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DETEKCIJA | GENOTIPIZACIJA HUMANOG CITOMEGALOVIRUSA |
EPSTAJN-BAR VIRUSA U HRONICNIM PERIAPIKALNIM LEZIJAMA

KRATAK SADRZAJ

UVOD. Periapikalne lezije karakteriSe hroni¢na zapaljenska reakcija koja uzrokuje
razgradnju alveolarnog kostanog tkiva u predelu vrha korena avitalnih zuba. Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da su bakterijski mikroorganizmi i njihovi Stetni produkti najcesci
uzroc¢nici nastanka zapaljenske reakcije u apeksnom parodoncijumu. Poc¢etkom 21. veka
dokazano je prisustvo herpesvirusa u tkivu periapikalnih lezija i postavljena je hipoteza
da pomenuti virusi uc¢estvuju u procesu njihovog nastanka po modelu kojim doprinose
razgradnji alveolarnog kostanog tkiva, kao i u marginalnom parodontitisu. Do danas je
publikovano 20 istrazivanja koja su ispitivala ucestalost herpesvirusne infekcije u tkivu
periapikalnih lezija. Rezultati istrazivanja ukazuju da su Epstajn-Bar virus (EBV) i
Humani citomegalovirus (HCMV) najces¢e detektovani pripadnici porodice
Herpesviridae u periapikalnim lezijama. Pojedina istraZivanja su pokazala da su
herpesvirusi ¢esc¢e detektovani u simptomatskim i velikim u odnosu na asimptomatske i
male lezije. Medutim, njihova uloga u patogenezi periapikalnih lezija jo$ uvek nije u
potpunosti razjasnjena. lako se smatra da geneticka varijabilnost herpesvirusa moze
uticati na odnos virusa i imunskog odgovor domacina, u naucnoj literaturi jo§ uvek
nema podataka o ucestalosti pojedinih genotipova EBV i HCMV u periapikalnim
lezijama. Takode, nedovoljno je ispitan odnos povecCanog broja genskih kopija

herpesvirusa i nivoa proinflamatornih citokina u patogenezi periapikalnih lezija.

CILJ ISTRAZIVANJA. Ovo istrazivanje je imalo za cilj da odredi ucestalost
prisustva, broja genskih kopija i vrste genotipova EBV i HCMV u tkivu periapikalnih
lezija 1 kontrolnog pulpnog tkiva, kao i da uporedi dobijeni nalaz medu periapikalnim
lezijama sa razli¢itim klinickim, radioloskim i patohistoloskim karakteristikama.
Takode, cilj ovog istrazivanja bio je 1 da se odredi vrednost proinflamatornih citokina
(TNF-a, IL-1B i IL-6) u tkivu periapikalnih lezija i kontrolnog pulpnog tkiva, te da se
dobijene vrednosti uporede sa brojem genskih kopija EBV i HCMV u ispitivanom

uzorku.

MATERIJAL | METOD. U istrazivanju je analizirano 100 uzoraka hroni¢nih

periapikalnih lezija i 25 uzoraka kontrolnog pulpnog tkiva. Uzorci su prikupljani od



zdravih pacijenata kod kojih je indikovana resekcija vrha korena zuba ili hirur§ko
vadenje imapaktiranih umnjaka. Nested PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) je
koris¢en za odredivanje prisustva EBV 1 HCMV, kao 1 za odredivanje EBNA-2 EBV
genotipova (EBV-1, EBV-2). Za detekciju gB HCMV genotipova (gB | — gB 1V) u
HCMV nested PCR pozitivnim uzorcima koris¢ena je RFLP (engl. Restriction
Fragment Length Polymorphism) metoda. TagMan real-time PCR je koriS¢en za
odredivanje broja genskih kopija herpesvirusa. Najzad, nivo proinflamatornih citokina
(TNF-a, IL-1B i IL-6) odredivan je upotrebom ELISA (engl. Enzyme-linked

immunosorbent assay) metode.

REZULTATI. EBV bio je znacajno ces¢e detektovan u periapikalnim lezijama u
odnosu na kontrolno pulpno tkivo (76% naspram 24%, P=0.020). Takode, HCMV bio je
znacajno ucestaliji u uzorcima periapikalnih lezija u odnosu na neinflamiranu pulpu
(54% naspram 28%, P=0.020). Dodatno, EBV bio je znacajno cesce detektovan u
periapikalnim lezijama u poredenju sa HCMV (76% naspram 54%, P=0.001).
Statisticka analiza nije pokazala postojanje znacajne razlike u detekciji HCMV i EBV
izmedu simptomatskih 1 asimptomatskih, velikih i malih periapikalnih lezija, te
periapikalnih granuloma i radikularnih cisti. U ispitivanom uzorku detektovana su oba
ispitivana genotipa EBV. EBV-1 bio je zastupljen u vecini EBV nested PCR pozitivnih
uzoraka periapikalnih lezija (u 74 od 76 uzoraka), dok je EBV-2 bio detektovan u svega
6 od 76 uzoraka periapikalnih lezija. Uocene razlike bile su statisticki znacajne
(P=0.001). Od moguca 4, detektovana su samo 2 genotipa HCMV. gB-II bio je znacajno
¢es¢e detektovan u odnosu na gB-I u ispitivanom uzorku (42 naspram 12, P=0.036).
Nije postojala znacajna razlika u ucestalosti genotipova EBV 1 HCMV izmedu
periapikalnih lezija sa razli¢itim klinickim, radioloSkim 1 patohistoloSkim
karakteristikama. Broj genskih kopija EBV bio je poveéan u 12 od 76 nested PCR
pozitivnih uzoraka periapikalnih lezija (15.8%). Prosecan broj kopija EBV iznosio je
6.3x10° po ml, dok je standardna devijacija iznosila + 1.1x10° kopija/ml. Broj genskih
kopija HCMV bio je povetan u svega 4 od 54 nested PCR pozitivha uzorka
periapikalnih lezija (7.4%). Broj detektovanih HCMV kopija varirao je u opsegu 1x103
do 5.4x10°. Prosecan broj kopija HCMV iznosio je 1.4x10° po ml, dok je standardna
devijacija iznosila + 2.7x10° kopija/ml. Vrednosti IL-1B i IL-6 bile su statisticki

znacajno vece u periapikalnim lezijama u odnosu na kontrolno pulpno tkivo (P=0.001,



P=0.001). Takode, vrednosti IL-1 i IL-6 bile su znacajno vece u simptomatskim u
odnosu na asimptomatske periapikalne lezije (P=0.001, P=0.035). Pored toga, vrednosti
IL-1B bile su znacajno vece u velikim u odnosu na male periapikalne lezije i u
radikularnim cistama u odnosu na periapikalne granulome (P=0.007, P=0.004).
Statisticka analiza je pokazala da nije bilo razlike u vrednostima proinflamatornih
citokina izmedu EBV i HCMV pozitivnih i negativnih periapikalnih lezija. Takode, nije
uocena znacajna korelacija izmedu povecanog broja genskih kopija EBV 1 HCMV 1

nivoa proinflamatornih citokina u ispitivanom uzorku.

ZAKLJUCCI. Periapikalne lezije karakterise ucestalije prisustvo EBV i HCMV u
odnosu na kontrolno pulpno tkivo, pri ¢emu se EBV znacajno ¢e$ce javlja u odnosu na
HCMV. EBV-1 i HCMV g@B-II su najucestaliji genotipovi analiziranih herpesvirusa u
nasem uzorku. Povecan broj genskih kopija EBV i HCMV detektovan je u malom broju
periapikalnih lezija (ukupno 16), Sto ukazuje na nisku ucestalost aktivne herpesvirusne
infekcije u ispitivanom uzorku. Periapikalne lezije karakteriSu se 1 povecanim
vrednostima IL-1B, IL-6 u odnosu na neinflamairanu pulpu. Simptomatske lezije
karakteri$u se ve¢om produkcijom IL-1, IL-6 u odnosu na asimptomatske periapikalne
lezije, pri ¢emu su vrednosti IL-1 veée i u velikim u odnosu na male periapikalne
lezije, te u radikularnim cistama u odnosu na periapikalne granulome. Nepostojanje
korelacije izmedu broja genskih kopija herpesvirusa i nivoa proinflamatornih citokina
moze biti posledica male ucestalosti aktivne herpesvirusne infekcije u ispitivanom

uzorku.

Kljuéne re€i: Hroni¢ne periapikalne lezije, pulpa zuba, Epstajn-Bar virus, Humani
citomegalovirus, Epstajn-Bar virus nuklearni protein-2, glikoproten B, Faktor nekroze

tumora-alfa, Interleukin-1 beta, Interleukin-6.
Naucna oblast: Medicinske nauke - Stomatologija
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DETECTION AND GENOTYPISATION OF HUMAN CYTOMEGAOVIRUS
AND EPSTEIN-BARR VIRUS IN CHRONIC PERIAPICAL LESIONS

SUMMARY

INTRODUCTION. Periapical lesions are characterized by chronic inflammation and
destruction of tooth-supporting tissues in the periapical area of non-vital teeth. Previous
studies confirmed that polymicrobial infection of endodontic origin is essential for its
development. At the beginning of 21 century herpesviruses have been detected in
tissue samples of periapical lesions. It has been hypothesized that concomitant
herpesviral infection may contribute to the pathogenesis of apical periodontitis in the
same way as it has been proposed for marginal periodontitis. Up to now, 20 studies
investigated the occurrence of herpesviral infection in apical periodontitis. Their results
indicate that Epstein-Barr virus (EBV) and Human cytomegalovirus (HCMV) are the
most frequently detected species of Herpesviridae family in apical periodontitis.
Previous studies showed that herpesviruses occurred more frequently in symptomatic
and large compared to asymptomatic and small periapical lesions. However, their exact
role in the pathogenesis of apical periodontitis has not been fully elucidated. Although it
is considered that a great diversity of viral strains may influence the course and severity
of disease there are no scientific data about the occurrence of different EBV and HCMV
genotypes in apical periodontitis samples. Furthermore, there is a lack of data about the
relationship between levels of pro-inflammatory cytokines and herpesviral copy number
in the pathogenesis of apical periodontitis.

AIMS. This study aimed to detect the occurrence of HCMV and EBV, to assess their
copy number and the distribution of their genotypes in periapical lesions and healthy
control tissues. Additionally, this study aimed to compare these findings between
symptomatic and asymptomatic, large and small periapical lesions, and periapical
granulomas and radicular cysts. The goal of the study was also to determine the levels
of pro-inflammatory cytokines (TNF-o, IL-13 and IL-6) in periapical lesions and
healthy control tissues, and to correlate these data with the copy number of investigated

herpesviruses.



MATERIALS AND METHODS. One hundred samples of apical periodontitis and 25
samples of healthy pulp tissues were used in this study. Samples were collected from
individuals in good general health who required surgical apicoectomy or surgical
removal of impacted third molars. A nested PCR method was used to detect HCMV,
EBV and EBV EBNA-2 genotypes (EBV-1, EBV-S). The HCMV ¢B genotypes (gB | —
gB 1V) were determined by restriction fragment length polymorphisms analysis. The
TagMan real-time PCR was used to determine infectious agent counts in HCMV and
EBV nested PCR positive samples. The concentrations of pro-inflammatory cytokines
(TNF-0, IL-1B and IL-6) were determined with a commercial enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) Kits.

RESULTS. Apical periodontitis lesions harbored EBV at significantly higher rate
compared with control pulpal tissues (76% versus 54%, P=0.020). Furthermore, HCMV
was detected in periodontitis at significantly higher rate than in pulp controls (54%
versus 28%, P=0.020). Moreover, EBV occurred more frequently in apical periodontitis
compared to HCMV (76% versus 54%, P=0.001). Significant differences were not
observed in detection of HCMV and EBV regarding clinical, radiographic and
histopathological features of apical periodontitis lesions. Both EBV EBNA-2 genotypes
were detected in examined sample. There was a statistically significant difference in the
distribution of EBV genotypes in both periapical lesions and healthy controls (P=0.001),
EBV-1 was more frequently detected compared to EBV-2. Regarding the HCMV ¢gB
genotypes occurrence, out of 4 possible genotypes, only types | and Il were detected.
HCMV ¢gB Il was more frequently detected among apical periodontitis lesions
compared with gB type | (42 versus 12, P=0.036). Significant differences were not
observed in distribution of HCMV and EBV genotypes regarding clinical, radiographic
and histopathological features of apical periodontitis lesions. The nested PCR positive
samples were further analyzed using the real-time PCR to determine the number of viral
copies. Only 12 out of 76 EBV (15.8 %) and 4 out of 54 HCMV (7.4 %) nested PCR
positive samples shown increased viral copy numbers above the limit of 125 copies/ml.
The number of EBV copies in periapical lesions varied from 460 to 3.500.000
copies/ml. PCR-positive periapical lesions showed mean EBV counts of 6.27 x 10°. On
the other hand, the number of HCMV copies in periapical lesions varied from 1.050 to
5.400.000 copies/mL with the mean HCMV counts of 1.4 x 10°. The levels of IL-1p and



IL-6 were significantly higher in periapical lesions compared to healthy control
(P=0.001, P=0.001, respectively). Furthermore, the levels of IL-13 and IL-6 were
significantly higher in symptomatic compared to asymptomatic periapical lesions
(P=0.001, P=0.035, respectively). Moreover, values of IL-1p were significantly higher
in large compared to small periapical lesions and in radicular cysts compared to
periapical granulomas (P=0.007, P=0.004, respectively). There were no significant
differences in the levels of TNF-a, IL-1p and IL-6 between HCMV and EBV positive
and negative apical periodontitis lesions. Furthermore, the Spearman’s correlation did
not reveal significant association between the levels of analyzed pro-inflammatory
cytokines and herpesviral copy numbers in examined sample.

CONCLUSIONS. Periapical lesions are characterized with higher occurrence of
HCMV and EBV compared to healthy pulp tissue, whereas EBV was more frequently
detected compared to HCMV. EBV-1 and HCMV gB-Il are the most frequent
genotypes of analyzed herpesviruses. This study reported low viral loads of EBV and
HCMV in examined sample. Periapical lesions are characterized with higher values of
IL-1PB and IL-6 compared to healthy pulp tissue. Furthermore, values of IL-1p and IL-6
were higher in symptomatic compared to asymptomatic periapical lesions. The absence
of correlation between herpesviral copy number and the level of pro-inflammatory
cytokines might be a consequence of low occurrence of active EBV and HCMV

infections in our sample.

Scientific field: Medical Sciences — Dentistry
Spesific scientific field: Basic and clinical dental sciences
UDC number: 616.314.165-002.32:578.825(043.3)
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1. HRONICNE PERIAPIKALNE LEZIJE

1.1. DEFINICIJA, EPIDEMIOLOGIJA | KLASIFIKACIJA HRONICNIH
PERIAPIKALNIH LEZIJA

Apeksni parodoncijum se sastoji od tri, medusobno c¢vrsto anatomski i
funkcionalno, povezana tkiva: korenskog cementa, periodoncijuma i alveolarne kosti.
Tkivo pulpe i periodoncijuma takode je anatomski i funkcionalno povezano, bez jasne
granice izmedu ove dve celine, zbog ¢ega se ova dva bliska tkiva ¢esto nazivaju pulpno-

periodoncijumski kompleks 4¢84,

Hroni¢ne periapikalne lezije predstavljaju grupu patoloskih promena koje
nastaju u predelu apeksnog parodoncijuma zuba sa avitalnom pulpom. U osnovi, to je
hroni¢na zapaljenska reakcija tkiva apeksnog parodoncijuma koja je posledica
kontinuiranog dejstva Stetnih noksi iz nekroti¢nog kanala korena zuba koje dovode do

razgradnje pomenutih tkiva 147 167, 168,225,255

Hronic¢ne periapikalne lezije su veoma ceste patoloske promene koje se sre¢u u
usnoj duplji. Prema istrazivanju sprovedenom u desetogodiSnjem periodu (1975-1985
godina) na Klinici za oralnu hirurgiju, Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, ¢ak jedna tre¢ina od oko 12.000 hirurSkih intervencija je sprovedena u cilju
hirurskog ledenja periapikalnih lezija 1*”. Novija istraZivanja na svetskom nivou ukazuju
da periapikalne lezije predstavljaju veoma rasprostranjen zdravstveni problem koji se
sve ¢esée dovodi u vezu sa narusavanjem sveopsteg zdravlja stanovnistva 5% 60 204, 205,
Ucestalost detekcije ovih patoloskih stanja prema istrazivanju Eriksen-a i saradnika iz
2002. godine pokazuje da se prevalencija periapikalnih lezija u evropskim zemljama
kreée izmedu 30 i 70% °°. Prema analizi rezultata sistematskog pregleda iz 2012. godine
159 periapikalne lezije bile su detektovane na 16.208 od 300.861 ispitivanih zuba
(5.4%). Navedeni podaci govore da je svaki ispitanik ukljuen u istrazivanje imao
detektovanu najmanje jednu periapikalnu leziju. Najnoviji rezultati o ucestalosti
periapikalnih lezija na srpskoj populaciji prikazani su od strane Ili¢a i saradnika 2014.
godine 8. Njihovi rezultati su pokazali prisustvo periapikalnih lezija na 227 od 3526

ispitivanih zuba (6.4%), $to je u skladu sa rezultatima zemalja u okruzenju %% 164,



Mnogobrojna istrazivanja su potvrdila da je najveci broj periapikalnih lezija

detektovan kod zuba kod kojih je uoéeno neadekvatno punjenje korenskog kanala > %

81, 1%9. 184 progpektivna studija Kirkevang-a i saradnika %

ispitivala je potencijalne
faktore rizika koji su doveli do nastanka periapikalnih lezija kod 473 pacijenta u periodu
izmedu 1997 i1 2003 godine. Kod 170 od ukupno 473 pacijenata doslo je do nastanka
lezije u Sestogodisnjem periodu pracenja, pri ¢emu je logistiCka regresiona analiza
pokazala da su pacijenti sa neadekvatnim restaurativnim ispunima i/ili neadekvatnim
punjenjem korenskog kanala imali 3.9 1 6.4 puta vele Sanse za razvoj navedenih
patologkih stanja %. Iako su rezultati dosadasnjih istraZivanja opre¢ni, njihov zajednicki
zakljuCak je da se periapikalne lezije najceS¢e uocCavaju kod pacijenta starosne dobi
izmedu 40 1 49 godina Zivota, pri ¢emu nije pokazana razlika u ucestalosti u odnosu na
pol pacijenata. Takode, pokazano je da se periapikalne lezije ¢eS¢e uocavaju na zubima
sa kompleksnim kanalnim sistemom, poput premolara i molara. S druge strane, pojedine
studije pokazale su vecu ucestalost lezija na frontalnim zubima, $to se objasnjava ve¢om
ucestalo$¢u navedene grupe zuba u ovim istrazivanjima. Naime, zbog estetskih razloga
frontalni zubi u najvecem broju slucajeva su ocuvani, dok losi socioekonomski uslovi za

posledicu imaju relativno &esto ekstrahovanje molara i premolara 2% 55 56,64, 99, 81,159, 164

U poslednjih 20 godina poseban akcenat stavljen je na ispitivanje uticaja
hroni¢nih periapikalnih lezija na opsSte zdravlje stanovnistva 128 196 204, 205 223
Eksperimentalna studija Zhang-a i saradnika 2> pokazala je da dolazi do povecanja
nivoa C-reaktivnog proteina (CPR), interleukina (IL)-12 i IL-6 u organizmu pacova,
kojima je indukovan nastanak periapikalne lezije. Ovi autori su takode pokazali razvoj
patoloskih promena na aortnom luku, jetri i slezini ispitivanih zivotinja nakon 6 nedelja
pracenja. Sistematski pregled i meta-analiza Gomesa i saradnika ®® pokazali su
povecanje nivoa serumskog imunoglubulina (Ig) A, IgG 1 IgM kod pacijenata sa
periapikalnim lezijama u odnosu na zdrave kontrole. Dalje, sistematskim pregledom
Khalighinejad-a i saradnika ®” ukazano je na povezanost prisustva periapikalnih lezija i
kardiovaskularnih oboljenja, SeCerne bolesti 1 hroni¢nih oboljenja jetre. Uzimajuéi u

obzir navedene podatke, a u cilju da se izbegnu potencijalne sistemske komplikacije,

veliku paznju treba usmeriti na prevenciju nastanka periapikalnih lezija.

Klasifikacija periapikalnih lezija na osnovu etioloskih, klinickih, radioloskih ili
histoloskih karakteristika vr$i se u cilju njihovog lakSeg prepoznavanja i1 izbora
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najboljeg postupka lecenja. Ipak, jedina precizna klasifikacija promena u tkivima moze
se izvrditi na osnovu patohistoloske analize uzorka lezije 1 2%, Jednu od prvih
klasifikacija periapikalnih lezija, baziranu na radioloskim karakteristikama, predlozio je
Albrecht 1860. godine. Kasnije se u literaturi pominje nekoliko klasifikacija vr$enih po
razli¢itim kriterijumima u kojima je opisan Citav niz razlicitih entiteta periapikalnih
lezija 2 188 25° U okviru ove doktorske disertacije biée prikazano nekoliko klasifikacija
koje su trenutno aktuelne i na osnovu kojih se vrsi dijagnostika i leCenje pomenutih
patoloskih stanja. Jedna od ponudenih klasifikacija periapikalnih lezija prihvacena od
strane brojnih istrazivaca je Wein-ova Klasifikacija (Tabela 1.1) 2. Nakon ove
klasifikacije usledilo je nekoliko novih, koje su uglavhom predstavljale njenu
modifikaciju i bile dopunjene pojedinim patohistoloSkim karakteristikama ispitivanih

lezija.

