti moguce je
naci i bolesna i zdrava mjesta. Sulkusna se tekucina prikuplja s odredenog
mjesta uz zub pokazujuci time visoku specificnost za mjesto uzimanja. Tako
je moguce u istog pacijenta prikupiti uzorke sulkusne tekucine sa zdravih
mjesta i s mjesta zahvacenih razli€itim stadijem parodontne bolesti. U tablici
2. vidljivo je da su se neki istrazivaci odlu€ili na puliranje (spajanje) vise
uzoraka istoga stanja u samo jedan uzorak. lako se tim nacinom pripreme
uzoraka za analizu gubi specificnost mjesta uzimanja, velika je prednost u
tome Sto se poveCanjem broja uzoraka povecava i Sansa za detekciju
proteina prisutnih u vrlo malim koncentracijama (67). Zbog navedenih
obiljezja sulkusna je tekucina odli¢an tip uzorka za istrazivanja parodontnih

bolesti.
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Uzorci sline bili su osnova mnogobrojnih istrazivanja proteinskih biomarkera
oralnih bolesti te su vrlo dobra alternativa sulkusnoj tekucini (69). Buduci da
90 % proteina sline dolazi iz parotidnih, submandibularnih i sublingvalnih
Zlijezda slinovnica, uzorci sline ne mogu biti visoko specifi€ni za mjesto
uzimanja kao sulkusna tekucina. Medutim, velika prednost sline kao uzorka
za analizu jest jednostavnost njezina prikupljanja. Dok je prikupljanje
sulkusne tekucine tehnicki vrlo zahtjevno i ¢esto ga izvode samo strucnjaci,

prikupljanje sline moze obaviti dentalni asistent ili sestra.

Upotrebu uzoraka sline za proteomska istrazivanja treba razmotriti vrlo
oprezno. Naime, usporedujuci slinu s drugim vrstama uzoraka, npr. serum,
vidljivo je da dinamicki raspon detekcije proteina u uzorcima sline bitno maniji
nego u serumu. U istraZivanjima proteoma sline zastupljenost top 10 proteina
u uzorku katkad iznosi 40 % ukupnoga broja proteina, a kadsto ¢ak i 98 %
(34, 70). Time se teSko mogu detektirati proteini koji se nalaze u vrlo malim
proteoma uzorka. Jo$ jedan nedostatak sline kao uzorka za proteomska
istraZivanja jest prisutnost brojnih proteaza u njoj. Proteaze uni$tavaju
proteine sline i na taj naCin uniStavaju potencijalne biomarkere. Navedeni
nedostatak, za razliku od prvoga, mozZe se u nekoj mjeri zaobi¢i dodavanjem
inhibitora proteaza u uzorak, no mnogo bolji nacin je smrzavanjem uzoraka
na — 80 °C odmah nakon prikupljanja (71, 72). Osim navedenog, pri odabiru
pacijenata i prikupljanja uzoraka sline treba imati na umu da se relativni i

apsolutni sastav sline mijenjaju tijekom dana te da pacijentova dob takoder
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mijenja sastav i koncentraciju salivarnog proteoma (73, 74). Za razliku od
sline sulkusna tekucina, Ciji se volumen povecava tijekom parodontnih
bolesti, ne pokazuje promjenu u koncentraciji proteina ovisno o pacijentovoj

bolesti i dobi (75, 76).

Istrazivanja proteoma sline i sulkusne tekucine nastoje opravdati izbor jedne
bioloSke tekucine pred drugom, no u buduénosti bi bilo dobro da se provedu
istraZivanja istodobno na obama tipovima uzoraka u svrhu otkrivanja

biomarkera parodontitisa.
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4.2.2. Rezultati proteomskih istrazivanja parodontnih bolesti

Uvodenje spektrometrije mase za analizu kliniCkih uzoraka pacijenata s
parodontnim bolestima pokazalo se kao odli¢an pristup koji bi mogao znatno
utjecati na znanje o proteinima vezanim za zdravlje, odnosno bolest (34).
Osnovni cilj opseznih proteomskih istrazivanja u podrucju parodontologije
jest izdvajanje liste proteina koji bi mogli biti specificni za odredeno stanje te
pratiti promjene u zastupljenosti proteina ovisno o stadiju, fazi bolesti ili pak
odgovoru na terapiju. U tablici 3. navedeni su proteini koji su se istaknuli u

dosadasnjim proteomskim istrazivanjima parodontnih bolesti.

Tablica 3. Proteini koji su se istaknuli u dosadasnjim proteomskim

istraZivanjima parodontnih bolesti.

