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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja jest tehnikama proteomske analize potvrditi utjecaj fiksnoga
ortodontskoga aparata na razliku u ekspresiji proteina u proteomskom profilu sline kod
pacijenata u ortodontskoj terapiji u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Istrazivanje je koncipirano na 18 ispitanika u dobi od 13 godina, muskog spola, bez organskih
oboljenja i zadnje primjene antibiotika unatrag mjesec dana, a kojima je indicirana fiksna
ortodontska terapija. Budu¢i da je proteomski profil sline varijabilan u toj zivotnoj dobi, prvo
uzorkovanje sline obavljeno je 24 sata prije postavljanja 1 neposredno pred postavljanje
fiksnoga ortodontskoga aparata. Uzorkovanje sline bilo je nakon 48 sati, 7. dana terapije i 30.
dana terapije te je potom provedena metoda analize uzoraka masenom spektrometrijom.
Analizom dobivenih rezultata kontrolne i terapijske skupine ove studije, najznacajniji nalaz
dobiven je tridesetog dana, a govori u prilog i u skladu je s biologijom kosStane pregradnje nakon
primjene ortodontske fiksne terapije u cilju postizanja zubnog pomaka. U svim uzorcima sline
identificirano je 198 proteina te u fazi 30. dana nakon postavljanja ortodontskog aparata

proteom sline sadrzavao je dodatnu skupinu proteina koji su ukljuceni u pregradnju kostiju.

Iz spoznaja do kojih smo dosli istrazivanjem mozemo zakljuciti da se pojavnost potvrdenih
molekula: BMP4, BMPER, IGFBP3 i FGF, koja se dogada za vrijeme ortodontskog zubnog
pomaka, gotovo identicno podudara s pojavnoSéu molekula prilikom procesa koStane
regeneracije, a koja imitira slijed dogadanja u embrionalnom razvoju. Od svih koStanih
morfogenetskih proteina navedeno istrazivanje identificiralo je molekulu BMP4 u slini koja
zasigurno zauzima vazno mjesto u dentalnom razvoju i periodontalnoj regeneraciji. To je prvi
put potvrdena identifikacija molekula BMP-a u uzorku sline. Nadalje, potvrdena je i
identificirana IGFBP3 u slini kao klju¢na molekula u koStanom metabolizmu. Zavrsno,
identifikacija FGF-a u kontrolnoj i terapijskoj skupini ukazuju nam na njihovu prisutnost u
razli¢itim formama, §to bi se moglo povezati i s njihovom protektivnom funkcijom te isto tako

ulogom u regeneraciji i koStanoj pregradnji.

Klju¢ne rijeci: fiksni ortodontski aparat, proteomska analiza sline, koStani morfogenetski

proteini.



SUMMARY

PURPOSE: The aim of this study is to confirm the influence of a fixed orthodontic appliance
on the difference in protein expression in the salivary proteomic profile of patients undergoing

orthodontic therapy compared to the control group, using proteomic analysis techniques.

MATERIALS AND PROCEDURES: The study was conducted on 18 subjects. All subjects
were 13 years old and male, without any organic diseases or a record of antibiotic usage in the
month prior to the study, who are undergoing fixed orthodontic therapy. The number of subjects
in therapy was twelve (N = 12), including six control subjects (N = 6), but without orthodontic
appliances with inclusion and exclusion criteria without risk to patients. Inclusive criteria for
the participants' participation in the research are: age of 13 years, male gender and indication
for fixed orthodontic therapy. The excluded criteria for the participation of respondents in the
research are: existence of some of the systemic diseases that would further alter the affect result
of the research, non-response to control examinations and sudden appearance of the disease

during the research period. There was no risk for the subjects in this study.

Since the salivary proteomic profile in that age group is variable, the first saliva sampling was
performed 24 hours before placement and immediately prior to the placement of the fixed
orthodontic appliance. Saliva was then taken again from all subjects from both groups 48 hours
later, on the seventh day of therapy, and on the thirtieth day of therapy. The saliva collection
procedure was based on three consecutive sputa directly into a Petri dish, after which the saliva
was pipetted into Eppendorf tubes, previously marked with the subjects’ data. Immediately after
the sample collection, the saliva was frozen at -20°C and transported on ice so the samples

could be stored at -80°C.
Finally, the method of sample analysis by mass spectrometry was performed.

RESULTS: The most significant finding in the analysis of all results obtained from control and
therapeutic groups in this study was found on the thirtieth day, and it is in support of and in
accordance with the biology of bone remodeling after the application of fixed orthodontic
therapies used for tooth displacement. From the analysis of isolated proteins obtained in this
study, we can assume the potential role of individual molecules. A total of 198 proteins were

identified in the saliva samples, which is in line with similar saliva studies.



Proteins detected by mass spectrometry were classified on the basis of their functional
characteristics, available in the UniProt database. During the initial and later phase of
orthodontic therapy, we identified proteins involved in neurological processes,
inflammation/stress, cytoskeleton, signal transduction/protein expression, and other processes.
On the 30™ day after the placement of the orthodontic appliance, the saliva proteome contained

an additional group of proteins involved in bone remodeling.

CONCLUSION: From the findings of the research, we can conclude that the appearance of
confirmed molecules: BMP4, BMPER, IGFBP3 and FGF, which occurs during orthodontic
tooth movement, almost identically coincides with the appearance of molecules in the process
of bone regeneration that mimics the sequence of events during embryonic development. Of all
the bone morphogenetic proteins, the above study identified the BMP4 molecule in saliva,
which certainly occupies an important place in dental development and periodontal
regeneration. The identification of the BMPER molecule in addition to the BMP4 molecule to
which it clearly binds, confirms the coordinated activity of growth factors and their inhibitors,
which are also confirmed at the proteomic level in the saliva sample as biological material.
Furthermore, IGFBP3 in saliva has been confirmed and identified as a key molecule in bone
metabolism. Finally, FGF identifications in the control and therapeutic groups indicate their
presence in various forms, which could be related to their protective function, as well as their
role in regeneration and bone remodeling.

Considerig that this is the first identification of the BMP molecule (BMP4) in saliva, this result
is extremely important from the aspect of biology of bone morphogenetic proteins, its presence
in biological fluids and the development of new knowledge about how and where BMP4
reached the saliva (locally or systemically through the blood) and further, what is its real role
in orthodontic therapy. To date, proteomic analysis has confirmed the identification of the
BMP6 molecule from the blood and BMP1 (which is not a true BMP molecule, but a

proteinase), wich to is crucial in the activation of BMP molecules and their antagonists.

Keywords: fixed orthodontic appliance, salivary proteomic analysis, bone morphogenetic

proteins.



SADRZAJ

i U AV 0 ] 5 I PP PP PPPPUPPPPPRNt 1
1.1. ANatomija USNE SUPIJINE ....eeiiiiieeeciee et e e e e e e e bae e e e abae e e eensaeeeenanees 2
1.2. Anatomija i fiziologija Zlijezda SIINOVNICA ......ccvveiiiciiie e 5
3G T U 1T == T 1 g TP ERPRS 6

1.3.1. Metode Pretrage SIiNE... et e e e e e e e e e e e e e anrrraeeaae s 8
14, Prot@0MIKA. ..ottt e e s re e e sar e e s neeenee 11
1.4.1. Proteomska analiza SliNe ......cc.eoieiiiiiiineeee e 12
BT 0 ¢ CoTe (o] o ol | - FS USSPt 15
1.5.1. OrtodONtSKE NAPIAVE ...uvviiieiiiie ettt ettt e s st e e s s e e e s sbbeeessabaeesssbeeeesnseeessnnrenas 16
1.5.2. Ortodontski ZUDNT POM@K .......ueiiiiiiiiiiiiiiee e ree e s s bee e s s abee e s sareeas 18
1.5.3. Utjecaj ortodontskog aparata na sastav SliNe .........c.eeeevvieeiiiiiie e e 22

2. SVRHA ISTRAZIVANIA ..ottt ettt ettt sttt ettt s s esesessssssssesasasas s s asesssanes 25

SLUISPITANICE T POSTUPRCH ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 27
B ISPIEANICE ciiieiieiii e 28
3.2, PrikUpljanj UZOraka ......ccocuiiiiiiiiiie ettt e et e et e et e e e et e e e e e abaeeeeanraeeean 29
3.3. Analiza uzoraka - masena sPEktrOMELIija .....ccccccviiiiiiiiee e 33

A REZULTATL ettt ettt ettt b e st s at e st e bt e bt e beesbe e e me e e mt e e bt e beesbeesheesanesabeeabeebeenneennes 36
4.1. Analiza rezultata dobivenih masenom spektrometrijom........cccoecieeeiiiieiiiniie e, 37
4.2. |dentificirani proteini U Uzorcima SINE.......c.ooevieieiece ettt st st e sae e e e reenes 39

5. RASPRAVA . ...ttt ettt st sttt b e bt h e e a ettt E e e bt bt e she e sae e san e e bt e b e b e neenaees 62
5.1. Identifikacija proteina sline 30 dana nakon postavljanja fiksnog aparata.........ccccceecveeeennnen.. 63

5.1.1. Identifikacija veznog proteina 3 inzulinskog faktora rasta (engl. insulin-like growth factor

binding Protein-3, IGFBP3) ......cciciiiiiiiiiie e cceee ettt e e et e e e s eata e e e s erta e e e s erta e e e sanraeeesartaeeeaans 63
5.1.2. Kostani morfogenetski protein 4, BMP4 (engl. bone morphogenetic protein 4) ................ 65
5.1.3. Fibroblastni faktor rasta 5,FGF 5 (engl. fibroblast growth factor 5) ............ccccveeecveeenneee. 67
5.1.4. BMP-vezni endotelni regulatorni protein, BMPER (Protein Crossveinless-2)...................... 68
B ZAKLIUCAK ...ttt 71
7. LITERATURA ettt ettt st st ettt b e bt e s bt s ae e et e et e et e e sb e e sbeesatesanesabe e beeseenneennees 73

8. ZIVOTOPIS ..ottt et et et e e e e e e e e et et et eaeeeeeaeeeeesees et eneeeeeneeeeeeensees et et ent et eeeeeeeeeaneareanenes 90



POPIS POJMOVA I KRATICA

Kratica Znacenje

LC-MS tekucinska kromatografija — masena spektrometrija

LC-MS/MS tekucinska kromatografija — tandem masena spektrometrija

HPLC tekucinska kromatografija visokih performansi

TNFa faktor nekroze tumora alfa

CPNEI1 rekombinantni humani protein Copine 1

NLRP nod-like receptor obitelji pynn domene koja sadrzi protein 3

ASC apoptoza-pridruzeni speck-like protein koji sadrzi kaspaza regrutirajucu
domenu

IL-1B, 6, 8, 10 interleukin 1 beta, 6, 8, 10

2-DE dvodimenzionalna gel elektroforeza

2D-MS dvodimenzionalna gel elektroforeza i masena spektrometrija

SELDI-TOF-MS

povrsinska pojacana laserska desorpcija/ionizacija, time-of-flight MS

OTM ortodontski zubni pomak

VEGF vaskularni endotelni faktor rasta

RANKL aktivator receptora nuklearnog faktora kapa-B ligand
ECM ekstracelularni matriks

cAMP cikli¢ni adenozin-monofosfat

cGMP cikli¢ni gvanozin-monofosfat

BMP (1:2:4.6.10) kostani morfogenetski protein (-2 4 610

Bmp ®% razvojno regulirani miji gen kostane pregradnje >
BMPR1a kostani morfogenetski protein receptor tipa la
CBFA1 faktor vezivanja jezgre Alpha 1

CSF stimuliraju¢i faktor kolonije — sekretivni glikoprotein
OPG osteoprotegerin




M-CSF stimuliraju¢i faktor kolonije makrofaga

PGE2 prostaglandin E2

MMP @9 13) matriks metalopeptidaza %13

RUNX2 faktor transkripcije vezan za Runt

TGFp transformirajuci faktor rasta beta

MIP glavni unutarnji protein

MCP strukturni gen za membranski kofaktor protein
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1.1. Anatomija usne Supljine

Usna Supljina pocetni je dio probavnog sustava koji svojom gradom obuhvaca niz elemenata
vaznih za pravilno funkcioniranje organizma. U uZem smislu omedena je sprijeda i lateralno
zubnim lukovima, gore tvrdim 1 dijelom mekog nepca, dolje jezikom i dnom usne Supljine, a

straga drugim dijelom mekog nepca, nakon Cijeg suzenja prelazi u zdrijelo.

Maksila, gornja Celjust, srediSnja je i najveca kost gornjeg dijela viscerokranija. Spaja se sa
svim kostima lica i nosi zube.

Mandibula, donja ¢eljust, jedina je kost koja tvori pravi zglob s lubanjskim kostima. Na njezin
razvitak 1 oblik utjee vlak zZva¢ne muskulature, oblik neurokranija i lu¢enje endokrinih

zlijezda.

Predvorje usne Supljine izvana omeduju usne i obrazi, a iznutra alveolarni nastavci i1 zubi.
Oblozeno je sluznicom koja u kontinuitetu prelazi sa sluznice usana i obraza na sluznicu
vanjske strane gingive zubi gornje i donje ¢eljusti.

Gornja i donja usna omeduju otvor usne Supljine. Osnova usana je usni kruzni misi¢. Krov usne
Supljine tvori nepce, a sastoji se od dva dijela. Prednje dvije treéine tvori kostano nepce, tvrdo
nepce, a pokretna straznja treéina jest meko nepce koje zavrSava slobodnim rubom prema
zdrijelu.

Misi¢i mekog nepca napeti su i zatvaraju zdrijelo prema nosnoj Supljini, Sto je vrlo vazno pri
gutanju.

U zvaéne miSice ubrajaju se Cetiri misica koji pokre¢u donju Celjust u temporomandibularnom
zglobu. To su maseter, temporalni misi¢ te pterigoidni lateralni i medijalni miSiéi.

Ti se miSi¢i hvataju na mandibulu 1 svojom kontrakcijom proizvode pokrete u
temporomandibularnom zglobu.

Jezik je organ koji smjestajem pripada usnoj Supljini i Zdrijelu. Razlikujemo vrh, trup i korijen

jezika. Sudjeluje u zvakanju hrane, gutanju i govoru, a ima i osjetilnu ulogu (1,2).



Vojka Zgombi¢ Popovi¢, disertacija

Frenulum labii superioris

Palatum durum, Raphe palati

Palatum molle [Velum palatinum]

Arcus palatopharyngeus

M. buccinator

Arcus palatoglossus

Pars oralis pharyngis

Dorsum linguae

Tonsilla palatina

Isthmus faucium

Gingiva

Frenulum labii inferioris
Vestibulum oris

Slika 1. Usna Supljina (izvor: Sobotta, Atlas anatomije ¢ovjeka, 3. svezak, Naklada Slap)

Zubi su bitna sastavnica za ocuvanje zdravlja, funkcije i izgleda zZva¢nog sustava. Polozaj i
oblik zubi u Celjustima odreden je genskom determinantom, ravnotezom sila misi¢a obraza i
jezika, temporomandibularnim zglobovima 1 kostima celjusti, silama Zvakanja te razlicitim
silama koje djeluju tijekom rasta i razvoja. Covjeka karakteriziraju dvije denticije, mlije¢ni i
trajni zubi. Trajna denticija sastoji se od trideset i dva zuba, smjeStena bilateralno simetri¢no u
dva zubna luka. Gornji zubni luk tvori poluelipsu, a donji parabolu koja blago divergira unazad.
Zbog vecih dimenzija prednjih gornjih sjekuti¢a zubni luk gornje ¢eljusti nesto je veci od luka
donje, no to Cesto zna biti kompenzirano i manjim dimenzijama maksilarnih umnjaka. Svaki
zubni luk ima Sesnaest zubi, Cetiri sjekuti¢a, dva o¢njaka, Cetiri pretkutnjaka i Sest kutnjaka, a

svaki zub pokazuje morfolosku razli¢itost koja je objaSnjiva njegovom funkcijom.
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Zub se anatomski dijeli na krunu, vrat i korijen, a graden je od cakline, dentina i cementa. U
zubu se nalazi pulpna komorica, ispunjena zubnom pulpom, koja se proteze kroz krunu i

korijen te zavrSava otvorom na apeksu zuba. Zub u zubnoj alveoli ucvrséuje periodont (3,4,5).

Slika 2. Grada zuba (izvor: Sobotta, Atlas anatomije Covjeka, 3. svezak, Naklada Slap)
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1.2. Anatomija i fiziologija Zlijezda slinovnica

Zlijezde slinovnice egzokrine su Zlijezde koje proizvode i luCe slinu, a nalaze se u stijenkama
usne Supljine i1 Zdrijela. Lucenje sline odvija se putem posebnog sustava kanali¢a u usnu

Supljinu i sudjeluje u mnogim fizioloskim procesima.

Razlikujemo tri velike zlijezde slinovnice: glandula parotis — dousna Zlijezda slinovnica koja
ima funkciju serozne sekrecije sline, glandula submandibularis — podceljusna zlijezda
slinovnica koja proizvodi mijeSanu (pretezno seroznu) slinu te glandula sublingualis —
podjezi¢na zlijezda s mijeSanom, ali pretezito mukoznom sekrecijom. Te Zlijezde luce 95 %
ukupnog volumena sline, a preostalih 5 % proizvod je sekrecije malih zlijezda slinovnica:
labijalnih, bukalnih, palatinalnih i lingvalnih, koje su razmjesStene po cijeloj sluznici usne

Supljine te ih je vecina dobila naziv po svojem anatomskom smjestaju.

Male zlijezde slinovnice takoder se otvaraju u usnu Supljinu i orofarinks. Mogu biti mukozne
1 serozne. Osim njih, tu se ubrajaju i Ebnerove Cisto serozne zlijezde u podrucju papila valata i

foliata.

Parotidna Zlijezda serozna je zlijezda te je najveca od triju parnih Zlijezda slinovnica. SmjesStena
je u fossi retromandibularis, prednjim djelom djelomicno prekriva ramus mandibulae i
musculus masseter, sa straznje je strane omeduju hrskavica zvukovoda, processus mastoideus
1 m. sternocleidomastoideus, dolje straznji trbuh m. digastricusa, a gornju granicu Cini

zigomaticna kost.

Parotidna Zlijezda inervirana je parasimpati¢kim i simpati¢kim nitima autonomnoga zZiv€éanog
sustava. Arterijska opskrba regije parotidne Zzlijezde bogata je i dolazi od ogranaka vanjske
facijalne, okcipitalne i povrSinske temporalne arterije. Venska drenaza uglavnom prati

arterijski sustav te ide putem facijalne vene i vena vrata (6,7).



Vojka Zgombi¢ Popovi¢, disertacija

1.3. Uloga sline

Slina, bioloska tekuc¢ina koja se nalazi u usnoj Supljini, bistra je blago kisela tekuc¢ina (pH-
vrijednosti 6,0 do 7,0) sastavljena od mjeSavine izluCevina zlijezda slinovnica, izlucevina
velikog broja manjih Zlijezda sluznice usne Supljine te gingivalne tekucine.