Tabela 1.1. Wein-ova klasifikacija periapikalnih lezija

A — Periapeksna osteoskleroza (Osteitis condensans)

B — Pocetni hroni¢ni apeksni parodontitis (Incipient chronic apical parodontitis)

C — Uznapredovali hroni¢ni apeksni parodontitis (Advanced chronic apical parodontitis):
Periapikalni granulom (Periapical granuloma)

Hroni¢ni periapikalni apsces (Chronic periapical abscess)

Periapikalna cista (Periapical cyst)

Jedna od klasifikacija koja je takode prihvacena od strane brojnih istraZivaca i
¢ija se upotreba preporucuje u dodiplomskoj 1 poslediplomskoj literaturi Klinike za
oralnu hirurgiju, Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu je klasifikacija koja
je zasnovana na patohistoloskim karakteristikama periapikalnih lezija. Prvi put je
predstavljena od strane Hirch-a i saradnika 1979. godine ”/, a poznatija je po tome $to su
je u istrazivanju za klasifikaciju lezija koristili Spatafore i saradnici 1990. godine 224, U
okviru ove klasifikacije sve hroni¢ne periapikalne lezije su podeljene na: periapikalne

granulome, radikularne ciste, periapikalne oZiljke i ostale lezije.

Periapikalni granulom predstavlja proliferaciju hroni¢nog zapaljenskog tkiva

koje je okruzeno fibroznim vezivnim tkivom u predelu vrha korena zahva¢enog zuba
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(Slika 1.1) 11 146, 148, 168, 225 255y zavisnosti od sastava i dominacije pojedinih
komponenti hroni¢nog zapaljenja granulomi se mogu podeliti na granulomatozne,
fibrozne ili eksudativne 111 146,148, 168,225,255 Qastav ¢elija zapaljenskog infiltrata varira u
zavisnosti od faze razvoja granuloma, prisustva klinickih simptoma 1 metoda koje se
koriste u detekciji i kvantifikaciji ¢elija 6% 115 122123, 129, 170. 251 'Najdominantnije éelije
zapaljenskog infiltrata su limfociti i makrofagi 62 115 122.123,129.170. 251 "\ odnosu na vrstu
limfocita, T-limfociti su dominantniji u pojedninim fazama razvoja granuloma u odnosu
na B-limfocite, pri cemu su CD4+ pomo¢nicki limfociti brojniji od CD8+ citotoksi¢nih
limfocita 14 31 40 4L 185 232 T_pomo¢nicki limfociti tipa 1 (Thl) su dominantniji u
inicijalnoj fazi razvoja periapikalnog granuloma 4 3% 40. 411852382 g gryge strane,
prisustvo B-limfocita, plazmocita i Th2 éelija karakteristi¢no je za kasnu fazu razvoja **
81, 40, 41, 185, 232 Kod manjeg broja granuloma uodava se prisustvo i dzinovskih
multijedarnih ¢elija oko stranog tela koje se nalaze oko materijala za punjenje kanala
korena zuba ili kristala holesterola 145 148, Nair i saradnici su pokazali da je u strukturi
odredenog broja granuloma moguce uoditi prisustvo epitelnih ¢elija % 2. One poticu
od Malassez-ovih epitelnih ostataka i pod odredenim uslovima imaju mogucnost

proliferacije 146148, 168,255

U potpuno razvijenoj formi periapikalnog granuloma moze se razlikovati viSe
zona odbrane tkiva apeksnog parodoncijuma od dejstva razli¢itih $tetnih noksi 3% 168
255U predelu apeksnog foramena zuba zahvaéenog zapaljenskim procesom nalazi se
zona nekroze koja se karakteriSe nekroti¢nim sadrzajem sastavljenim od mrtvih Celija
okolnog tkiva i njihovih komponenti, kao i ¢elija zapaljenskog infiltrata. Zatim se
uocava zona kontaminacije koju ¢ine toksi¢ne materije koje difunduju iz kanala korena
1 eksudat. Kao odgovor na prisustvo hroni¢nog zapaljenja dolazi do formiranja mladog
granulacionog tkiva u zoni iritacije. U poslednjoj zoni, zoni stimulacije, fibroblasti
produkuju kolagen u vidu traka koje formiraju kolagenu kapsulu koja ograniava

patoloski proces i tezi da ga resorbuje (Slika 1.1) 131168255
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Slika 1.1. Patohistoloski i Sematski prikaz periapikalnog granuloma. Oznake na slici: a.)

zona nekroze; b.) zona kontaminacije; c.) zona iritacije; i d.) zona stimulacije.

Radikularne (periapikalne) ciste predstavljaju grupu hroni¢nih periapikalnih
lezija nastalih daljim razvojem periapikalnog granuloma koji u svom sastavu sadrzi
epitelnu Celijsku komponentu 146 148 149 167,168, 255 "Incidencija radikularnih cisti medu
periapikalnim lezijama varira izmedu 6 i 55% 4" 2%, a najceséa su vrsta vili¢nih cista
(oko 50% svih cisti) 22°. Patohistoloska struktura radikularnih cisti je karakteristi¢na i
¢ine je dva dela. Unutrasnji omotac ciste izgraden je od plocastoslojevitog epitela bez
orozavanja koji ograniava njen lumen. U okviru epitela uoCavaju se zone celija
zapaljenskog infiltrata. Spolja$nji sloj izgraden je od snopova kolagenih vlakana izmedu
kojih se takode mogu uociti zone Celija zapaljenskog infiltrata. U spoljaSnjem sloju cista
mogu se uociti i holesterolski kristali okruzeni multijedarnim dzinovskim ¢elijama tipa

oko stranog tela, eritrociti i hemosiderinske pigmentacije (Slika 1.2) 146 148,149,229

Radikularne ciste se mogu podeliti u dve grupe, a osnovna razlika je u odnosu
cisticnog lumena prema apikalnom otvoru kanala korena zuba. Prvu grupu ¢ine prave
ciste (engl. true cysts) kod kojih je cistiéni lumen u potpunosti zatvoren i nema
komunikaciju sa apikalnim otvorom. Sa druge strane, kod dZepnih cisti (engl. pocket
cysts) cistiéni lumen je Siroko otvoren prema apikalnom foramenu (Slika 1.3).

Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da prave ciste Cine viSe od polovine svih
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radikularnih cista 12 2°, Radikularne ciste mogu se podeliti i na apikalne i lateralne u
zavisnosti od mesta njihovog nastanka. Dodatno, posebnu vrstu radikularnih cisti ¢ine
rezidualne ciste, koje se razvijaju u alveolarnoj kosti vilica i porekla su periapikalnog

zapaljenskog tkiva koje je zaostalo nakon vadenja zuba zahvacenog zapaljenskim

procesom 22°,

CISTICNI LUMEN \

| ottt BRI,
. EPITELNISLOJ —""".‘f{ "{ “t

'\ "',;;-",‘
S 4

Slika 1.2. Patohistoloski i Sematski prikaz radikularne ciste.

INFICIRANI KANAL KORENA ZUBA

LUMEN CISTE
OMOTAC CISTE

DZEPNA CISTA PRAVA CISTA

Slika 1.3. Sematski prikaz prave i dzepne radikularne ciste



Pored periapikalnog granuloma i radikularne ciste, Spatafore i saradnici 224 su u
okviru vrsta periapikalnih lezija opisali postojanje i periapikalnog oziljka kosti. Ono se
nalazi u predelu vrha korena hirurski leCenih zuba i na radiografskom nalazu imitira
prisustvo granuloma. Za razliku od periapikalnog granuloma re¢ je 0 asimptomatskoj
promeni koja predstavlja proces regeneracije koStanog tkiva u apikalnom

parodoncijumu i izgradena je od kolagenizovanog, hipocelularnog, fibroznog tkiva "
167, 168, 224

U okviru ostalih lezija prema klasifikaciji Spatafore-a i saradnika opisuju se
razli¢ite benigne i maligne lezije koje se mogu razviti u predelu vrha korena zuba, a
svojim radioloskim karakteristikama mogu da podsecaju na hroni¢ne periapikalne lezije.
Tako je u literaturi zabelezeno da se u periapikalnom predelu mogu dijagnostikovati i
druga patoloSka stanja poput: cementno-osealne displazije, osificirajuéeg fibroma,
osteoblastoma, plazmocitoma, odontogenog miksoma, intrakostanog limfoma,

osteosarkoma i druge promene 7 167,168,224,

2009. godine Americ¢ko udruzenje endodontista (engl. American Association of
Endodontists) predlozilo je upotrebu klasifikacije patoloSskih promena u apeksnom
parodoncijumu zasnovanu na dijagnosti¢kim kriterijumima %. Podela patoloskih stanja
izvrSena je na osnovu znakova i simptoma bolesti koji se mogu uociti, a razlikuju se u

odnosu na zdravo periapikalno tkivo (Tabela 1.2).

Na kraju, treba ukazati 1 na klasifikaciju patoloskih promena u apikalnom
parodoncijumu prema Svetskoj Zdravstvenoj Organizaciji (SZO) 2. Naime, prema
Internacionalnoj Klasifikaciji bolesti (MKB 10), patoloske promene apeksnog
parodoncijuma svrstane su u poglavlje 1X (K00-K93) — Oboljenja digestivnog sistema
tj. njegovo podpoglavlje K00-K14 — Oboljenja usne Supljine, pljuvacnih zlezda i
vili¢nih kostiju (Tabela 1.3).



Tabela 1.2. Klasifikacija promena u apeksnom parodoncijumu na osnovu znakova i

simptoma oboljenja prema Americkom udruzenju endodontista.

Zdravo periapikalno tkivo

Simptomatski apikalni parodontitis

Asimptomatski apikalni parodontitis

Akutni apikalni apsces

Hronic¢ni apikalni apsces

Kondenziraju¢i osteitis

Zub sa zdravim periapikalnim tkivom koje nije osetljivo
na perkusiju ili palpaciju. Lamina dura oko vrha korena
zuba je intaktna, a veli¢ina periodontalnog prostora je
uniformna.

Prisustvo zapaljenja u predelu apeksnog parodoncijuma
koje se karakteriSe prisustvom bola prilikom zagrizaja,
perkusije ili palpacije zuba. MoZe i ne mora se uocavati
radioloski, poput rasvetljenja u predelu vrha korena
zuba.

Prisustvo zapaljenja i razgradnje tkiva apeksnog
parodoncijuma. Radioloski se uocava kao rasvetljenje u
predelu vrha korena zahvacenog zuba bez prisustva
simptoma oboljenja.

Zapaljenska reakcija koja nastaje kao posledica infekcije
1 nekroze pulpnog tkiva. KarakteriSe se brzim pocetkom
nastanka, pojavom spontanog bola, osetljivoséu zuba na
dodir, formiranjem gnoja i otoka u predelu zahvacenog
tkiva.

Zapaljenska reakcija koja nastaje kao posledica infekcije
i nekroze pulpnog tkiva. KarakteriSe se sporijim
nastankom, blagom osetljivos¢éu zuba na dodir ili
nepostojanjem  osetljivosti zuba, povremenim
oslobadanjem gnojnog sadrZaja u predelu fistule.

Predstavlja reakciju alveolarnog koStanog tkiva na
zapaljenje 1 radioloSki se uoCava kao difuzna senka u
predelu vrha korena zuba.

Tabela 1.3. Klasifikacija oboljenja apeksnog parodoncijuma prema SZO

Sifra oboljenja

Vrsta oboljenja

K04.4 Akutni apikalni parodontitis pulpnog porekla

K04.5 Hroni¢ni apikalni parodontitis — periapikalni granulom

K04.6 Periapikalni apsces sa fistulom — dentalni i dentoalveolarni

K04.7 Periapikalni apsces bez fistule — dentalni, dentoalveolarni i periapikalni

K04.8 Radikularna cista — apikalna, periapikalna i rezidualna




1.2. ETIOLOGIJA HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

Hroniéne periapikalne lezije razvijaju se u apeksnom parodoncijumu zuba Kkoji je
lisen vitalnog pulpnog tkiva ?*% 22 U osnovi, najéesée su posledica nekroze pulpe, iako
se mogu razviti u apeksnom parodoncijumu zuba kod kog je pulpa uklonjena
endodontskim tretmanom 148 211225228 perjapikalne lezije predstavljaju multikauzalno
oboljenje s obzirom da nekroza pulpnog tkiva moze biti uzrokovana razliCitim
etiologkim faktorima & 211 225 228 Qyj etiologki faktori koji dovode do nastanka

periapikalnih lezija podeljeni su na: bioloske-mikrobioloske, fizicke i hemijske faktore
148, 167, 168, 225, 255

Iako razliciti faktori doprinose nastanku periapikalnih lezija, uvreZeno je
misljenje da je nekroza pulpnog tkiva u najveéem broju slucajeva uzrokovana prodorom
mikroorganizama. Tako se periapikalne lezije smatraju infektivnim oboljenjem, pri
¢emu su uzroc¢nici najceSce bakterije poreklom iz korenskog kanala avitalnih zuba.
Opisano je da bakterije do pulpnog tkiva mogu dospeti na razli¢ite naine. Naj€esci
nacin je putem direktne komunikacije pulpnog tkiva sa usnom dupljom $§to je posledica
prisustva nelecene karijesne lezije. U literaturi se navode i drugi na¢ini kontaminacije
pulpnog tkiva: ogoljeni dentinski tubuli, pulpno-periodontalne komunikacije, lateralni i

apikalni akcesorni kanali, te hematogeni i limfogeni put kontaminacije 48 167, 168, 211, 225,
228, 255

Prisustvo bakterija u nekroticnom pulpnom tkivu dokazano je davne 1890.
godine *°. Medutim, uloga bakterija u nastanku periapikalnih lezija potvrdena je tek
1965. godine u ekperimentalnom istrazivanju Kakehashi-ja i saradnika %2. Oni su
napravili arteficijelnu komunikaciju pulpnog tkiva molara pacova sa usnom dupljom. U
periodu pracenja od 42 dana u grupi neobesklicenih pacova patohistoloSkom analizom
potvrden je razvoj hroni¢ne periapikalne lezije u predelu apeksnog parodoncijuma. S
druge strane, u grupi obeskli¢enih pacova patohistoloSka analiza nije potvrdila nastanak
periapikalne lezije %. Istrazivanja koja su usledila potvrdila su njihov nalaz i dokazala
prisustvo razli¢itih bakterijskih vrsta u inficiranom kanalu korena zuba zahvacenog

periapikalnim lezijama 20 9 150,245,
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Infekcija pulpnog tkiva razvija se u sredini sa prethodno sterilnim uslovima,
zbog Cega se pretpostavljalo da bilo koji mikroorganizam moze biti uzro¢nik nastanka
zapaljenske reakcije. Razvojem molekularnih metoda detekcije mikroorganizama
naucnici su dosSli do saznanja da su bakterije u inficiranom korenskom kanalu
organizovane u strukturi biofilma 17 161 163 18L 215 Bjofilm, kao zajednica
mikroorganizama u matriksu bakterijskog i salivarnog porekla, predstavlja kompleksni
bioloski sistem u kome medusobni odnos njegovih c¢inilaca doprinosi ocuvanju
metaboli¢kih aktivnosti zajednice 6% 183 181 Najnovija istraZivanja, zasnovana na
sekvenciranju 16S ribozomalne RNK bakterija, potvrdila su prisustvo preko 1.000
razli¢itih bakterijskih vrsta u usnoj duplji 1. Dalje, istrazivanja Siqueira-e i saradnika
potvrdila su prisustvo preko 460 razli¢itih bakterijskih vrsta u inficiranim kanalima
korenova analiziranin zuba 8% 212 214 |dentifikovani bakterijski mikroorganizmi
najCeSce su svrstavani u sledece razrede: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,

Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes i Synergistetes 8,

U pocetnim fazama infekcije mikroflorom kanala korena dominiraju aerobne i
fakultativno anaerobne bakterije, da bi vremenom usled utroska kiseonika doslo do
povecanja broja obligatno anaerobnih mikroorganizama %8 25° Istrazivanja su pokazala
da iako je bakterijska flora inficiranog kanala polimikrobna, bakteriolo$ki nalaz
individualno varira od osobe do osobe %% 24, Dodatno, istraZivanja pokazuju da nijedna
bakterijska vrsta zasebno nije odgovorna za nastanak infekcije nego je infekcija
posledica medusobne interakcije 20 do 30 najéesée identifikovanih bakterijskih vrsta
(Slika 1.4) 199,214,

Uloga navedenih mikroorganizama u nastanku i progresiji periapikalnih lezija
omogucena je dejstvom bakterijskih faktora virulencije. Faktore virulencije bakterija
¢ine strukturne komponente njihovih ¢elija i/ili njihovi ekstracelularni produkti koji im
omogucavaju ispoljavanje Stetnog dejstva na tkiva domacina ?3. Najznacajniji faktori
virulencije bakterija koje naseljavaju inficirane kanale korena zuba prikazani su u tabeli
14.
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100 — Paptostraptococcus anaerobius
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Prevotella intermeda
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61 62

18

75

0.05

Slika 1.4. Filogenetska analiza bakterijskih mikroorganizama inficiranog kanala korena

zuba zasnovana na sekvenciranju 16S rRNK. Preuzeto iz 8.
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Tabela 1.4. Faktori virulencije bakterija koji naseljavaju inficirane kanale korena zuba

sa hroni¢nim periapikalnim lezijama.

STRUKTURNE KOMPONENTE EKSTRACELULARNI PRODUKTI
1. Endotoksin - lipopolisaharid 1. Enzimi — proteinaze, hijaluronidaze

Peptidoglikan 2. Egzotoksin - leukotoksin

. Lipoteihoic¢na kiselina 3. Proteini toplotnog Soka

2
3
4. Proteini spoljaSnje membrane 4. Krajnji produkti metabolizma
5. Fimbrije i flagele

6

Bakterijska DNK

Pored bioloskih, nekroza pulpnog tkiva moze biti uzrokovana i mehani¢kim
etioloskim faktorima. Istrazivanja su pokazala da trauma u predelu zuba, kao posledica
pada, udarca ili frakture, moze uzrokovati nekrozu pulpnog tkiva usled potpunog
prekida snabdevanja krvlju apeksnog parodoncijuma 18 22 25 posebnu vrstu
mehanicko-jatrogenih oStecenja periapikalnih struktura ¢ine mikrotraume nastale kao
posledica neadekvatnih restaurativnih ispuna. Oni uzrokuju mehanic¢ke povrede nervno-
vaskularnog stabla koji ulazi u kanal korena preko apeksnog otvora $to dovodi do

razvoja zapaljenske reakcije 2.