Ime proteina Bioloska funkcija Ekspresija u bolesti
matriksne degradacija kolagena poviSene u parodontitisu
metaloproteinaze
hemoglobin protein plazme poviSen u parodontnim

bolestima

haptoglobin protein plazme povi$en u parodontitisu
a-2-makroglobulin protein plazme poviSen u KP

aktin formacija mikrofilamenata poviSen u parodontitisu
profilin veZe aktin poviSen u parodontitisu
plastin veze aktin poviSen u parodontitisu
adenil-ciklaza 1 veze aktin poviSen u parodontitisu
apolipoproteini vezu lipide Al — snizen u parodontnim
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bolestima

B1 — poviden u gingivitisu

aneksini

upalni i imunolodki odgovor

sniZeni u parodontitisu

ATP-vezuci proteini

homeostaza proteina

poviSeni u parodontnim

bolestima

a-amilaza kidanje polisaharida poviSen u parodontnim
bolestima

azurocidin upalni i imunoloski odgovor poviSen u parodontitisu

katalaza redukcija aktivnog kisika u poviSen u KP-u

upali

cistatini inhibitori proteaza snizeni u parodontnim
bolestima

fibrinogen upalni odgovor povisen u KP-u

S100-A9 upalni odgovor, antimikrobno povisen u KP

djelovanje

imunoglobulini

imunoloski odgovor

poviSeni u parodontnim

bolestima

vitamin D vezudi protein

imunoloski odgovor

poviSen u parodontitisu

neutrofildefenzin 1

antimikrobno djelovanje

poviSen u parodontnim

bolestima

14-3-3 protein sigma

viSestruko djelovanje,
regulacija rasta epitelnih

stanica

snizen u parodontitisu

histoni

antimikrobno djelovanje

poviseni u parodontitisu

karbonilreduktaza 1

kataliticki enzim

snizen u parodontitisu

Parodontitis: povezanost s kroni¢nim i agresivnim oblikom

Parodontne bolesti: povezanost s parodontitisom i gingivitisom

KP — kroni¢ni parodontitis
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Matriksne metaloproteinaze (MMP), proteini koji dovode do razaranja
kolagena u upaljenome parodontnom tkivu, pronadeni su u nekoliko klini¢kih
studija KP-a i GAgP-a. Njihova je ekspresija bila pojaCana u uzorcima
bolesnih osoba/mjesta u usporedbi s uzorcima zdravih (52, 57, 66). lako bi
se moglo ocekivati da se MMP detektiraju u svim uzorcima bolesnih mjesta i
pacijenata, Cini se da je njihova koncentracija u rasponu od samo nekoliko
pikograma/mililitru nedovoljna te ih zaklanjaju veci proteini prisutni u

mikrogramima/mililitru, primjerice albumin.

U mnogim su istrazivanjima identificirani proteini plazme hemoglobin (52, 54,
57, 59, 64), haptoglobin (52, 53, 59) i a-2-makroglobulin (54, 66). Prisutnost
navedenih proteina u uzorcima pacijenata oboljelih od parodontnih bolesti ne
zaCuduje jer se u takvih pacijenata pojavljuje poja¢ana sklonost krvarenju

gingive, a samim time raste i koncentracija proteina plazme u uzorcima.

Protein aktin bitan je protein mikrofilamenata te pokazuje povezanost s
parodontitisom. lzlaganje aktina poznatomu parodontnom patogenu gram-
negativnoj bakteriji Treponemi denticoli dovodi do njegova pregradivanja i do
odvajanja fibroblasta (77). U istrazivanjima sulkusne tekucine i
interproksimalnoga gingivnog tkiva pacijenata s parodontitisom aktin je
pokazao povecCanu ekspresiju s obzirom na uzorke zdravih ispitanika (57,
63). Osim njega, proteini koji su zasluzni za vezanje aktina, profilin (52, 66) i

plastin (52, 57, 66), takoder su pokazali pojacanu ekspresiju u parodontitisu.
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Proteomska su istraZivanja pokazala zanimljive korelacije izmedu
parodontnih bolesti i lipoproteina. High-densitylipoprotein (LDL) (78) i njegova
bitna sastavnica apolipoprotein A-1 (56, 58) sniZeni su u parodontitisu, dok
su low-density protein (LDL) i apolipoprotein B-100 poviSeni u parodontitisu,
odnosno gingivitisu (55, 78). Apolipoproteini su proteini koji se vezu za lipide
stvarajuci lipoproteine te na taj nacin sudjeluju u transportu lipida kroz limfni i
cirkulacijski sustav. Osim uloge u transportu lipida, spominje ih se i kao
sudionike imunosnog odgovora domacina. Naime, istrazivanje Kallioa i sur.
pokazalo je da bi upala i endotoksemija pri teSkom parodontitisu mogle
povecati aktivaciju makrofaga posredovanu lipoproteinima i nakupljanje
kolesterola u stanicama (79). Vidljivo je da postoje poveznice apolipoproteina
i parodontitisa, no potrebna su daljnja istrazivanja za toCnije Cinjenice i

tvrdnje.