Po sastavu je vrlo sli¢na krvi te kao kompleksna tekucina sadrzi veliki broj enzima, hormona,
protutijela, citokina te antimikrobnih tvari (8). Slina je specifican sekret koji ima vaznu ulogu
u zastiti usne Supljine. Sastavljena je od vode, organskih i anorganskih tvari. Dnevno se izluCuje
izmedu 500 1 1500 ml sline, a izlu¢ivanje je kontrolirano simpatickim i1 parasimpatickim
ziv€anim sustavom (9). Slina ima brojne funkcije koje su nuzne za ocuvanje oralnoga zdravlja
1 normalno funkcioniranje usne Supljine. Antimikrobni ucinak sline postize se na nekoliko
nac¢ina: mehaniC¢kom eliminacijom mikroorganizama gutanjem, vlazenjem oralnih struktura,
¢ime se sprjecava adherencija mikroorganizama na sluznicu, te antagonizmom oralne flore,
koji omogucuje anabiozu, stanje u kojem ne dolazi do prevalencije nekih mikroorganizama.
Puferski sustavi sline odrzavaju optimalnu pH-vrijednost, ¢ime onemoguduju razvoj
mikroorganizama. Postoji 1 enzimski sustav sline, koji se sastoji od enzima lizozima,
peroksidaze i laktoferina, a koji imaju antimikrobni ucinak.

Medu salivarnim imunoglobulinima prevladava IgA, ¢ija je glavna funkcija sprjecavanje
adherencije mikroorganizama na receptore na povrsini sluznice. Jasno je da ¢e se u slucaju
smanjene salivacije poremetiti osnovna funkcija usne Supljine te mehanizam obrane usne
Supljine (6).

U slini se takoder mogu uociti promjene u fizioloSkom stanju organizma, sto ukljucuje
emotivne, endokrine, nutritivne te metabolicke promjene. Upravo zbog navedenog, slina se
smatra potencijalnim izvorom podataka u procjeni stanja zdravlja, ne samo usne Supljine nego
i cijelog organizma (10).

Neupitna je uloga sline koja svojim organskim i anorganskim sastavom ima, osim probavne, i
vaznu zatitnu ulogu. Cirkulacija sline u usnoj Supljini ima mehani¢ku ulogu pri ispiranju
patogenih bakterija, uklanja metabolite potrebne bakterijama za rast 1 razvoj. Slina, isto tako,
posjeduje ¢imbenike kao $to su tiocijanatni ioni i proteoliticki enzimi koji unistavaju bakterije.
Slina sadrzi proteine koji nose liticku ulogu te tako eliminiraju bakterije u usnoj Supljini,
ukljucujudi i bakterije odgovorne za nastanak zubnog karijesa. Slina je vazan bioloski ¢cimbenik

u prevenciji dentalne erozije.
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Ima ulogu u stvaranju zubne pelikule koja djeluje kao polupropusna membrana sprjecavajuci
izravan kontakt kiseline s povrS§inom zuba (11). Puferski kapaciteti u slini (bikarbonatni,
proteinski, fosfatni) imaju zadacu neutralizirati kiseline te sprijeciti ili zaustaviti
demineralizaciju tvrdih zubnih tkiva (12). Istrazivanja su pokazala da kisela hrana ima snazan
utjecaj na pojacan protok sline, koji moze biti znatno povecan u usporedbi s nestimuliranim

protokom.

Razvojem novih tehnologija mijenja se i pristup u definiranju sline kao prognostickog, odnosno

dijagnostickog bioloSkog materijala.

Serumska komponenta sline koja se dobiva dominantno iz lokalnih krvnih zila karotidne
arterije definira slinu kao mogu¢i sistemski pokazatelj promjena koje mogu biti povezane s
odredenim sistemskim bolestima. Zbog brzog, neinvazivnog i lako dostupnog prikupljanja,
slina se ¢esto upotrebljava u dijagnostici bolesti usne Supljine. U posljednja dva desetlje¢a
razvijen je niz pristupa koji definiraju slinu kao dijagnosti¢ki materijal u pracenju bolesti usne
Supljine poput parodontnih bolesti te povec¢anog rizika za razvoj karijesa (13-15). Mnogobrojni
medicinski vrijedni parametri iz sline upotrebljavaju se kao potencijalni biomarkeri u procjeni
velikog broja patoloskih stanja, poput tumorskih bolesti (16), kardiovaskularnih stanja (17),
bakterijskih i virusnih infekcija (18, 19) te autoimunih bolesti (20).

Takoder, slina kao dijagnosticki alat ima vaznu ulogu u pracenju i otkrivanju biomarkera u
djece 1 odraslih osoba, tim viSe $to su metode uzorkovanja sline jednostavne za primjenu u
usporedbi s uzorkovanjem seruma (nema uboda iglom), neinvazivne su, sigurne za primjenu,
minimalni su rizici kontaminacije te je osigurana komercijalna dostupnost analitiCkih

testova (21).
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1.3.1. Metode pretrage sline

Slina je idealan translacijski istrazivacki alat 1 dijagnosticki medij. Upotrebljava se kao bioloski
materijal u svrhu iznalazenja molekularnih biomarkera za razne oralne 1 sistemske bolesti i
stanja. Izlu€ivanje sline moZe se stimulirati stavljanjem limunske kiseline na jezik, no primjena
limunske kiseline moze izazvati interferencije kod imuno odgovora u tijeku analize
povecanjem pH-vrijednosti sakupljenog uzorka. U mnogim istrazivanjima slina se prikuplja
tkaninama u ustima te potom centrifugira. Procedura prikupljanja uzorka ne smije utjecati na
salivarne koncentracije ni apsorpcijom ni modifikacijom analita. Materijali poput parafina i
pamuka apsorbiraju odredene molekule iz sline te dovode do lazno sniZenih rezultata mjerenja.
Najcesce su koristeni sustavi za prikupljanje sline Salivette, Quantisal i Intercept. Svi sustavi
sadrze jastucice koji se stave u usta, ispod jezika ili uz obraze. Apsorbirajuci jastucic¢i drze se
u ustima tako da upijaju slinu, Cije se stvaranje povecava zZvakanjem, tijekom standardiziranog
vremena od jedne do dvije minute. Potom se jastuci¢ vraca u epruvetu. Nakon toga slijedi
centrifugiranje gdje se slina odvaja od jastuci¢a. Sustavi za uzimanje sline pokazali su

reproducibilne rezultate za analizu mnogih steroidnih i1 peptidnih hormona (22).

Za prikupljanje sline koja se podvrgava daljnjim dijagnostickim pretragama primjenjuju se
razli¢iti protokoli, a za proteomsku analizu uvrijezena je metoda tekucinska kromatografija
povezana sa spektrometrijom masa (engl. liqguid chromatography — mass spectrometry, LC-
MS). Utvrdeno je da postoje odredene razlike u spolu (muskarci, Zene), jer u zdravoj slini
postoji ¢ak oko 80 razlikovnih proteina. Medutim, ako su Zzlijezde slinovnice stimulirane

kiselinom, ne uocavaju se razlike koje su inace fizioloski izrazene u odnosu na spol (23).

Istrazivanja provedena 2010. povezana su s proteomskim analizama sulkusne tekucine. Autori
su usporedivali pet pacijenata koji boluju od agresivnog parodontitisa i pet parodontno zdravih
pojedinaca te je u provedenom istrazivanju identificirano ukupno 154 proteina ljudskog,
bakterijskog i virusnog podrijetla. Kroz studiju se pratio ukupni reciprocitet mikrobnih proteina
i rezultati su pokazali da su mikrobni proteini bili ve¢i kod pacijenata s agresivnim
parodontitisom, dok su proteini povezani s obranom domacina, kao §to su cistatin B i defenzini,

istaknuli ekspresiju samo u ispitanim uzorcima zdravih pojedinaca (24).

U ovoj studiji rije¢ je o premalom broju ispitanika da bi se mogla postaviti teza pojedinog
proteina kao buduéeg biomarkera te autori isticu kako bi za takve pretpostavke bilo potrebno

prosiriti broj ispitanika u relevantnosti podataka.
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U slini kao ultrafiltratu krvne plazme mozZe se na¢i ve€ina proteina biomarkera razli¢itih bolesti
(25). U novije doba detektirani su brojni biomarkeri koji su dobiveni proteomskom analizom
seruma i/ ili sline, kao $to je primjerice specifi¢an proteom egzosoma iz sline, koji je predlozen
za detekciju karcinoma pluca (26). Istrazivanja ukazuju da je otkriven i egzosomalni biomarker

PSMA7 iz izolirane sline koji detektira upalnu bolest crijeva (27).

Rezultati istrazivanja koja su provodili Haigh 1 sur. isticu dominantnost uloge proteina S100
pri odgovoru domacina tijekom parodontitisa 1 navode kako bi bas ti proteini mogli biti buduci
potencijalni biomarkeri za pracenje aktivnosti pacijenata s uznapredovalim parodontitisom

prije i poslije terapije (28).

Desetak visoko specifi¢nih proteina ovulacijske faze dokazano je proteomskom analize sline,

a jedan je od najvaznijih cistatin S (29).

Ispitivanjima koja su radena proteomskim analizama sline 1 suza kod pacijenata oboljelih od
autoimune bolesti Sjogrenova sindroma utvrdeno je postojanje citokinskih molekula iz
porodice TNFa (engl.tumor necrosis factor o), koji u ranom stadiju mogu biti biomarkeri
sindroma. U kontrolnoj skupini zdravih ispitanika nisu pronadene molekule citokina. Utvrdena
je 1 pojacana ekspresija proteina CPNE1 (engl. rekombinantni humani protein Copine 1) i B-

limfocita (30).

Giusto 1 sur. zapoceli su 2016. istrazivanje biomarkera iz sline u vezi sa shizofrenijom te
bipolarnim i velikim depresivnim poremec¢ajem (31). Nadalje, Chee i sur. 2016. publiciraju rad

u kojem biomarker otkriven u slini ukazuje na dijabeticku retinopatiju (32).

Leukoplakija moze ukazivati na prekancerozne lezije te se masenom spektrometrijom iz sline
moze detektirati marker keratin 10 koji je siguran pokazatelj leukoplakije 1 prekancerozne
lezije. Preko keratina 10 moze se pratiti oporavak nakon karcinoma usne Supljine kao 1 u

rizi¢nih skupina pacijenata koji konzumiraju alkohol 1 duhan (33).

Tecles i sur. 2016. opisuju studiju provedenu na 12 studenata, mladica, prije i nakon nogometne
utakmice, u ovisnosti o fizickoj aktivnosti; mjerili su aktivnost enzima amilaze i ukupne
esterase, a kao zakljucak iznose da su znatno povecane vrijednosti te je ukupna esteraza bila u

pozitivnoj korelaciji s alfa-amilazom (34).

Mononuklearne stanice porijeklom iz periferne krvi i sline imaju jednaki stupanj DNA

metilacije u iste individue.
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Stoga se mononuklearne stanice mogu upotrebljavati samo iz sline u detekciji respiratornih
alergija u slucaju kada se primjenjuje indikator DNA metilacije. Langie i sur. 2016. potvrdili
su tezu da se slina pouzdano moze upotrijebiti u svrhu mjerenja i detekcije metilacije

mononukleranih stanica koje sudjeluju u respiratornim alergijama (35).

Poznato je da biomarkeri, metaboliti iz sline, mogu ukazivati i na rani nalaz karcinoma dojke.
Takoder je nadeno da su viSe vrijednosti odredenih biomarkera pronadene u pacijentica s
invazivnim karcinomom nego u pacijentica s karcinomom in situ (36). Biomarkeri
kadiovaskularnih bolesti kao $to su mioglobin, srani troponin 1, kreatin fosfokinaza MB 1

mijeloperoksidaza takoder se mogu detektirati iz sline (37).

Isaza-Guzman 1 sur. 2017. proveli su istrazivanje na dvije skupine pacijenata: skupini s
kroni¢nim parodontitisom i skupini klini¢ki zdravih pacijenata u kojih su pokazane znacajno
viSe vrijednosti NLRP-a (engl. nod-like receptor family pynn domain containing protein 3),
ASC-a (engl. apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain) 1 IL-1P (interleukin 1) u skupini pacijenata s parodontitisom, dok nije bilo razlike

medu skupinama u ekspresiji kaspaze 1 (38).

Justino 1 sur. 2017. proveli su istrazivanje na 14 mladih osoba. Uzorkovali su slinu primjenom
sistema Salivette 1 parafina, te Zvaka¢om gumom kao stimulatorima slinjenja. Uzeli su takoder
1 uzorke sline bez stimulacije. U svim su uzorcima myjerili koncentracije ukupnih proteina,
nitrita, ukupni antioksidantni kapacitet i alfa-amilazu. Uzorci sline koji su prikupljeni nakon
stimulacije parafinom 1 Zvaka¢om gumom pokazivali su poviSenu proizvodnju sline 1 sekreciju
ukupnih proteina iz Zlijezda slinovnica. Takoder, Zvakaca guma stimulirala je povecanu
sekreciju nitrita i ukupni antioksidantni kapacitet. Interesantno je da su kod nestimuliranog
slinjenja u slini izmjerene niske koncentracije alfa-amilaze. Nadalje, oralna higijena smanjila
je produkciju sline i reducirala sekreciju ukupnih proteina, a povecala koncentraciju alfa-
amilaze. Tip stimulacije moze aktivirati autonomne receptore odgovorne za sekreciju i sastav
sline. Zakljucak je da je pri proteomskoj procjeni sline vrlo vazan nac¢in uzimanja uzoraka, kao

1 oralna higijena (39).
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1.4. Proteomika

Proteomika je znanost koja se bavi prouavanjem proteina, njihovom strukturom i funkcijom,
u cilju sveobuhvatne kvalitativne i kvantitativne deskripcije proteinske ekspresije, ali i njezinih
promjena pod utjecajem bioloskih promjena koje se dogadaju, primjerice, za vrijeme bolesti i
lijecenja (40).

Izraz ,,proteomika” prvi se put pojavio 1995. godine i definiran je kao cjelokupni proteinski
komplement karakterizacije stanic¢nih linija, tkiva ili organizma (41-43).

Danas se susrecu dvije definicije proteomike. Prva je klasi¢nija definicija i ograni¢ava analizu
genskih proizvoda u velikoj mjeri na studije koje ukljucuju samo proteine. Druga i
sveobuhvatnija definicija kombinira studije proteina s analizama koje imaju gensko oc€itavanje,
poput analize mRNA (glasnicka RNA), genomike i dvohibridne analize kvasca (44).
Medutim, cilj proteomike ostaje isti, tj. posti¢i globalan i integriraniji prikaz stanja svih
proteina stanice, a ne svakog pojedinacno. Budu¢i da proteini sudjeluju u gotovo svim
unutarstanicnim 1 medustanicnim procesima, proteomika znatno pridonosi trenuta¢nim

spoznajama povezanima sa zdravljem i boles¢u (45).
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1.4.1. Proteomska analiza sline

Slina predstavlja bioloSku teku¢inu koja ima veliki temeljni 1 klinicki potencijal. U
proteomskom smislu, slina se najesce upotrebljava za razlikovanje izmedu fizioloSkih 1
patofizioloskih stanja. Primjenom starijih tehnologija moglo se identificirati samo visoko
zastupljene molekule, no manje zastupljene, koje dosad nije bilo moguce detektirati, Cesto su

mnogo vaznije za procjenu pojedinoga patofizioloSkog stanja (46).

Nove studije u odredivanju proteoma ljudske sline pokazuju da osim glavnih proteina plazme
medu kojima je alfa-amilaza, slina sadrzi do nekoliko stotina manjih molekula ili peptida koji
definiraju osnove za razvoj potencijalnih bioloskih markera zdravlja odnosno bolesti (47).
Tako je i odreden proteom sline koji ukljuc¢uje podjelu proteina ovisno o Zlijezdi slinovnici
koja ih proizvodi, i to primjenom proteomskih metoda — visokoosjetljive masene
spektrometrije u kombinaciji s razli¢itim separacijskim metodama, primjerice metodom LC-

MS/MS ( tekucinska kromatografija — tandem masena spektrometrija) (48-50).

Vise od 90 % proteina i peptida izoliranih iz sline dobiveni su sekrecijom iz tri ,,glavne”
zlijezde slinovnice, a sve ostale komponente dobivene su iz manjih zlijezda, gingivalne i
cervikalne teku¢ine, mukoznog eksudata te mikroflore usne Supljine. Proteinski sastav sline
usporeden je s proteinima plazme te je otkriveno da se oko 27 % ukupnih proteina sline nalazi
i u plazmi. lako je rije¢ o naizgled malom postotku, analiza genske ontologije kao $to su
molekularna funkcija, stani¢ni odjeljak i bioloska aktivnost pokazuju znatno preklapanje

funkcionalnih skupina proteina izmedu ovih uzoraka (51).

U posljednje su vrijeme analizom proteoma sline u brojnim patofizioloSkim stanjima
predlozeni mnogi biomarkeri koje je nuzno validirati u klini¢koj praksi. Ocekivane su
indikacije u kojima se kao biomarkeri ispituju proteini sline, upalne bolesti probavnog trakta
kao parodontitis (52) i gingivitis (53), ali i upalna bolest crijeva (54). Proteomske analize sline
imaju rastucu i sve vazniju ulogu u ranoj identifikaciji mnogih vrsta karcinoma, kao §to je
oralni karcinom (55, 56), karcinom Zeluca (57) te karcinom pluca (58).

Vazna je uloga ovih istrazivanja i u potrazi za biomarkerima autoimunih bolesti kao §to su
Sjogrenov sindrom (30) i sustavni eritematozni lupus (59). Konacno, zbog neinvazivnog
pristupa i lakoce prikupljanja uzoraka, osobito je zna€ajno istrazivanje biomarkera bolesti iz
sline u pacijenata s neuroloskim, psihijatrijskim i neurodegenerativnim oboljenjima kao $to su

autizam (60), shizofrenija 1 bipolarni poremecaj (61), te Parkinsonova bolest (62).
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Osim velikog potencijala u dijagnostici i prognozi bolesnih stanja upotrebom neinvazivnog
pristupa, uz minimalni troSak i jednostavnost prikupljanja uzorka, slina moze posluziti kao
idealna dijagnosticka zamjena za krv, odnosno serum i plazmu. Potvrda hipoteze da ljudska
slina odrazava stanje unutar cijelog organizma bila bi od velike vaznosti, a u tome presudnu
ulogu ima definiranje postupaka pravilne priprave uzorka za analizu te primjena suvremenih
tehnologija u detekciji i1 kvantifikaciji osnovnih komponenata sline. Primjenom naprednih
instrumenata 1 razvojem analitickih tehnologija, proteomika se nametnula kao moc¢an pristup u
otkricu biomarkera u slini. U prilog tome govore i nove tehnologije analize sline koje se
obavljaju masenom spektrometrijom — tehnikom kojom se analiziraju molekule na temelju
mase 1 postojeceg naboja. Prvi je korak pri analizi molekula ionizacija molekula u ionizatoru.
Nastali ioni provode se kroz analizator, koji razdvaja ione u prostoru i vremenu. Iz analizatora
ioni idu na detektor, gdje se proizvodi elektri¢ni signal koji se moze registrirati na osciloskopu,
pisacu, racunalu ili na nekom drugom uredaju.