Zapaljenska reakcija u apeksnom parodoncijumu moze se razviti i kao posledica
dejstva hemijskih etioloskih faktora. Naime, hemijska oStec¢enja najéeSce nastaju kao
posledica primene jakih antiseptickih sredstava za irigaciju ili medikaciju kanala tokom
endodontske obrade kanalnog sistema zuba %% 168 255 Istrazivanja su pokazala da i
primena razli¢itih preparata za opturaciju kanala korena zuba mogu uzrokovati nastanak

zapaljenske reakcije u apeksnom parodoncijumu 168255,
1.3. PATOGENEZA HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

Prema savremenim shvatanjima, patogeneza hroni¢nih periapikalnih lezija
objasnjava se imunskim odgovorom organizma na dejstvo razli¢itih Stetnih noksi u
predelu apeksnog parodoncijuma. Kako je ranije receno, periapikalne lezije su u
najveéem broju sluc¢ajeva uzrokovane Stetnim dejstvom bakterijskih mikroorganizmama

I njihovih produkata iz kanala korena zuba. Stoga mozemo reci da su nastale promene u

13



tkivu apeksnog parodoncijuma direktna posledica medusobnog odnosa Stetnog dejstva

bakterijskih mikroorganizama i imunskog odgovora domagina 67 131 146,148, 225, 228

U tkivu apeksnog parodoncijuma razvija se nespecifi¢na zapaljenska reakcija
koja ima za cilj eliminaciju Stetnog dejstva uzocnika i ograniavanje Sirenja nastale
zapaljenske reakcije 1% 22, Intenzitet, forma i tok zapaljenske reakcije u apeksnom
parodoncijumu zavise od duzine trajanja nadrazaja, vrste i broja mikroorganizama,
stepena njihove virulentnosti, kao i sposobnosti organizma da se odbrani od istih 148 168
225 25 U okviru imunskog odgovora domadina aktiviraju se reakcije urodenog i
steCenog imuniteta, Sto uzrokuje prisustvo razli¢itih odbrambenih ¢elija i humoralnih
medijatora zapaljenja. Patohistoloski posmatrano periapikalne lezije predstavljaju
produktivno zapaljenje koje se najpre odlikuje formiranjem granulacionog tkiva, a
potom i cisti¢nih formacija ¢ije su funkcije istovremeno odbrambene (zapaljenske,) ali i

produktivne (resorpcijske) 168 255,

Hroni¢no zapaljenje u predelu apeksnog parodoncijuma razvija se kao posledica
dugotrajnog dejstva Stetnih noksi iz kanala korena zuba kada njihov intenzitet nadjaca
odbrambene kapacitete organizma. Dobro je poznata ¢injenica da destruktivni procesi u
tkivu nisu posledica iskljucivo Stetnih noksi koje produkuju same bakterije iz kanala
korena zuba, nego su i posledica dejstva supstanci koje sekretuje sam imunski sistem
domacdina kao odgovor na prisustvo bakterija 87 131 146, 148,225,228 'pana faza zapaljenske
reakcije karakteriSe se dejstvom razli¢itth medijatora zapaljenja (vazoaktivni amini,
metaboliti arahidonske kiseline, proinflamatorni citokini, proteinski sistem plazme i
dr.). Ovi medijatori ¢e sa jedne strane voditi vaskularnim promenama u tkivu
(vazodilataciji 1 povec¢anoj permeabilnosti krvnih sudova), daljoj aktivaciji 1 migraciji
neutrofilnih granulocita i makrofaga, a sa druge strane ¢e dovesti do aktivacije antigen
prezentujucih celija 1 aktiviranja Celija specificnog imuniteta. Neutrofilni granulociti
doprinose razgradnji  periapikalnog tkiva oslobadanjem enzima (matriksne
metaloproteinaze-MMP), citotoksi¢nih  supstanci  (slobodni radikali, reaktivne
kiseonicke i azotne vrste), proinflamatornih citokina (faktor nekroze tumora -alfa (TNF-
a), IL-1B, IL-6 i dr.) i stimulacijom ekspresije liganda receptorskog aktivatora za
nuklearni faktor kB (RANKL) ¢" ¥ Koncept patogeneze periapikalnih lezija sa aspekta
specifi¢nog imuniteta objasnjen je odnosom pomoénickih T limfocita 6% 115 122,123, 129,
170, 251 U aktivnoj fazi zapaljenja dominira Thl éelijski odgovor, pri ¢emu su CD4+
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limfociti brojniji od CD8+ limfocita. Otkrice Thl7 dodatno je objasnilo ulogu
specifi¢nog imuniteta u patogenezi periapikalnih lezija 3!. Ove ¢elije &vrsto su povezane
sa osteoklastnom aktivno$¢u, jer indukuje ekspresiju MMP-a u fibroblastima,
endotelnim i epitelnim ¢éelijama, kao i ekspresiju RANKL-a na osteoblastima. S druge
strane, prisustvo B-limfocita, plazmocita i Th2 ¢elija karakteristicno je za kasnu fazu
razvoja periapikalnih lezija i dovodi se u vezu sa remisijom zapaljenskog procesa i

reparacijom ostecenog tkiva 14 40 41,185,232

Sa patohistoloskog aspekta u srediStu zapaljenske reakcije apikalnog
parodoncijuma nalazi se zona nekroze sastavljena od mrtvih ¢elija tkiva, ¢elija odbrane i
prodrlih mikroorganizama. Oko zone nekroze nalazi se proliferativno granulaciono
tkivo sa prisutnim c¢elijama hroni¢nog zapaljenja. U cilju sprecavanja Sirenja
zapaljenske reakcije, aktivirani fibroblasti formiraju splet kolagenih vlakana koji
ograniCavaju Citav proces prema alveolarnom kostanom tkivu. Kontinuiranim dejstvom
Stetnih noksi dolazi do proliferacije prisutnog epitelnog tkiva koje vodi poreklo
Malessez-ovih epitelnih ostrvaca, §to za posledicu uzrokuje nastanak mikrocisti¢ne
pukotine, njenog rasta i posledicnog nastanka radikularne ciste u predelu apeksnog

parodoncijuma 148 168,225,255

Proliferacija zapaljenskog tkiva pracena je resorpcijom alveolarnog koStanog
tkiva u periapikalnom predelu % 7. Homeostaza kostanog tkiva u organizmu
osigurana je balansiranom aktivnoS¢u osteoblasta, osteoklasta 1 medijatora zapaljenja
177,178 U uslovima kontinuiranog prisustva $tetne nokse u apeksnom parodoncijumu
dolazi do izraZenog dejstva medijatora zapaljenja, pre svega proinflamatornih citokina,
koji preko aktivacije RANKL-a dovode do intenzivne osteoklastogeneze. Aktivirani
osteoklasti vrSe resorpciju koStanog tkiva Sto predstavlja jednu od najznacajnijih

posledica zbivanja u periapikalnom predelu 22 78 130,137,

Svi sastavni elementi zapaljenske reakcije u apeksnom parodoncijumu cCine
slozen sistem imunskog odgovora domacina, pri ¢emu joS uvek nije dovoljno ispitana
njihova interakcija i tatni mehanizmi kojima se pojedini delovi tako slozenog sistema

aktiviraju i uzrokuju nastanak koStane resorpcije.
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2. ULOGA HERPESVIRUSA U ETIOPATOGENEZI HRONICNIH
PERIAPIKALNIH LEZIJA

2.1. OPSTE KARAKTERISTIKE VIRUSA I1Z FAMILIJE HERPESVIRIDAE

Herpesviridae je naziv za veliku familiju DNK virusa koja obuhvata vise od 100
razli¢itih vrsta virusa rasprostranjenih kod ljudi i1 Zivotinja. Do sada je poznato da 8
humanih herpesvirusa izazivaju nastanak infekcije kod ljudi % 144 1% Prema poslednjoj
klasifikaciji Internacionalnog komiteta za taksonomiju virusa (engl. International
Committee on Taxonomy of Viruses, (ICTV)) %, familija Herpesviridae podeljena je na
tri podfamilije: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i Gammaherpesvirinae (Tabela
2.1). Prvobitni taksonomski kriterijumi bazirali su se na bioloskim svojstvima virusa,
brzini replikacije i tipu Celije u kojima se uspostavlja latencija. Kasnije, usvojili su se
dodatni kriterijumi koji se odnose na homologiju i specifiéne filogenetske odnose
genoma %0 144 165 Fjlogenetsko stablo familije Herpesviridae predstavljeno je na slici
2.1.
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Slika 2.1. Filogenetsko stablo familije Herpesviridae. Preuzeto iz .
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Tabela 2.1. Klasifikacija humanih herpesvirusa.

Familija Herpesviridae

Podfamilija Alphaherpesvirinae

Rod Simplexvirus
- Humani alphaherpesvirus 1 - Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
- Humani alphaherpesvirus 2 - Herpes simplex virus 2 (HSV-2)

Rod Varicellovirus
- Humani alphaherpesvirus 3 - Varicella-zoster virus (VZV)

Podfamilija Betaherpesvirinae

Rod Cytomegalovirus
- Humani betaherpesvirus 5 - Humani cytomegalovirus (CMV)

Rod Roseolovirus

- Humani betaherpesvirus 6A- Humani herpesvirus 6A (HHV-6A)
- Humani betaherpesvirus 6B- Humani herpesvirus 6B (HHV-6B)
- Humani betaherpesvirus 7 - Humani herpesvirus 7 (HHV-7)

Podfamilija Gammaherpesvirinae
Rod Lymphocryptovirus
- Humani gammabherpesvirus 4 - Epstein-Barr virus (EBV)

Rod Rhadinovirus
- Humani gammaherpesvirus 8 - Humani herpesvirus 8 (KSHV) - HHV8

Osnovno obelezje herpesvirusa je njihova sposobnost uspostavljanja
perzistentne doZivotne infekcije po tipu latentne infekcije. Posle primarne infekcije,
virus ostaje u organizmu i uspostavlja perzistenciju odnosno latenciju u odredenim
¢elijama. Povremeno, pod uticajem odredenih nespecificnih endogenih 1 egzogenih
faktora kao Sto su stres, hormonski disbalans, zracenje, medicinske intervencije 1 dr.,
dolazi do reaktivacije virusa. Pri tome se javljaju simptomatske ili asimptomatske

rekurentne infekcije 90 144165,

Virion herpesvirusa je veli€ine oko 150-200 nm i sadrzi kapsid ikozaedarne
simetrije (100-110nm). Virusna Cestica se sastoji od dvolancane, linearne DNK sa
terminalno umnozenim krajevima, koju okruzuje kapsid izgraden od 162 prizmaticne
kapsomere. Oko nukleokapsida se nalazi tegument fibrilarne strukture i1 spoljasnjeg
omotaca koji poti¢e od jedarne membrane inficirane Celije (slika 2.2). U omotacu se
nalaze glikoproteini koji formiraju izdanke veli¢ine 8-10 nm. lako je organizacija
genoma svih herpesvirusa ista, duzina i sloZenost genoma razliita je za svaki
herpesvirus. Najduzi genom ima CMV oko 220 kbp, a najkraéi VZV 120 kbp %0 144165,
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Slika 2.2. Sematski prikaz strukture viriona herpesvirusa. Preuzeto iz .

Replikacija herpesvirusa pocinje vezivanjem virusnih glikoproteina za ¢éelijske
receptore. Posle fuzije virusnog omotaca sa ¢elijskom membranom nukleokapsid ulazi u
¢eliju. Posle dekapsidacije, koja se odvija na nivou jedarnih pora, virusni genom se
oslobada u jedru. Dolazi do kaskadne ekspresije virusnog genoma preko najranijeg seta
alfa gena, potom ranih beta i kasnih gama gena. Posle sinteze DNK polimeraze (beta
proteina), odvija se replikacije virusne DNK po principu "kotrljaju¢eg obruca" (engl.
rolling circle), pri ¢emu se sintetiSu konkatemere, sastavljene iz veceg broja linearnih
kopija virusnog genoma. Strukturni proteini virusnog kapsida formiraju prokapsid.
Terminalni proteini prokapsida iz konkatemera isecaju linearne kopije virusne DNK,
ugraduju je u prokapsid, pri cemu se formiraju zreli nukleokapsidi. Nukleokapsidi izlaze
iz jedra pupljenjem pri ¢emu stiCu spoljasnji omota¢ od jedarne membrane, a zatim

napustaju éeliju egzocitozom ili lizom inficirane éelije (Slika 2.3) 90 144,165,

Infekcije herpesvirusima su ubikvitarne i prisutne svuda u svetu, tako da je
preko 90% populacije inficirano ovim virusima. Podjednako oboljevaju i Zene i
muskarci, nezavisno od godiSnjeg doba. Rezervoar humanih herpesvirusa je covek. Do
primarne infekcije dolazi naj¢eS¢e respiratornim putem ili kontaktom preko epitelnih
¢elija (HSV, VZV, CMV, EBV, HHV 6 i 7), seksualnim kontaktom (HSV, CMV) ili
parenteralnim putem (CMV, EBV). Primarna infekcija se dogada u detinjstvu i posle

toga virus ostaje dozivotno u organizmu u latentnom stanju. U toj fazi pritajenosti
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virusa, dolazi do eskpresije samo ograni¢enog broja nestrukturnih virusnih gena. U
odredenim situacijama usled dejstva nespecificnih endogenih i egzogenih faktora dolazi

do reaktivacije virusa sa klini¢kim manifestnim ili asimptomatskim infekcijama % 144

165
Rani Kasni
Neposredni rani ("early"-E) proteini ( late"-L) proteini
("immediate early"-IE) proteini

Imeame
konkatemere

Slika 2.3. Sematski prikaz replikacije herpesvirusa. Preuzeto iz *.

Herpesvirusi izazivaju niz bolesti, pri ¢emu primarna infekcija i1 reaktivacija
istog virusa moze da zahvati razliCite Celije i organske sisteme i da izazove pojavu
razli¢itth  klinickih  oboljenja. Poseban znaCaj 1imaju infekcije u  grupi
imunokompromitovanih osoba, kod kojih reaktivacija virusa moze da dovede do veoma

teskih i ozbiljnih oboljenja, koja zahtevaju poseban tretman i terapiju 9 144 165,

Virusoloska dijagnostika herpesvirusnih infekcija se zasniva na primeni brojnih
testova za izolovanje i identifikaciju virusa direktno u kliniCkom materijalu. Za pracenje
virusnih infekcija koriste se razli¢ite molekularne tehnike. SeroloSka dijagnostika je
znacajna za dokazivanje primarnih infekcija, ali se ne moze koristiti za dijagnostiku

reaktivacije virusa % 144165,
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2.2. EPSTEIN-BARR VIRUS

Epstein-Barr virus (EBV) ili Humani Herpesvirus 4 pripada podfamiliji
Gammabherpesvirinae i rodu Lymphocryptovirus. EBV je otkriven sredinom 60-tih
godina proslog veka upotrebom elektronske mikroskopije u kulturama ¢elija
Burkittovog limfoma °*. Epstein i saradnici prikazali su razlike novootkrivenog virusa u
odnosu na druge predstavnike herpesvirusa, te tako, EBV postaje prvi humani tumorski
virus i prototip buduce “onkogene” podfamilije Gammaherpesvirinae. EBV ima visok
onkogeni potencijal, i povezuje se sa nastankom odredenih tumora u ljudi, poput
Burkittovog limfoma i nazofaringealnog karcinoma®. Takode, prisutan je i u

limfoproliferativnim bolestima koje se javljaju kod imunokompromitovanih osoba °.

EBV je ubikvitaran i jedan je od najrasprostranjenijih humanih virusa. Cak 90%
ljudi starosti preko 40 godina Zivota ima specifi¢na IgG-antitela kao dokaz kontakta s
virusom 9 119 144 Najgesée se prenosi direktnim kontaktom, odnosno salivom koja
sadrzi veliku koncentraciju aktivno replikovanog virusa, mada je mogué prenos

transfuzijom ili transplantacijom organa i kostne srzi % 119 144,

Morfoloske karakteristike EBV se ne razlikuju od opstth morfoloskih
karakteristika familije Herpesviridae 1'°. Dodatno treba napomenuti da se u virusnom
omotacu nalazi 11 glikoproteina: MA (membranski antigen) kompleks koji ¢ine
gp350/220 (BLLF-1) i gH (gp85, BXLF-2), odgovoran za vezivanje i penetraciju virusa
u ¢eliju; kompleks gN (BLRF-1) i gM (BBRF-3) ¢ija je uloga u sazrevanju virusa; gB
kompleks (gp110, BALF-4) odgovoran za otpustanje virusa iz liti¢no inficirane Celije; i
4 proteina omotaca nedovoljno ispitanih funkcija: gp78 (BILF-2), gp150 (BDLF-3),
gp60 (BILF-1) i BMRF-2 113, Genom EBV ¢ini linearna dvolan¢ana DNK duzine 184

kb, sa kapacitetom za kodiranje oko 80 proteina % 1°,

Primarna EBV infekcija obi¢no se dogada u prvoj dekadi zivota, posebno u
sredinama sa niZim higijensko-ekonomskim standardom, a najCeS¢e prolazi
asimptomatski. U razvijenijim sredinama primarna infekcija najceS¢e nastaje izmedu

15. 1 24. godine Zivota i tada je u 50-70% slu¢ajeva klini¢ki manifestna 9 144 165,

U zavisnosti od ekspresije pojedinih virusnih gena prisustvo EBV u ¢elijama

moze se manifestovati aktivnom, produktivnom (litickom), odnosno latentnom ili
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neproduktivnom infekcijom. Antigeni EBV su, na osnovu Zzivotnog ciklusa virusa u
kojima dolazi do njihove ekspresije, svrstani u dve grupe. Produkti litickih gena
ucestvuju u replikativnoj fazi, a produkti latentnih gena omogucuju latentnu infekciju.
Tokom produktivne (liti¢ne) infekcije eksprimira se oko 80 virusnih proteina: aktivatori
transkripcije, faktori DNK replikacije, i strukturni proteini poput virusnog kapsidnog
antigena (VCA). U latentnoj infekciji eksprimiran je ogranicen set od 6 gena koji
kodiraju nuklearne proteine (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -LP), 3 gena za latentne

membranske proteine (LMP-1, -2A, -2B) i 2 male nekodiraju¢e RNK (EBER-1 i -2) 4 %
144, 165

Aktivna infekcija nastaje in vivo tokom primoinfekcije virusom u epitelnim
¢elijama orofarinksa i pljuvaénim Zzlezdama. Zapravo, kada EBV ude u organizam kroz
usta putem salive dospeva do Waldeyer-ovog tonzilarnog prstena orofarinksa u ¢ijem
epitelu zapocinje njegova aktivna replikacija i posledi¢na infekcija. U okviru aktivne
infekcije virus prolazi kroz razvojni ciklus uz oslobadanje infektivnih virusnih cestica.
Posle primarne infekcije virus ostaje doZivotno latentan u B limfocitima ¢oveka. EBV
zapravo inficira naivne B limfocite u lokalnom limfnom tkivu, §to pokrece njihovu
aktivaciju i transformaciju u limfoblaste. U transformisanim limfoblastima genom EBV
se nalazi obicno u vidu cirkularnih epizoma i retko je integrisan u genom celije
domacina. Nastali limfoblasti su visoko imunogeni te bivaju odstranjeni od strane EBV-
specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita usled cega dolazi do pojave limfocitoze 1 atipi¢nih
limfocita. Medutim, prezivljavanje virusa moguée je zahvaljujuéi suprimiranju
imunogenih proteina B limfocita usled Cega postaju “nevidljivi” za imunolosko
prepoznavanje. Memorijski B limfociti mogu, usled recirkulacije, da se vrate u
faringealni predeo. Tada dolazi do diferencijacije u plazma celije i pokretanja liticke
infekcije sa kompletnom virusnom replikacijom i aktivnim izlu¢ivanjem virusa putem
salive 1% Na taj nacin, virus obezbeduje nove ¢elijske rezervoare i prenos na novog
domacina. Kod dozivotnih EBV nosilaca, male koli¢ine virusa mogu se dokazati u
ispirku guse i salivi °> 1% 144 Jako je primarna EBV infekcija kod imunokompetentnih
osoba u vecini sluCajeva asimptomatska ili se manifestuyje u vidu infektivne
mononukleoze, kod imunokompromitovanih osoba EBV infekcija ¢esto dovodi do
pojave brojnih limfoproliferativnih bolesti, kao §to su benigne, poliklonalne hiperplazije

ili pojave malignih limfoma %,
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Smatra se da geneticka varijabilnost EBV moze uticati na ishod odnosa virusa sa
imunskim odgovorom domaéina 113 19 173 polimorfizmi gena koji kodiraju EBV
nuklearne antigene EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C i EBNA-LP
predstavljaju osnov za podelu na EBV genotip 1 (EBV-1) i EBV-2. U zavisnosti od
lokusa, genotipovi pokazuju 53-84% identi¢nosti medu sekvencama, sa najmanjim
varijacijama u okviru EBNA-2 gena. Zbog toga je osnovna genotipizacija EBV zapravo

vezana za polimorfizam EBNA-2 gena 47 121201,

Ranija istrazivanja su pokazala da genotipovi EBV imaju razli¢itu geografsku
35, 254

distribuciju, pri ¢emu je EBV-1 ucestaliji u veéini populacija , ukljucujuéi i srpsku
populaciju ' 13, S druge strane, u pojedinim regionima sveta kao $to su Nova Gvineja i
ekvatorijalna Afrika, distribucija oba genotipa priblizno je jednaka. U prilog razlicite
geografske distribucije govore i ¢injenice da se EBV-2 moze naci kod skoro polovine
endemskih Burkitt-ovih limfoma Afrike, dok je EBV-1 zastupljen u 85% endemskih
nazofaringealnih karcinoma Tajvana 2!, Primeceno je, takode, da je EBV-1 udestaliji
kod imunokompetentnih osoba !, a da imunokompromitovani nosioci najéesée imaju
EBV-2 22, [strazivanja su pokazala da imunokompromitovane osobe mogu imati i oba
EBV genotipa, §to se objasnjava kao superinfekcija tipom 2 u toku imunosupresije 2°.
Ucestalost pojedinih genotipova EBV ispitivana je na uzorcima hroni¢nog parodontitisa
248 i peri-implantitisa 8, pri ¢emu je pokazana veéa zastupljenost EBV-1 u odnosu na

EBV-2. S druge strane, ucestalost razli¢itih genotipova EBV jo$ uvek nije istrazena u

uzorcima hroni¢nih periapikalnih lezija.
2.3. HUMANI CITOMEGALOVIRUS

Humani citomegalovirus (HCMV) ili Humani Herpesvirus 5 pripada podfamiliji
Betaherpesvirinae i rodu Cytomegalovirus 141. Pronaden je sredinom 50-tih godina
prosSlog veka od strane tri razliCite istrazivacke grupe koje su medusobno saradivale u
cilju njegovog otkrivanja 18 220 244 ypotrebom elektronske mikroskopije njegovo
prisustvo uoceno je u tkivu pljuvaénih i1 limfnih Zlezda u vidu virusnih Cestica koje
formiraju krupne inkluzije u jedru inficiranih ¢elija sa okolnim ,,halo* efektom poput
»sovinog oka“. Pored navedenog izgleda, HCMV karakteriSe 1 najduzi genom veli¢ine