S-100 proteini Cesto su identificirani u proteomskim istraZzivanjima pacijenata
s parodontnim bolestima, a razlog tomu jest njihova ukljuenost u upalni
odgovor. U dosadadnjim proteomskim istrazivanjima sulkusne tekuéine
pacijenata s parodontitisom i gingivitisom uglavnom su identificirani protein
S100-A8 i A9 (52, 57, 64). Njih karakterizira mala molekularna masa i dva
mjesta za koja se mogu vezati kalcijevi ioni, a u akutno upaljenome tkivu
eksprimirani su u makrofagima i epitelnim stanicama (80). Smatra se da
imaju vaznu ulogu u regulaciji upalnog i imunosnog odgovora poticudi
kemotaksiju i adheziju neutrofila (81). Osim toga Sto potiCu kemotaksiju

neutrofila i makrofaga, S100A8/A9 proteini inhibiraju produkciju H,O, od
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makrofaga i pokazuju antimikrobnu aktivnost (82). Za razliku od S100-A8/A9
proteina, S100-A6 protein identificiran je samo u istraZivanju Haigh i sur. U
tom je istrazivanju protein pokazao jaCu ekspresiju u slini pacijenata s
parodontitisom prije terapije nego u uzorcima sline nakon terapije upucujuéi

na mogucu povezanost s upalnim stanjem.

Protein Azurocidin nalazi se u citoplazmatskim granulama neutrofila,
pokazuje antimikrobnu aktivnost posebice protiv Gram-negativnih bakterija,
sudjeluje u aktivaciji imunoloSskog odgovora te pojaCava permeabilnost
endotela i stvaranje edema. Osim $to ga se povezuje s upalom i imunoloskim
odgovorom navedeni protein ima sposobnost vezanja heparina (83, 84).
Proteomsko istrazivanje Choija i sur. pokazalo je jacu ekspresiju Azurocidina
kod ispitanika s parodontitisom nego kod zdravih kontrola (57). lako joS nema
puno dokaza o povezanosti Azurocidina i parodontne upale, Choi i sur. ga
izdvajaju kao moguci biomarker za ranu detekciju parodontne destrukcije.
Razlog tome je in vitro eksperiment kojim su pokazali da Azurocidin inhibira
osteoklastogenezu u stanicama ko$tane srzi miSa. Na temelju te spoznaje
zaklju€uju da bi Azurocidin mogao imati inhibitornu ulogu u diferencijaciji
osteoklasta i zastithu ulogu u gubitku alveolarne kosti tijekom ranih faza

parodontitisa.

Proteini 14-3-3 jo$ su jedna zanimljiva obitelj proteina Cija je glavna funkcija
sudjelovanje u Sirokome spektru opcih i specijaliziranih signalnih putova
vezuc€i se za fosfoserine ili fosfotronine (85). U proteomskim istrazivanjima

parodontnin bolesti proteini 14-3-3 redovito su imali jaCu ekspresiju u
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uzorcima zdravih pacijenata u usporedbi s bolesnima (50, 57, 59, 63). Na
temelju ovih nalaza obitelj 14-3-3 proteina mogla bi biti vazno obiljezje

zdravog parodonta.

U proteomskim su se istraZzivanjima sulkusne tekucéine pacijenata s
parodontitisom imunoglobulini (Ig), uz keratine i albumin, pokazali kao jedna
od najzastupljenijih vrsta proteina, te su pokazali jaCu ekspresiju u
parodontitisu (52, 58). Ig su proteini koje stvaraju plazma-stanice nakon
transformacije iz B-stanica, a imunoloski ih sustav stvara i koristi se njima za
identifikaciju i neutralizaciju stranih antigena. (86). Koliko su plazma stanice,
odnosno B-stanice, vazne u patogenezi parodontitisa govori i podatak da je
udio B-stanica u leziji zahvacenoj parodontitisom oko 18 %, a udio plazma
stanica ¢ak oko 50% (87). Buduci da plazma-stanice stvaraju lg, istrazivanja
potvrduju vaznu ulogu tih stanica, ali i Ilg u patogenezi parodontitisa. Ig imaju
vaznu ulogu u lokalnome obrambenom odgovoru, a iscrpne proteomske
analize mogle bi biti korisne u istrazivanjima odgovora domadina kod

parodontnih bolesti.