Masena spektrometrija primjenjuje se za: odredivanje sastava nepoznatog uzorka (kvalitativna
analiza), odredivanje izotopskog sastava uzorka, odredivanje strukture molekula promatrajuci
fragmentaciju molekula, odredivanje molarne mase molekule, odredivanje koli¢ine odredene
tvari u uzorku (kvantitativna analiza), odredivanje fizikalnih i kemijskih svojstava tvari,
proucavanje ponasanja iona u vakuumu (preuzeto s http://www.Wikipedia.org, pojam ,,masena
spektrometrija”, posjeceno 30. studenoga 2019.).

Trenutacno postoje dva razli¢ita eksperimentalna pristupa u analizi ukupnog proteoma sline. U
top-down pristupu analiziraju se nativni proteini ili peptidi iz sline, a u bottom-up pristupu
proteini se prije analize (identifikacije) enzimski kidaju na peptide. Poznato je da i sama
prehrana kvalitativno 1 kvantitativno pridonosi razlici u proteomskom sastavu sline (63).
Klju¢na je komponenta proteomske analize postizanje stabilnosti proteoma sline pravilnom
manipulacijom, pripremom i pohranom uzoraka prije same analize. Naime, proteom sline
podlozan je brzoj degradaciji endogenim peptidazama iz sline, Sto moze kompromitirati i
onemoguciti njezinu upotrebu u klinickoj dijagnostici. Djelovanjem proteolitickih enzima
dolazi do brze razgradnje proteina koja se sprjeCava upotrebom proteaznih inhibitora u
pripremi uzoraka sline za analizu. Nazalost, navedeni kokteli inhibitora ne mogu u potpunosti
sprijeciti razgradnju proteina pa se radi na unaprjedenju tehnologije stabilizacije proteoma
primjenom glicerola i etanola. Primjenom etanola moZe se posti¢i stabilizacija uzorka na

sobnoj temperaturi i do dva tjedna (64).
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Nekoliko istrazivackih skupina primijenilo je dvodimenzionalnu gel elektroforezu (2-DE) (65,
66) za razdvajanje proteinskih molekula sline te su uzorci nakon digestije proteina iz gela
analizirani masenom spektrometrijom (2D-MS). Takvim pristupom identificirano je 19
proteina specificnih za slinu 1 18 serumskih proteina. lako 2D-MS ima veliki potencijal,
problem je u identifikaciji proteina male molekularne mase, visoko kiselih ili luznatih proteina,
hidrofilnih ili onih koji su prisutni u vrlo malim koli¢inama. Alternativa navedenom jest
upotreba teku¢inskog kromatografa kao separacijskog koraka prije masene spektrometrije (LC-
MS). Primjenom tog pristupa identificirano je 102 proteina sline te 67 serumskih proteina, no
navedenom tehnologijom ne dobiva se mnogo informacija o zastupljenosti proteina u slini.
Kombinacijom tehnologija LC-MS i 2D-MS dobiven je najve¢i porast u broju identificiranih
proteina, njih ukupno 309. Uporabom najmodernijih preparativnih kromatografskih
separacijskih tehnika uparenih s modernim spektrometrima masa, nedavno je u ljudskoj slini
identificirano vise od 5500 proteina, mnogi od kojih su podrijetlom iz oralne mikroflore koja
se sastoji od vise od 50 bakterijskih rodova (67).

U analizi sline primjenjuje se i tehnologija SELDI-TOF-MS (engl. surface-enhanced laser
desorption ionization, TOF-MS) kojom se nastoji analizirati proteomski sastav ukupne sline.
Ova tehnologija zahtijeva mali volumen uzorka, a omoguc¢ava brzu i osjetljivu analizu sloZenih
bioloskih uzoraka, uz uobicajen oprez u predanalitickim 1 analitickim postupcima radi ispravne
interpretacije dobivenih rezultata (68).

Buduc¢i da proteinske analize omogucuju simultano trazenje 1 identifikaciju stotina ili pak tisuc¢a
razliCitih proteinskih molekula, proteomskim metodama mozemo proucavati pojedine stani¢ne
procese u ,,suprotnom smjeru” od uobicajenog: umjesto ciljanog trazenja odredene molekule
od interesa, proteomika omogucuje izradu proteomskog profila pojedinih uzoraka te
identifikaciju molekula od potencijalne bioloSke vaznosti.

Proteom je cjelokupni proteinski sastav jedinice promatranja. Brzi razvoj tehnologije, a time i
medicinskih instrumenata, omogucio je i razvoj masenih spektrometara koji se primjenjuju u
proteomskim analizama. 1z tog razloga poceli su se proteomski analizirati bioptati tkiva te
tjelesne tekucine kao Sto su krv, iscjedak iz rane, urin, slina, sinovijalna tekucina, likvori,
plodne vode, o¢na vodica. (69).

Nadalje, autori navode da se moze proteomski analizirati niz bioloskih tekucina, kao Sto su:
uSni cerumen, o¢na vodica, suze, aspirat iz bradavice dojke, kolostralno mlijeko iz dojke,

cervikalno-vaginalni iscjedak, nosni sekret, tekuc¢ina bronho-alveolarne lavaze 1 stolica (70).
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1.5. Ortodoncija

Naziv ortodoncija slozenica je od grckih rijeci orthos — pravilan i odous — zub, a oznacava
glavni cilj ortodontske terapije — ispravljanje polozaja zubi. Ortodoncija je stomatoloSka
disciplina koja se bavi proucavanjem i nadzorom dentofacijalnog rasta i razvoja od rodenja do
dentalne zrelosti, ukljucujuci sve preventivne, interceptivne i terapijske zahvate kod dentalnih,
dentoalveolarnih, maksilarnih, intermaksilarnih i maksilofacijalnih nepravilnosti koje iziskuju
korekciju uz pomo¢ mehanickih sila ili stimuliranje ili preusmjeravanje funkcijskih sila unutar
maksilofacijalnog kompleksa s pomocu posebno konstruiranih naprava da bi se uspostavili
optimalni okluzijski odnosi i skladan izgled lica — navodi American Association of
Orthodontics.

Ortodont planiranom terapijom moZze djelomicno utjecati na polozaj i odnos kostiju donje
tre¢ine lica, pa se ortodoncija naziva i dentofacijalnom ortopedijom. Mozemo re¢i da se
ortodoncija bavi proucavanjem i pracenjem rasta i razvoja dentofacijalnih struktura i ¢imbenika
koji utjeCu na njihov rast, razvoj i polozaj. Dijagnostika malokluzija, procjena terapijskih
potreba 1 prioriteta, sprjeCavanje njihova nastanka, zaustavljanje progresije te njihova terapija,
sve to ulazi u podrucje djelovanja ortodoncije.

Cilj je ortodontske terapije posti¢i individualno optimalan sklad okluzije, orofacijalne funkcije,

estetike osmijeha i lica te psihosocijalne kvalitete zivota pacijenta (71).

Slika 3. Prikaz korekcije zagriza ortodontskom terapijom
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Studije koje proucavaju povezanost kvalitete zivota s malokluzijama ve¢inom ukazuju na
prisutnost korelacije izmedu ta dva parametra. Prvotne istrazivacke studije iz podrucja
malokluzija, bile su usmjerene na jace izraZzene malokluzije, u smislu razli¢itih oblika
dentofacijalnih deformiteta (72 - 74), a potom su slijedila ispitivanja korelacije kvalitete zivota
s gotovo svim vrstama i kategorijama malokluzija koje se naj¢esce javljaju u djece i odraslih
osoba (75) s posebnim osvrtom na kvalitetu zivota povezanu s razli¢itim oblicima malokluzija
u stadijima dijagnostike, terapije i ishoda terapije (76). ZakljuCeno je da malokluzije imaju
znacajan negativni utjecaj na psihofizicko stanje pacijenata, te da ortodontski tretmani uvelike

dovode do rjesavanja ovakvih problema (72).

1.5.1. Ortodontske naprave

Osnova ortodontske terapije je klinicka primjena biomehanickih koncepata putem aplikacije
sile na zube, meka tkiva i kosStane strukture orofacijesa. Ortodontske naprave po dizajnu se
dijele na mobilne i fiksne, aktivne i pasivne. Mobilne naprave nisu dugotrajno pricvrséene za
zube, pacijent ih sam unosi i vadi iz usta te time osobno utjece na njihov u¢inak i duzinu trajanja
terapije. Fiksne su naprave duze vremena fiksirane za zube i pacijent ih ne moze sam vaditi iz
usta. Po vrsti struktura koje nose, ortodontske naprave mogu se podijeliti na tkivno noSene ,
zubno nosene i kostano noSene. Mobilne naprave sastoje od akrilatnog tijela u koje su ugradeni
retencijski elementi poput zicanih kvacica i labijalnog luka te aktivni elementi u obliku zi¢anih
opruga i vijaka. Mogu biti izradene i od drugih materijala, kao na primjer od silikona ili gume,

drveta, plemenitog Celika ili elasti¢nih traka (71).

Slika 4. Mobilni ortodontski aparat
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Fiksne su naprave uglavnom izradene od metala, no mogu sadrzavati i akrilatne, silikonske,

keramicke, cirkonske ili gumene elemente.

Slika 5. Fiksni ortodontski aparat

U danasnje vrijeme velika vecina ortodontskih terapija provodi se nekom od tehnika fiksne
ortodoncije. Fiksna ortodontska terapija odvija se pomocu bravica, zi¢anih lukova, te prstenova
ili tuba. Bravice, tube i prstenovi kompozitnim se adhezivima fiksiraju na zube te tako ostaju
do kraja terapije. Zi¢ani lukovi postavljeni u bravice fiksiraju se metalnim ili gumenim
ligaturama, ili metalnim klipovima integriranim u bravice suvremenije izvedbe 1 mijenjaju se
po fazama terapije. Bravice su osnovni elementi svakog fiksnog aparata. Mogu biti izradene
od metala, keramike, plastike ili cirkona. Zi¢ani lukovi izraduju se od legura Zeljeza, nikla,

titana te predstavljaju osnovnu silu za pomak zuba.

Fiksna ortodontska terapija u prosjeku traje oko dvije godine. U samoj terapiji izmjenjuje se
nekoliko radnih faza koje zavrSavaju skidanjem aparata te zavrSnom retencijskom fazom,

fazom odrzavanja postignutog rezultata.
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1.5.2. Ortodontski zubni pomak

Pomicanje zubi u sustavu dento-alveolarnog kompleksa sinergisticka je aktivnost fizikalnih
fenomena 1 biologije koStane pregradnje. Zubni bioloski sistem reagira na promjenu u velicini
i vremenu primijenjene sile reagiraju¢i kroz promjenu aktivnosti receptorskih stanica i
signalnih kaskada koje dovode do koStane pregradnje i ortodontskog zubnog pomaka (OTM,
engl. orthodontic tooth movement).

Kost je rigidnog sastava nesposobnog za unutrasnje Sirenje ili kontrakciju, a promjene su jedino
moguce mehanizmom koStane pregradnje koja ukljucuje koStanu izgradnju i1 razgradnju na
periostalnoj, odnosno endostealnoj povrsSini kosti. Periodontium osigurava zub u podrucju
zubne alveole. Sastoji se od mekih tkiva poput gingive i periodontalnog ligamenta (PDL), kao
1 ¢vrstog tkiva poput alveolarne kosti 1 zubnog cementa (slika 2). Sposobnost zubnog pomaka
u podrucju zubne alveole ovisi o PDL-u koji povezuje zub i alveolarnu kost. PDL je graden od
gustoga fibroznog vezivnog tkiva koje sadrzi snopove kolagenih vlakana, stanice, ziv€ane i
vaskularne komponente te tkivnu teku¢inu. Primarna mu je funkcija potpora zubi u zubnoj
alveoli uz osiguravanje uvjeta koji omogucuju zubima primjenu velike Zvacne sile. U prostoru
periodontalnog ligamenta osim njega nalazimo jos: 1) fibroblastima sli¢ne stanice koje ¢ine 50
do 60 % stanica, osteoblaste i cementoblaste; 2) resorptivne stanice osteoklaste, fibroblaste i
cementoklaste; 3) progenitorne stanice, ukljucujué¢i nediferencirane mezenhimalne stanice;
4) obrambene stanice kao Sto su makrofagi, mastociti i limfociti te 5) epitelne stanice, a sve
zajedno pridonose homeostazi periodoncija (77).

OTM je proces koji ukljucuje fiziolosku adaptaciju alveolarne kosti na mehanicku silu s
manjim reverzibilnim oStecenjem periodoncija. Postoji nekoliko teorija OTM-a: 1) primjena
sile tlaka 1 napetosti na PDL; 2) teorija protoka tekuc¢ine; 3) teorija savijanja alveolarne kosti.
Klasi¢na teorija tlaka 1 napetosti rezultira (djelovanjem ve¢inom kemijskih signala) stanicnom
diferencijacijom 1 zubnim pomakom. Nekoliko sekundi nakon primjene sile dolazi do

kompresije zuba na jednoj strani i napetosti ili tenzije zuba na drugoj strani (78).

U tom kratkom periodu uslijedi brza stani¢na 1 tkivna reakcija uz ekstravazaciju te kemotaksiju
upalnih stanica. Protok krvi smanjuje se na kompresijskoj strani, dok se istodobno odrzava ili
cak povecava na tenzijskoj strani. Ako sila potraje, promjene u protoku krvi dovode do
promjene u omjeru kisika i ugljikova dioksida te kemijskog sastava okoline otpuStanjem

bioloski aktivnih tvari kao Sto su prostaglandini i citokini.
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Navedeni medijatori dovode do razli¢itih promjena na kompresivnoj i tenzijskog strani, $to
rezultira koStanom resorpcijom odnosno kostanom izgradnjom. Potrebno je 7 do 14 dana nakon
primjene sile da dode do zubnog pomaka (neki autori navode da je faza nepokretnosti izmedu

4120 dana) (78,79).

Spominju se tri faze zubnog pomaka:1) inicijalna faza — odmah nakon primjene sile na zub,
kada se zub pomice u periodontalni prostor, traje 24 — 48 h; 2) lag faza — vrlo mali pomaci,
faza kada dolazi do resorpcije kosti, odnosno micanja nekroti¢nog tkiva, hijalinizacije PDL-a
(20 do 30 dana); 3) post lag faza — od 30. dana nadalje, gdje je pomak zuba veéi — to je faza
akceleracije (80, 81).

Osnova za pocetak pomaka jest hipoksija koja se razvija u podrucju PDL-a. Takoder, smanjenje
kisika dovodi do porasta induktivnog faktora rasta 1 , HIF-1; aktivacije ekspresije VEGF-a i
RANKL-a u fibroblastima i osteoblastima PDL-a, te porasta diferencijacije osteoklasta koji
poticu resorpciju kosti na strani kompresije. VEGF je citokin ukljucen u tkivnu neoformaciju
koji povecava permeabilnost krvnih zila 1 angiogenezu, a RANKL je aktivator receptora

nuklearnog faktora kapa-B ligand (82).

Primjena sile dovodi do naprezanja matriksa i1 okolnih stanica, stani¢ne aktivacije i
diferencijacije te tkivne pregradnje. Kada se primjeni sila na zub, dolazi do potiskivanja
intersticijske tekuc¢ine kroz kanalikule i oko osteocita dovode¢i do napetosti stani¢ne povrSine
1 izvanstanicnog matriksa. Izvanstani¢ni je matriks (ECM) kosti hidroksiapatit-kolagen
kompozit, a izvanstani¢ni matriks PDL-a graden je od fibroznih proteina uklopljenih u
polisaharidni gel okolnih stanica. Protok teku¢ine dovodi do napetosti ECM-a i okolnih stanica
potiCu¢i integrine te time aktivirajuéi signalnu kaskadu u osteocitima. Integrini su
transmembranski proteini koji povezuju ECM s unutrasnjim citoskeletom, povezuju stani¢nu
citoplazmu 1 jezgru s izvanstani¢nim matriksom. Integrini takoder vezu fibronektin
izvanstani¢no i talin intracelularno te tako osiguravaju signali transdukcijski put. VB3 integrin
identificiran je u osteoklastima i povezan je s koStanom resorpcijom i u odontoblastima, gdje
je povezan s resorpcijom zubnog korijena. Stimulacija stani¢ne povrSine dovodi do otpuStanja
intracelularnih molekula koje poticu osteocitnu gensku ekspresiju, diferencijaciju osteoblasta i

osteoklasta te stvaranje i razgradnju kosti.
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Dolazi do porasta razine unutarstani¢nog kalcija, fosfolipaze A koja otpusSta arahidonsku
kiselinu, prekursor prostaglandina; enzim ciklooksigenazu koji konvertira arahidonsku kiselinu
u prostaglandine, a koji je klju¢ni upalni medijator. Slijedom navedenog dolazi do porasta
vrijednosti drugih glasnika cAMP-a (ciklicni adenozin-monofosfat) 1 ¢cGMP-a (cikli¢ni
gvanozin-monofosfat) koji poti¢u fosforilaciju i gensku ekspresiju uz oslobadanje parakrinih

1 autokrinih signala za koStanu pregradnju (83).

Neki autori smatraju da diferencijacija osteoblasta zapoc¢inje migracijom mati¢nih stanica iz
zida krvnih zila, aktivacijom mezenhimalnih mati¢nih stanica prekursora i stvaranjem
preosteoblasta 10 sati nakon primjene sile na zub. Stvaranje nove kosti pocinje 40 do 48 sati

nakon primjene sile (84).

Osteoblasti imaju veliki broj povrSinskih receptora preko kojih na njih djeluju brojne molekule.
Molekule BMP-a (koStani morfogenetski protein) vezu se na te receptore pokrecuci signalni
put koji dovodi do diferencijacije osteoprogenitora i porasta funkcije osteoblasta. RUNX2
(faktor transkripcije vezan za Runt) je glavni ciljni gen koji dijeli signalne puteve TGF-beta
(transformirajuéi faktor rasta beta) i BMP koji poti¢e gensku ekspresiju (eng.core-binding
factora alpha ) CBFA 1, klju¢nog modulatora osteogeneze. Obratno, ekspresija i signaling
BMP-a mogu biti kontrolirani drugim signalnim molekulama i proteinima. Hormon rasta potice
kostanu formaciju vezanjem na receptore faktora rasta na povrSini osteoblasta i stimulaciju

faktora rasta (85-87).