220 kbp $to ga razlikuje od ostalih pripadnika familije Herpesviridae. Ovaj virus je
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jedan od najces¢ih uzrocnika kongenitalnih infekcija novorodencadi, ali i

oportunisti¢kih infekcija kod imunokompromitovanih i transplantiranih bolesnika *°,

HCMYV je takode ubikvitaran, te spada u grupu najrasprostranjenijih humanih
virusa. Epidemioloska istrazivanja su pokazala da 50-85% citave populacije do 40.
godine zivota poseduje antitela na HCMV. lako veoma rasprostranjen, HCMV nije
visoko kontagiozan, tako da je za horizontalnu ili vertikalnu transmisiju virusa
neophodan direktan kontakt, obi¢no sa telesnim te¢nostima inficirane osobe (saliva,

sperma, vaginalni sekret, krv i maj¢ino mleko) 283,

Ni morfoloske karakteristike HCMV se mnogo ne razlikuju od opstih
morfoloskih karakteristika familije Herpesviridae. Karakteristi¢no je da virusni omota¢
HCMV sadrzi 6 glikoproteina: gpUL55(gB), gpUL73(gN), gpUL74(gO), gpUL75(gH),
UL100(gM) i gpULI115(gL) ukljucenih u proces ulaska virusa u ¢eliju, diseminaciju
virusa 1 sazrevanje viriona. Genom HCMYV ¢ini linearna dvolancana DNK duzine od

220 kbp, sa kapacitetom za kodiranje oko 100 proteina 90 110 141, 144,

Primarne infekcije HCMV najceSce se deSavaju u najranijem detinjstvu i tada je
infekcija najceS¢e asimptomatska. Novorodencad se mogu zaraziti intrauterino,
perinatalno prolaskom kroz porodajni kanal HCMYV-pozitivne majke ili postnatalno
maj¢inim mlekom. U dobi malog 1 Skolskog deteta do infekcije dolazi putem salive, dok
je u adolescentnoj i odrasloj dobi najces¢i prenos polnim putem. Produktivna infekcija
koja se deSava tokom primoinfekcije najceS¢e pocinje replikacijom u epitelu sluzokoze
preko koje je ostvaren kontakt virusa i domacina. Znacajno je da je produktivna
infekcija moguca u relativno ograni¢enom broju celija, pre svega fibroblastima,
epitelnim i endotelnim ¢éelijama, makrofagima i éelijama glatke muskulature 9 110 141,
Replikacija u permisivnim celijama regulisana je ekspresijom virusnih gena koji su,
uglavnom u odnosu na vreme ekspresije, klasifikovani u tri grupe — a (najraniji rani),
(rani) 1 vy (kasni). Ciklus replikacije HCMV je relativno dugacak, tako da nakon
produkecije nekoliko hiljada kopija virusnog genoma po inficiranoj ¢eliji, do oslobadanja
novih virusa dolazi 24 do 48 ¢asova nakon prodora u ¢eliju. U inficiranoj ¢eliji nastaju
tri tipa virusnih Cestica — virioni, neinfektivne partikule sa omotacem i gusta tela, koje
formiraju krupne inkluzije u jedru. Nakon replikacije dolazi do diseminacije virusa,

zahvaljuju¢i monocitima 1 cirkuliSu¢im endotelnim c¢elijama. Kao rezultat sistemskog
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Sirenja virusa dolazi do infekcije u tkivima i organima prema kojima CMV pokazuje
specifiCan tropizam, a to su pre svega epitelne ¢elije duktusa pljuvacnih zlezda, zu¢ne
kese, bubreznih tubula, ali 1 drugih organa. Na ovaj nacin stvaraju se uslovi za
izlu¢ivanje virusa preko telesnih te¢nosti 2> 24, Posle primarne infekcije, virus ostaje u
latentnom stanju. Latentna infekcija se ostvaruje u progenitorima monocita kostne srzi i
monocitima krvi. Reaktivacija latentne infekcije je uslovljena diferencijacijom monocita
u tkivne makrofage u uslovima lokalnog zapaljenja ili alogene stimulacije 2% U
imunskom odgovoru na HCMYV infekciju kljuénu ulogu imaju mehanizmi urodenog i
steCenog Celijskog imuniteta, pri ¢emu je znacaj ¢elija prirodnih ubica (NK ¢elija) i
citotoksi¢énih T limfocita u kontroli infekcije uveliko dokazana. Medutim, tokom
evolutivnog razvoja HCMYV je razvio niz mehanizama kojima omogucava dugotrajno

odrzavanje u organizmu domagina 140 187.222,

Za razliku od EBV, genom HCMV pokazuje vecu geneticku varijabilnost.
Prethodna istrazivanja vrSila su podelu genotipova HCMV na osnovu razlika u
sekvencama razli¢itih gena virusa 110 141144290 Megdutim, najucestalija podela HCMV
na genotipove izvrSena je na osnovu razlika u sekvenci gena ULS5 koji kodira HCMV
glikoprotein B (gB) 1"3. On je strukturni glikoprotein virusnog omotaca koji dokazano
ucestvuje u penetraciji virusa u permisivne c¢elije, transmisiji virusa i fuziji inficiranih
¢elija. Razlikujemo 4 genotipa HCMV (gB I-1V) koja pokazuju razli¢itu geografsku
distibuciju i patogenost 1”3, lako se smatra da gB-lI ima manji stepen virulentnosti u
odnosu na ostale genotipove HCMV, on je najucestaliji genotip u kongenitalnim
HCMV infekcijama 8. S druge strane, gB-1l i gB-III imaju veéi stepen virulencije i
najces¢e se detektuju u oportunistickim infekcijama imunokompromitovanih i
transplantiranih pacijenata (124, 125). Ranija istraZivanja pokazala su vecu ucestalost
gB-II u odnosu na ostale genotipove HCMV u hroni¢nom parodontitisu 1 peri-
implantitisu 3 27, S druge strane, ispitivanje prisustva razli¢itih genotipova HCMV jo§

uvek nije analizirano u uzorcima tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija.
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2.4. HERPESVIRUSI KAO ETIOLOSKI FAKTORI U NASTANKU
HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

Bakterije iz kanala korena avitalnih zuba 1 njihovi Stetni produkti dokazani su
uzroc¢nici nastanka zapaljenske reakcije u apeksnom parodoncijumu. Pored bakterijskih
mikroorganizama u kanalu korena avitalnih zuba dokazano je prisustvo i drugih

mikroorganizama, pre svega, araheja i gljivica 8 212214,

Prva istrazivanja koja povezuju nastanak zapaljenske reakcije u apeksnom
parodoncijumu sa prisustvom virusa datiraju iz perioda 60-tih godina proglog veka 1®
206, Rauch je 1958. godine u eksperimentalnom in vitro istrazivanju pokusao da iz
uzoraka kanala korena zuba sa nekroticnom pulpom kultivise viruse u bubreznim
¢elijama primata. Medutim, virusi nisu bili izolovani iz ¢elijskih kultura inokulisanih sa
uzorcima nekroti¢nih kanala pacijenata prikupljenim papirnim poenima 176, Dalje, 1962.
godine Shindell je u metodoloski sliénom istrazivanju ispitivao prisustvo virusa u HelLa
1 humanim amnionskim kulturama c¢elija pri ¢emu je i u ovom sluc¢aju nalaz bio
negativan 2%, Kao zakljuak navedenih istraZivanja istaknuto je da usled negativnih

rezultata virusi nisu uzrocnici zapaljenskih promena u apikalnom parodoncijumu.

Danas, analiziraju¢i rezultate prethodno navedenih istrazivanja, dobijeni
negativni nalaz bio je zapravo i o¢ekivan. Naime, savremena spoznaja o Zivotnom
ciklusu virusa, 1 potrebe Zivih ¢elija domacina za proces njihove replikacije 1 latencije,
sugeriSu da virus ne moZe da prezivi u kanalu korena zuba sa nekrotinom pulpom 18,
Bez obzira na vrstu ¢elija u kojima je pokuSana kultivacija virusa, oni nisu mogli biti
izolovani, jer nisu ni bili prisutni u nekrotiénom pulpnom tkivu odakle je uziman uzorak
za inokulaciju. To su potvrdili 1 rezultati savremenih istraZivanja koji ukazuju na
nemogucnost detekcije herpesvirusa u uzorcima tkiva ireverzibilnog pulpitisa i

nekroti¢ne pulpe 2 18,

Razvojem savremenih tehnika molekularne biologije i njihovom upotrebom u
svakodnevnoj dijagnostici virusnih infekcija otvara se novo poglavlje u virusnoj

etiopatogenezi periapikalnih lezija.

Detekeiji virusa u tkivima periapikalnih lezija prethodila su istraZivanja na polju

utvrdivanja virusne etiopatogeneze u razliitim formama parodontitisa. Naime, u

25



istrazivanjima Parra-a, Contreras-a i Slots-a iz 1996. godine upotrebom metode lan¢ane
reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction (PCR)) dokazana je veca
ucestalost detekcije HCMV i EBV u eksudatu parodontalnog odnosno gingivalnog
dZepa kod pacijenata sa uznapredovalom parodontopatijom u odnosu na pacijente sa
gingivitisom 4% 12U seriji istrazivanja koja su usledila pokazana je aktivna replikacija
herpesvirusa dokazivanjem transkripcije iRNK RT-PCR tehnikom (PCR kome prethodi
reverzna transkripcija), kao i povecan broj genskih kopija herpesvirusa upotrebom real-
time PCR tehnike (PCR u ,realnom vremenu®) u razli¢itim formama parodonitisa u
odnosu na zdravu kontrolu 4394 102.103 ' Dopijeni rezultati naveli su istoimene istrazivace
da imenuju viruse iz familije Herpesviridae kao dodatne uzro¢nike nastanka

parodontitisa 4427,

Nedugo zatim, Sabeti i saradnici ispitivali su prisustvo herpes virusa u tkivu
hroni¢nih periapikalnih lezija, smatraju¢i da navedeni virusi ucestvuju u procesu
njihovog nastanka po modelu kojim doprinose razgradnji alveolarnog kostanog tkiva,
kao i u marginalnom parodontitisu ** 1%, Najpre, ispitivano je prisustvo aktivne
infekcije HCMV, EBV i Herpes simplex virusa (HSV) u uzorcima periapikalnih lezija
koji su prikupljeni u toku apikotomije %. Analizirano je 16 uzoraka, 13 simptomatskih i
jedna asimptomatska periapikalna lezija i 2 uzorka zdravog periapikalnog tkiva. Od 14
periapikalnih lezija, HCMV je bio prisutan u njih 13, ukljuuju¢i i jednu
asimptomatsku. EBV je detektovan u 8 od 13 simptomatskih lezija, a HSV nije
detektovan ni u jednom uzorku. U dva uzorka periapikalnog tkiva bez patoloskih
promena nije identifikovan ni jedan od ispitivanih virusa. U okviru istraZivanja
pokazano je 1 da je koinfekcija HCMV 1 EBV bila znacajno ¢eS¢a u grupi vecih

periapikalnih lezija (>5x7mm) 1%

Primenjujuc¢i istu metodologiju, ovi autori su analizirali prisustvo virusa u sedam
simptomatskih i sedam asimptomatskih periapikalnih lezija, pri ¢emu su simptomatske
lezije bile one koje su pokazivale klinicke znake akutnog zapaljenja (bol, otok,
palpatornu ili perkutornu osetljivost) 1. Aktivna HCMV infekcija bila je prisutna u
svih 7 simptomatskih i jednoj asimptomatskoj leziji. EBV infekcija detektovana je u 6
simptomatskih i jednoj asimptomatskoj leziji, dok je HSV bio uofen samo u jednoj

asimptomatskoj leziji. Analiziraju¢i ove rezultate, autori su zakljucili da postoji veza
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izmedu egzacerbacije periapikalnog zapaljenja i aktivne replikacije ovih virusa i da je

mogué¢e da HCMV i EBV imaju odredenu ulogu u patogenezi periapikalnih lezija.

Od 2003. godine kada su sprovedena prva istrazivanja pa sve do pocetka pisanja
ove doktorske disertacije objavljeno je 20 studija koje su se bavile prisustvom i ulogom
herpesvirusa u etiopatogenezi hroni¢nih periapikalnih lezija > 737 91 116, 126, 158, 189-192,
194-196, 218, 226, 236, 249, 250 Qyepbuhvatna analiza publikovanih istraZivanja u ovoj oblasti
pokazala je da su EBV i HCMV najcesce detektovani virusi iz familije Herpesviridae u
tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija ®. Medutim, i dalje postoje razli¢iti podaci o
ucestalosti njihove detekcije. Ranija istrazivanja sprovedena na manjem broju uzoraka
tkiva periapikalnih lezija pokazala su veéu uéestalost HCMV u odnosu na EBV 158 1%,
195,218,249 'S4 druge strane, istrazivanja koja su usledila, a koja su sprovedena na veéem
uzorku uz upotrebu senzitivnijih i specifi¢nijih metoda za detekciju herpesvirusa,
ukazala su na veéu udestalost EBV u odnosu na HCMV 7375 116, 190, 226, 236, 230
Zajednicka karakteristika ve¢ine publikovanih studija je da su herpesvirusi znacajno
esée detektovani u tkivima periapikalnih lezija u odnosu na kontrolno zdravo tkivo ™
75 116, 250 Dalje, rezultati pokazuju veéu udestalost herpesvirusa u simptomatskim u
odnosu na asimptomatske i u velikim u odnosu na male periapikalne lezije 74 116194218,
236, 249 Kvantitativna analiza herpesvirusa do sada je sprovedena samo u 4 studije na
relativno malom broju uzoraka tkiva periapikalnih lezija (ukupno 110) 126 1%. 226, 236
Rezultati istrazivanja ukazuju na evidentne razlike u broju genskih kopija EBV 1 HCMV
u periapikalnim lezijama izmedu pomenutih studija. U dva istrazivanja potvrdena je
znacajna razlika u broju genskih kopija EBV izmedu simptomatskih i asimptomatskih
lezija 1°* 2%, Dodatno, Makino i saradnici su potvrdili razliku u broju kopija EBV
izmedu periapikalnih lezija i kontrolnog zdravog tkiva 1?°. Iako je pokazano da razliciti

genotipovi EBV i HCMV mogu uticati na tok i ozbiljnost klinicke slike nastalog

oboljenja, njihovo prisustvo u tkivima periapikalnih lezija jo§ uvek nije analizirano.

Na osnovu objavljenih istrazivanja do sada su postavljene dve moguce hipoteze
0 ulozi herpesvirusa u patogenezi periapikalnih lezija. Prvu hipotezu postavili su Slots i
saradnici 2003. godine, i ona je zasnovana na sinegristickom odnosu herpesvirusa i
patogenih bakterijskih vrsta kanala korena zuba 2*°. U sustini, navedeni sinergizam se
ogleda u Cinjenici da bakterije 1 njihovi Stetni produkti iz kanala korena zuba uzrokuju
hemotaksu ¢elija imunskog odgovora u kojima herpesvirusi odrzavaju latenciju, na
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mesto zapaljenja u apeksnom parodoncijumu. U uslovima povecanog stvaranja
medijatora zapaljenja dolazi do reaktivacije herpesvirusa koji u daljem toku zapaljenja
periapikalnog tkiva imaju dvostruku ulogu. Naime, herpesvirusi imaju moguénost
ispoljavanja direktnog citopatogenog dejstva na fibroblaste, epitelne i endotelne celije,
kao i éelije imunskog sistema 1% 1% Pogto navedene éelije ucestvuju u izgradnji
gradivnih elemenata apeksnog parodoncijuma njihovim oste¢enjem dolazi do razgradnje
periapikalnog tkiva, a samim tim je onemogucena 1 njegova regeneracija. Herpesvirusi
doprinose oSte¢enju tkiva i indirektnim putem tako $to uobli¢avaju imunski odgovor
domacina. Zapravo, u odbrani organizma od virusnih infekcija ucestvuju elementi
celularnog imuniteta. Herpesvirusna infekcija doprinosi povecanoj aktivnost T-
citotoksi¢nih limfocita na mestu zapaljenja koji svojim efektorskim mehanizmima mogu
doprineti dodatnom oStecenju periapikalnog tkiva. Nadalje, povecana je aktivnost T-
pomoc¢nickih limfocita koji dovode do intezivne produkcije proinflamatornih citokina,
¢ime dodatno stimuli$u tkivnu resorpciju. Herpesvirusi imaju moguénost i utiSavanja
imunskog odgovora uoblicavanjem dejstva molekula imunskog prepoznavanja. T i B
limfociti svoje aktivnosti izvrSavaju nakon prepoznavanja antigena pomoc¢u molekula
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti | i Il (engl. major histocompatibility complex
(MHC)). Medutim, peptidne komponente herpesvirusa imaju mogucénost vezivanja za
glikoproteine navedenih molekula 1 na taj nain onemogucavaju njihovu ekpresiju na
povrsini éelije §to dovodi do odrzavanja virusa u latentnom stanju % 2%, Takode, ovim
aktivnostima odbrana organizma od virusa je svedena na dejstvo ¢elija prirodnih ubica
(engl. natural killer (NK)). Medutim, istrazivanja su pokazala da su herpesvirusi razvili
mehanizam intenzivne lize NK éelija na mestu zapaljenja, Sto dodatno slabi imunski

odgovor domadina 22,

U okviru predlozene hipoteze autori su naveli da je odnos izmedu herpesvirusa 1
bakterija dvosmeran. Zapravo, mehanizmima uobliCavanja imunskog odgovora
herpesvirusi stvaraju pogodno tlo za dalji razvoj bakterijskih mikroorganizama na mestu
zapaljenja 1> 17 Takode, istrazivanja su pokazala da eksprimirani proteini herpesvirusa
na inficiranim ¢elijama domacina sluze bakerijama kao nova mesta za vezivanje §to im

omogucéava lakse ispoljavanje patogenog dejstva %7

Druga hipoteza proistekla je iz istrazivanja Ferreire i saradnika 2011. godine
koji su detektovali prisustvo razli¢itih herpesvirusa u jako malom broju uzoraka akutnog
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periapikalnog apscesa °® *°. Ovi istrazivaci naveli su da detekcija herpesvirusa u
uzorcima periapikalnog tkiva zahvacenog zapaljenjem predstavlja epifenomen koji je
uzrokovan bakterijskom infekcijom, a posledica je hemotakse ¢elija imunskog sistema
na mesto zapaljenja u kojima virusi odrzavaju latenciju. Takode, autori su naveli da
prisustvo virusne DNK u uzorcima tkiva periapikalnih lezija neminovno ne

podrazumeva i njihovu ulogu u patogenezi navedenih patoloskih stanja 8 *°,

3. ULOGA PROINFLAMATORNIH CITOKINA U ETIOPATOGENEZI
HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

3.1. OPSTE KARAKTERISTIKE CITOKINA

Citokini (grc. ,,cytos“- celija; i ,,kinein“- pomerati se) predstavljaju solubilne
polipeptidne ili glikopeptidne molekule relativno male molekularne mase (6-70 kDa).
To su bioloski aktivne molekule koje mogu biti sekretovane od raznih ¢elija u ljudskom

organizmu, a najéesce ih produkuju éelije urodenog i ste¢enog imunskog odgovora L.

Prvobitna nomenklatura citokina bila je bazirana na njihovom poreklu, odnosno
na tipu ¢elija koje ih produkuju. Tako su citokini urodenog imunskog odgovora koje su
produkovali mononuklearni fagociti nazvani monokini, dok su citokini stecenog
imunskog odgovora, sekretovani od strane T limfocita, nazvani limfokini. Istrazivanja
koja su usledila potvrdila su da razli€iti citokini mogu biti produkovani od razli¢itih
tipova celija, te je zbog toga prihvaceno zajedni¢ko ime za ove molekule — citokini. S
druge strane, izraz interleukin ostao je u upotrebi i oznac¢ava grupu bioloskih medijatora

odgovornih za medusobnu interakciju leukocita 8.