Jos jedna zanimljiva obitelj proteina koji se povezuju s upalnim i imunoloskim
odgovorom organizma jesu aneksini (88). Istrazivanje Bostanci i sur.
pokazalo je da je ekspresija aneksina jaCa u zdravim uzorcima sulkusne
tekuéine nego u uzorcima pacijenata koji boluju od agresivhog parodontitisa
(52), dok u proteomskom istrazivanju sulkusne tekucine eksperimentalnog

gingivitisa aneksini nisu pokazali znaCajne promjene u zastupljenosti tijekom
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razvoja upale (64). Cini se da bi povisene razine tih proteina mogle biti

povezane s parodontnim zdravljem.

Navedeni su proteini najzanimljiviji proteini dosadasnjih proteomskih
istrazivanja parodontnih bolesti, no valja oCekivati da ¢e u buducnosti razvo;j
tehnologije i napredak u pripremi uzoraka dovesti do novih, mozda Cak i
proteina dobar je poCetak i oznaCuje potpuno novu eru u razumijevanju
dogadaja u parodontu, a nove spoznaje o molekulama i molekularnim
zbivanjima koje se dogadaju u patogenezi parodontitisa mogle bi pomoci u
razjasnjavanju joS uvijek nepoznatih Cinjenica koje se dogadaju tijekom

razvoja ove bolesti.
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5. Rasprava
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Navedena su istrazivanja samo dio proteomskih istraZivanja provedenih u
parodontologiji, a iz navedenog se vidi da broj identificiranih proteina tijekom
istraZivanja povecava. Napredak u izolaciji tkiva, separaciji proteina,
kvantifikaciji, analizama sekvenca te strukturna i interakcijska proteomika
otvaraju nova vrata u istrazivanju fizioloSkih i patoloskih zbivanja unutar

parodonta (37).

Tijekom posljednjeg desetlieCa potraga za biomarkerima parodontnih
bolesti postaje sve zanimljivija. TraZe se specificni biomarkeri koji bi bili vazni
za dijagnosticiranje, prognozu i praéenje bolesti, ali i za odgovor na terapiju
(89). Do danas je istrazivan velik broj citokina, proteolitickih enzima,
produkata tkivne destrukcije i bakterijskih metabolita koji bi se mogli povezati
s aktivnoS¢u bolesti te sluziti kao indikatori ili prediktori stanja, no i dalje ne

postoje kliniCki testovi koji bi se upotrebljavali u te svrhe (90-92).

Velik izazov u klinickoj parodontologiji jest pronalazak pouzdanih
molekularnih markera koji bi obiljezavali destrukciju parodontnoga tkiva.
Medutim, joS se uvijek ¢ekaju njihov pronalazak i potvrdivanje, a parodontni
parametri i indeksi te kliniCki pregled pacijenta, i dalje su najpouzdaniji znak

parodontnih bolesti (93).

Proteomske analize imaju sve vecu primjenu u identifikaciji proteina kod
pacijenata s parodontnim bolestima, a svoje mjesto takoder pronalaze i u
istraZivanjima koja se bave otkrivanjima mogucih biomarkera. Novija se
istrazivanja koriste tehnikama spektrometrije mase koje su usmjerene
ciljanim proteinima, medutim, u posljednje su vrijeme ipak su sve CeSce
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opsezne proteomske analize (94, 95). Osnovni cilj opseznih proteomskih
istrazivanja u podrucCju parodontologije jest izdvajanje liste proteina koji bi
mogli biti specifini za odredeno stanje te pratiti promjene u zastupljenosti tih
proteina ovisno o stadiju, fazi bolesti ili pak 0 odgovoru na terapiju. Uvodenje
takvih analiza klini¢kih uzoraka (serum, slina ili sulkusna tekucina) pacijenata
s parodontitisom pokazao se kao odli¢an pristup koji bi mogao znatno utjecati
na znanje o proteinima vezanima za zdravlje, odnosno bolest (34). Veéina je
dosadasnjih istrazivanja u podruc€ju parodontologije bila usredotoCena na
analiziranje proteomskog sastava sulkusne tekuéine, dok su se neki

istraZivaci opredijelili za analizu sline (50, 51, 53, 55, 62, 96).