Vazna je uloga neurotransmitera u ortodontskoj terapiji i pomaku zubi. Pritisak na Ziv€ane
zavrSetke vodi do oslobadanja vazoaktivnih neurotransmitera iz perifernih periodontalnih
ziv€anih vlakana poput supstancije P (neuropeptida) i1 kalcitonin genski vezanog peptida, koji
djeluju na vaskularne endotelne stanice te dovode do vazodilatacije 1 porasta permeabilnosti.
Kalcitonin genski vezani peptid inducira koStanu formaciju preko proliferacije osteoblasta i
inhibicije osteoklasta. Tekué¢inom potaknuta napetost te hipoksija dovode i1 poticu
remodeliranje kosti 1 PDL-a, dovode¢i do asepticke upale, pri ¢emu podrazeni endotel dovodi
do vezivanja i1 oslobadanja upalnih stanica leukocita, monocita i makrofaga u PDL. Leukociti
oslobadaju upalne citokine, prostaglandine, neurotransmitere i faktore rasta te stimulirajuci
faktor kolonija (CSF) koji djeluju na kostanu pregradnju. Nakon nekoliko dana akutna upalna
komponenta prelazi u kroni¢nu te dolazi do stimulacije proliferacije fibroblasta, endotelnih

stanica, osteoblasta i osteoklasta.
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Oslobadaju se citokini IL-1p (interleukin), IL-6, IL-10, duSikov oksid (NO), tumor
nekrotiziraju¢i faktor TNFa, transformirajuci faktor rasta TGF, M-CSF, prostaglandini, OPG
(osteoprotegerin) i RANKL (88, 89).

IL-1B je jedan od aktivnijih citokina u periodontalnoj sredini tijekom inicijalne faze OTM-a i
proizvode ga leukociti, fibroblasti, cementoblasti, cementoklasti, osteoblasti i osteoklasti. U
prvim satima velik broj stanica pozitivan je na IL-1pB. Nadalje, u ranoj fazi IL-1 proizvode
osteoklasti, a kasnije makrofagi ¢ija je akumulacija prisutna u kompresivnom podrucju.
Kompresija je povezana s porastom ciklooksigenaze 2, COX2, koja katalizira proizvodnju
prostaglandina, medu kojima je i PGE2 iz arahidonske kiseline. PGE2 djeluju na osteoklaste
potiudi stani¢nu koncentraciju cAMP-a koja je vazna za resorpciju uz potvrdeni direktan
ucinak na porast broja osteoklasta. PGE2 stimulira i diferencijaciju osteoblasta 1 ekspresiju
RANKL-a 1 OPG-a. Porast RANKL-a i M-CSF-a i smanjenje OPG-a od strane osteoblasta
dovodi do vece diferencijacije osteoklasta i kostane resorpcije. Otpustanje citokina kao Sto su
IL-1B korelira s otpustanjem IL-6 i TNFa te potice diferencijaciju osteoklasta i njihovo

prezivljenje, uz paralelni porast upale (90).

Porast vrijednosti IL-8 primije¢en je na strani tenzije i smatra se klju¢nim za koStano
remodeliranje. Katepsini 1 MMP (matriks metalopeptidaza) ukljucuju¢i 1 kolagenaze
degradiraju PDL, izvanstani¢ni matriks 1 koStani organski matriks omogucujuéi osteoklastima
myjesto za resorpciju. Ti faktori poticu 1 mobiliziraju osteoklaste na kompresivnoj strani. Pomak
zuba se dogada kada se nekroticno tkivo makne skupa sa osteoklastima uz stvaranje novog
osteoida od strane osteoblasta. Kompresijom potaknute BMP molekule i RUNX2 ekspresija
potice diferencijaciju osteoblasta i mineralizaciju dok proliferacija i aktivacija fibroblasta
dovodi do produkcije ECM. Kod tenzije dominira stvaranje novog tkiva pra¢eno porastom
broja osteoblasta i njihove aktivnosti. Sila napetosti poti¢e prekursore osteoblasta na

diferencijaciju u PDL (91).

Capelli i sur. primijetili su statisticki signifikantan porast vrijednosti MMP-3, MMP-9 i MMP-
13 u gingivo cervikalnoj tekuc¢ini na kompresivnoj strani jedan sat nakon primjene ortodontske
sile, uz nagli pad tijekom sljedeca 24 sata. Od 24 sata do 80 dana primijetili su progresivni

porast vrijednosti MMP-a (92).

Istrazivanja koja su proveli Alfageeh i Anil pokazala su progresivni porast degradacije

kolagena tipa I, pra¢en porastom vrijednosti N-telopeptida (razgradni produkt kolagena) (93).
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Postoji 1 teorija bioelektricnih signala u ortodontskom zubnom pomaku. Basset i Backer
pretpostavili su da kao odgovor na primijenjenu mehanicku silu dolazi do razvoja elektricnih
potencijala u podrazenom tkivu. Navedeni potencijali daju naboj makromolekulama koji
djeluju na specifi¢na mjesta na stani¢noj membrani ili mobiliziraju ione kroz samu membranu.
Konkavna je strana ortodontski tretirane kosti elektronegativna i ima osteoblasti¢nu aktivnost,
dok konveksna, pozitivno nabijena strana pokazuje osteoklasti¢nu aktivnost. Smatra se da

bioelektri¢ni odgovor moze djelovati kao prvi glasnik (94).

Enzimi koji reflektiraju bioloSku aktivnost periodoncija su: kaspaza-1, aspartat
aminotransferaza AST, B-glukuronidaza i laktat-dehidrogenaza, a smatra se da visoka
enzimska aktivnost ukazuje i na vecu stani¢nu aktivnost. Hijalinizirani PDL stvoren tijekom
ranog razvoja ortodontskog tretmana nastoji se ukloniti procesom stani¢ne apoptoze, u cemu
je najrelevantnija aktivnost kaspaze 1 koja ima ulogu u procesiranju i aktivaciji prolL-1p i

ostalih proinflamatornih citokina (90).

U gingivalnoj cervikalnoj tekucini potvrden je porast AST-a 1 na tenzijskoj 1 kompresijskoj
strani 7. i 14. dana nakon postavljanja ortodontskog aparata. Taj se porast objasnjava
posljedicom kontrolirane traume koja dovodi do apoptoze djelovanjem mehanicke sile na

alveolarnu kost 1 PDL (95).

1.5.3. Utjecaj ortodontskog aparata na sastav sline

Veliki broj studija proveden je u cilju potvrde utjecaja ortodontskog tretmana na mikrobioloski
sastav sline u odredenim vremenskim intervalima. Atassi i sur. izvijestili su da je tri mjeseca
nakon pocetka ortodontske terapije postojalo znakovito povecanje u stimuliranoj izlucenoj
koliCini sline, puferskom kapacitetu i razini laktobacila. Kvaliteta sline koja ukljucuje sastav
proteina, viskoznost, pH-vrijednost, puferski kapacitet sline i specificnu koli¢inu proizvedene
sline u odredenom vremenskom intervalu predstavlja klju¢nu ulogu u ravnotezi izmedu
demineralizacije 1 remineralizacije cakline u kariogenom okruzenju (96). Svaki ortodontski
postupak moze na odredeni naCin utjecati na navedene komponente, stoga je i cilj nekih
provedenih prospektivnih studija bio pokazati utjecaj fiksnih ortodontskih aparata na pH-
vrijednost sline, njezin puferski kapacitet te brzinu stvaranja sline u definiranim vremenskim

tockama (97, 98).
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Takva istrazivanja nisu pokazala statisticki znac¢ajnu razliku izmedu spomenutih parametara na

pocetku tretmana te godinu dana kasnije.

Za razliku od navedenog istrazivanja, druga pokazuju znatan porast u stimuliranom stvaranju
sline (reakcija na postavljanje stranog tijela), porast pH-vrijednosti i puferskih karakteristika
sline. Osim navedenih rezultata, zabiljezen je porast broja bakterija iz roda Lactobacillus.
Porast u navedenim vrijednostima zabiljezen je u ranom periodu od postavljanja aparata, kao
odgovor na mehanicki podrazaj koji promjenom navedenih parametara moze protektivno
djelovati na pojavu karijesa. Dugotrajnija primjena ortodontskih aparata moze utjecati na
pojavu karijesa, stoga bi se ve¢a paznja trebala posvetiti higijeni usne Supljine te prehrambenim

navikama (99-102).

Brojna istrazivanja bave se utjecajem ortodontskog aparata i njegova ucinka na organizam, pa
su tako Ahn i sur. 2002. proveli istrazivanje u kojem je usporeden aminokiselinski sastav sline
prije postavljanja i nakon postavljanja ortodontskih bravica izradenih od razli¢itih materijala
te su pokazane jasne promjene u aminokiselinskom sastavu sline, Sto se reflektira i na njen

kvalitativni proteinski sastav (103).

Nakon postavljanja plasti¢nih bravica raste koncentracija proteina koji sadrze aminokiselinu
prolin, $to je pogodan ¢imbenik za prihvacanje bakterije vrste Streptococcus Gordonii na
bravice i caklinu zuba. Naime, proteini bogati prolinom, alfa-amilazom i mucinom niske
molekularne mase pogodovni su ¢imbenici za adheziju bakterije S. Gordonii te razvoj karijesa.
Upravo zbog selektivnog vezivanja proteina na ortodontske bravice, ovisno o njihovu
aminokiselinskom sastavu, ostvaruju odgovaraju¢i okoli§ pogodan za rast bakterija, Sto ih

razlikuje od drugih materijala poput materijala za ispune ili zubne cakline (104).

Slina pacijenata podvrgnutih ortodontskom tretmanu moze unosom kiselih pi¢a imati sporiji
oporavak pH-vrijednosti od one bez ortodontskog aparata, stoga su pacijenti s ugradenim
aparatom podloZzniji riziku od dentalnih oSte¢enja (105).

Stovise, zabiljezen je i pad pH-vrijednosti sline nakon postavljanja ortodontskog aparata (106),
koji dovodi do povecanog nakupljanja zubnog plaka i porasta nakupljanja bakterija na povrsini
zuba, §to se prikazuje pojavom bijelih mrlja na caklini (103) 1 demineralizacijom (107).
Rezultati studija koje su nastojale istraziti utjecaj ortodontskog aparata na sastav mikrobioloSke

flore u usnoj Supljini nisu usuglaseni.
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Naime, u in vivo studiji provedenoj na dvadesetero djece u dobi od 6 do 15 godina pokazan je
znatan porast bakterija vrsta Streptococcus mutans, Lactobacillus sp., kao i gljive Candida
albicans u razli¢itim vremenskim intervalima nakon postavljanja aparata (108, 109), dok u
studiji provedenoj na 32 pacijenta kojima je postavljen razli€iti tip ortodontskog aparata nije
zabiljezen znatan porast kolonija vrste Streptococcus mutans 1 Streptococcus sobrinus u
pacijenata s postavljenim aparatom u odnosu na kontrolnu skupinu (110).

U studiji kojom su obuhvacena 54 odrasla pacijenta s fiksnim aparatom ukazano je na porast
bakterija vrsta Aggregatibacter actinomycetemcomitans 1 Fusobacterium nucleatum u
razdoblju nakon $to je aparat uklonjen, Sto ukazuje na rizik od razvoja parodontnih bolesti i na
vaznost povecane oralne higijene tijekom, ali i nakon primjene aparata (111).

Napravljena je i analiza biljega oksidativnog stresa i antioksidativnog odgovora u zdravih
ispitanika s fiksnim ortodontskim aparatom, ¢iji su rezultati pokazali modifikacije u njihovu
balansu povezane s oslobadanjem nikla s ortodontskog aparata u slinu (112, 103, 117, 113—
117). Otpustanje nikla i drugih metala izaziva upalnu reakciju, a kod preosjetljivih osoba i

sistemske alergijske reakcije (117, 114).

Interesantno istraZivanje povezano s uporabom mobitela, otpuStanjem iona nikla 1 pH-
vrijednosc¢u sline provedeno je na 42 zdrava pacijenta s postavljenim ortodontskim aparatom.
Naime, elektromagnetsko zrac¢enje mobitela uzrokuje znatno povecanje u oksidativnom stresu
te lucenju sline, Sto moZze dodatno korozivno djelovati na metalnu komponentu aparata.
Pokazano je da je otpuStanje nikla vece, a pH-vrijednosti sline nize u korisnika mobitela u

usporedbi sa skupinom koja nije upotrebljavala mobitel (118).

Takoder je zaklju¢eno da na koli¢inu otpusStenog nikla iz fiksnoga ortodontskog aparata znatno

utjeCe pH-vrijednost sline (119).

Neki su istrazivaci potvrdili, kako kod zivotinjskih tako i1 kod ljudskih studija, da zracenja
mobilnog telefona uzrokuju znatno povecanje oksidacijskog stresa u slini, protoka ukupnog
proteina i albumina u plu¢ima, dok se amilazna aktivnost smanjuje (120). Stetni u¢inci upotrebe
mobilnog telefona uglavnom su rezultat emitiranja radiofrekvencijskih elektromagnetskih
zracenja. Budu¢i da se mobilni telefon drzi u neposrednoj blizini usne Supljine tijekom
razgovora, pacijenti koji prolaze fiksnu ortodontsku terapiju mogu imati ozbiljan rizik od
izlaganja metalnog aparata zracenju mobilnog telefona, sto dovodi do oslobadanja toksi¢nih

korozivnih produkata u slini (121).
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2. SVRHA ISTRAZIVANJA
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Svrha istrazivanja jest tehnikama proteomske analize nastojati potvrditi utjecaj fiksnoga
ortodontskog aparata na razliku u ekspresiji proteina u proteomskom profilu sline kod
pacijenata u ortodontskoj terapiji u usporedbi s kontrolnom skupinom, i to u zadanom

vremenskom intervalu od mjesec dana.

Cilj je istrazivanja ispitati utjecaj postavljanja i aktivacije fiksnoga ortodontskog aparata u

djece mlade adolescentske dobi na proteinski sastav sline.
Nadalje, cilj je s pomocu proteomske analize potvrditi jaCu ekspresiju proteina u slini
pacijenata podvrgnutih terapiji fiksnim ortodontskim aparatom, te ustanoviti razlike u

odnosu na pacijente koji nisu podvrgnuti terapiji.

Hipoteza glasi da postavljanje i aktivacija fiksnog ortodontskog aparata u djece mlade

adolescentne dobi uzrokuje promjene proteinskog sastava sline.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Ispitanici

Povjerenstvo za etiku Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu odobrilo je studiju i
njezin protokol (05-PA-15-4 / 2017) te je od roditelja sudionika studije dobiven pisani
informirani pristanak.

U istrazivanju su sudjelovali pacijenti poliklinike Orthonova, Maksimirska 32, Zagreb,
indicirani za fiksnu ortodontsku terapiju. Ispitivana skupina sastojala se od 18 ispitanika.
Ispitanici su bili u dobi od 13 godina, muskog spola, bez organskih oboljenja i zadnje primjene
antibiotika unatrag mjesec dana, a indicirana im je fiksna ortodontska terapija. U terapiji je bilo
12 (N =12) ispitanika, ukljuc¢ujuéi Sest kontrolnih (N = 6), ali bez fiksnoga ortodontskog

aparata.

Ukljuéni kriteriji za sudjelovanje ispitanika u istrazivanju jesu: dob od 13 godina, muski spol i

indikacija za fiksnu ortodontsku terapiju.

Isklju¢ni kriteriji za sudjelovanje ispitanika u istrazivanju jesu: postojanje neke od sistemskih
bolesti koja bi dodatno utjecala na rezultat istrazivanja, ne odazivanje na kontrolne preglede i

iznenadna pojava bolesti tijekom perioda istrazivanja.

Rizika za ispitanike nije bilo u ovom istrazivanju.

Sve informacije prikupljene tijekom istrazivanja dobivene su uz informirani pristanak
ispitanika i strogo su povjerljive. Identitet sudionika u istrazivanju poznat je lije¢niku dentalne
medicine koji obavlja istrazivanje i ustanovi za koju odgovorni lije¢nik obavlja istrazivanje.
Ispitanici nisu dobili kompenzaciju za sudjelovanje u istrazivanju i ne postoji sukob interesa.
Prije ispunjavanja informiranog pristanka, ispitanici su dobili dodatno usmeno pojasnjenje
naravi, tijeka 1 svrhe istrazivanja. To je takoder bilo opisano dodatnim poglavljem u okviru

informiranog pristanka.
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3.2. Prikupljanje uzoraka

Ispitanicima su dane jasne upute da sat vremena prije uzimanja uzorka sline operu zube te ne
konzumiraju hranu ni pi¢e. Populacija je adolescentske dobi te su ispitanici vrlo detaljno
informirani o zabrani konzumacije alkoholnih pica, cigareta i opijata, zbog utjecaja na
rezultate. Na dan svakog uzimanja uzoraka sline ispitanici su dosli u ordinaciju sat vremena
prije uzimanja uzorka, oprali zube te nisu jeli niti pili u tom periodu. Vjerodostojnost
istrazivanja potvrdena je uzimanjem uzoraka sline pod nasom kontrolom kako bi se iskljucile
moguce varijabilnosti.

Budu¢i da je proteomski profil sline varijabilan u toj Zivotnoj dobi, prvo uzimanje sline
obavljeno je 24 sata prije postavljanja fiksnoga ortodontskog aparata i neposredno pred
postavljanje. Potom je slina uzimana svim ispitanicima iz obiju skupina nakon 48 sati, 7. dana

terapije 1 30. dana terapije.

Postupak prikupljanja sline obavljen je kroz tri uzastopna ispljuvka direktno u Petrijevu
zdjelicu te se uzorak pipetorom prebacivao u Eppendorf tubice (2.0 ml) prethodno oznacene
relevantnim podacima ispitanika. U slucaju da su primijec¢ene organolepticke promjene u boji
sline, sukrvica ili ostaci hrane, ispitanika se iskljucilo iz studije (stoga se u studiju ukljucilo
20 % viSe ispitanika). Prikupljeni uzorci sline fotografirani su kao dokaz ispravne procjene.
Odmabh po prikupljenom uzorku, slina se zamrzavala na - 20 °C te se na ledu transportirala do
mjesta pohrane uzoraka na - 80 °C. Naime, slina sadrzi brojne proteaze pa je degradacija
proteina vrlo brza, stoga se postupak uzorkovanja i pohrane mora obaviti u najkracem

mogucem vremenu.

Svi su uzorci prikupljani prema razli¢itim vremenskim to¢kama uzorkovanja, centrifugirani su
10 min pri 12 000 g na 4 °C radi uklanjanja necistoca, a proteini su se prociS¢avali talozenjem
acetonom. Koncentracija proteina odredena je primjenom seta pribora RC DC protein Kit II

(Biorad).
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Slika 7. Primjer prikupljanja uzorka sline u Petrijevu zdjelicu
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Slika 8. Kontrola uzorka

Slika 9. Prikupljanje sline pipetorom
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\z

Slika 10. Prebacivanje sline u Eppendorf tubicu

Slika 11. Oznacavanje uzoraka ispitanika
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3.3. Analiza uzoraka - masena spektrometrija

Uzorci proteina (40 pg) prebaceni su u centrifugalne filtarske jedinice s veliCinom pora od
10 kDa, denaturirani su pomoc¢u 8 M ureje i alkilirani 20 minuta u tamnom prostoru pri sobnoj
temperaturi primjenom 55 mM jodoacetamida u 8 M ureji. Nakon dva koraka pranja (15 min,
14 000 g, pri sobnoj temperaturi) upotrebom 8 M ureje, uzorci su isprani dva puta 50 mM
amonijevim bikarbonatom i preko no¢i kidani na tripticke peptide na 37 °C s 13 ng/uL tripsina
(Worthington, tretiran TPCK) u 25 mM amonijevu bikarbonatu. Pokidani peptidi eluirani su
kroz 10 kDa filtre u Ciste Eppendorf epruvete i zatim isprani primjenom 0,5 M natrijeva
klorida. Peptidi su zatim zakiseljeni s pomocu 20 % octene kiseline i razdvojeni na temelju
polarnosti teku¢inskom kromatografijom visokih performansi (HPLC, Ultimate 3000, Thermo
Fischer Scientific). Za procis¢avanje i odvajanje peptida upotrijebljena je C18 mikro
pretkolona 1 50-centimetarska analiticka C18 kolona. Automatizirani ciklusi masenih
spektrometrijskih mjerenja (LTQ Orbitrap Discovery, Thermo Fischer Scientific) sastojali su
se od skeniranja punoga masenog spektra (MS) i tandemskog (MS/MS) skeniranja deset
najintenzivnijih iona.