Vrsta i koli¢ina sekrecije pojedinih citokina zavisi od vrste i stepena
diferentovanosti ¢elije koja je podstaknuta na sekreciju. Aktivnost citokina zavisi od
njihove koncentracije 1 jaCine ekspresije specificnih receptora na povrsini ciljne celije.
Oni deluju preko specificnih receptora u samoj ciljnoj ¢eliji ili na njenoj celijskoj
membrani. Povecanje ekspresije citokinskih receptora nastaje usled antigene stimulacije
T 1 B limfocita. Nakon vezivanja za specificne receptore citokini dovode do
transkripcije gena sa posledi¢nim fenotipskim ili funkcionalnim promenama ciljne
¢elije. Na mnoge efektorne celije citokini deluju kao regulatori ¢elijske deobe ili kao

faktori rasta. Tako da kao rezultat dejstva citokina dolazi do proliferacije, diferencijacije
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i aktivacije efektorskih ¢elija imunskog sistema (T, B limfocita i makrofaga). Sinteza i
otpusStanje citokina regulisana je mehanizmom negativne povratne sprege koji se

zasniva na inhibiciji ekspresije specifi¢nih receptora na ciljnim éelijama 2° 36 134,

Iako predstavljaju veliku i heterogenu grupu bioloski aktivnih molekula citokini
ipak imaju odredene zajednicke karakteristike. Dokazano je da je dejstvo citokina
pleotropno. Naime, oni ne deluju specifi¢no na odredene tipove ¢elije, nego svoj efekat
ispoljavaju na razliCitim tipovima celija Sto uslovljava nastanak razli¢itih bioloskih
efekata u organizmu. Takode, oni pokazuju svojstvo redundantnosti, Sto znaci da vise
razlicitih citokina deluje na isti nacin na ciljnu ¢éeliju. Citokini mnoge svoje efekte mogu
da ostvaruju udruzenim, sinergistickim delovanjem, ali je pokazano da njihovo
delovanje moze biti 1 antagonisticko. Aktivnost citokina moze biti sistemska 1 lokalna.
Vecina citokina deluje u blizini mesta sinteze, na same celije koje ih okruzuju
(autokrina aktivnost) ili na okolne ¢elije (parakrina aktivnost). Takode, citokini mogu da
ispolje i sistemsko dejstvo kada putem cirkulacije dospeju do udaljenih mesta gde

ispoljavaju svoju aktivnost (endokrina aktivnost) %230,

Postoje razli¢ite podele citokina, medutim naj¢eS¢e su podeljeni na osnovu

primarne bioloske aktivnosti, tako da razlikujemo:
a.) Citokini — medijatori i regulatori nespecificne imunosti

U nespecifi¢noj imunskoj reakciji ucestvuje Citava mreza citokina (IL-1, IL-6,
IL-10, IL-12, 1IL-15, IFN, TNF, hemokini i dr.) koje produkuju Ccelije
mononuklearnofagocitnog sistema 1 dendriti¢ne ¢elije. Vecina ovih citokina ispoljava
svoju aktivnost na endotelnim ¢elijama i leukocitima stimuliSu¢i ranu fazu zapaljenskog

odgovora domacina.
b.) Citokini — medijatori i regulatori specifi¢ne imunosti

Citokine ove grupe (IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, Interferon (IFN)-y, tranformisuéi
faktor rasta beta (TGF-B) i dr.) uglavnom produkuju T limfociti u odgovoru na
specifi¢ne strane antigene. Navedeni citokini u€estvuju u proliferaciji 1 diferencijaciji T

limfocita, kao i regulaciji delovanja T efektorskih limfocita.

c.) Citokini koji stimuliSu hematopoezu
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Ovi citokini se produkuju od strane stromalnih c¢elija kostne srzi. Svoj

stimulatorni efekat ispoljavaju na rast i diferencijaciju nezrelih ¢elija leukocitne loze.

3.2. PROINFLAMATORNI CITOKINI OD ZNACAJA ZA PATOGENEZU
HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

Aktivnost citokina u organizmu je zasnovana na njihovoj medusobnoj
povezanosti pomoc¢u slozene mreze odbrambenih celija, specifi¢nih receptora i signala
za njihovu produkciju. Poznato je da citokini mogu biti pozitivni, ali i negativni
regulatori imunskog odgovora, odnosno da pored pozitivnih mogu uzokovati i Stetna
dejstva na tkivo domacina. Shodno tome, svi citokini na osnovu navedenih svojstava
mogu se podeliti na proinflamatorne i antiinflamatorne citokine > 3. U okviru ove
doktorske disertacije posebna paznja bi¢e posvecena ulozi proinflamatornih citokina
(TNF-a, IL-1B i IL-6) u patogenezi hroni¢nih periapikalnih lezija. U narednom delu
bice opisane opste karakteristike TNF-a, IL-1p i IL-6.

3.2.1. FAKTOR NEKROZE TUMORA - ALFA

Faktor nekroze tumora-alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-a)) ¢lan
je superfamilije strukturno sli¢nih molekula koji su od klju¢nog znacaja za veliki broj
bioloskih procesa u ¢elijama sisara 1. Otkriven je kao citokin koji je vazan u indukciji
hemoragijske nekroze tumora, pa otuda i njegov naziv 3 % Ranija istrazivanja su
pokazala da se razlikuju dve forme TNF: TNF-o (raniji naziv kaheksin) i TNF-f
(limfotoksin) 169,

TNF-a se sintetiSe kao monomerni transmembranski protein (tmTNF) koji se
inkorporira u membranu ¢elija kao homotrimer. Ovde biva isecen od strane matriksne
metaloproteinaze TACE (engl. TNF Alpha Converting Enzyme) u solubilnu formu koja
cirkuliSe takode kao trimer (sTNF). Obe forme TNF su bioloski aktivne 1 produkuju ih
razne Celije imunskog sistema, pre svega aktivirani makrofagi, ali takode i T- i B-
limfociti, NK ¢elije, dendriticne ¢elije i monociti. Svoje dejstvo ostvaruje posredstvom
dve vrste receptora TNFR1 i TNFR2. To su membranski glikoproteini koji specifi¢no
vezuju TNF, te su prisutni na gotovo svim c¢elijama u organizmu. Ovi receptori se
razlikuju po svojim ekspresionim profilima, afinitetu za ligand, strukturi

citoplazmatskog repa i aktivaciji nishodnih signalnih puteva. TNFR1 je eksprimiran na
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vecini Celija i moze biti aktiviran vezivanjem kako tmTNF tako i sSTNF, sa preferencom
vezivanja sTNF, dok je TNFR2 eksprimiran na imunskim i endotelnim c¢elijama i

aktiviran se uglavnom od strane tmTNF 124 169,238

Bez obzira koje ga ¢elije produkuju on ispoljava proinflamatorno dejstvo i ima
znacajnu ulogu u mnogim bioloskim procesima u organizmu. TNF-a dovodi do nekroze
1 apoptoze tumora, ucestvuje u odbrani domacina od bakterijskih i1 virusnih infekcija,
predstavlja endogeni pirogen koji izaziva groznicu. Dodatno, on je jedan od klju¢nih
medijatora u akutnom i hroni¢nom zapaljenju. Pored toga Sto moze da uzrokuje
sopstvenu sekreciju, TNF-a stimuliSe sekreciju drugih proinflamatornih citokina i
hemokina. Pokazana je i njegova Stetna uloga u brojnim autoimunskim oboljenjima,
poput reumatoidnog artritisa, inflamatorne bolesti creva, multiple skleroze i sistemskog

eritemskog lupusa 11 39 138,
3.2.2. INTERLEUKIN 1-BETA

Danas je poznato da interleukin-1 (IL-1) predstavlja porodicu od oko 11 citokina
koji imaju veoma znacajnu ulogu u regulaciji imunskog odgovora domacina u toku
zapaljenske reakcije. Kao ¢lan te porodice IL-1 B je tipi¢ni predstavnik proinflamatornih
citokina i produkuju ga mnogobrojne ¢elije ukljucujuéi makrofage, monocite, NK celije,
leukocite, limfocite, fibroblasti, endotelne 1 epitelne celije. Pored IL-1B razlikujemo i
IL-1a. Specifi¢no je da ove dve forme pokazuju strukturnu identi¢nost manju od 30%,

ali se vezuju za iste membranske receptore i imaju istu biolosku aktivnost 5% 210,

IL-1B se sintetiSe kako prekursor, a sekretuje kao zreli protein koji biva
proteolitiki razgraden cistein proteaza kaspazom-1 da bi postao bioloski aktivan. Svoj
efekat ispoljava vezivanjem za membranski receptor IL-1R. Ovaj citokin moze da
ispolji i lokalno i sistemsko dejstvo. Naime, ustanovljeno je njegovo dejstvo u aktivaciji
proteina akutne faze, prostaglandina, drugih citokina, te indukciji sinteze kolagena i
kolagenaze. Takode, stimuli$e proliferaciju limfocita, produzenu produkciju limfokina
od strane T ¢elija 1 imunoglobulina od strane plazma ¢elija. Znacaj IL-1f na sistemskom
nivou potvrden je njegovom ulogom u patogenezi Soka, groznice, zarastanja rana i

procesu hematopoeze 1, 25, 36, 70, 88, 134, 138, 230
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3.2.2. INTERLEUKIN-6

Interleukin-6 (IL-6) pripada grupi proinflamatornih citokina, ali moze pokazivati
1 antiinflamatorno dejstvo. Produkuju ga razlicite vrste ¢elija ukljuc¢ujuci, monocite,
makrofage, T i B limfocite, fibroblaste, hepatocite, endotelne i nervne ¢elije. Aktivan
oblik IL-6 je homodimer koji svoje dejstvo ispoljava vezivanjem za specifi¢ne receptore
na povrsini ciljnih ¢elija. Proinflamatorna uloga IL-6 potvrdena je njegovim uces¢em u
ranoj fazi zapaljenja. Medutim, IL-6 se karakteriSe i inhibicijom aktivnosti TNF-a i IL-

1B $to ukazuje na njegovu antiinflamatornu aktivnost 83 100. 154,

IL-6 ima veoma Sirok spektar i bioloSkih aktivnosti. U nespecificnom imunskom
odgovoru stimuliSe sintezu proteina jetre 1 produkciju neutrofila. S druge strane, u
okviru specifi¢nog imunskog odgovora IL-6 stimulise proliferaciju T i B limfocita, te
podsti¢e stvaranje imunoglobulina od strane aktiviranih B limfocita. IL-6 ostvaruje
znacajnu ulogu u procesu hematopoeze. Naime, on stimuliSe sazrevanje megakariocita,

fragmenataciju njihove membrane i sintezu trombocitnih proteina & 2% 36. 70, 88,134,138, 230

3.3. VEZA IZMEDU PROINFLAMATRONIH CITOKINA I HERPESVIRUSA U
PATOGENEZI HRONICNIH PERIAPIKALNIH LEZIJA

Mnogobrojna istrazivanja dokazala su da proinflamatorni citokini kao bioloski
aktivni molekuli predstavljaju medijatore zapaljenja koji doprinose nastanku i progresiji

hroni¢nih periapikalnih lezija 130 131207, 208,239

Devedesetih godina proslog veka dokazano je prisustvo TNF-a, IL-18 i IL-6 u
eksudatu i tkivu periapikalnih lezija 1> 16 197, Kawashima i Stashenko su 1999. godine
ispitivali prisustvo i promenu vrednosti proinflamatornih citokina u vestacki nastalim
periapikalnim lezijama na eksperimentalnom modelu pacova %. Njihovi rezultati su
pokazali da je u periodu intenzivne koStane razgradnje u periapikalnom predelu i $irenju
lezije izmedu 7. i 14. dana doSlo do znacajnog povecanja vrednosti posmatranih
citokina. Navedeni autori istakli su u zakljucku istrazivanja da je resorpcija alevolarne
kosti pacova posledica Stetnog dejstva proinflamatornih citokina ¢ije su vrednosti u toku

nastanka lezija bile povecéane *°.

U istrazivanjima koja su usledila uoc¢ene su povecane vrednosti TNF-a, IL-1f 1

IL-6 u tkivima humanih periapkalnih lezija & 6% 127 172 174 Naime, istrazivanja su
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pokazala da su vrednosti IL-6 znacajno povisene u simptomatskim i velikim u odnosu
na asimptomatske i male periapikalne lezije ® "2 174, Gazivoda i saradnici su 2009.
godine pokazali da su i vrednosti TNF-a i IL-1P znacajno poviSene u simptomatskim u
odnosu na asimptomatske periapikalne lezije 8. Dalje, Martinho i saradnici su 2012.
godine poredili nivo ekspresije proinflamatornih citokina i vrednosti endotoksina
produkovanog od strane bakterija iz kanala korena zuba zahvaéenih periapikalnim
lezijama '?’. Rezultati istrazivanja potvrdili su znadajnu pozitivnu korelaciju izmedu
povecane koncentracije endotoksina bakterija i povecane ekspresije proinflamatornih
citokina (TNF-a, IL-1B, IL-6 i prostaglandina E> (PGEz)). Takode, pokazano je da su
nivoi ekpresije proinflamatornih citokina bili u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa
radioloskim i klini¢kim karakteristikama periapikalnih lezija 2. U zakljucku
istrazivanja navedeno je da proinflamatorni citokini doprinose nastanaku i razvoju
periapikalnih lezija Sto je objasnjeno njihovom ulogom u procesu osteoklastogeneze i
kostane resorpcije u periapeksu. Autori su takode zakljucili da bakterijski Stetni produkti

(endotoksin) doprinose povec¢anju produkcije citokina na mestu zapaljenja 7.

Homeostaza koStanog tkiva u ljudskom organizmu posledica je balansiranog
delovanja osteoblasta, osteoklasta i razli¢itih medijatora zapaljenja 1% 17" 18 Razvojem
istrazivanja na polju osteoimunologije dokazano je da znaajnu ulogu u homeostazi
kostanog tkiva ima triplet molekula RANK/RANKL/OPG koji su deo TNF/TNFR
superfamilije citokina i receptora . RANKL u uslovima normalnog kostanog
metabolizma eksprimiraju osteoblasti, dok je u zapaljenju eksprimiran i od strane T i B
limfocita, fibroblasta i mononukelarnih ¢elija. RANK (receptor aktivator nulearnog
faktora «B) je povrSinski Celijski transmembranski receptor, eksprimiran na
monocitno/makrofagnoj liniji c¢elija, B 1 T limfocitima, dendriticnim c¢elijama,
fibroblastima, kao i prekursorima i zrelim osteoklastima. Po vezivanju RANKL za
RANK dolazi do transformacije preosteoklasta u osteoklaste, potom i njihove aktivacije
Sto uzrokuje nastanak koStane resorpcije. Tre¢i ¢lan ovog sistema je osteprotezerin
(OPG) a produkuju ga fibroblasti i epitelne celije. On je prirodni inhibitor RANKL, jer
je sposoban je da se veze za RANKL 1 na taj nain spreci vezivanje RANKL-a za
RANK. Sabeti i saranici 1% su 2005. godine dokazali prisustvo RANKL u tkivima
periapikalnih lezija, dok su te iste godine Zhang i Peng 22 dokazali njegovo prisustvo u

tkivu vestacki indukovane periapikalne lezije pacova. Nedugo zatim, Kawashima i
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saradnici ispitivali su odnos RANK/RANKL/OPG i proinflamatornih citokina (TNF-a,
IL-1B, IL-6) u tkivu periapikalnih lezija pacova %. Njihovi rezultati su pokazali da su se
vrednosti RANKL 1 ispitivanih citokina istovetno povecavale i da su bile najvece 14.
dana razvoja lezije, $to je pokazalo njihovu povezanost u procesu osteoklastogeneze i
kostane resorpcije periapikalnog tkiva. U istrazivanjima koja su usledila dokazan je
medusobni odnos proinflamatornih citokina i RANKL u resorpciji alveolarnog kostanog
tkiva 2% 4% 136 pokazano je da proinflamatorni citokini doprinose osteoklastogenezi
stimulisanjem produkcije RANKL u zapaljenju. U daljem toku, nastali molekuli
RANKL vezuju se za RANK i doprinose diferencijaciji preosteoklasta u osteoklaste koji

dalje vrse resorpciju kostanog tkiva (Slika 3.1).

PROINFLAMATORNI ANTIINFLAMATORNI
CITOKINI CITOKINI
TNF-alfa, IL-1 beta, IFN-beta, IFN-gama,
"""""""" IL-6, IL-11, IL-17 IL-4, IL-10, IL-12, IL-13

PERIOSTEALNI

Z @}

‘ \ ’ PRE-OSTEOKLASTI

OSTEOKLASTI | —»

Slika 3.1. Medusobni odnos RANKL i proinflamatornih citokina u procesu razgradnje

alveolarnog kostanog tkiva.

Pocetkom 21. veka nizom istraZivanja je pokazano da primarna infekcija EBV i1
HCMYV doprinosi povecanju produkcije proinflamatornih citokina na mestu zapaljenja
82,135, 142, 200 Tako se infekcija HCMV povezivala sa poveéanom produkcijom IL-1B,

IL-6, IL-12, TNF-a, i IFN-y 3216 dok su nivoi IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-
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0, i IFN-y bili poveéani u toku EBV infekcije * 1%, Dodatno, Slots je smatrao da
herpesvirusi mogu doprineti patogenezi periapikalnih lezija povecanjem nivoa

prinflamatornih citokina na mestu zapaljenja 2*°.

Do sada su samo 3 istrazivanja ispitivala povezanost prisustva herpesvirusa i
nivoa proinflamatornih citokina u tkivima periapikalnih lezija " % 20 Yildrim i
saradnici su ispitivali prisustvo EBV i HCMV DNK, kao i mRNK transkripata za
RANKL, OPG, transformiSu¢i faktor rasta-beta (engl. Transforming Growth Factor
(TGF)-B), faktor stimulacije kolonije (engl. Colony Stimulating Factor (CSF)) i
monocitno hemotaksiéni protein-1 (engl. Monocyte chemoattractant protein (MCP)-1) u
12 uzoraka tkiva periapikalnih lezija i 12 uzoraka neinflamiranog pulpnog tkiva 2%,
Rezultati istrazivanja pokazali su znacajno vece prisustvo RANKL u periapikalnim
lezijama u odnosu na kontrolno tkivo. S druge strane, autori nisu pronasli znacajnu

povezanost izmedu prisustva herpesvirusa i analiziranih citokina u ispitivanom uzorku
250

Sabeti i saradnici su 2012. godine ispitivali odnos prisustva EBV i HCMV i
nivoa ekspresije mRNK za TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-10 i IFN-y izmedu 9
simptomatskih i 6 asimptomatskih lezija '*°. Autori navode da su HCMV i EBV
znacajnije zastupljeni u simptomatskim u odnosu na asimptomatske lezije. Takode,
nivoi ekspresije svih ispitivanih citokina bili su znacajno veci u simptomatskim u
odnosu na asimptomatske lezije. Autori su naveli da je postojala i znacajna korelacija
izmedu EBV, HCMV, TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-6 i IL-12 u simptomatskim
periapikalnim lezijama. Poslednje istraZivanje provedeno je 2013. godine od strane
Hernadi i saradnika ™. Autori su ispitivali uéestalost detekcije EBV i HCMV, kao i nivo
ekspresije MRNK za TNF-o i TGF-p u 58 uzoraka periapikalnih lezija i 20 uzoraka
zdravog gingivalnog tkiva. Rezultati istrazivanja su pokazali da je jedino vrednost TNF-
a bila zna¢ajno povecana u EBV pozitivnim u odnosu na EBV negativne periapikalne

lezije .

Prikazana istraZivanja sprovedena su na relativno malom broju uzoraka (ukupno
76). Potrebno je sprovesti studije na ve¢em broju uzoraka tkiva periapikalnih lezija u
cilju dodatnog ispitivanja i eventualnog utvrdivanja uloge herpesvirusa u stimulaciji

sekrecije proinflamatornih citokina.
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Periapikalne lezije se karakteriSu hroni¢nom zapaljenskom reakcijom koja
uzrokuje razgradnju alveolarnog kostanog tkiva u predelu vrha korena avitalnih zuba 13
225 Hirurko ledenje ovih patoloskih stanja predstavlja jedan od najéeséih operativnih
zahvata u oralnoj hirurgiji, pri ¢emu potencijalne komplikacije nelecenih periapiklanih

lezija mogu dovesti do ozbiljnih infekcija dubokih prostora glave i vrata ¢’

U osnovi njihovog nastanka je nekroza pulpnog tkiva koja moze biti uzrokovana
razli¢itim etiologkim faktorima 18, Dosada$nja istrazivanja ukazuju da su bakterijski
mikroorganizmi 1 njihovi Stetni produkti najce$¢i uzro€nici nastanka zapaljenske

reakcije u apeksnom parodoncijumu 9 143,183,211

Sezdesetih godina proslog veka sprovedena su prva istrazivanja koja su pokusala
da ukazu na virusnu etiologiju u nastanku hroni¢nih periapikalnih lezija. Medutim,
rezultati in vitro istrazivanja nisu dokazali prisustvo virusa u ispitivanim celijskim
kulturama 17® 2% Sredinom devedesetih godina proslog veka prisustvo virusa iz
porodice Herpesviridae dokazano je upotrebom metode lan¢ane reakcije polimeraze u
parodontalnim dzepovima pacijenata sa dijagnostikovanim marginalnim parodontitisom
42,162 Nedugo zatim, dokazavsi prisustvo herpes virusa u tkivu hroni¢nih periapikalnih
lezija, Sabeti i saradnici 1% 1% postavili su hipotezu da navedeni virusi udestvuju u
procesu njihovog nastanka po modelu kojim doprinose razgradnji alveolarnog koStanog

tkiva kao i u marginalnom parodontitisu.