Rezultati proteomskih istraZivanja parodontnih bolesti pokazali su Sirok
spektar proteina koji bi mogli pridonijeti razumijevanju patoloSkih promjena
koje se dogadaju tijekom bolesti, no daljnja istraZivanja s veéim brojem
uzoraka potrebna su za eventualni pronalazak biomarkera. Proteomski
pristup u analizi uzoraka, zasigurno, otvara nova vrata za razumijevanje
patogeneze parodontitisa, a vjerojatno pridonosi i razvoju novih nacina

dijagnosticiranja i lijeCenja ove bolesti.
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6. Zaklju€ak
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Primjena razli€itih tehnologija u analizama proteoma parodontnih bolesti i
zdravlja joS uvijek je u nastajanju, a potraga za biomarkerima koji Ce
obiliezavati aktivnost bolesti, njezinu progresiju i odgovor pacijenata na

lijeCenje i dalje Ce biti u ZariStu proteomskih istrazivanja parodontnih bolesti.

Sulkusna tekucina zbog svoje visoke specificnosti odlican je uzorak za

istrazivanja proteoma parodontnih bolesti.

Pacijentova slina uzorak je koji se lagano prikuplja, no zbog promjena u
njezinu sastavu tijekom dana i doprinosa Zlijezda slinovnica nije visoko
specificha za mjesto uzimanja te je loSiji uzorak za proteomske analize od

sulkusne tekucine.

Iz dosadasnjih istrazivanja proteoma gingivitisa, parodontitisa i zdravog
parodonta moguce je izdvojiti proteine koji se ucestalo identificiraju i time se
istiCu kao potencijalni biomarkeri, no za definiranje liste biomarkera potrebna

su daljnja istrazivanja s veéim brojem uzoraka.
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7. Sazetak
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Parodontne bolesti variraju od relativno benignih oblika bolesti potpornog
zubnog tkiva poznatijih pod nazivom gingivitis, pa sve do agresivnog i
kronicnog parodontitsa, koji ne da su samo prijetnja denticiji, ve¢ mogu biti
prijetnja cjelokupnom zdravlju organizma. Tijekom posljednjeg desetljeca
potraga za biomarkerima parodontnih bolesti postaje sve zanimljivija. Traze
se specificni biomarkeri koji bi bili vazni za dijagnosticiranje, prognozu i

pracenje bolesti, ali i za odgovor pacijenta na terapiju.

Proteomske analize imaju sve vecCu primjenu u identifikaciji proteina kod
pacijenata s parodontnim bolestima, a svoje mjesto takoder pronalaze i u
istrazivanjima koja se bave otkrivanjima mogucih biomarkera. Proteini su
potencijalno velik izvor mogucih biomarkera buduéi da su upravo oni
molekule koje povezuju staticni genom pojedinca i bioloSku aktivnost
organizma. Rezultati proteomskih istrazivanja parodontnih bolesti pokazuju
Sirok spektar proteina koji bi mogli pridonijeti razumijevanju patoloskih
promjena koje se dogadaju tijekom bolesti. Medu mnogim zanimljivim
proteinima isticu se aneksini, S-100 i 14-3-3- proteini, matriksne
metaloproteinaze i lipoproteini. Uz navedene proteine, po svojoj funkciji i
ponasanju u parodontnim bolestima istiCu se i druga imena, no jednako kao i
za navedene proteine potrebna su daljnja istraZivanja s vec¢im brojem
uzoraka za eventualno definiranje i izdvajanje biomarkera parodontnih

bolesti.
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8. Summary
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Periodontal diseases range from the relatively benign form of the disease
known as gingivitis, to the chronic and aggressive periodontitis, which are not
only a threat to the dentition, but also a threat to the overall health. During the
last decade the search for the biomarkers of periodontal diseases becomes
more and more interesting. We are looking for specific biomarkers that would
be important for the diagnosis, prognosis and monitoring of diseases, but

also for the patient's response to the therapy.

Proteomic analyses have been increasingly used in the identification of
proteins in patients with periodontal diseases, and have also found their
place in the research dealing with the detection of possible biomarkers.
Proteins are a potentially large source of biomarkers since they are the
molecules that connect the static genome of the individual and the biological
activity of the organism. Results of the proteomic studies of periodontal
diseases show a wide range of proteins that could contribute to the better
understanding of pathological changes that occur during disease. Among the
most interesting proteins stand the annexins, S-100 and 14-3-3 proteins,
lipoproteins and matrix metalloproteinase. In addition to these proteins,
according to their function and behaviour, there are also many other
interesting names, but the problem is the same. Further research with a
larger number of samples is required for the possible designation of

biomarkers of periodontal diseases.
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