Primijenjen je puni raspon pretrazivanja od m/z 300 do 2000, rezolucija Orbitrap analizatora
namjestena je na 100 000, a uz unutarnju kalibraciju instrumenta omogucena je s pomocu tzv.
postavke Lock-mass. Programski paket MaxQuant, inacica 1.5.1.2. (Max Planck Institute of
Biochemistry) upotrijebljen je za obradu sirovih eksperimentalnih podataka i1 kvantificiranje
detektiranih proteina. Tripsin je odabran za in silico digestiju, a karbamidometilacija, N-
terminalna acetilacija i oksidacija metionina odabrane su kao varijabilne modifikacije peptida.
Stopa laznog otkrivanja na razini peptidnog spektra i na razini detekcije proteina postavljena
je na uobicajenih 1 %. Minimalna duljina peptida za identifikaciju proteina bila je sedam
aminokiselina. Tolerancija pogreske mase peptida postavljena je na 4,5 ppm. Uobicajeni
laboratorijski kontaminanti bili su isklju€eni iz analize. Proteini su kvantificirani s pomocu
iBAQ-a — vrijednosti kontinuiranog intenziteta ekspresije proteina u pojedinim uzorcima (tj.
omjera zbroja eksperimentalno utvrdenih intenziteta svih peptida i intenziteta pojedinacnog
detektiranog peptida). Eksperimentalni podaci usporedeni su sa skupom ljudskih proteina

dostupnim u bazi podataka UniProt (http://www.uniprot.org).

Uzorci su analizirani u tehnickim triplikatima, a proteini identificirani s najmanje jednim

peptidom smatrani su relevantnima za analizu (122).
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Slika 12. Pohrana uzoraka u hladnjaku na —80 °C

Slika 13. Preparativni laboratorij
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Slika 14. Analiticki laboratorij

Slika 15. Tekuc¢inska kromatografija i masena spektrometrija
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4. REZULTATI
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4.1. Analiza rezultata dobivenih masenom spektrometrijom

Dobiveni proteomi sline zdravih ispitanika (u dobi od 13 godina) koji imaju fiksni ortodontski
aparat usporedeni su s kontrolnim uzorcima. Za obje su skupine uzorci sline prikupljeni u
razli¢itim vremenskim intervalima u skladu s fazama ortodontskog zubnog pomaka. Kontrolno
uzorkovanje sline obavljeno je dan ranije, zatim je slijedilo uzorkovanje sat vremena prije
postavljanja fiksnoga ortodontskog aparata, te 2. i 7. dan nakon postavljanja. Posljednja
vremenska tocka naseg eksperimenta bila je 30. dan nakon postavljanja aparata, $to odgovara
ranoj post lag fazi terapije 1 poCetku remodeliranja kostiju.

U svim uzorcima sline identificirano je 198 proteina (tablica 1), Sto je u skladu sa sli¢nim
proteomskim istrazivanjima sline (123).

Proteini otkriveni masenom spektrometrijom klasificirani su na temelju funkcionalnih
karakteristika, dostupnih iz baze podataka UniProt. U pocetnoj i lag fazi ortodontske terapije
identificirali smo proteine koji su uklju¢eni u neuroloske procese, upalu/stres, citoskelet,
transdukciju signala / ekspresiju proteina i druge procese. U post lag fazi proteom sline

sadrzavao je dodatnu skupinu proteina ukljucenih u pregradnju kostiju (slika 16).

Baza podataka STITCH, verzija 5.0 (http://stitch.embl.de) upotrijebljena je za analizu
interakcijskih mreza ove nove skupine proteina, a BMP4 je definiran kao glavni akter u

nadolaze¢em remodeliranju zubne kosti.
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bone remodelling
neurological processes
inflammation / stress
cytoskeleton

signal transduction /
protein exression
other

" <, .
S’/

Early and lag phase Post-lag phase

1 HENE

FGF5

IGFBP3

Slika 16. Ekspresija proteina iz sline nakon postavljanja fiksnoga ortodontskog aparata

A. Panel pokazuje proteine izrazene u ranoj i lag (lijevo) te post lag fazi (desno) ortodontskog

pomaka zuba. Proteini su grupirani prema fizioloSkim procesima ¢iji su dio.

B. Mreza interakcija proteina povezanih s proteinom BMP4 iz sline u post lag fazi kako je to

predvidao softver STITCH, verzija 5.0 (http://stitch.embl.de).
Debljina crte ukazuje na ¢vrsto¢u potpore podataka.

BMP4 — kostani morfogenetski protein 4

BMPER - proteinski endotelni regulator proteina BMP

FGFS5 — faktor rasta fibroblasta 5

IGFBP3 — protein 3 koji veze faktor rasta

CKAP4 — protein 4 povezan s citoskeletom

MY C — myc protoonkogeni protein
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4.2. Identificirani proteini u uzorcima sline

Tablica 1. Proteini identificirani u svim uzorcima sline

ATM-a tipa 1

Nazivi proteina Slijed peptida UniProt ID | Genski ID

1-fosfatidilinozitol 4,5- EMEFLDITSIRDTRF QI9BVT6 PLCB2

bisfosfat fosfodiesteraza beta- | GK

2

2-oksoglutarat i protein 2 koji | HFCRCACFCTDNLYV F5H890 OGFOD2

sadrzi o zeljezu ovisnu AR

domenu oksigenaze

Protein 10 povezan s aktinom | LLGSTTPRR G3V5Y4 ACTRI10

Protein adenomatozne ILKPGEK P25054-2 APC

polipoze kolona

Adenilat ciklaza tipa 9 KKSSIQK 060503 ADCY9

Protein 13 za sidrenje A HCTSTRK HOYMW?2 AKAPI13

kinaze

Alkoholna dehidrogenaza 4 GTKGKVIK D6RIBI ADH4

Protein za popravljanje RDISTEGFCHLDDQN Q13686 ALKBH1

alkilirane DNA alkB homolog | SEVK

1

Alfa-amilaza 1 HMWPGDIK Q5TO085 AMY1B

Interaktivni protein obitelji B | PPPAVAK Q7Z5R6 APBBI1IP

¢lan 1 koji veze amiloidni

beta-A4 prekursorski protein

Antigen KI-67 PKTPLGK P46013-2 MKI67

Aprataksin GYVKVKQSLR Q6JVT79 APTX

Astrotaktin-1 EVAAGQVLKGTFR B1AJSI ASTNI1

ATPaza ASNA1 YLDQMEDLYEDFHI AOAO087WX | ASNAI1
VK S7

RNA helikaza ovisna o ATP-u | MSHLPMKLLRK QI9NVPI DDX18

DDX18

RNA helikaza ovisna o ATP-u | LNGDTEEGFNRLSDE AOA087WV | DDX50

DDX50 FSK Cl

Protein 13 povezan s EIKVSYTVYN E9PPR2 ATGI3

autofagijom

Beta-defensin 126 PEEMHVKNGWAMC Q9BYW3 DEFB126
GKQR

BMP-vezujuéi endotelni VKLRAHR Q8N8U9 BMPER

regulator protein

Kostani morfogenetski protein | RRPQPSK HOYMPO BMP4

4

Regulatorna podjedinica PVSSWCTSWLCPCEV FSWDNS5 BRATI1

BRCA1 povezanog aktivatora | EPR
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Okolna bromodomena domene | VPGRRGR AOAO0CA4ADGI | BAZ2A

cinkova prst proteina 2A 9

Kalpain-6 SLYLRKK Q9Y6Q1 CAPNG6

Kalsintenin-2 VPDGIVPK Q9H4DO0 CLSTN2

Protein kinaza ovisna o ITRQWPL X6RAV4 PRKARIA

CAMP-u tipa I — alfa-

regulatorna podjedinica

Kaspaza-2 PCTPEFYQTHFQLA P42575-2 CASP2
YR

Hondroitin sulfat proteoglikan | LSPASELPK AOA087WU | CSPG5

5 T8

Kohezin podjedinica SA-3 RRVEGPAK HOY4S6 STAG3

Komplement C4-A INVKVGGNSKGTLK F5GXS0 C4B

Ciklicki AMP-responzivni SVLHADEM Q8TEYS5-2 CREB3L4

element-vezujuci protein 4

sli¢an proteinu 3

Kationski kanal beta-3 LLWFKVK QINQWSB-2 | CNGB3

zasti¢en ciklickim

nukleotidom

Kinaza 8 ovisna o ciklinu ITSEQAMQDPYFLED AOAODOSEP | CDK8
PLPTSDVFAGCQIPY 3
PKR

Protein 4 povezan s LFVKVEK Q07065 CKAP4

citoskeletom

Citosolna karboksipeptidaza 1 | IIGPFSKK J3KNSI AGTPBP1

Homolog faktor ekspanzije ITVSNKK H7C2R4 DIEXF

probavnog organa

Protein 1 poremecen u KTPLKVLEEWK AOAO087WY | DISC1

shizofreniji X6

Protein Msh2 za popravljanje | AGNKASK C9J809 MSH2

neslaganja DNK

DNK transpozaza THAP9 WELYNWRETDEYSA HOY9F3 THAP9
EMK

DNK-3-metiladenin HVRSTLR P29372 MPG

glikozilaza

Dokirajuéi protein 3 GERRVIR D6RAV?2 DOK3

Adhezijska molekula SQDVHIKAVLR 060469-2 DSCAM

Downova sindroma

DPH3 homolog EDLENGEDVATCPSC Q96FX2 DPH3
SLIIK

Dineinski aksonemalni teski PDLEKLK AOAOC4DF | DNAHI1

lanac 11 RO

Dineinski aksonemalni teski TPNVVEATSK K7EK91 DNAH17

lanac 17

E3 ubikvitin-protein ligaza TPKLIEK AOA0J9YX | HERC2

HERC2 Q8

E3 ubikvitin-protein ligaza PAELQRR D6RED3 MIB2

MIB2
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E3 ubikvitin-protein ligaza IKKLPLLK AOA0G2JPI4 | TRIM69
TRIM69
E3 ubikvitin-protein ligaza YDEDHSGDDKVFLD X6R960 UBR4
UBR4 CFCK
Rani endosomski antigen 1 RNQQILK Q15075 EEAI
Protein 1 slican proteinu 1 koji | PEASGVDTEPRSGGR E9PIH6 EHBPILI1
vezuje EH domenu EANTK
Pojacivac polikombnog PLPIYRGK E9PBAS EPC2
homologa
Podjedinica D eukariotskog TQKTAYQRNR BOQYAS EIF3D
faktora 3 inicijacije translacije
Tip 1B eukariotskog faktora APGPLPK HOY8X3 EIF4E1B
4E inicijacije translacije
F-kutija protein 47 ELYCMDWTVKMMQKYV | QSMNVS FBXO047
CK
Protein 8 koji sadrzi domenu DGTEGSAGQPGPAER Q8N4M4 FRMDS
FERM
Faktor rasta fibroblasta 7 EGGDIRVR HOYNE7 FGF7
Faktor rasta fibroblasta 5 IPLSAPR P12034 FGF5
Receptor folata gama QVNQSWRK AOAO087WYI | FOLR3
3
Protein 6 koji sadrzi domenu TARLLRQK F8VYO0l FGD6
FYVE, RhoGEF i PH
Podjedinica beta-1 receptora HGVPSKGRIR P18505 GABRBI
gama-aminobutri¢ne kiseline
Glutamil aminopeptidaza SVFDYFEEYFAMNYS Q07075 ENPEP
LPK
GPNMB protein LLLYLSLK Q96F58 GPNMB
Protein 2B koji sadrzi domenu | FETPGSPR D6REPS GRAMD3
GRAM
Podjedinica 4 H/ACA PPLIAAVKR H7BZF2 DKC1
ribonukleoproteinskog
kompleksa
Heterogeni nuklearni RRSVPAR MOR1W6 HNRNPL
ribonukleoprotein L
Histonska deacetilaza 10 SLWLNIR C9J8BS8 HDACI10
Histon-lizin N- EPLKVEK B0QZ88 SMYD3
metiltransferaza SMYD3
Protein 1 povezan s HSPBI INVVNPDLKR Q96EW2-3 HSPBAPI
Importin-9 EVIDTQMPLVAPVIL Q96P70 IPO9
PEMYKIFTMAEVY
GIRTR
Neaktivni romboidni protein 2 | DSGCCVQNDHSGCIQT | Q6PJF5-2 RHBDF2
QRK
Neaktivni romboidni protein 2 | LQSRKPPN K7ELA9 RHBDF2
Neaktivna ubikvitin karboksil- | EPSISSDTRTDSSTESYP | R4GN32 USP54
terminalna hidrolaza 54 YK
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Inhibitor proteina koji je u KMEDLTMQMFNMEDD | Q70UQO IKBIP
interakciji s kapa-B kinazom MLK
nuklearnog faktora
Protein 3 koji veze faktor rasta | HRLAAGR CoIMX4 IGFBP3
sli¢an inzulinu
Protein interaktora za faktore 1 | KFWVILK ES5RKO8 IPCEF1
razmjene citohezina
Interferonom-inducirani EATNWQPRGQDRETV Q5T764 IFIT1B
protein s tetratrikopeptidnim DR
ponavljaju¢im slijedom 1B
Protein 1 koji sadrzi motiv IQ | GVQYLIER AOA0C4DG | IQSECI
1 domenu SEC7 T3
Protein 3 u interakciji s MELLQLAQQRIKELEER | Q5VZ66-2 JAKMIP3
Janusovom kinazom 1
mikrotubulom
Kalirin EPLQLPK C91ZQ6 KALRN
Kanadaptin KPALPVSPAAR AOAO087WW | SLC4ATA
F4 P
Protein 1 povezan s RHPKLLAK J3KQF2 KNTC1
kinetohorom
Protein 1 zarobljen RDVRLPLEVEK 000522-2 KRIT1
interakcijom krev
Protein 2 ponavljajuéeg slijeda | LLVLEGQAATLK Q9ULH4 LRFN2
bogat leucinom koji sadrzi
domenu fibronektina tipa-I11
Serin ponavljajuceg slijeda GGARDLLEEACDQC E9PK39 LRRK1
bogat leucinom / treonin- ASQLEK
specifi¢na proteinska kinaza 1
Limfocitni citosolni protein 2 | PPIRAEGR E7ESF6 LCP2
Matrilin-2 EDHNCEQLCVNVPGS E5SRIM4 MATN2
FVCQCYSGYALAED
GKR
Metalotionein CTSCKKSECEAISMV H3BRYS MTIF
WGCG
Faktor 1 umrezavanja APISPKK E9PLYO MACF1
mikrotubula i aktina, izooblici
1/2/3/5
Proteinska kinaza 4 aktivirana | NPPPRLKSK I3L212 MINK1
mitogenom
Mucin-16 VFTSSIK Q8WXI7 MUC16
Protein 9 povezan s GVQELKK Q96J65-5 ABCC12
viSestrukom otpornos¢u na
lijekove
Myc protoonkogeni protein QRRNELK HOYBTO MYC
Kinaza lakog lanca miozina 3 | PDPEPLEEGTR Q32MKO MYLK3
Natriuretski peptidi A DGGALGRGPWDSSD BOZBES NPPA
RSALLK
Nebuleta DLENEIKGK 076041 NEBL
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Nektin-3 QTSSIAVAGAVIGAV QI9NQS3 NECTIN3
LALFIIAIFVTVLLTP
RK
Neurotripsin HGSVRLR P56730 PRSS12
Nidogen-2 HAFCTDYATGFCCHC Q14112-2 NID2
QSK
Korepresor nuklearnog NRLLSPR CI9JQES NCOR2
receptora 2
Clan 2 grupe 2 podobitelji 2 HGAEEKQNSQR H7C3R1 NR2C2
nuklearnog receptora
Niktalopin FSSLLSK REV__ 0751 | NYX
65
Protein 7B koji sadrzi OTU TLGSKLKK Q6GQQY-2 | OTUD7B
domenu
Homolog periodi¢kog proteina | LLMLHGQKLK AOAO096LPI6 | PWP2
2 triptofana
Receptor za aktivator PGLLNVK E9PFV2 PPARG
proliferacije peroksisoma-
gama
Podjedinica fenilalanin — IKAPVYK QI9NSD9 FARSB
tRNA ligaza beta
Podjedinica alfa koja sadrzi SITKLKTK AOA0C4DG | PIK3C2A
domenu fosfatidilinozitol 4- F9
fosfat 3-kinaza C2
Fosfolipaza A2, membranski FSNSGSR P14555 PLA2G2A
povezana
Protein 4 izveden iz KQIPNDLK Q96DM1 PGBD4
transpozona PiggyBac
Inhibitor telomeraze 1 u PDPGRRK E5SRGRI1 PINX1
interakciji s PIN2/TERF1
Vjerojatna RNA helikaza FAGDILK Q8IY21 DDX60
ovisna o ATP-u DDX60
Vjerojatni G-protein spregnuti | RQHALLYNVKR Q96P66 GPR101
receptor 101
Vjerojatna ATPaza VA za FTPSCLTSGCSSIGSLAA | 060312 ATP10A
prijenos fosfolipida NK
Osnovni protein 1 bogat PRSPSPPR E7EW31 PROBI1
prolinom
Protein Aster-B SHKRLSK Q3KR37 GRAMDI1
B
Protein bikaudal D homolog 2 | LKSLLSTK U3KQF7 BICDI
Protein Crumbs homolog 2 SDPALYGGVQAAFPGA | Q51J48-2 CRB2
FSFR
Protein FAMI117A GGAGGLR D6RFX7 FAMI17A
Protein FAMS50A EREKQLAK BOSS8I6 FAMS0A
Protein kintoun AEDGGHDTCVAGAA QI9NVRS5-2 | DNAAF2
GSGVTTLGDPEVAPP
PAAAGEERVPK
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PAK 6