Iako su rezultati dosadaS$njih istrazivanja pokazali da su EBV i HCMV najcesce
identifikovani herpes virusi u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija, i dalje postoje
razli¢iti podaci o udestalosti njihove detekcije 8 . Rezultati ranijih istrazivanja
sprovedenih na manjem broju uzoraka tkiva periapikalnih lezija pokazala su vecu
udestalost HCMV u odnosu na EBV 194 1% 218,249 g, qryge strane, istrazivanja koja su
usledila, a koja su sprovedena na ve¢em uzorku uz upotrebu senzitivnijih i specifi¢nijih
metoda za detekciju herpes virusa, ukazala su na vecu ucestalost EBV u odnosu na
HCMV 74 75 226 236 Smatra se da su uodene razlike posledica primene razli¢itih
kriterijuma za ukljucivanje pacijenata u istrazivanja, upotrebe razli€itih dijagnostickih
metoda za detekciju herpesvirusa i razlika u njihovoj geografskoj distribuciji na
svetskom nivou. Prethodna istrazivanja izvrSena na naSoj populaciju analizirala su

ucestalost HCMV u tkivima odontogenih cisti, pri cemu je HCMV bio prisutan u 18 od
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33 uzorka radikularnih cisti (54.5 %) i u 6 od 10 uzoraka odontogenih keratocisti¢nih
tumora (60 %) °. Medutim, u nasoj populaciji jo§ uvek nije analizirana ucestalost oba
virusa u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija u odnosu na njihove klinicke,

radiografske i histoloske karakteristike.

Takode, pokazano je da razli¢iti genotipovi herpes virusa imaju znacajnu ulogu
u uobli¢avanju imunog odgovora domacéina, te da mogu razlicito da uti¢u na tok i tezinu
nastalog oboljenja 1”3, Razlikuju se &etiri genotipa HCMV (I-1V), podeljenih na osnovu
nukleotidne sekvence gena za glikoprotein B (gB), strukturne komponente virusnog
omotaca koji ucestvuje u procesu regulacije ulaska virusa u c¢eliju, Sirenja infekcije 1
moduliranja procesa transkripcije u éeliji 3" °3, U zavisnosti od alelnog polimorfizma
gena koji reguliSu EBV nuklearni antigen 2 (EBNA-2) poznata su dva genotipa EBV (1
i 2). EBNA-2 sluzi kao transkripcioni faktor EBV koji uéestvuje u ekspresiji gena za
proteine virusne membrane #’. U klini¢kim uslovima, uo&eno je da je gB-1 najudestaliji
kod kongenitalno inficiranih novorodenéadi i HIV-pozitivnih pacijenata, dok su gB Il i
gB III ¢eséi kod pacijenata sa transplantiranim organima ® 33237 S druge strane, EBV-1
je uCestaliji kod zdravih osoba, dok se EBV-2 ¢esce detektuje kod HIV-pozitivnih osoba
171,202 Ugestalost pojedinih genotipova HCMV i EBV do sada je ispitivana samo u
uzorcima hroni¢nog parodontitisa i peri-implantitisa 8 248, HCMV gB-11 i EBV-1 bili su
ucestaliji u odnosu na druge analizirane genotipove u navedenim patoloSkim stanjima u
odnosu na zdrava kontrolna tkiva. Ipak, jo§ uvek ne postoje rezultati o ucestalosti
pojedinih genotipova navedenih virusa u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija. Takode,
nije ispitivana njihova ucestalost u pogledu prisustva simptoma, veli¢ine 1

patohistoloskih tipova periapikalnih lezija.

Povecan broj genskih kopija herpes virusa ukazuje na prisustvo aktivne infekcije
u zahva¢enom tkivu usled reaktivacije virusa 192 103 179,180 Reaktivacija herpes virusa
moze nastati u razli¢itim uslovima, 1 vezana je uglavnom za pad imunskog odgovora
domacina. Nakon reaktivacije herpes virusi naseljavaju razli¢ite Celije u ljudskom
organizmu (makrofagi, T 1 B limfociti, fibroblasti, epitelne celije itd.) usled Cega
ispoljavaju svoja Stetna dejstva 2*®. Dosadasnji rezultati ukazuju na poveéan broj
genskih kopija EBV i HCMV u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija 1% 226, Medutim,

jos uvek je nedovoljno ispitana povezanost povecanog broja genskih kopija virusa u

39



hroni¢nim periapikalnim lezijma sa razli¢itim klini¢kim, radioloskim i histopatoloskim

karakteristikama.

Proinflamatorni citokini imaju znacajnu ulogu u patogenezi hroni¢nih
periapikalnih lezija ®* '8, Usled prisustva $tetnog agensa, kao odgovor imunskog
sistema domacina, na mestu zapaljenja dolazi do oslobadanja razli¢itih medijatora

zapaljenja, ukljucuju¢i proinflamatorne citokine 30 22°,

Povecana koncentracija
proinflamatornih citokina, izmedu ostalog, stimulise produkciju receptorskog aktivatora
za nuklearni faktor kB ligand (RANKL) koji dovodi do poveéane osteoklastogeneze i
posledi¢ne resorpcije kostanog tkiva 1% 242, S druge strane, pokazano je da HCMV i
EBV stimuliSu produkciju razli¢itih proinflamatornih citokina u organizmu domacina
142 Rezultati dosada$njih istrazivanja ukazuju na poveéanu koncentraciju
proinflamatornih citokina u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija % 3¢, Medutim, do
sada je nedovoljno ispitan uticaj prisustva herpes virusa (EBV i HCMV) na promenu
koncentracije proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6) u tkivu periapikalnih
lezija. Imajué¢i u vidu da herpes virusi imaju moguénost uobliCavanja imunskog
odgovora domacina, pri ¢emu uticu na tok i tezinu oboljenja, bilo bi opravdano ispitati
da li postoji razlika u koncentraciji proinflamatornih citokina u hroni¢nim periapikalnim
lezijama sa razli¢itom klinickom slikom u zavisnosti od prisustva herpes virusa. Ako se
uzme u obzir da povecana koncentracija proinflamatornih citokina, aktivacijom
RANKL-a, stimuliSe osteoklastogenezu onda bi radi rasvetljavanja uloge herpes virusa
u patogenezi periapikalnih lezija bilo neophodno utvrditi da li se vrednosti
proinflamatornih citokina razlikuju izmedu hroni¢nih periapikalnih lezija sa razli¢itom
veli¢inom u zavisnosti od prisustva herpes virusa. Takode, u ranijim istraZivanjima nije
bilo pokuSaja da se utvrdi da li postoji korelacija izmedu broja genskih kopija herpes

virusa i koncentracije proiflmatornih citokina u tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija.

Imajuéi sve prethodno navedeno u vidu, postavljena je radna hipoteza da se
hepres virusi ¢eS¢e detektuju u hroni¢nim periapikalnim lezijama nego u uzorcima
neinflamirane pulpe zuba, kao i da izmedu ovih grupa postoji razlika u broju genskih
kopija ispitivanih virusa, distribuciji genotipova HCMV i EBV, kao i u koncentracijama
proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1B i IL- 6). Takode, ofekuje se da se iste razlike

uoe 1 u grupama manjih 1 asimptomatskih u odnosu na veée i1 simptomatske
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periapikalne lezije. Najzad, oc¢ekuje se pozitivna korelacija izmedu povecanog broja

genskih kopija herpes virusa i koncentracije analiziranih proinflamatornih citokina.
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III CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Imajuéi u vidu da su rezultati dosadasnji istrazivanja o ucestalosti HCMV i EBV
u uzorcima tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija opre¢ni, te da do sada nije ispitivano
prisustvo razliitih genotipova herpes virusa i medusobna korelacija broja genskih
kopija herpes virusa sa vrednostima proinflamatornih citokina u hroni¢nim

periapikalnim lezijama, postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. utvrditi ucestalost prisustva i broj genskih kopija HCVM i EBV u uzorcima
tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija.

2. utvrditi ucestalost prisustva i broj genskih kopija HCVM i EBV u uzorcima
zdravog tkiva zubne pulpe intaktnih donjih tre¢ih molara.

3. uporediti odnos klinickog, radioloskog i1 patohistoloskog nalaza pacijenata
eksperimentalne grupe sa prisustvom i brojem genskih kopija HCVM i EBV.

4. utvrditi prisustvo razli¢itih genotipova HCMV i EBV u tkivima
eksperimentalne i kontrolne grupe ispitanika.

5. odrediti koncentraciju proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1B i IL-6) u
uzorcima tkiva eksperimentalne i kontrolne grupe ispitanika.

6. ustanoviti da 1i postoji korelacija izmedu koncentracije proinflamatornih
citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6) i prisustva i broja genskih kopija HCVM i EBV u

uzorcima hroni¢nih periapikalnih lezija.
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1. ETICKI STANDARD ISTRAZIVANJA

Ova klinicko-laboratorijska studija preseka sprovedena je u periodu od aprila
2013. godine do jula 2016. godine. Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za oralnu
hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u Laboratoriji za bazi¢na
istrazivanja Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i1 Laboratoriji za
virusologiju, Instituta za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog komiteta Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (broj odluke:36/29-2013). Svi ispitanici su u pisanoj formi i
usmenim putem informisani o ciljevima istrazivanja, dobrobiti i eventualnim rizicima.
Pre pocetka istrazivanja, od svih ukljucenih ispitanika dobijen je potpisan informisani
pristanak. Sve klinicke 1 laboratorijske procedure sprovedene u okviru predlozenog
istrazivanja bile su u skladu sa etickim principima Helsinske deklaracije i Dobre
klinicke prakse. Ispitanici su u bilo kojoj fazi istrazivanja imali moguc¢nost da
dobrovoljno prekinu ucesce. Takode, na zahtev lekara istrazivaca, ukoliko je bilo
utvrdeno da se nisu u potpunosti pridrzavali predlozenog protokola, ispitanici su mogli

biti iskljuceni iz daljeg istrazivanja.

Doktorska disertacija predstavlja deo istrazivanja koje se obavlja u okviru
projekta Ministarstva prosvete, nauke 1 tehnoloSkog razvoja Vlade Republike Srbije,
01175075, pod nazivom “Geneti¢ka kontrola i molekularni mehanizmi u malignim,

inflamatornim i razvojnim patologijama orofacijalne regije”.
2. KLINICKI DEO ISTRAZIVANJA

Klini¢ki deo istrazivanja obuhvatao je niz postupaka koji su imali za cilj
prikupljanje uzoraka za dalja laboratorijska istrazivanja, kao i prikupljanje podataka koji
su kori$¢eni prilikom statisticke obrade uzorka. U okviru ovog dela opisani su: proces
odabira pacijenata koji su bili ukljuceni u istraZivanje na osnovu unapred utvrdenih
kriterijuma, prikupljanje anamnestickih podataka, klinicki 1 radioloski pregled

pacijenata te prikupljanje uzoraka eksperimentalne i kontrolne grupe istrazivanja.
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2.1. UZORAK ISTRAZIVANJA I KRITERIJUMI ZA UKLJUCIVANJE I
ISKLJUCIVANJE ISPITANIKA

Istrazivanje koje je predmet ove doktorske disertacije obuhvatilo je ukupno 125
pacijenata Klinike za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
koji su bili podeljeni u dve grupe — ekperimentalnu i kontrolnu grupu istrazivanja. Svi
pacijenti ukljuceni u istrazivanje bili su zdrave osobe bez sistemskih oboljenja koje su
prema Kklasifikaciji Americkog udruzenja anesteziologa (engl. American Society of
Anesthesiologists (ASA)) svrstani u ASA 1 ili ASA I kategoriju 246,

Ekperimentalna grupa je obuhvatila 100 uzoraka tkiva hroni¢nih periapikalnih
lezija prikupljenih u toku hirur§ke intervencije od 100 pacijenata Klinike za oralnu
hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kod svih pacijenata je
odgovarajuc¢im klinickim i radioloskim metodama pregleda pre ukljucenja u istrazivanje
postavljena dijagnoza i indikacija za hirurSko lecenje hroni¢ne periapikalne lezije. Iz
istrazivanja su iskljuceni svi pacijenti sa dubinom parodontalnog dzepa preko 4 mm 1i/ili

vertikalnom frakturom korena zuba zahvacenog hroni¢nim periapikalnim procesom.

Kontrolna grupa je obuhvatila 25 uzoraka zdravog pulpnog tkiva prikupljenih od
25 pacijenata Klinike za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu kod kojih je bilo indikovano hirurSko vadenje impaktiranih umnjaka u gornjoj
I donjoj vilici. Svi umnjaci iz kojih je izvadeno pulpno tkivo bili su bez prisustva
karijesnih lezija, restaurativnih ispuna, fraktura u kruni¢nom 1i/ili korenskom delu zuba 1

sa kompletno zavrSenim rastom korena.

Imunokompromitovani pacijenti ili pacijenti koji su u toku 3 meseca pre
klini¢kog pregleda 1 hirurS§ke intervencije koristili antibiotsku, antivirusnu ili

imunosupresivnu terapiju su bili iskljuceni iz istrazivanja.
2.2. ANAMNEZA, KLINICKI I RADIOLOSKI PREGLED

Anamnesticki podaci pacijenata ukljucenih u istrazivanje prikupljani su pomocu
istrazivackog kartona (Prilog 1 1 2). Za sve pacijente najpre su registrovani opsti podaci
o polu i starosti. Nadalje, prikupljeni su anamnesticki podaci o glavnim tegobama
pacijenta, odnosno razlozima javljanja lekaru i dosadasnjem toku bolesti. Posebno su

registrovani podaci o eventualnim epizodama akutne infekcije (da li ih je bilo i koliko
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¢esto) i do tada sprovodenom lecenju (antibiotska terapija, vadenje zuba, incizije i druge
mere hirurS§kog le¢enja). U okviru licne anamneze registrovani su podaci o opStem
zdravstvenom stanju, upotrebi lekova i registrovanim alergijskim reakcijama na razlicite

alergene.

Klinicki pregled pacijenata izvoden je neposredno pre planirane hirurSke
intervencije u okviru kog su registrovani podaci o Klinickoj slici i lokalizaciji
periapikalne lezije *. Registrovano je prisustvo spontanog bola u predelu periapikalne
lezije 48 sati pre i u trenutku izvodenja klinickog pregleda. Zatim su registrovani:
palpatorna osetljivost zahvacenog predela, perkutorna osetljivost zuba koji su u
kontaktu sa lezijom, prisustvo crvenila, otoka, fistule na sluzokozi i/ili kozi te
deformacije alveolarnog nastavka. Na osnovu anamneze i klini¢kog pregleda hroni¢ne
periapikalne lezije u okviru eksperimentalne grupe su podeljene na simptomatske i
asimptomatske. Simptomatske periapikalne lezije okarakterisane su prisustvom
spontanog bola, bolne osetljivosti na perkusiju i palpaciju 1 pojave bola pri zagrizaju. S
druge strane, lezije koje nisu imale prethodno navedene karakteristike, a kod kojih je
radioloski nalaz ukazivao na rasvetljenje u predelu vrha korena zahvacenog zuba,

registrovane su kao asimptomatske periapikalne lezije % 7°.

Analizom standardnih retroalveolarnih snimaka i ortopantomograma odredivan
je polozaj, veli¢ina, ograniCenost 1 odnos periapikalne lezije prema okolnim
strukturama. Veli¢ina lezije odredivana je merenjem najveceg meziodistalnog 1
kraniokaudalnog dijametra na ortopantomogramu, nakon ¢ega je bila izracunata srednja
vrednost ovih dimenzija. Na osnovu dobijenih vrednosti sve periapikalne lezije bile su

podeljenje na velike, Ciji je dijametar bio preko 5x7mm 1 male, sa dijametrom manjim

od 5x7mm 175,

Na osnovu patohistoloskih karakteristika uzorci tkiva ekperimentalne grupe bili
su svrstani u dve podgrupe: periapikalni granulom ili radikularna cista. Podaci o
patohistoloskoj dijagnozi lezija dobijani su iz istorije bolesti pacijenata. Patohistoloska
analiza obavljana je u Laboratoriji za patohistoloska ispitivanja StomatoloSkog fakulteta

Univerziteta u Beogradu primenom standardnih metoda analize uzoraka tkiva.
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2.3. PRIKUPLJANJE UZORKA

Uzorci tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija prikupljani su u toku hirurske
intervencije. Resekcija vrha korena i uklanjanje tkiva hroni¢ne periapikalne lezije
sprovodeno je uz posStovanje asepticnih uslova rada. Nakon primene odgovarajuce
tehnike anestezije i pripreme operativnog polja, sluzokoza i zubi u predelu intervencije
dodatno su prebrisavani rastvorom povidon-jodida. Zatim je izvodenjem planiranog reza
1 odizanjem mukoperiostalnog reznja eksponiran odgovaraju¢i deo vili¢ne kosti.
Uklanjanjem Kkosti rotiraju¢im instrumentima pristupalo se hroni¢noj periapikalnoj
leziji. Potom je, u skladu sa planiranom intervencijom, uklanjano u celosti tkivo
hroni¢ne periapikalne lezije. Tokom Ccitavog opisanog postupka vodeno je racuna o
tome da se svede na najmanju moguéu meru eventualna kontaminacija operativne regije
pljuvackom. Nakon uklanjanja tkivo je podeljeno na tri jednaka dela. Prvi deo tkiva
Cuvan je u sterilnoj plasti¢noj tubici u fizioloSkom rastvoru na -70°C i kori$¢en je za
izolaciju DNK. Drugi deo tkiva, ¢uvan u istim uslovima, kori§¢en je za odredivanje
koncentracije proinflamatornih citokina. Tre¢i deo tkiva je potapan u 10% formalin i

upucivan na histopatolosku analizu.

Uzorci kontrolnog pulpnog tkiva prikupljani su nakon vadenja impaktiranih
umnjaka. Nakon primene odgovarajuce tehnike anestezije i pripreme operativnog polja,
sluzokoza 1 zubi u predelu intervencije dodatno su prebrisavani rastvorom povidon-
jodida. Po izvodenju planiranog reza i odizanja mukoperiostalnog reZnja eksponiran je
odgovarajuci deo vilicne kosti. Uklanjanjem kosti rotiraju¢im instrumentima pristupalo
se impaktiranom umnjaku koji je vaden upotrebom odgovarajuceg instrumentarijuma.
Upotrebom rotiraju¢ih instrumenata uklonjen je kruni¢ni deo gledi u cilju pristupanja
pulpnom tkivu. Pulpno tkivo je ekstirpirano pomocu sterilnih endodontskih
instrumenata odgovarajuce veli¢ine. Uzorci pulpnog tkiva Cuvani su u sterilnom

fizioloskom rastvoru na -70°C do izvodenja planiranih laboratorijskih analiza.
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3. LABORATORIJSKI DEO ISTRAZIVANJA

U okviru laboratorijskog dela istrazivanja najpre je izvrSena izolacija DNK iz
uzoraka tkiva eksperimentalne i kontrolne grupe. Potom je izvrSeno niz laboratorijskih
ispitivanja koja su imala za cilj odredivanje prisustva, vrste genotipova i broja genskih
kopija HCMV i EBV u ispitivanom uzorku.Takode, ova ispitivanja imala su za cilj da se

utvrdi i koncentracija proinflamatornih citokina (TNF-a, IL-1p i IL-6) u uzorcima tkiva.
3.1. IZOLACIJA DNK 1Z UZORAKA TKIVA

Svi smrznuti uzroci tkiva eksperimentalne i kontrolne grupe odmrzavani su na
sobnoj temperaturi neposredno pre izvodenja planiranih analiza. Tkiva iz kojih je
planirana izolacija DNK homogenizovana su masinskim homogenizatorom (UP50H;
Hielscher, Teltow, Nemacka). Dobijeni homogenizat tkiva potom je centrifugiran na
5000 obrtaja u trajanju od 10 minuta, nakon ¢ega je supernatant odbacivan, a dobijeni
talog koris¢en u procesu izolacije DNK. Izolacija DNK vrSena je pomocu
komercijalnog izolacionog kompleta KAPA Express Extract Kit® (Kapa Biosystems,
Inc. Wilmington, MA, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Dobijenom talogu tkiva za
izolaciju DNK, a u svrhu dobijanja finalne zapremine od 50 pl, dodavane su sledece

komponete:
- 2 ul enzima (KAPA Express Extract Enzyme (1 U/uL))
- 5 ul pufera (10X KAPA Express Extract Buffer)

- 43 ul dejonizovane vode (Ambion® Nuclease-Free Water, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD)

Reakciona smeSa je potom inkubirana u PCR aparatu po slede¢em rezimu: 10
minuta na 75 °C (aktivacija enzima), a zatim jo§ 5 minuta na 95 °C (deaktivacija
proteaze iz kita). Nakon inkubacije sledilo je vorteksovanje reakcione smeSe u trajanju
do 5 sekundi i centrifugiranje na 13000 obrtaja u trajanju od 1 minut. Sterilnim
plasticnim pipetorima izdvajan je supernatant sa izdvojenom DNK u sterilne plasti¢ne

tubice i ¢uvan na -20 °C do daljih analiza.
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3.2. ODREDIVANJE PRISUSTVA 1 GENOTIPOVA HERPES VIRUSA U
ISPITIVANIM UZORCIMA

Prisustvo EBV 1 HCMV odredivano je upotrebom ,,umetnute* metode lanCane
reakcije polimeraze (engl. nested Polymerase Chain Reaction (PCR)). PCR
podrazumeva amplifikaciju unapred odredene sekvence DNK u in vitro uslovima.
Uzimajuéi u obzir da PCR metoda predstavlja imitaciju procesa replikacije DNK, ona je
bazirana na dejstvu termostabilne DNK polimeraze (najceS¢e Taq polimeraze) koja
ucestvuje u sintezi novog komplementarnog lanca DNK. Sinteza komplementarnog
DNK lanca omogucena je i primenom specifi¢nih prajmera, koji zapravo predstavljaju
dva oligonukleotida koji odgovaraju krajevima sekvence koju je potrebno amplifikovati.
Na taj nacin data sekvenca se umnozava viSe miliona puta. Reakcija se odigrava kroz
vise ciklusa, na precizno definisanoj temperaturi, pri ¢emu se svaki ciklus sastoji iz tri

oshovna koraka:

- termicke denaturacije DNK, ¢ime se razdvajaju komplementarni lanci DNK i

omogucava vezivanje prajmera. Ovo se postize inkubacijom reakcione smese na 95°C;

- hibridizacije prajmera sa matricom, koja se izvodi na temperaturi od 42°C do 65°C, u

zavisnosti od duzine i sekvence prajmera;

- elongacije (ekstenzije) prajmera, §to podrazumeva ugradnju slobodnih nukleotida na

njihovim 3' krajevima, pod dejstvom Taq polimeraze, na temperaturi od 72°C.