Protein spasitelj 2 TQGKLSVANK F8VZI9 FAIM2
Protein Mpv17 FIPGTTK C9J473 MPV17
Protein SCAFS PPISKAK AOAOAOMT | SCAFS
33
Protein ZBEDS LEDFWCAQFTAFPNL Q8IZ13 ZBEDS
AK
P-selektin KALTNEAENWADNE F6VVT6 SELP
PNNK
Putativna deoksiribonukleaza | QLQLAVSLKKPLVIH H7BZJ2 TATDN2
TATDN2 CR
Putativna egzonukleaza GOR | VGRQPGK Q8IX06 REXOIL1
P
Putativni protein na suprotnom | GPGPRPAR Q5TO036 FAM120A
lancu FAM120A OS
Putativni neaktivni katepsin L- | GYVTPVK Q5T8FO0 CTSL
slican protein CTSL3P
Putativni olfaktorni receptor ITISILSIRTTEGR Q8NHS80 OR10D3
10D3
Putativni protein polikombne | NLVINVALPVK Q9COF0 ASXL3
grupe ASXL3
Putativni neokarakterizirani PALLAPSLATLK P86434 ADORA2A
protein ADORA2A-ASI1 -AS1
Putativni neokarakterizirani VRITGGK Q9HAA7
protein FLJ11871
Putativni neokarakterizirani VQPGRGK Q6ZTC4
protein FLLJ44790
Putativni neokarakterizirani YSEFTLK Q9BZS9 PNAS-138
protein PNAS-138
Pirolin-5-karboksilat reduktaza | ISPAALK AOAO087WT | PYCR2
Vo6
Receptorska protein-tirozin YGNLSNFLRAK E9PD35 FLT4
kinaza
Regulator signaliziranja G- AVSRLSRK 043665 RGS10
proteina 10
Inhibitor povezan s RelA VLAEIPR Q8WUFS5 PPPIRI3L
Protein povezan s STSLSLFYK P06400 RBI1
retinoblastomom
Rho inhibitor disocijacije GGRAVLQPR J3QQX2 ARHGDIA
GDP-a 1
Protein M 160 tipa 1 bogat LVGGSSR QI9NR16-3 CDI163L1
cisteinom receptora hvataca
Secernin-1 QGLEAMEEILTSSEPL Q12765-3 SCRNI1
DPAEVGDLFYDCVDT
EIK
Seipin IISTSSR E9PR78 BSCL2
Serin/treonin-protein kinaza LSVISSNTLR HOYM99 PAK6
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trinukleotida

Adapter protein F koji sadrzi AFAVDIK HOYN16 SHF
domenu SH2
Prijenosnik signala i aktivator | TLQNRGSSSQNNRVA D2KFR9 STATI1
transkripcije 1-alfa/beta ECH
Clan 3 obitelji 12 prijenosnika | NRVKSLR J3QSSI1 SLC12A3
otopljene tvari
Somatotropin LEDGSPR B1A4G9 GH1
Sortirajuéi neksin-22 ASNWGTLR Q96194 SNX22
Beta-lanac spektrina, VVQERLR QI9NRC6 SPTBNS
neeritrocitni 5
Faktor prekrajanja 3A LFSTKGK Q12874 SF3A3
podjedinica 3
Protein 1 u interakciji sa RSILGLPPLPEDSIKVIR | Q5VSL9-3 STRIP1
striatinom
Sinaptojanin-2 GGKAGNK E7ER60 SYNIJ2
Protein 2 sli¢an TVVHPKVK AOAOUIRRJ | SYTL2
sinaptotagminu 3
Sintaksin-17 LEPAIQK E9PIW1 STX17
Clan 10A obitelji domene FGFIVGSQGAEGAFVC | FSWDN6 TBCIDI10
TBCI1 GAKR A
Homeoboksni protein 2 EERQALR F1TOF2 TLX2
leukemije T-stanica
Podjedinica teta proteina 1 T- | QITSYGETCPGLEQYA P50990-3 CCT8
kompleksa IK
Tsh homolog 1 QPDSPAGSTTSEEKK Q6ZSZ6-2 TSHZ1
Tsh homolog 2 ESPHEEASSFSHSEGD QI9NRE2-2 TSHZ2
SFRK
Timidin kinaza SLTSWSSAR K7ENWS5 TK1
Protein 7 izveden iz Tigger QKLSMIIK QO6NTO04-2 TIGD7
transpozona
Titin EPVAIKK AOAOAOMR | TTN
A3
Protein 2 koji izaziva invaziju | HGKEDTLRLLK E9PMZS TIAM2
T-limfoma 1 metastazu
Protein sli¢an trans-2,3-enoil- | FHKACPK D6RBZ3 TECRL
CoA reduktazi
Protein sli¢an podjedinici 1 FLHLFGPGK Q8IZX4 TAFIL
TFIID faktora inicijacije
transkripcije
Transmembranski protein 139 | PQELDQPPPYSTVVIP Q8IV31 TMEMI139
PAPEEEQPSHPEGSRR
AK
Transmembranski protein 198 | SWALLALWPLL CIJXI5 TMEM198
Transmembranski protein 43 VPAKKLE Q9BTV4 TMEM43
Protein gena 6B koji sadrzi DEEPSGWEEPSPQSISR | HOY720 TNRC6B
ponavljajuce sljedove K
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Protein 66 koji sadrzi FTDLLGQGPIVPGLDA B5SMCJ9 TRIM66
tripartitni motiv PKDLAIPSELEEPINLS

VKK
Trofinin DVIQEYDEYFPEIIER B1AKES TRO
Nereceptor proteinske tirozin | NAVRVPR C9JDI1 PTPN23
fosfataze tipa 23
Homolog C proteina 14 LLEAIISLDGKNR Q5TAP6 UTP14C
povezan s U3 malom
nukleolarnom RNA
Neokarakterizirani protein HTVKDLLAEKR AOA1BOGU | Cllorfs3
Cllorf53 63
Neokarakterizirani protein NRIGNKLPPEK Q53F19-2 C170rf85
C170rf85
Neokarakterizirani protein PALAPPSK PODN24 C3orf86
C3orf86
Neokarakterizirani protein PEMGSWLGRDPPDMT | Q9BY89 KIAA1671
KIAA1671 KLK
Neokarakterizirani protein GNIPGRK Q8N8K9 KIAA1958
KIAA1958
Nekonvencionalni miozin-Va | VLLLHLEEGK G3V3C9 MYOS5A
Uridin difosfat glukoza LGLSHPI F8VU44 NUDT14
pirofosfataza NUDT14
Protein 13B povezan s ALVNPVK Q7727G8-2 VPS13B
vakuolarnim sortiranjem
proteina
Homolog proteina 53 povezan | APASYTK Q5VIR6 VPS53
s vakuolarnim sortiranjem
proteina
Podjedinica G 2 protonske LKQATRR 095670 ATP6V1G
ATPaze V-tipa 2
Protein 1 ponavljaju¢ih KGPGGGAPVR Q8NS5DO0-5 WDTCl1
sljedova WD 1
tetratrikopeptida
Protein 86 koji sadrzi GARKPGR Q86TI4 WDR&86
ponavljajuci slijed WD
Protein koji sadrzi C3H1 KVKDGAK 060293-2 ZFC3H1
domenu cinkova prsta
Protein koji sadrzi domenu QQTKAWK 060293-2 ZFC3H1
C3HI1 cinkova prsta
Protein 1 koji sadrzi CHHC- YGKVVKVTIMK Q8TBF4 ZCRBI1
tip cinkova prsta i motiv
vezivanja RNA
Protein cinkova prsta 148 KQIREPVDLQK QI9UQRI1 ZNF148
Protein cinkova prsta 219 RKPASPGR QI9P2Y4 ZNF219
Protein cinkova prsta 23 AFSVKGK P17027-2 ZNF23
Protein cinkova prsta 257 SSHLTQHK Q9Y2Q1-4 ZNF257
Protein cinkova prsta 277 VQVAPPL E7EW13 ZNF277
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Protein cinkova prsta 462 FPCEFCGRAFSQGSE H3BLX4 ZNF462
WER

Protein cinkova prsta 524 GRRPGGATSSNR K7EP10 ZNF524

Protein cinkova prsta 621 ECGKAFKSSYDCIVH CaJzZC2 ZNF621
EK

Protein cinkova prsta 765 RYVARHR Q7L2R6 ZNF765

Protein cinkova prsta 841 PLDVVLTSGIPK MOROF3 ZNF841
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Tablica 2. Uzorak 1

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ

J3KQF2; P50748 Protein 1 povezan s kinetohorom 1 7825100

D6RIB1; AOAODI9SFBS; | Alkohol dehidrogenaza 4 1 1969600

P08319

AO0AO0C4DGF9; 000443- | Podjedinica alfa koja sadrzi domenu 1 473160

2; 000443 fosfatidilinozitol 4-fosfat 3-kinaza C2

Q6GQQ9-2; Q6GQNQY Protein 7B koji sadrzi OTU domenu 1 447580

Q8NS5DO0-5; Q8NSDO0-3; | Protein 1 ponavljajucih sljedova WD 1 1 128500

Q8N5D0-6; Q8N5D0-2; | tetratrikopeptida

Q8NS5DO0-4; Q8NSDO

Q8WXI7 Mucin-16 1 22219

B1A4GY; Somatotropin; Varijanta hormona rasta | 1 0

AO0A087WXIJS; P01241-

5; P01241-3; P01242-3;

P01241-2; P01242;

P01241

AOAOUIRRIJ3; Protein 2 slican sinaptotagminu 1 0

QI9HCHS-11; Q9HCHS-

7; QOHCHS-8;

AO0AOU1RQPO;

AOAOUIRRO7

C9J8BS; Q969S8-2; Histonska deacetilaza 10 1 0

Q969S8-4; Q969S8

E7EW31 Osnovni protein 1 bogat prolinom 1 0

F1TOF2 Homeoboksni protein 2 leukemije T- 1 0
stanica

F8VYO01; Q6ZV73-2; Protein 6 koji sadrzi FYVE, RhoGEF 1 1 0

Q6ZV73 PH domenu

HOYMW?2; Q12802-5; Protein 13 za sidrenje A kinaze 1 0

Q12802-4; Q12802;

Q12802-2

060293-2; 060293; Protein koji sadrzi domenu C3H]1 2 0

G3VI1X1; 060293-4 domenu cinkova prsta

Q5VIR6-4 Vakuolarno razvrstavanje zdruzenih 1 0
proteina homologa 53

Q6ZTC4 Putativni neokarakterizirani protein 1 0
FLJ44790

Q81ZX4 Protein sli¢an podjedinici 1 TFIID 1 0
faktora inicijacije transkripcije

Q9Y60Q1 Kalpain-6 1 0

48



Vojka Zgombi¢ Popovi¢, disertacija

Tablica 3. Uzorak 2

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ

E9PR78; FSW7QS; Seipin 1 13817000

E9PIU3; H7BXM1;

J3KQ12; Q96G97-3;

Q96G97; Q96G97-4

Q7Z5R6 Interaktivni protein obitelji B ¢lan 1 | 1 1864600
koji veze amiloidni beta A4
prekursorski protein

D6RBZ3; E9PD39; Protein sli¢an trans-2,3-enoil-CoA 1 240550

Q5HYJ1 reduktazi

Q8WXI7 Mucin-16 1 36475

Q5VZ66-2; Q5VZ66 Protein 3 u interakciji s Janus 1 15370
kinazom 1 mikrotubulom

FITOF2 Homeoboksni protein 2 leukemije 1 0
T-stanica

HOYMW?2; Q12802-5; Protein 13 za sidrenje A kinaze 1 0

Q12802-4; Q12802;

Q12802-2

Q6ZTC4 Putativni neokarakterizirani protein | 1 0
FLJ44790

Q86TI4-2 Ponavljaju¢i WD — sadrzi protein 1 0
86

Q8IX06 Putativna egzonukleaza GOR 1 0

Q8N8K9-2 Neokarakterizirani protein 1 0

KIAA1958
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Tablica 4. Uzorak 3

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
HOYM99; HOYK74; Serin/treonin-protein kinaza PAK 6 1 13605000
HOYK91; HOYLZ9;

HOYMS4; HOYLI16;

QINQUS5-2; QINQUS

E7ER60 Sinaptojanin-2 1 1824000
C9J809; E9PHAG®; Protein Msh2 za popravljanje 1 1722400
P43246-2; P43246 neslaganja DNK

AOAO87WYI3; Receptor folata gama 1 0
AOA087WXL1; P41439;

P41439-3

AO0AO0G2JPI4; Q86WT6 E3 ubikvitin-protein ligaza TRIM69 | 1 0
H7BZF2; HICOMI, Podjedinica 4 H/ACA 1 0
CIOIYTO; O60832-2; ribonukleoproteinskog kompleksa

060832

HOYNE7 Faktor rasta fibroblasta 7 1 0
K7EK91; QO9UFH2-2; Dineinski aksonemalni teski lanac 17 | 1 0
QI9UFH2

K7ENWS5 Timidin kinaza 1 0
076041 Nebulett 1 0
P06400 Retinoblastoma-pridruzeni protein 1 0
Q96F58 Protein GPNMB 1 0
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Tablica 5. Uzorak 4

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
G3V3C9; AOAO87WYO00; | Nekonvencionalni miozin-Va 1 1215600
G3V394; FSWESS; 0
F8W6H6; Q9Y411-2;
QIoY4I1; Q9Y4Il1-3
F8VZI9; AOAOAOMTPY; | Zastitni protein 2 1 6510400
QI9BWQ8
Q9BZS9 Putativni neokarakterizirani protein 1 2386500
PNAS-138
P18505 Podjedinica beta-1 receptora gama- 1 1976200
aminobutri¢ne kiseline
D6RIB1; AOAOD9SFBS; | Alkohol dehidrogenaza 4 1 1226100
P08319
E7ER60 Sinaptojanin-2 1 394360
AOAO87WTV6; Pirolin-5-karboksilat reduktaza 1 286590
AO0A087WZR9; Q96C36
AOAO0C4DGF9; 000443- | Podjedinica alfa koja sadrzi domenu 1 152360
2; 000443 fosfatidilinozitol 4-fosfat 3-kinaza C2
Q6GQNQ9-2; Q6GQNQY Protein 7B koji sadrzi OTU domenu 1 101800
D2KFR9 Prijenosnik signala i aktivator 1 0
transkripcije 1-alfa/beta
E9PK39; E9PMKO; Serin ponavljajuceg slijeda bogat 1 0
Q38SD2-2; Q38SD2 leucinom / treonin-specificna
proteinska kinaza 1
F6VVT6; Q5R342; P-selektin 1 0
Q5R345; Q5R341;
Q5R349; P16109
HOY9F3; Q9H5L6 DNK transpozaza THAP9 1 0
H7BZJ2; HIC1W4; Putativna deoksiribonukleaza 1 0
Q93075 TATDN2
J3Q0X2 Rho inhibitor disocijacije GDP-a 1 1 0
P50990-3; P50990-2; Podjedinica teta-proteina 1 T- 1 0
P50990 kompleksa
Q51J48-2; Q51J48 Protein Crumbs homolog 2 1 0
X6R960; Q5T4S7-3; E3 ubikvitin-protein ligaza UBR4 1 0
Q5T4S7-4; Q5T4S7,
Q5T4S7-2
Q5T764 Interferonom inducirani protein s 1 0
tetratrikopeptidnim ponavljajué¢im
slijedom 1B
Q5VSL9-3; Q5VSL9-2; Striatin-interaktivni protein 1 1 0
Q5VSL9
Q70UQO0-4 Inhibitor nuklearnog faktora kapa-B 1 0
kinaze-interaktivni protein
Q8IV31 Transmembranski protein 139 1 0
Q8IZ13 Protein ZBEDS 1 0
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Q8NHS80 Putativni olfaktorni receptor 10D3 1 0
QINVRS-2; QINVRS Protein kintoun 1 0
Tablica 6. Uzorak 5
ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
K7ELA9 Inaktivirani romboidni protein 2 1 4552400
PODN24 Neokarakterizirani protein C30rf86 1 1770700
HOY4S6; H7COHO; Cohezin podjedinica SA-3 1 1330700
D6W5U7; Q9UJ98-2;
Q9UJ98-3; Q9UJ98
043665-3 Regulator G proteina 10 1 984140
QI9P2Y4 Protein cinkova prsta 219 1 893010
D6RIB1; AOAOD9SFBS; | Alkohol dehidrogenaza 4 1 881990
P08319
BOS8I6; Q14320 Protein FAMS0A 1 765770
Q5T036 Putativni protein na suprotnom lancu | 1 764750
FAM120A
E7ESF6; AOAOD9SGG1; | Limfocitni citosoli¢ni protein 2 1 601820
Q13094
E7ER60 Sinaptojanin 2 1 399960
Q6GQNQ9-2; Q6GQQY Protein 7B koji sadrzi OTU domenu | 1 383900
U3KQF7; AAMVZ6; Protein bikaudal D homolog 2; 1 285170
Q8TD16; Q96G01-4; protein bikaudal D homolog 1
Q8TD16-2; Q96GO01-3;
Q96GO01
Q9H4DO0 Kalsintenin-2 1 269940
Q6NTO04-2; Q6NTO04 Tigger transponirani Protein 7 1 238180
E9PLYO0; E9PNZ4 Faktor 1 umrezavanja mikrotubula i 1 133120
aktina, izooblici 1/2/3/5
BOZBES; AOA087X094; Natriuretski peptidi As A; atrijski 1 0
P0O1160 natriuretski faktor
E9PIH6; Q8N3D4 Protein 1 slican proteinu 1 koji 1 0
vezuje EH domenu
FSWDNG6 Clan 10A obitelji domene TBC1 1 0
R4GN32; H7C1E9; Neaktivna ubikvitin karboksil- 1 0
Q70EL1-6; Q70EL1-7; terminalna hidrolaza 54
Q70ELI
060312 Vjerojatna ATPaza VA za prijenos 1 0
fosfolipida
Q13686 Protein za popravljanje alkilirane 1 0
DNK alkB homolog 1
QI96FX2 DPH3 homolog 1 0
QINRE2-2; QINRE2 Tsh homolog 2 1 0
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Tablica 7. Uzorak 6

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
QONR16-3; QINR16-2; Protein M 160 tipa 1 bogat cisteinom 1 816480
QI9NR16; QINR16-4 receptora hvataca
P14555 Fosfolipaza A2, membranski povezana | 1 579480
CO1ZQ6; H7BXZS; Kalirin 1 465350
J3QSW6; 060229-2;
060229
Q12874 Faktor prekrajanja 3A podjedinica 3 1 78923
AOAOAOMRA3; Titin 1 24808
AOAOAOMTS7; Q8WZ42-
3; Q8WZ42-10; Q8WZ42-
9; Q8WZ42-5; Q8WZ42-2;
Q8WZ42; Q8WZ42-8;
Q8WZ42-13; Q8WZ42-12
AO0A087WXS7; 043681 ATPaza ASNA1 1 0
F5H890; Q6N063-3; 2-oksoglutarat i protein 2 koji sadrzi 1 0
Q6N063 zeljezo ovisnu domenu oksigenaze
FSWDN5 Regulatorna podjedinica BRCA1 1 0
povezanog ATM aktivatora tipa 1
H3BLX4; Q96JM2-2; Protein cinkova prsta 462 1 0
Q96JM2; Q96JM2-3
J3Q0QX2 Rho inhibitor disocijacije GDP-a 1 1 0
P42575-2; P42575 Kaspaza-2; kaspaza-2 podjedinica p18; | 1 0
kaspaza-2 podjedinica p13; kaspaza-2
podjedinica p12
Q07075 Glutamil aminopeptidaza 1 0
Q8IZ13 Protein ZBEDS 1 0
Q9BY89 Neokarakterizirani protein KIAA1671 | 1 0
QI9BYW3 Beta-defenzin 126 1 0

53



Vojka Zgombi¢ Popovi¢, disertacija

Tablica 8. Uzorak 7

ID proteina Naziv proteina Peptidi iBAQ

MOROF3; Q6ZN19-2; Protein cinkova prsta 841 1 423540

Q6ZN19; Q6ZN19-3

QI9COF0 Putativni protein polikombne grupe | 1 159360
ASXL3

Q96P70 Importin-9 1 92741

AOAOD9SEP3; Kinaza 8 ovisna o ciklinu 1 0

AOAOD9SFZ2; P49336-2;

P49336

B5MCJ9 Protein 66 koji sadrZi tripartitni 1 0
motiv

E5RJM4; 000339-4 Matrilin 2 1 0

Q12765-3; Q12765; Secernin-1 1 0

Q12765-2

QIONQS3-3 Nektin-3 1 0
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Tablica 9. Uzorak 8

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
AOAO087WUTS; 095196-3; Hondroitin sulfat proteoglikan 5 1 1953100
095196-2; 095196
CON_ Q3MHHS; P19961-2; | Alfa-amilaza; pankreasna alfa- 2 1303500
P19961; P04746; P04745; amilaza; alfa-amilaza 2B; alfa-
QS5TO085; P04746-2 amilaza 1
AO0A087WVCI; Q9BQ39 ATP-ovisna RNA helikaza DDX50 | 1 0
B1AKES; AOA087X070; Trofinin 1 0
GSE9N2; Q12816-5;
QI12816-2; Q12816-3;
Q12816-4; Q12816
C9JZC2; Q6ZSS3 Protein cinkova prsta 621 1 0
Q8N4M4; E9PRA3; Protein 8 koji sadrzi FERM domenu | 1 0
E9PRP1; E9PS62; QI9BZ67-
2; Q9BZ67-3; Q9BZ67
HOY720; QOUPQ9-1; Protein gena 6B koji sadrzi 1 0
QIUPQ9 ponavljajuce sljedove trinukleotida
H3BRYS Metalotionin 1 0
P42575-2; P42575 Kaspaza-2; kaspaza-2 podjedinice 1 0
p18; kaspaza-2 podjedinice p13;
kaspaza-2 podjedinice p12
QI9BVT6; Q00722-3; 1-fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat 1 0
Q00722-2; Q00722 fosfodiesteraza beta-2
Q14112-2; Q14112 Nidogen-2 1 0
Q5MNVS F-kutija protein 47 1 0
Q5T764 Interferonom-inducirani protein s 1 0
tetratrikopeptidnim ponavljajué¢im
slijedom 1B
Q6PJF5-2; Q6PJF5 Neaktivni romboidni protein 2 1 0
Q6ZS76-2; Q6ZSZ6 Tsh homolog 1 1 0
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Tablica 10. Uzorak 9

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
AOA1BOGU63; Neokarakterizirani protein C11orf53 | 1 27407000
AOA1C7CYV6

000522-2; 000522-3; Protein 1 zarobljen interakcijom 1 5463000
000522 krev

QONVP1 ATP ovisna RNA helikaza DDX18 |1 5141700
QI9UQRI1 Protein cinkova prsta 148 1 5141700
Q53F19-2; Q53F19 Neokarakterizirani protein C170rf85 | 1 4433700
E9PMZS; Q8IVFS; Q8IVFS- | Protein 2 koji izaziva invaziju T- 1 1957600
5; Q8IVF5-2 limfoma 1 metastazu

Q6JV79; ETEVB7 Aprataksin 1 1216600
Q5TO085; CON__ Q3MHHS; | Alfa-amilaza; pankreasna alfa- 1 1183600

P04746-2; P19961-2;
P19961; P04746; P04745

amilaza; alfa-amilaza 2B; alfa-
amilaza 1
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Tablica 11. Uzorak 10

ID proteina Naziv proteina Peptidi | iBAQ
095670-2 Protein ATPaza podjedinica V 1 2,05E+08
tipa
C9J473; ASMPV4; HOY6MS; | Protein Mpv17 1 1,76E+08
B5MC53; BSMCFS; E7TEX18;
P39210
E7EW13 Protein cinkova prsta 277 1 1,62E+08
AOA1BOGU63; Neokarakterizirani protein 1 1,17E+08
AOAIC7CYV6 Cllorf53
CoIMX4 Protein 3 koji veze faktor rasta 1 1,16E+08
sli¢an inzulinu
D6RAV2; D6R951; D6R977; | Dokirajuci protein 3 1 94336000
D6RC22; D6RAM3; Q7L591-
3; Q7L591
MOR1W6 Heterogeni nuklearni 1 79546000
ribonukleoprotein L
HOYNI16; HOYLM1; Q7M4L6 | Adapter protein F koji sadrzi 1 76991000
domenu SH2
CIJXI5 Transmembranski protein 198 1 74675000
HOYMP9; HOYMS53; Kostani morfogenetski protein 4 1 70772000
HOYLW3; P12644 BMP4
Q5T8F0; Q5QP40; Q5NE16; | Putativni neaktivni katepsin L- 1 65993000
P43235; P07711; 060911 slican protein CTSL3P; kaepsin
K; katepsin L1; katepsin L1 teski
lanac; katepsin L1 laki lanac;
katepsin L2
P29372-2 DNA-3-metiladenin glikozilaza 1 65324000
P12034 Faktor rasta fibroblasta 5 1 52289000
C9JDI1 Nereceptor proteinske tirozin 1 50890000
fosfataze tipa 23
E5RKO08; ESRGN6; ESRGB6; | Protein interaktora za faktore 1 1 44437000
ESRJIQ7; G3V132; QWWNO; | razmjene citohezina
Q8WWNO-2
D6RFX7; Q9C073 Protein FAM117A 1 44354000
HOY8X3 Tip 1B eukariotskog faktora 4E 1 38005000
inicijacije translacije
P17027-2; P17027 Protein cinkova prsta 23 1 30148000
H7C2R4; Q68CQ4 Homolog faktor ekspanzije 1 29417000
probavnog organa
QO9NR16-3; QINR16-2; Protein M 160 tipa 1 bogat 1 25273000
QINR16; QINR16-4 cisteinom receptora hvataca
E5SRGR1 Inhibitor telomeraze 1 u interakciji | 1 20908000
s PIN2/TERF1
G3V5Y4; F6S9Y6 Protein 10 povezan s aktinom 1 16961000
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H7C360; GSE948; E7TEN19;
E7ESS2; AOAODYSEY I;
095819-4; 095819-2;
095819; 095819-5; Q8NACS-
5; Q8N4C8-2; Q8N4C8-3;
Q8N4C8-4; 095819-3;
Q8N4C8

Q9ULH4 Protein 2 ponavljajuceg slijeda 15596000
bogat leucinom koji sadrzi
domenu fibronektina tipa-I11

E9PJW1; E9PQUY; E9PJV6; | Sintaksin-17 15099000

E9PIC2; P56962

QI9BTV4 Transmembranski protein 43 14305000

QINQWS-2; QINQWS Kationski kanal beta-3 zasticen 12988000
ciklickim nukleotidom

P56730 Neurotripsin 12659000

Q7Z5R6 Interaktivni protein obitelji B ¢lan 12120000
1 koji veZe amiloidni beta-A4
prekursorski protein

E9PFV?2; P37231-2; P37231 Receptor za aktivator proliferacije 11607000
peroksisoma-gama

E7ER60 Sinaptojanin 2 10777000

Q96P66 Vjerojatni G-protein spregnuti 10683000
receptor 101

AO0A0J9YXQS8; 095714 E3 ubikvitin-protein ligaza 10073000
HERC2

J3QSS1; P55017; P55017-3; Clan 3 obitelji 12 prijenosnika 9527100

P55017-2 otopljene tvari

AO0A0C4DGI9 Okolna bromodomena domene 9312600
cinkova prst proteina 2A

Q8WUF5 Inhibitor povezan s RelA 8536500

D6RED3; D6RAZO0; E3 ubikvitin-protein ligaza MIB2 6537300

HOYAMS; F2721.2; EOPD12;

Q96AX9-9; Q96AX9-10;

Q96AX9-8; Q96AX9-7;

Q96AX9-4; Q96AX9-6;

QI96AX9-5; Q96AX9-2;

Q96AX9-12; Q96AX9-3;

Q96AX9; Q96AX9-11;

Q96AX9-13; Q96AX9-14

CI9JQES; C9J7T7; C9JEIS,; Korepresor nuklearnog receptora 2 6424400

C9J0QS5; CIJFD3; Q9Y618-5;

Q9Y618-4; Q9Y618-3;

Q9Y618

AOAO0AOMT33; Q9UPNG6; Protein SCAF8 6208200

QI9UPNG6-2

Q3KR37-4 Protein Aster-B 5857500

I3L212; ETENQI1; G3XAA2; Proteinska kinaza 4 aktivirana 5508700

mitogenom
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QINVPI1 ATP ovisna RNA helikaza 5312200
DDX18

Q8IY21 Vjerojatna ATP-ovisna RNA 5021200
helikaza DDX60

AOAO087WUTS; 095196-3; Hondroitin sulfat proteoglikan 5 4873900

095196-2; 095196

F8VU44 Uridin difosfat glukoza 4383800
pirofosfataza NUDT14

Q9HAA7 Putativni neokarakterizirani 4217600
protein FLJ11871

AO0A087WYX6; Protein 1 poremecen u shizofreniji 3805600

A0A075B6Q7; QINRIS

P46013-2; P46013 Antigen KI-67 3701200

B0QZ88; Q9H7B4 Histon-lizin N-metiltransferaza 3699500
SMYD3

Q15075 Rani endosomski antigen 1 3231000

Q5T085; CON__ Q3MHHS; Alfa-amilaza; pankreasna alfa- 3148500

P04746-2; P19961-2; P19961; | amilaza; alfa-amilaza 2B; alfa-

P04746; P04745 amilaza 1

X6RAV4; KTEMZ6 Protein kinaza ovisna o cAMP-u 3123900
tipa I — alfa-regulatorna
podjedinica

QI9BZS9 Putativni neokarakterizirani 2935500
protein PNAS-138

QINRC6 Beta-lanac spektrina, neeritrocitni 2504000
5

P25054-2; P25054 Protein adenomatozne polipoze 2208200
kolona

060469-2; 060469 Adhezijska molekula Downovog 2127000
sindroma

H7C3R1; H7C3L1 Clan 2 grupe 2 podobitelji 2 2033900
nuklearnog receptora

Q53F19-2; Q53F19 Neokarakterizirani protein 1542900
C170rf85

E9PMZS; Q8IVFS; Q8IVF5-5; | Protein 2 koji izaziva invaziju T- 1410200

Q8IVF5-2 limfoma 1 metastazu

BOQYAS; BOQYAG6; Podjedinica D eukariotskog 1383600

BOQYAS5; O15371-3; 015371 | faktora 3 inicijacije translacije

Q7727G8-2; Q727G8-6; Protein 13B povezan s 1355100

Q7727G8 vakuolarnim sortiranjem proteina

REV__075165; Q9GZUS Niktalopin 1254200

Q5TAP6 Homolog C proteina 14 povezan s 1004800
U3 malom nukleolarnom RNA

QINSD9 Podjedinica fenilalanin — tRNA 866810
ligaza beta

Q32MKO0 Kinaza lakog lanca miozina 3 691990

F5GXS0; AOA140TA49; Komplement C4-A; Komplement 618410

AO0A140TA44; AOA140TA32;

C4 beta-lanca; Komplement C4-A
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AO0A140TA29; AOAOG2JL54;
AOAO0G2JPRO; POCOLA4-2;
POCOLS; POCOL4

alfa-lanca; C4a anafilatoksin;
C4b-A; C4d-A; komplement C4
gama-lanca; komplement C4-B;
komplement C4 beta-lanca;
komplement C4-B alfa-lanca; C4a
anafilatkosin; C4b-B; C4d-B;
komplement C4 gama-lanca

K7EP10; Q96C55 Protein cinkova prsta 524 551090

AOAOAOMRA3; Titin 525890

AOAOAOMTS7; Q8WZ42-3;

Q8WZ42-10; Q8WZ42-9;

Q8WZ42-5; Q8WZ42-2;

Q8WZ42; Q8WZ42-8;

Q8WZ42-13; Q8WZ42-12

Q7L2R6 Protein cinkova prsta 765 523430

060503 Adenilat ciklaza tipa 9 399130

P86434 Putativni neokarakterizirani 340620
protein ADORA2A-AS1

Q07065 Protein 4 povezan sa citoskeletom 295400

AO0A096LPI6; AOAOB4J2ES; | Homolog periodi¢kog proteina 2 287830

Q15269 triptofana

AOAO087WWF4; Kanadaptin 257280

A0A087X0M4; Q9BWUO

Q96EW2-3; Q96EW2 Protein 1 povezan s HSPBI 249800

E9PPR2 Protein 13 povezan s autofagijom 248660

Q96J65-5; Q96J65-2; Q96J65 | Protein 9 povezan s visestrukom 219710
otpornosc¢u na lijekove

Q8N8U9 BMP-vezujuci endotelni regulator 208960
protein

QS8TBF4 Protein 1 koji sadrzi CHHC-tip 139890
cinkova prsta i motiv vezivanja
RNA

AOAO0C4DFRO; Dineinski aksonemalni teski lanac 127010

AO0AO087TWYC6; Q96DT5 11

HOYBTO; AOAOS7WUSS; Myc protoonkogeni protein 120300

P01106; P0O1106-2

B1AJS1; O14525-3; O14525- | Astrotaktin-1 27179

2; 014525

E9PD35; P35916-1; P35916 Receptorska protein-tirozin 22031
kinaza; vaskularni endotelni
¢imbenik rasta receptora 3

AOA0C4DGT3; Protein 1 koji sadrzi IQ motiv i 0

AOAO087WWKSE; Q6DN90-2; | SEC7 domenu

Q6DN90

D6REPS Protein 2B koji sadrzi GRAM 0
domenu

E9PBAS; Q52LR7 Pojacivac polikombnog homologa 0

2
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J3KNS1; QOUPWS5-2;
Q9UPWS; Q9UPWS5-3

Citosolna karboksipeptidaza 1

Q8N8K9-2

Neokarakterizirani protein
KIAA1958

Q8TEYS5-2

Ciklicki AMP-responzivni
element-vezujuci protein 4 slican
proteinu 3 4; procesirani ciklicki
AMP-responzivni element-
vezujuci protein 4 slican proteinu
34

Q96DM1

PiggyBac transponirani element —
izvedeni protein 4

Q96194

Sortirajuéi neksin 22

Q9Y2Q1-4; Q9Y2Q1-3;
Q9Y2Q1-2; Q9Y2Q1

Protein cinkova prsta 257
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5. RASPRAVA
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Prethodno opisanim tehnikama proteomske analize u navedenim intervalima prikupljanja sline
pacijenata s fiksnim ortodontskim aparatom i bez njega (24 sata prije, nulti dan, 48 sati, 7. dana
130. dana po postavljanju), identificirani su proteini u svakoj vremenskoj to¢ci uzorkovanja za

kontrolnu 1 terapijsku skupinu.

5.1. Identifikacija proteina sline 30 dana nakon postavljanja fiksnog aparata

Analizom rezultata kontrolne i terapijske skupine ove studije, najznacajniji nalaz dobiven je
30. dan nakon postavljanja aparata, a koji govori u prilog i1 u skladu je s biologijom koStane
pregradnje nakon primjene fiksne ortodontske terapije u cilju postizanja zubnog pomaka.
Ovdje je rije¢ o studiji iz koje analizom dobivenih izdvojenih proteina mozemo pretpostaviti
njihovu potencijalnu ulogu ovisno o vremenskom intervalu djelovanja fiksnoga ortodontskog
aparata. Budu¢im analizama svake od navedenih proteinskih molekula mozemo dobiti

precizniji i detaljniji uvid u biologiju kostane pregradnje tijekom ortodontskog zubnog pomaka.

5.1.1. Identifikacija veznog proteina 3 inzulinskog faktora rasta (engl. insulin-like growth

factor binding protein-3, IGFBP3)

Inzulinski faktor rasta 1 (IGF-1) jedan je od visoko zastupljenih faktora rasta koji su deponirani
u kostanom matriksu (124, 125) gdje odrzavaju kostanu masu i stimuliraju diferencijaciju
mezenhimalnih mati¢nih stanica u smjeru osteoblasta (126). IGF-1 se stvara isklju¢ivo u jetri i
nalazi se u visokim koncentracijama u serumu (127), no ve¢ina slobodnog proteina vrlo se brzo
metabolizira tako da je IGF-1 u cirkulaciji uglavnom vezan za svoje vezne proteine (IGFBPs).
IGFBP3 je glikoprotein, najzastupljeniji od veznih proteina koji stvaraju Kupfferove te
endotelne jetrene stanice (128). IGFBP3 takoder stabilizira, transportira te otpusta IGF-1,
kontrolira njegovu aktivnost preko regulacije distribucije i interakcije s receptorima, veze se
na kolagen tipa I te ima ulogu u pohrani IGF-1 u koStanom matriksu. Uloga IGFBP-a moze biti
modulirana proteolitickim kidanjem u podrucju vezne regije izmedu NH> liganda i COOH
terminalne cisteinom bogate domene, stvarajuéi proteoliticke fragmente koji reduciraju njihov
afinitet za IGF molekule. IGFBP takoder imaju utjecaj na stani¢nu pokretljivost, adheziju i rast
koji su neovisni od njihove interakcije s IGF-om i1 mogu biti modulirani navedenim

proteolitickim kidanjem.
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Proteoliticko procesiranje IGFBP-a kojim oslobadaju molekule IGF, podsjeca na procesiranje
kordina i kordinu sli¢nih molekula s BMP1 proteinazom kako bi se BMP2 i BMP4 oslobodili
iz latentnih kompleksa. Pokazano je da BMP1 cijepa IGFBP3. Fibronektin i komponente
izvanstanicnog matriksa klju¢ni su u procesiranju IGFBP3 s molekulom BMP1. Navedeno
procesiranje pojacava neke od IGFBP3 funkcija neovisnih o IGF-u, medu kojima je i uloga
IGFBP3 u inhibiciji diferencijacije osteoblasta preko supresije signalnog puta BMP2 (129).
Smatra se da IGFBP3 moze suprimirati koStanu formaciju i preko IGF1 ovisnog i neovisnog
puta. IGFBP3/IGF1 osovina kontrolira koStani metabolizam ili u smjeru povecanja ili
smanjenja diferencijacije osteoblasta (126). IGFBP2 1 IGFBP3 reguliraju egzogenu IGF-1
stimulaciju osteogene diferencijacije u kulturi humanih stanica dentalne pulpe. Porast
ekspresije IGFBP2 u tim stanicama dovodi do pojaane IGF-1 aktivnosti, za razliku od
inhibitornog IGFBP3 koji je snizen tijekom diferencijacije stanica dentalne pulpe (130). U
istrazivanju koje je ukljucilo Sest zdravih osoba podvrgnutih ortodontskom tretmanu, pracena
je promjena u koncentraciji te imunokemijska detekcija IGFBP3 u gingivo cervikalnoj tekucini
nakon primjene ortodontske terapije, gdje su autori pokazali da se s vremenom od postavljanja
aparata njegove vrijednosti smanjuju (period od 4 sata do 10 dana) kao rezultat njegove
degradacije (131). Uloga IGFBP3 kod dentalnih implantata istraZivana je kod laboratorijskih
Stakora, testiranjem osteogene aktivnosti titanskih implantata oblozenih chitosan gold
nanoCesticama (Ch-GNPs), prethodno konjugiranih s IGFBP3. Rezultati ukazuju da
prekomjerna ekspresija IGFBP3 smanjuje osteoklastogenezu te pojacava osteogenezu titanskih

implantata. Pokazala se kao u¢inkovita molekula u uspjesnosti implantacije (132).