Ovaj niz reakcija ponavlja se kroz 25 do 40 ciklusa, ¢ime se broj sintetisanih
fragmenata DNK eksponencijalno umnozava, buduéi da svaki novosintetisani fragment

sluzi kao matrica za nastavak reakcije.

Nested PCR, kao jedna od modifikacija osnovnog PCR metoda, predstavlja
senzitivniji 1 specifi¢niji metod. Proces amplifikacije DNK odvija se u dva koraka uz
upotrebu dva para prajmera. Najpre se upotrebom spoljasnjeg para prajmera umnozava
,51r1“ deo ciljane nukleotidne sekvence. U drugom koraku kao osnova za detekciju
upotrebljava se dobijeni amplifikat iz prvog koraka 1 upotrebljavaju se jos specificniji
set unutra$njih prajmera koji amplifikuju ,,uzi* deo ciljane nukleotidne sekvence. Na taj

nacin dobija se mnogo veci prinos u odnosu na standarni PCR metod, ¢ime je povecana
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senzitivnost, dok upotreba dvostrukog seta prajmera povecava specificnost same

reakcije.

Za potrebe ovog istrazivanja, reakcionu smes$u ukupne zapremine od po 25 pl u oba

kruga nested PCR, ¢inili su slede¢i reagensi:

- Pufer - 1 X KAPA Taq buffer A with 1.5 mmol/L MgCl, (Kapa Biosystems, Inc.
Wilmington, MA, SAD),

- Joni Mg?* - 1.5 mmol/L MgCl, (Kapa Biosystems, Inc. Wilmington, MA, SAD),

- Nukleotidi - 0.4 mmol/L deoxynucleosides triphosphates (ANTP Set; Qiagen, Venlo,
Holandija),

- Prajmeri - 400 nmol/L forward, reverse (Metabion GmbH, Nemacka),

- Dejonizovana voda — dd H>O (Ambion® Nuclease-Free Water, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD),

- Taq polimeraza—1 U Taq DNA polymerase (KAPA Taq DNK Polymerase, Kapa
Biosystems, Inc. Wilmington, MA, SAD).

Koncentracije upotrebljenih reagenasa za oba kruga nested PCR prikazane su u tabeli
3.1.

Tabela 3.1. Reakciona sme$a nested PCR analize

Koncentracija izrazena u pl

Reagensi | krug nested PCR Il krug nested PCR
M0 11 13.5
Pufer 2.5 2>
MgCl; 1.5 !
Nukleotidi ! !
Prajmer Forward 2 2
Prajmer Reverse 2 2
Taq polimeraza 0.2 0.2
Uzorak DNK 5 3
Ukupno 25 25
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Za detekciju HCVM pomocu nested PCR metode kori$¢ena su dva seta prajmera

(spoljasnji 1 unutrasnji) koji su kodirali sekvencu gena za glikoprotein B (gB). Za

detekciju EBV u prvom krugu nested PCR koris¢en je zajednicki set spoljasnjih

prajmera koji su kodirali sekvencu gena za EBV nuklearni antigen 2 (EBNA-2). U

drugom krugu nested PCR za EBV upotrebljena su dva razliita seta unutra$njih

prajmera, gde se na osnovu alelnog polimorfizma gena za EBNA-2 u krajnjem produktu

identifikovalo prisustvo jednog od dva poznata genotipa EBV (EBV 1 ili 2). Na taj

nacin, pored detekcije, izvrSena je i genotipizacija EBV u ispitivanom uzorku. Sekvence

1 veli¢ine baznih produkata prajmera upotrebljenih u istrazivanju prikazane su u tabeli

3.2.

Tabeli 3.2. Sekvence prajmera upotrebljenih za nested PCR analizu

Veli¢ina

Ciljni molekul Sekvenca prajmera
J prel amplifikata (bp)

HCMV (gB)
Spoljasnji Fw 5’-CAGTTGACCGTACTGCAC-3’ 489
Spoljasnji Rv 5’-GGTATCAAGCAAAAATCT-3’
Unutrasnji Fw 5’-GAAACGCGCGGCAATCGG-3’ 301
Unutrasnji Rv 5’-TGGAACTCGAACGTTTGG-3’
EBV (EBNA-2)
Spoljasnji Fw 5°-AGGGATGCCTGGACACAAGA-3’ 596
Spoljasnji Rv 5’-TGGTGCTGCTGGTGGTGGCAA-3’
EBV-1
Unutra$nii Fw 5’-TCTTGATAGGGATCCGCTAGGATA-3’ 497
Unutra$nji Rv 5’-ACCGTGGTTCTGGACTATCTGGATC-3’
EBV-2
Unutrasnii Fw 5’-CATGGTAGCCTTAGGACATA-3’ 165

Unutrasnji Rv

5’-AGACTTAGTTGATGCTGCCCTAG-3’
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U cilju potvrde specificnosti upotrebljenih prajmera izvrSeno je dodatno
sekvenciranje DNK nasumi¢no odabranih produkata drugog kruga nested PCR za oba
ispitivana virusa. Nacin sekvenciranja bazirao se na metodi zavrSetka lanca sa

fluorescentno obeleZenim didezoksiribonukleotidima 2%,

Postupak je obuhvatao
precis¢avanje PCR produkta pomocu komercijalnog kita QIAGEN MinElute

Purification Kit (QIAGEN GmBH, Hilden, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca.

Nakon ovoga sledila je reakcija ciklicnog sekvenciranja koja je radena za svaki
DNK lanac pojedina¢no. Reakcione smese sastavljene su od komponenti komercijalnog
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing seta (Applied Biosystems, Foster City,
SAD)-mix i pufer, po jedan unutrasnji prajmer (0,25 puM), 2 ul precis¢enog PCR
produkta i vodu (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) do ukupne zapremine od 10 pl. Sve
reakcije ciklicnog sekvenciranja vrSene su u Master Cycler Gradient PCR uredaju
(Eppendorf, Hamburg, Nemacka) prema slede¢em protokolu: inicijalna denaturacija na

96°C tokom 1 minuta, 40 ciklusa: 96°C — 10 sek,50°C — 5 sek, 60°C — 4 min.

Nakon preciS¢avanja produkata cikliénog sekvenciranja sa izopropanolom
usledila je kapilarna elektroforeza koja se izvodila u ABI Prism 310 Genetic Analyser
system-u (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Za analizu sekvenci kori§¢en je
SequenceAnalysis 5.1 softver (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Dobijene
sekvence uporedivane su sa dokumentovanim sekvencama ispitivanih virusa u bazi

podataka GenBank pomoc¢u BLAST softvera (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Oba kruga nested PCR za ispitivane herpes viruse izvodena su kroz tri faze u
DNA Thermal Cycler (PeqStar, PeqLab, Erlangen, Germany) uredaju. Uslovi PCR
reakcije za oba ispitivana herpes virusa prikazani su u tabeli 3.3. Pozitivna i negativna
kontrola bile su uklju¢ene u svaku PCR reakciju. Uzorci izolovane DNK pacijenta sa
potvrdenom dijagnozom HCMV 1 EBV infekcije posluZili su kao pozitivna kontrola. S
druge strane, dejonizovana voda (Ambion® Nuclease-Free Water, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) koja je dodavana u reakcionu smeSu umesto izolovane

DNK ispitivanog uzorka predstavljala je negativnu kontrolu PCR reakcije.

Provera dobijenih  PCR produkata izvrSena je elektroforezom na 8%
poliakrilamidnom (PAA) gelu (20 V/cm u Tris borat EDTA puferu). Elektroforeza

nukleinskih kiselina je metoda kojom se odreduje veli¢ina njihovih fragmenata 1 koja je
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bazirana na razlikama u pokretljivosti markomolekula kada se nadu u kolu jednosmerne
struje. Razlike u pokretljivosti zavise od molekularne mase (manji molekuli brze
putuju), prostorne konformacije molekula (linearni molekuli putuju sporije od spiralnih)
I najbitnije od vrste naelektrisanja (nukleinske kiseline su negativno naelektrisane zbog

prisustva fosfatnih grupa pa putuju od katode ka anodi).

Tabela 3.3. Uslovi nested PCR reakcije

Nested Pocetna Denaturacija  Hibridizacija Elongacija  Finalna Broj

PCR denaturacija elongacija ciklusa

HCMV
95°C 95°C 52°C 72°C 72°C
| krug X 35
5m 30s 30s 1m 5m
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
Il krug X 35
5m 30s 30s Im 5m
EBV
95°C 95°C 52°C 72°C 72°C
| krug x 30
3m 30s 45s 1m 5m
EBV-1/EBV-2
95°C 95°C 57°C 72°C 72°C
Il krug x 40
3 30s 30s 90 s 7m

U naSem istraZivanju koriS¢ena je vertikalna elektroforeza u kontinuiranom
sistemu (Apollo instrumentation, Brussels, Belgija) sa 1X Tris-Borat EDTA (5XTBE)
puferom. Za proveru duzine fragmenata koriS¢en je marker (Thermo Scientific
GeneRuler 100 bp DNA Ladder®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) koji

predstavlja fragmente DNK poznatih duzina.

Po zavrsetku elektroforeze gelovi su bojeni 1% etidijum—bromidom (Ethidium
Bromide Solution 1%®, AppliChem GmbH, Heidelberg, Nemacka), koji ima

sposobnost umetanja izmedu lanaca DNK molekula i fluoresciranja pod UV svetlom.
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Amplifikovani fragmenti vizuelizovani su pomocu ultraljubicastog transiluminatora
(Benchtop UV Transilluminators, UVP, LLC, Upland, CA, SAD), na talasnoj duzini od
300 nm. Velicina ciljne sekvence procenjivana je poredenjem polozaja ispitivanih PCR
produkata sa polozajem DNK fragmenata poznatih duzina u gelu. Pozitivnhim nalazima
smatralo se prisustvo produkata HCMV i EBV odgovarajuce veli¢ine prikazanih u
tabeli 3.2.

Prisustvo genotipova HCMV odredivano je pomoc¢u analize duzine restrikcionih
fragmenata (engl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)). Ova metoda je
zasnovana na sposobnosti restrikcionog enzima (endonukleaze) da izvrSi presecanje
PCR produkta na karakteristicnoj poziciji, specificnoj za dati enzim. Kao rezultat,

dobijaju se dva ili viSe fragmenata koji se potom vizualizuju na PAA gelu.

U nasem slucaju, restrikcija PCR produkta drugog kruga nested PCR za HCMV
vr$ena je restrikcionim enzimom Rsa I (Fast digest Rsa I, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD). Restrikciona smesa, ukupne zapremine 20 pl, sadrzavala je 7 pl
vode, 2 pl pufera, 1 pl enzima Rsa I'1 10 pl PCR produkta. Ovako pripremljena smesa
inkubirana je na 37°C tokom 10 minuta. Nakon zavrSene inkubacije 15 pl produkta
restrikcione digestije podvrgnuto je separaciji elektroforezom uz marker (Thermo
Scientific GeneRuler 50 bp DNA Ladder®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
SAD) kao $to je prethodno opisano (8% PAA gel, 20 V/cm u Trisborat EDTA puferu).
Nakon elektroforeze, vrSeno je bojenje gela u etidijum bromidu. Amplifikovani
fragmenti vizuelizovani su pomocu ultraljubiCastog transiluminatora, na talasnoj duZzini

od 300 nm. Pozitivnim nalazima, smatralo se prisustvo slede¢ih produkata:
- 239 bp i 66 bp za genotip | gB HCMV gena,

- 239 bp i 63 bp za genotip 11 gB HCMV gena,

- 195 bp, 63 bp i 41 bp za genotip 11l gB HCMV gena,

- 195 bp, 66 bp i 44 bp za genotip IV gB HCMV gena.
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3.3. ODREDIVANJE BROJA GENSKIH KOPIJA HERPES VIRUSA

Odredivanje apsolutnog broja genskih kopija EBV 1 HCMV vrSeno je
upotrebom modifikovane PCR metode koja u ,,realnom vremenu* (engl. real-time PCR)
omogucava pracenje amplifikacije nakon svakog ciklusa PCR. Kvantifikacija herpes
virusa odredivana je u uzorcima koji su bili pozitivni nakon primene nested PCR

metode.

Najcesce koris¢eni metod real-time PCR-a je Tagman metod u kome se Koristi
specifi¢na proba koja hibridizuje za ciljnu nukleinsku kiselinu. U nasem slucaju real-
time PCR zasnovan je na koriS¢enju fluorescentnim bojama obeleZenih proba, tzv.
FRET (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer) probe. Navedene probe su
duzine od 20 do 30 nukleotida i poseduju sekvencu koja je komplementarna sekvenci
fragmenta DNK koji se umnozava PCR reakcijom. Proba je na 5° kraju obelezena tzv.
,reporter fluorescentnom bojom (odasiljac), a na 3" kraju je obeleZena tzv. ,,quencher
fluorescentnom bojom (prigusSivac). Kada proba nije vezana za ciljnu nukleinsku
kiseline ne dolazi do emisije fluorescencije. Na odgovaraju¢oj temperaturi, proba
hibridizuje sa specifiénom sekvencom ciljne DNK, a zatim biva iseCena dejstvom Taq
polimeraze koja u toku umnozavanja ciljne DNK ugraduje nove nukleotide u 5°—3’
pravcu pocevsi od prajmera pa do regiona za koji se vezala proba. Secenjem probe
sintetiSe se novi DNK lanac tako da se umnozavanje ciljne DNK nesmetano nastavlja,
ali se time ,reporter boja udaljava od ,kvencer boje i poCinje da emituje jacu
fluorescenciju koja se meri. Intenzitet fluorescencije je direktno proporcionalan koli¢ini

utrodene probe odnosno koli¢ini umnoZene ciljne sekvence DNK 38,

Sekvence proba koriS¢enih u nasem istrazivanju za kvantifikaciju herpes virusa
bile su sledec¢e: 5'-FAM TCC TGC AGC TAT TTC TGG TCG CAT CA TAMRA-3' za
EBV i 5-FAM CTC TAT CTG ACA TAC ACA AGT AAA TCC ACG TCC CA
TAMRA-3' za HCMV. U slucaju kvantifikacije EBV koris¢en je set prajmera kojima je
amplifikovana sekvenca Bam Hi-W region EBV gena, dok je za HCMV koriscen set
prajmera kojima je amplifikovana sekvenca IE (engl. immediate-early) HCMV gena.
Sekvence seta prajmera koris¢enih za kvantifikaciju EBV bile su sledece: 5'-ACG TAA
GCC AGA CAG CAG CC-3"i5-TTT GTG TGG ACT CCT GGC G-3'. S druge strane,
za kvantifikaciju HCMV koriséeni su prajmeri 5'-CGC TCA CAT GCA AGA GTT
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AAT CTT C-3'1 5-AAC TCG GTA AGT CTG TTG ACA TGT ATG-3". Specificnost

kori$¢enih prajmera potvrdena je u prethodnim istrazivanjima ’°.

Amplifikacija, analiza rezultata i njihova vizuelizacija izvrSena je pomocu SDS
programa verzija 1.4 na ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Waltham, MA, SAD) uredaju. Reakciona smesa ukupne zapremine od 25
pl za oba ispitivana virusa bila je sastavljena od 12.5 pl real time PCR Master Mix-a
(Probe Fast qPCR Kit Master Mix (2x) universal, Kapa Biosystems, Wilmington, MA,
SAD), 0.4 pl Low Rox-a, po 2 pl (10 umol) svakog prajmera, 1 pl (100 pmol) TagMan
probe, 2.1 pul vode (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) i 5 pl izolovane DNK ispitivanog

uzorka.

Temperaturni profil real-time PCR obuhvatao je inicijalni korak aktivacije DNK
polimeraze na 95°C u trajanju od 10 minuta nakon &ega je sledilo 40 ciklusa
sastavljenih od prvog koraka na temperaturi od 95°C u trajanju od 15 sekundi i drugog
koraka na temperaturi od 60°C u trajanju od 1 minuta. U procesu kvantifikacije herpes
virusa upotrebljivana su serijska razblazenja komercijalnih standarda (quanty EBV
(BamHI-W region), quanty CMV (IEA region), Clonit S.r.l., Milano, Italija) u rasponu
od 10° do 10° kopija virusa po ml. Dobijeni broj kopija virusa mnozen je sa 125 da bi se

dobijena vrednost prilagodila stepenu razblazenja uzorka.
3.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROINFLAMATORNIH CITOKINA

Koncentracije proinflamatornih citokina odredivane su pomocu enzimskog
imunotesta — ELISA (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay). U osnovi ELISA
tehnike postoje dve reakcije: imunoloska i hemijska. Imunolosku reakciju, koja se ne
vizuelizuje, predstavlja reakcija antigena i antitela. Reakcija enzima i supstrata
predstavlja hemijsku reakciju, pri ¢emu se dobijeni produkt razgradnje oboji 1 reakciju
nacini vidljivom. U naSem istrazivanju odredivane su koncentracije TNF-a, IL-1f i IL-6

u celokupnom uzorku tkiva primenom komercijalnih ELISA setova:
- Human TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience Inc.,San Diego, SAD),
- Human IL-1 beta ELISA ReadySET-Go!® (eBioscience Inc.,San Diego, SAD),

- Human IL-6 ELISA Ready-SETGo!® (eBioscience Inc.,San Diego, SAD).
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Sva tri ELISA seta zasnovana su na tzv. indirektnoj ,,sandwich* ELISA metodi
pomocu koje se odreduje prisustvo i koncentracija antigena u uzorku, pri ¢emu antitelo
za detekciju nije obelezeno enzimom, nego se upotrebljava dodatno anti-1g antitelo koje

je obelezeno enzimom. Dodatne karakteritike ELISA setova prikazane su u Tabeli 3.4.

Delovi uzoraka tkiva koji su predvideni za odredivanje koncentracije
proinflamatornih citokina bili su odmrznuti i potom tretirani u trajanju od 10 minuta sa
1 ml rastvora PBS koji je u sebi sadrzavao 0.1 % nejonski deterdzent Igepal CA-630
(Sigma Aldrich, St.Louise, MO, SAD) 1%, Nakon navedenog koraka, sva tkiva su bila
homogenizovana masinskim homogenizatorom (UP50H; Hielscher, Teltow, Nemacka).
Dobijeni homogenizat tkiva potom je centrifugiran na 5000 obrtaja u trajanju od 10
minuta, nakon ¢ega je supernatant odvajan u sterilne plasti¢ne tubice i ¢uvan na - 20° C

do pocetka analize.