Nasuprot tome, istrazivanja provedena na transgeni¢nim miSevima koji imaju pojacanu
ekspresiju IGFBP3 u kulturi osteoblasta kalvarije in vitro pokazuju da dolazi do porasta
osteoklastogeneze 1 kosStane resorpcije, slabljenja diferencijacije osteoblasta uz signifikantno

negativan ucinak na kostanu formaciju (133).

Identifikacija IGFBP3 u uzorku sline moze ukazivati na vaznost uloge u koStanom
remodeliranju primjenom ortodontske terapije, no istrazivanja u tom podrucju trebala bi

potvrditi navedeno.
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5.1.2. Kostani morfogenetski protein 4, BMP4 (engl. bone morphogenetic protein 4)

U nasSem istrazivanju prvi je put u slini identificiran BMP4 protein 30. dan nakon pocetka
ortodontske terapije. Do danasnjeg dana u slini nije identificiran BMP4 te je posebno vazna

njegova uloga u usnoj Supljini, kao i alveolarnoj kostanoj pregradnji.

Periodontalno tkivo reagira na podrazaj aktivnim remodeliranjem preko ekspresije specifi¢nih
molekula uklju¢enih u periodontalnu regeneraciju i homeostazu (134). U ortodonciji pojacana
kostana formacija ima klju¢nu ulogu u zubnom pomaku. Stanice PDL-a povezane su s
ekspresijom velikog broja markera kao Sto su kolagen tipa III, osteopontin, kostani
morfogenetski proteini (BMP), osteokalcin 1 kostani sijaloprotein (135). Od mnogih proteina
povezanih sa stanicama PDL-a, BMP4 kao ¢lan superobitelji TGFf klju¢an je u kostanom rastu
i pregradnji (136, 137). Porast ekspresije BMP4 nastaje kod kostanih prijeloma, mehanickoga
stresa te sila naprezanja (138-140). Mnoge studije testirale su njegov ucinak na ektopi¢nu
osifikaciju, BMP-om induciranu koStanu izgradnju u slucaju kosStanog defekta bedrene te
alveolarne kosti (141-143). BMP4 u interakciji s nogginom u stanicama koje tvore PDL 1
pokazuju vecu stani¢nu proliferaciju, mogao bi biti vazan za pravilan razvoj parodoncija. Do
danasnjega dana stvarni u¢inak BMP4 na PDL nije u potpunosti razjaSnjen. Egzogeno
primijenjeni BMP4 stimulira ekspresiju mRNA za osteopontin, BMP2, CBFAI1 u stanicama
PDL-a (144,145). BMP4 pozitivne stanice nadene su u podru¢ju PDL-a nakon transplantacije
zuba 1 osteoblastima sli¢nim stanicama nakon stvaranja nove alveolarne koStane povrSine
(146,147). Potencijalna je primjena BMP-a u stvaranju nove kosti obecavajuca, no za takvu
primjenu potrebna je velika koli¢ina visoko procis¢enoga rekombinantnog proteina (148),
adekvatan nosa¢ koji postepeno otpusta molekule BMP-a, kao $to je kolagena spuzvica u
modelu kostanog defekta alveolarne kosti ili grupa novih autolognih nosaca poput krvnog

ugruska (149, 150).

U posljednje vrijeme uspostavljaju se in vivo elektroporacijske metode za transfer plazmidnog
vektora za BMP4 u stanice PDL-a te testiranje utjecaja transfekcije PDL-a s BMP4. Iako je
BMP4 transfer u misi¢ bio uspjeSan i doveo je do indukcije koStane formacije (151, 141), nije
primijeceno stvaranje nove kosti u PDL-u, vjerojatno zbog nedovoljne ekspresije BMP4 ili
zbog lokalnih inhibitornih mehanizama unutar samog PDL-a (152). Smatra se da BMP4 utjece
na proliferaciju i pluripotenciju misjih embrionalnih stanica najvjerojatnije preko kodiranih

proteina Smad, PI3/Akta i Wntl/B-katenina.
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Tijekom razvoja zubnog folikula primije¢eno je da BMP4 pridonosi formiranju alveolarne

kosti te da BMP2 i BMP4 ubrzavaju njezin razvoj (153, 154).

BMP4 je clan TGFf superobitelji faktora rasta klju¢nih u signalnom putu BMP-a, koji je vazan
iurazvoju zubi, stani¢noj diferencijaciji i kostanoj formaciji (155-157). Tijekom ranog razvoja
zubi ekspresija BMP4 pomice se od dentalnog epitela prema mezenhimu, gdje BMP4 ima
centralnu ulogu u epitelno-mezenhimalnim interakcijama tijekom zubne morfogeneze (158).
Bmp4 knock-out zivotinje pokazuju agenezu molara i reduciranu zubnu veli€inu. U drugim
animalnim modelima, knock-out misevi za Bmp4 i Bmp2 pokazuju defekte skeletnog razvoja
(159, 160). Nadalje, BMP4 transkripcija ostaje visokoaktivna tijekom postnatalne koStane
pregradnje i sazrijevanja, ukazujuci na veliku ulogu BMP4 u kostanom razvoju i homeostazi
(161). U novijim istrazivanjima otkrivena je specificna mutacija gena BMP4 kod pacijenata sa
zubnom agenezom te da ista mutacija moze biti povezana s ranim pojavljivanjem osteoporoze
1 osteopenije u ljudi. Time se ukazuje na vaznu ulogu BMP4 u razvoju zubi, sintezi dentina i

maturaciji te kostanoj homeostazi (162 -164).

Pojava BMP4 u slini 30. dana nakon postavljanja fiksnoga ortodontskog aparata ukazuje na
njegovu mogucu vaznu ulogu u fazi pregradnje alveolarnoga koStanog tkiva, u skladu s
biologijom kostanog pomaka, te klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze novonastalog zubnog
pomaka. Navedena identifikacija predstavlja osnovu za buduca istrazivanja temeljena na
odredivanju BMP4 koncentracije tijekom ortodontskog tretmana, ali 1 u drugim stanjima koja

zahvacaju usnu Supljinu, gdje moze posluziti kao vrijedan marker zdravlja odnosno bolesti.

S obzirom na to da je ovdje rijec o prvoj identifikaciji molekule BMP-a (BMP4) u slini, ovaj
rezultat smatra se iznimno vaznim iz aspekta biologije koStanih morfogenetskih proteina,
njegove prisutnosti u biolo§kim tekué¢inama te razvoja novih spoznaja o tome kako je i odakle
BMP4 dospio u slinu (lokalno ili sistemski preko krvi) te nadalje, koja je njegova stvarna uloga
u ortodontskoj terapiji. Proteomskom analizom do danaSnjeg je dana potvrdena identifikacija
BMP6 molekule iz krvi te BMP1 (koja nije prava molekula BMP-a, nego proteinaza), klju¢na

u aktivaciji molekula BMP-a te njihovih antagonista.
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5.1.3. Fibroblastni faktor rasta 5, FGF 5 (engl. fibroblast growth factor 5)

Fibroblastni faktor rasta 5 Clan je obitelji molekula fibroblastnog faktora rasta (FGF), koja se
sastoji od 18 ¢lanova koji omogucuju prijenos signala kroz receptorski sustav tirozin kinaze te
se nazivaju i FGF receptorima (FGFR). Nekoliko molekula FGF-a ima vaznu ulogu u
embrionalnom razvoju, tkivnoj homeostazi i1 cijeljenju rana. Imaju i angiogenetski i
mitogenetski uc¢inak, dok prekomjerna izrazenost moze dovesti do maligne transformacije
stanica. U periodontalnoj terapiji klju¢na je regeneracija periodoncija, a taj proces zahtijeva
izvor stanica koje su sposobne sintetizirati kolagen, cement, odnosno kost. Smatra se da u tom

procesu kljucnu ulogu imaju fibroblasti PDL-a (165,166).

U nekoliko studija pokazano je da su fibroblasti PDL-a sposobni diferencirati u osteoblaste,
osjetljivi su na specificne faktore rasta i sudjeluju u cijeljenju defekta (167,168). Molekule
FGF-a predstavljaju veliku obitelj faktora rasta koji imaju raznoliku ulogu. FGF2 predstavlja
temeljni ili bazi¢ni faktor rasta bFGF 1 najvise je istrazivan. Izoliran je iz velikog broja tkiva
poput zivcanog tkiva, hipofize, nadbubrezne Zlijezde, zutog tijela i placente. Identificiran je
takoder u suzama i slini (169-172). FGF2 stimulira proliferaciju mezodermalnog i
neuroektodermalnog porijekla. Svojom aktivnos¢u ubrzava proliferaciju endotelnih stanica i
fibroblasta te se smatra vaznim u procesu cijeljenja i tkivne regeneracije. FGF2 stimulira
proliferaciju epitela u podruju gastrointestinalnog trakta te potice cijeljenje u

eksperimentalnom modelu ulkusa kod laboratorijskog Stakora (173).

Pretpostavlja se da FGF iz sline moze biti odgovoran za odrzavanje zdravlja sluznice u
podrucju gornjeg dijela probavnog sustava. Pokazano je da su vrijednosti bFGF-a vece u
mladoj populaciji, ali takoder uz znatne varijacije, dok su vrlo niske vrijednosti bFGF-a
izmjerene u slini starijih ljudi. Upravo zbog toga Sto se smatra da je bFGF kljucan za
proliferaciju fibroblasta 1 endotelnih stanica, smatra se da je njegova koncentracija opravdano
vec¢a u mladih ljudi (rast novih zubi). FGF2 inducira proliferaciju stromalnih stanica kosStane
srZi 1 stanica PDL-a, dok nasuprot tome inhibira diferencijaciju stanica PDL-a (174, 175). U
stanicama PDL-a, FGF2 inducira matriks metaloproteinazu 3 i sintezu hijaluronina, a inhibira
sintezu tropoelastina (176—178). In vivo FGF1 1 FGF2 induciraju sintezu cementa, dok FGF2

dovodi do stvaranja nove kosti (179).
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Stanice PDL-a u kulturi izraZzavaju velike koli¢ine FGF5, dok svjeze tkivo PDL-a izrazava vise
FGF receptora (FGFR3 i FGFR2). Egzogeni FGFS5 inducira proliferaciju PDL-a, ali sprjeava

diferencijaciju, tako da ga smatraju regulatorom ranog stadija stanica PDL-a (180).

Podobitelj FGF7, jednu od pet podobitelji FGF-a, ¢ine FGF3, FGF7, FGF10 i FGF22. Clanovi
podobitelji FGF7 vazni su za organogenezu, cijeljenje rana i tkivnu homeostazu u odraslih

sisavaca. Za FGF7 se smatra da je odgovoran u razvoju bubrega, timusa i hipokampusa (181-

183).

U uzorcima sline ispitanika kontrolne skupine identificiran je FGF7, dok je u uzorcima sline
ispitanika na ortodontskoj terapiji identificiran FGF5, 30. dan po postavljanju fiksnog
ortodontskog aparata. 1z ovoga se moze pretpostaviti, pa 1 zakljuciti da je neupitno potvrdena
identifikacije ¢lanova obitelji FGF-a u slini, uz pretpostavku njihova protektivnog ucinka na
sluznicu, kako u odrzavanju homeostaze tako i kod primjene stranog tijela (fiksni ortodontski

aparat).

5.1.4. BMP-vezni endotelni regulatorni protein, BMPER (Protein Crossveinless-2)

Molekule BMP-a izvanstani¢ni su proteini koji djeluju preko povrSinskih receptorskih
kompleksa heterodimerskih transmembranskih serin/treonin kinaznin receptora. Aktivacijom
receptora dolazi do fosforilacije Smad 1/5 transkripcijskih faktora i njihove translokacije u
jezgru, gdje dolazi do modulacije genske ekspresije. Osim puta ovisnog o Smadu, molekule
BMP-a aktiviraju i signalnu kaskadu neovisnu o Smadu kao §to je MAP kinaza/Erk i
fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K)/Akt. Signalni putovi BMP-a ukljuceni su u regulaciju stani¢ne

proliferacije, apoptoze, diferencijacije i morfogeneze (85,86).

Tijekom razvoja aktivnost ¢lanova obitelji BMP-a strogo je kontrolirana izvanstani¢nim
regulatorima. Kordin je inhibitor molekule BMP-a koji je klju¢an za dorzoventralni razvoj u
embriju Xenopusa te je kljuan u razvoju sisavaca, Sto je pokazano fenotipom noggin/kordin
dvostrukog misjeg knock-outa. Kordin djeluje tako da se direktno veze na molekule BMP-a
sprjecavaju¢i njihovo daljnje vezivanje na receptore. Aktivnost kordina povezana je s
prisutnos¢u domene bogate 4 cisteinom (CR), gdje svaka od njih moze vezati BMP4, premda

s manjim afinitetom nego cijela molekula kordina (184,185).
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Otkriven je protein koji posjeduje kordinu slicnu domenu CR uz jasan inhibitorni u¢inak na
molekulu BMP-a. Identificirani je protein BMPER ili Crossveinless-2 (CV2) kordin i kielin
paralog, ima pet kordinu sli¢nih domena CR koju prati domena von Willebrandova faktora tipa
D, te domena inhibitora tripsina na svojem C terminalnom kraju. Nedavna istrazivanja
pokazuju da BMPER ima i antagonisticki 1 agonisticki mehanizam djelovanja na molekule
BMP-a, gdje mu relativna koncentracija BMPER-a i njegovih liganada odreduje pro-BMP ili
anti-BMP ulogu (185).

Novija istrazivanja ukazuju na bifazi¢nu aktivnost molekule BMPER-a, gdje nize vrijednosti
potiCu, dok viSe vrijednosti inhibiraju prijenos signala tijekom razvoja vinske musSice.
Potvrdeno je da BMPER selektivno djeluje s ligandima i receptorima BMP-a, §to je ovisno o

njegovoj koncentraciji (186).

Mutacija u genu za BMPER povezana je s boles¢u diaphanospondylodysostosis u ljudi (187).
Poznato je da je nekoliko molekula BMP-a prisutno u razli¢itim fazama razvoja zubi. Nedavna
istrazivanja ukazuju na bifazi¢nu aktivnost molekule BMPER-a, gdje nize vrijednosti poticu,
dok vise vrijednosti inhibiraju prijenos signala tijekom razvoja vinske musice. Poznato je da je
nekoliko molekula BMP-a prisutno u razli¢itim fazama razvoja zubi (188,189). Za istaknuti je
BMP4 koji je eksprimiran na labijalnoj strani sjekutica te potice diferencijaciju ameloblasta
(190,191). Prekid aktivnosti BMP-a pojaCanom ekspresijom njegova antagonista noggina

blokira razvoj kutnjaka 1 kasnu stani¢nu epitelnu diferencijaciju sjekutic¢a (192).

Na samom pocetku zubnog razvoja signalni put BMP-a antagonizira signalni put FGF-a u
epitelnim stanicama te se navedena interakcija smatra klju¢nom u definiranju mjesta formiranja
zubi (193-195). Inaktivacija receptora BMP-a (BMPR 1a) u epitelu i mezenhimalnim stanicama
dovodi do inhibicije razvoja zubi (196,197). Nedostatak noggina rezultira fuzijom gornjih
sjekutica (198). BMPER je eksprimiran u dentalnom epitelu tijekom zubnog razvoja, Sto

ukazuje na njegovu tkivnu specifi¢nost (199).

Preko molekule BMPER-a regulirana je i BMP9 aktivnost te se smatra da ima klju¢nu ulogu u
angiogenezi (200-202). CV2 je eksprimiran u ranoj fazi sranog razvoja te moze pomoci u

definiranju specificne mezodermalne stanicne linije.

Delecija gena CV2 dovodi do redukcije veli¢ine kardiomiocita i debljine sréanog zida te
povecava vaskularnu gustocu (203). Potvrdeno je da BMP10 i CV2 odvojeno utjeCu na

kardiomiocitnu diferencijaciju (204).
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U navedenom je istrazivanju 30. dan nakon postavljanja fiksnoga ortodontskog aparata

identificirana i molekula BMPER-a koja ima vaznu ulogu u regulaciji BMP4 aktivnosti.

S obzirom na to da su u slini u istom vremenskom intervalu identificirana oba proteina, ovaj
rezultat govori u prilog kljuénog nalaza kojim se potvrduje iz literature poznata poveznica
molekule BMPER-a i BMP4, uz pretpostavku vazne uloge u koStanoj pregradnji tijekom
ortodontske terapije. Time se jasno, na proteomskom nivou, potvrduje aktivnost i pojavnost
kljucnih molekula koje imaju vaznu ulogu tijekom terapije. Njihova daljnja uloga trebala bi u

buduénosti biti detaljnije ispitana.
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6. ZAKLJUCAK
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Ono $to neupitno mozemo zakljuciti iz navedenoga jest da se pojavnost potvrdenih molekula:
BMP4, BMPER, IGFBP3 i FGF, koja se dogada tijekom ortodontskog zubnog pomaka,
gotovo identi¢no podudara s pojavnoséu molekula pri procesu koStane regeneracije, a koja
imitira slijed dogadaja tijekom embrionalnog razvoja. Navedeni rezultati otvaraju nove
mogucnosti istrazivanja u definiranju klju¢nih molekula potencijalnih terapijskih markera ne

samo za ovu indikaciju nego i kod primjene zubnih implantata, te u parodontologiji op¢enito.

Od svih kostanih morfogenetskih proteina, navedeno istrazivanje identificiralo je molekulu
BMP4 u slini kojoj zasigurno pripada vazna uloga u dentalnom razvoju 1 periodontalnoj
regeneraciji. Njezina identifikacija i potvrda u slini otvaraju nove dijagnosticke i terapijske
mogucénosti koje bi se trebale dalje istraziti i potvrditi na veéem uzorku. To je prva

identifikacija molekula BMP-a u uzorku sline.

Identifikacija molekule BMPER uz molekulu BMP4, s kojom se jasno povezuje, potvrduje
uskladenu aktivnost faktora rasta i njihovih inhibitora, Sto je sada prvi put potvrdeno i na

proteomskom nivou u uzorku sline kao bioloSkom materijalu.

Potvrdena je identifikacija molekule IGFBP3 u slini kao klju¢ne molekule u koStanom

metabolizmu.

Potvrdena je i identifikacija molekule FGF kod kontrolne i terapijske skupine, koja ukazuje na
njihovu prisutnost u razli¢itim formama, $to bi se moglo povezati i s njihovom zaStitnom

funkcijom te ulogom u regeneraciji, kao i koStanoj pregradnji.
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