Procedura je uradena prema uputstvu proizvodaca i obuhvatala je niz faza koje

su bile iste za sva tri ispitivana citokina:

- oblaganje bunarci¢a u ploCama sa specificnim antitelima (inkubacija preko no¢i na
+4°C) i ispiranje

- dodavanje uzoraka i standarda u bunarci¢e (inkubacija 2h na sobnoj temperaturi) i
ispiranje

- dodavanje detekcionih antitela obelezenih biotin-avidin HRP enzimskim sistemom

(inkubacija 1h na sobnoj temperaturi) i ispiranje da bi se otklonila nevezana antitela

- dodavanje supstrata (tetrametilbenzidin), inkubacija od 30 minuta na sobnoj

temperaturi i ispiranje
- dodavanje stop rastvora (2N H2S0s) koji zaustavlja dalju enzimsku aktivnost
- o¢itavanje apsorbance na 450nm

Intenzitet dobijene boje je direktno proporcionalan koli¢ini vezanih medijatora u
ispitivanom materijalu. Evaluacija intenziteta boje je izvrSena pomocu spektrofotometra
Reader 270 (bioMérieux, Genéve, Svajcarska) na talasnoj duzini od 450 nm. Potom je
izmerena opticka gustina, odnosno absorbanca, kori$¢ena za odredivanje koncentracije

ispitivanih proinflamatornih citokina primenom kalibracione krive. Koncentracija
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ispitivanih citokina je izrazavana u pg/ml a na osnovu vrednosti koeficijenta
determinacije  R? linearne regresije. Jednadine za izraGunavanje koncentracije
proinflamatornih citokina i vrednosti R? za svaku od jedna¢ina dobijene su u Microsoft

EXCEL programu i prikazane su tabeli 3.4.

Tabela 3.4. Karakteristike upotrebljenih ELISA setova

Ispitivan ~ Minimalna vrednost Opseg Jednacina za izraGunavanje ~ Vrednost
citokin detekcije (pg/ml)  standardne krive koncentracije R?
(pg/ml)
TNF-a 4 4-500 y=170.81xAB-0.1572 0.9991
IL-1B 4 4-500 y=64.986xAB-6.7935 0.9991
IL-6 2 2-200 y = 65.875xAB -10.758 0.9902

AB — vrednosti izmerene apsorbance
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4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiCka analiza prikupljenih podataka izvrSena je u statistickom softverskom
paketu IBM SPSS Statistics for Windows Software (Version 20.0; IBM Corp, Armonk,
NY, SAD).

Kao metode deskriptivne statistike koriS¢ene su mere centralne tendencije i mere
disperzije, za numericka obeleZja posmatranja, a apsolutni i relativni brojevi za

atributivna obeleZja posmatranja.

Hi-kvadrat (y?, Chi-square Test) i Fiderov test egzaktne verovatonoée (Fisher’s
exact Test) koriS¢eni su za poredenje ucestalosti pojavljivanja analiziranih atributivnih

obelezja posmatranja izmedu analiziranih grupa.

Izbor testa za analizu numerickih obelezja posmatranja zavisio je od prirode
raspodele podataka. U cilju odredivanja normalnosti raspodele koris¢en je Kolmogorov-
Smirnov test (Kolmoglorov-Smirnov Test). U slucaju normalne raspodele koriséen je
Studentov T test (Student’s t-Test), i jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa
Bonferonijevom korekcijom (Bonferroni correction) za analizu razlika izmedu grupa.
Kod raspodele razli¢ite od normalne koris¢en je Kraskal-Volisov test (Kruskal-Wallis
Test), a za medugrupnu analizu Man Vitnijev U test (Mann Whitney U Test). Korelacija
izmedu merenih parametara odredivana je pomocu Spirmanovog koeficijenta korelacije

(Spearman’s rank correlation coefficient). StatistiCka znacajnost definisana je za

p<0.05.
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V REZULTATI
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1. OPSTE KARAKTERISTIKE UZORKA

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 125 pacijenata podeljenith u dve grupe
istrazivanja — ekperimentalnu i kontrolnu grupu. Stotinu pacijenata kod kojih je bila
indikovana hirurS§ka intervencija resekcije vrha korena zuba zahvaéenog hroni¢nom
periapikalnom lezijom c¢inili su ekperimentalnu grupu istrazivanja. Kontrolnu grupu

¢inilo je 25 pacijenata kod kojih je bilo indikovano hirurS8ko vadenje impaktiranih

Ekperimentalnu grupu ¢inilo je 47 osoba muskog pola i 53 osobe zenskog pola
(grafikon 5.1). U kontrolnoj grupi bilo je 16 osoba muskog pola i 9 osoba Zenskog pola
(grafikon 5.2). Nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu na pol izmedu

ispitivanih grupa istrazivanja (y? test, P=0.179).

Eksperimentalna grupa istraZivanja

m Mugki pol = Zenski pol

Grafikon 5.1. Distribucija pacijenata u eksperimentalnoj grupi po polu.
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Kontrolna grupa istraZivanja

= Mugki pol = Zenski pol

Grafikon 5.2. Distribucija pacijenata u kontrolnoj grupi po polu.

Distribucija pacijenata ispitivanih grupa u odnosu na godine zivota prikazana je
u tabeli 5.1. Analiza srednjih vrednosti godina Zivota pokazuje da su pacijenti sa
periapikalnim lezijama znacajno stariji od pacijenata sa impaktiranim umnjacima.
(Mann-Whitney U-test, P=0.001).

Tabela 5.1. Distribucija pacijenata iz eksperimentalne i kontrolne grupe u odnosu na

godine Zivota.

Godine Zivota

(srednja vrednost + SD)

Pol Eksperimentalna grupa Kontrolna grupa
Muski 39.8+15.3 24.1+3.1
Zenski 41.3+13.9 17.3+1.6
Ukupno 40.6+£14.5% 21.6x4.2

2 P=0.001 (Mann-Whitney U-test); SD, standardna devijacija.
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Eksperimentalna grupa je na osnovu ispitivanih karakteristika periapikalnih lezija
podeljena u nekoliko podgrupa. Na osnovu prisustva znakova i simptoma oboljenja sve
periapikalne lezije su podeljene na simptomatske i asimptomatske lezije. U ispitivanom
uzorku 34 periapikalne lezije bile su svrstane u podgrupu simptomatskih lezija, dok je

66 lezija bilo svrstano u podgrupu asimptomatskih periapikalnih lezija.

U odnosu na radioloski procenjenu veli¢inu sve periapikalne lezije su podeljene
na velike (>5x7 mm) i male (< 5x7 mm) lezije. U ispitivanom uzorku 69 lezija je bilo
svrstano u velike, dok je 31 lezija bila svrstana u male periapikalne lezije. Na kraju, na
osnovu patohistoloskih karakteristika sve periapikalne lezije su podeljene na
periapikalne granulome i radikularne ciste. U ispitivanom uzorku 57 lezija je bilo
okarakterisano kao periapikalni granulom, dok su 43 lezije svrstane u podgrupu
radikularnih cista. Demografske karakteristike pacijenata svrstanih u navedene

podgrupe istrazivanja prikazane su u tabelama 5.2. 1 5.3.

Tabela 5.2. Distribucija pacijenata ispitivanih podgrupa u odnosu na godine Zivota.

Godine Zivota

Ispitivane podgrupe P vrednost?
piivane pocgrp (srednja vrednost + SD) Y

Simptomatska (n=34) 41.8+16.0

0.833
Asimptomatska (n=66) 40.0£13.8
Velika (>5x7 mm) (n=69) 40.3x15.4

0.387
Mala (< 5x7 mm) (n=31) 41.3+12.4
Periapikalni granulom (n=57) 39.4+13.5

1.000
Radikularna cista (n=43) 42.2+15.8

& Mann-Whitney U-test; SD, standardna devijacija; n, broj uzoraka.
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Tabela 5.3. Distribucija pacijenata ispitivanih podgrupa u odnosu na pol.

Pol
Ispitivane podgrupe P vrednost?
P pocgrip (muski/zenski)

Simptomatska (n=34) 17/17

0.697
Asimptomatska (n=66) 30/36
Velika (>5x7 mm) (n=69) 38/31

0.180
Mala (< 5x7 mm) (n=31) 9/22
Periapikalni granulom (n=57) 25/32

0.545
Radikularna cista (n=43) 22/21

a2~ test; n, broj uzoraka.

2. REZULTATI SEKVENCIRANJA HCMV | EBV POZITIVNIH UZORAKA

U cilju potvrde specifi¢nosti upotrebljenih prajmera u nested PCR metodi za
dokazivanje HCMV i EBV, primenom metode direktnog sekvenciranja metodom po
Sanger-u, izvrSeno je odredivanje redosleda nukleotida DNK nasumicno odabranih
produkata drugog kruga nested PCR i to za 2 pozitivnha HCMV uzorka (broj 66 i 84) i
jednog EBV pozitivnog uzorka (broj 46). Rezultati sekvenciranja dobijeni su u vidu
elektroferograma (Slika 5.1 1 5.2).
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Svaka dobijena sekvenca u 5’ pravcu, kao i reverzno komplementarna sekvenca u 3’

pravcu za svaki od ispitivanih uzoraka, medusobno su uporedene i odredena je

konsenzus sekvenca koris¢enjem SeqScape V2.1 programskog paketa (Applied

Biosystems, Foster City, SAD). Dobijene konsenzus nukleotidne sekvence 2 HCMV

izolata i jednog EBV izolata su prikazane u tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Nukleotidne sekvence dobijenih izolata

ID

HCMV

Br. 66

GAAACGCGCGGCAATCGGTTTGTTGTAAATGGCCGAGAGAATGGCTG
ACGGGTTGATCTTGCTGAGTTCCTTGAAGACCTCTAGGGTGCGCCGTT
GATCCACACACCAGGCTTCTGCGATTTGCGCCAGCGCCCGGTTGATG
TAACCGCGCAACGTGTCATAAGTGAACTGCAGCTGGGCGTAGACCAG
ATTGTGCACCGATTCCATGCTGGACAAATGAGTTGTATTATTGTCACT
CGTACTTCTTCTGGTCCTATGAGTGATATTCAGACTGGATCGATTGGC
CAAACGTTCGAGTTCC

Br. 84

TGAAACGCGCGGCAATCGGTTTGTTGTAAATGGCCGAGAGAATGGCT
GACGGGTTGATCTTGCTGAGTTCCTTGAAGACCTCTAGGGTGCGCCG
TTGATCCACACACCAGGCTTCTGCGATTTGCGCCAGCGCCCGGTTGA
TGTAACCGCGCAACGTGTCATAAGTGAACTGCAGCTGGGCGTAGACC
AGATTGTGCACCGATTCCATGCTGGACAAATGAGTTGTATTATTGTC
ACTCGTACTTCTTCTGGTCCTATGAGTGATATTCAGACTGGATCGATT
GGCCAAACGTTCGAGTTCC

ID

EBV

Br. 46

CTAATTATATTGTAAGACAATCACGGGGTGACCGGGGCCTTATTTTGC
CACAAGGCCCACAAACAGCCCCTCAGGCCATGTTGGTACAGCCACAT
GTCCCCCCTCTACGCCCGACAGCACCCACCATTTTGTCACCTCTGTCAC
AACCGAGGCTTACCCCTCCACAACCACTCATGATGCCACCAAGGCCTA
CCCCTCCTACCCCTCTGCCACCTGCAACACTAACGGTGCCACCAAGGC
CTACCCGTCCTACCACTCTGCCACCCACACCACTACTCACGGTACTAC
AAAGGCCTACCGAACTTCAACCCACACCATCACCACCACGCATGCATC
TCCCTGTCTTGCATGTGCCAGACCAATCAATGCACCCTCTTACTCATCA
AAGCACCCCAAATGATCCAGATA

Upotrebom BLAST programa dobijene konsenzus sekvence su uporedene sa

sekvencama CMV i EBV referentnih sojeva i izolata, dostupnim u GenBank bazi

podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Dobijene nukelotidne sekvence dva

HCMV pozitivna uzorka potvrdila je specifi¢nost unutraS$njih prajmera za gB gen
HCMV genoma i pokazala 99% slicnosti sa genomom HCMV (HHVY) izolata
658 JKS_6 (Accession number FJ820977.1) (Slika 5.3).
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NCBI Blast Nucieotide Sequonce (301 lotters)
BLAST®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBV BLAST/ Hasin sule/ Formatting Results - UZBITYAZ014

Reemload

Blast regoq gascriotion

Nucleotide Sequence (301 lotters)

RID
Query ID

UZBSTYAZO14 (Expires on 07«23 22:48 pm)
Database Name nr

kllQuery_13659
vone

Description Non

Description Nucleotioe cellection (nt)

Molecule type nudeic acd Program HLASTN 2,2,32+
Query Length 301
Graphic Summary
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence
Color key for alignment scores
Querv :

60 120 180 240 300

-

Descripti

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

Human herpesvirus 5 isolate 658_JKS_6

envelope glycoprotein B (UL55) gene, 551 551 100% 3e-153 99% FJ820977.4

partial cds

Human herpesvirus 5 strain BE/4/2010, 1 1e-1

Goiplets Gorome 545 545 00% e-151 99% KP745728,1

Human herpesvirus 5 strain BE/40/2011,

complete genome 545 545 100% 1e-151 99% KP745722,1

Human herpesvirus 5 strain CZ/1/2013, 2

carelols gonoin 545 545 100% 1e-151 99% KP745691.1

Human herpesvirus 5 strain PAV16,

Eaimblols geria 545 545 100% 1e-151 99% KJ8725391

Human herpesvirus 5 strain HAN22, 545 545 100% 1e-151 90% JX512206.4

complete genome

Slika 5.3. Analiza konsenzus sekvence HCMV izolata primenom BLAST programa



Dobijena nukleotidna sekvenca EBV pozitivnog uzorka potvrdila je
specificnost unutrasnjih prajmera za EBNA2 gen EBV genoma i pokazala 100%
sli¢nosti sa genomom EBV (HHV4) izolata LC2 (Accession number KT823507.1)
(Slika 5.4).

W% NCBIBIst Nudeshoe Sequence (408 htwrs)
BIAST X plaetn sute » RIDSPJ 7005014

BLAST Results

Nucleotide Sequence (408 letters)

RID JEIZ0DRSI14 (Expres on 119 03:58 am)
Query ID  kljQuey_ 213167 Database Name nr
Description Nooe Description  Nuchol de coflection (#1)
Molecule type nudec sca Program DLASTN 2,5.1+
Query Length 408

Graphic Summary

Distribution of 105 Blast Hits on the Query Sequence
Color key for alignment scores

| B W ac=s0 B 50-80 W sc=200 W>=-200
— e e
1 80 160 240 320 400

Dsacilistion

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value
lgi::‘:e:;leherpesWNSA isolate L.C2, partial 754 754 100% 00 100% KT8235074
::::::ehevpesvirus 4 isolate LC1, partial 754 754 100% 00 100% KT823506.1
e bepeGEADMACOTOOe 7 o o e aesssetes
leoeetDW e 7 e wow 00wk aeetareg
:::::Ingr;:r:;:vims 4 strain HU11393, 754 754 100% 00 100% KP968261.1
g:rr:;a"v:eherpesvims 4 strain MP, partial 754 754 100% 00 100% KP968258,1

Slika 5.4. Analiza konsenzus sekvence EBV izolata primenom BLAST programa

70



3. PRISUSTVO HERPESVIRUSA U ISPITIVANOM UZORKU

Prisustvo EBV i HCMV u ispitivanom uzorku dokazivano je upotrebom
nested PCR metode.

EBV je bio prisutan u tri Cetvrtine uzoraka periapikalnih lezija naprema samo
jedne Getvrtine u kontrolnom pulpnom tkivu. Upotrebljeni - test pokazao je da je
uocena razlika bila statisticki znacajna (P=0.020) (Tabela 5.5).

HCMYV je takode bio znacajno ucestaliji u periapikalnim lezijama u odnosu na
neinflamairanu pulpu (¥ test, P=0.020). Naime, rezultati pokazuju da je HCMV bio
prisutan u vise od jedne polovine uzoraka periapikalnih lezija (54%). S druge strane,
prisustvo HCMV je dokazano u samo jednoj tre¢ini uzoraka neinflamiranih pulpi
(Tabela 5.5).

Dodatno, EBV bio je znacajno ¢e$¢e detektovan u periapikalnim lezijama u

poredenju sa HCMV (y2-test, P=0.001).

Tabela 5.5. Prisustvo herpesvirusa u ispitivanom uzorku.

Grupa istrazivanja

Ispitivani herpesvirusi P vrednost?
Periapikalne Neinflamirana
lezije (n=100) pulpa (n=25)
pozitivan uzorak n (%) 76 (76%) 6 (24%)
EBV 0.020
negativan uzorak n (%) 24 (24%) 19 (76%)
pozitivan uzorak n (%) 54 (54%) 7 (28%)
HCMV 0.020
negativan uzorak n (%) 46 (46%) 18 (72%)

2 y2-test; n, broj uzoraka.

EBV bio je detektovan u priblizno podjednakom broju simptomatskih i
asimptomatskih, te velikih i malih periapikalnih lezija. Razlika nije postojala ni u

prisustvu EBV izmedu periapikalnih granuloma 1 radikularnih cista (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6. Prisustvo EBV u analiziranim podgrupama.

EBV P vrednost?
Pozitivan n (%) Negativan n (%)

Ispitivane podgrupe

Simptomatska (n=34) 27 (79.4) 7 (20.6)
Asimptomatska (n=66) 49 (74.2) 17 (25.8) .
Velika (>5x7 mm) (n=69) 54 (78.3) 15 (21.7)
Mala (< 5x7 mm) (n=31) 22 (71) 19 (29) note
Periapikalni granulom (n=57) 41 (77.6) 16 (28.1)
Radikularna cista (n=43) 35 (81.4) 8 (18.6) nare

& 2- test; n, broj uzoraka.

Ni u slucaju prisustva HCMV u simptomatskim i asimptomatskim, malim 1
velikim periapikalnim lezijama, te periapikalnim granulomima i radikularnim cistama

nisu uo¢ene znacajne razlike (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Prisustvo HCMV u analiziranim pogrupama.

HCMV P vrednost?®
Pozitivan n (%) Negativan n (%)

Ispitivane podgrupe

Simptomatska (n=34) 18 (52.9) 16 (47.1)
Asimptomatska (n=66) 36 (54.5) 30 (45.5) +O%0
Velika (>5x7 mm) (n=69) 40 (57.9) 29 (42.1)
Mala (< 5x7 mm) (n=31) 14 (45.2) 17 (54.8) o490
Periapikalni granulom (n=57) 29 (50.9) 28 (49.1)
Radikularna cista (n=43) 25 (58.1) 18 (41.9) ooe2

2 y2- test; n, broj uzoraka.
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4. ZASTUPLJENOST GENOTIPOVA HERPESVIRUSA U ISPITIVANOM
UZORKU

U okviru istrazivanja analizirano je prisustvo razli¢itih genotipova EBV i
HCMV. Na osnovu alelnog polimorfizma za EBNA-2 gen upotrebom nested PCR
metode odredivano je prisustvo genotipova EBV-1 i EBV-2. Nested PCR i RFLP
metode koriS¢ene su da bi se odredilo prisustvo genotipova HCMV (gB I-1V).

U ispitivanom uzorku detektovana su oba genotipa EBV. EBV-1 bio je
detektovan u veéini EBV pozitivnih uzoraka periapikalnih lezija i neinflamiranog
pulpnog tkiva. S druge strane, EBV-2 bio je detektovan u jako malom procentu u

ispitivanom uzorku, §to je bilo statisti¢ki zna¢ajno (>~ test, P=0.001).

Interesantno je da su u 4 uzorka periapikalnih lezija istovremeno detektovana
oba genotipa EBV (Tabela 5.8).

Tabela 5.8. Ucestalost genotipova EBV u ispitivanom uzorku.

Ispitivani uzorak EBV-1 n (%)EBVEBV_Z n (%) P vrednost?
Periapikalne lezije (n=100) 74 (74) 6 (6) 0.001
Neinflamirana pulpa (n=25) 6 (24) 1(4)

Simptomatska (n=34) 26 (76.5) 3(8.8)

Asimptomatska (n=66) 48 (72.7) 3(4.5) 008
Velika (>5x7 mm) (n=69) 54 (78.3) 3 (4.5)

Mala (< 5x7 mm) (n=31) 20 (64.5) 3(9.7) o447
Periapikalni granulom (n=57) 39 (68.4) 5(8.8)

Radikularna cista (n=43) 35 (81.4) 1(2.3) 0488

342~ test, n, broj uzoraka.
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Od cetiri moguce varijante genotipova HCMV samo su genotipovi gB-I i gB-
II detektovani u ispitivanom uzorku. U veé¢ini HCMV pozitivnih periapikalnih lezija i
neinflamiranih pulpi detektovan je gB-l1lI. Dodatno, gB-I bio je prisutan u znatno
manjem procentu ispitivanih uzoraka. Primenom y? — testa pokazano je da su navedene
razlike statisticki znacajne (P=0.036) (Tabela 5.9).

Tabela 5.9. Ucestalost genotipova HCMV u ispitivanom uzorku.

spitivant ) HCMV b vrednost®
spitivani uzora 9B-1 n (%) gB-1In (%) vrednost
Periapikalne lezije (n=100) 12 (12) 42 (42)

0.036
Neinflamirana pulpa (n=25) 0 (0) 7(28)
Simptomatska (n=34) 3(8.8) 15 (44.1)

0.779
Asimptomatska (n=66) 9 (13.6) 27 (40.9)
Velika (>5x7 mm) (n=69) 10 (14.5) 30 (43.5)

0.362
Mala (< 5x7 mm) (n=31) 2 (6.5) 12 (38.7)
Periapikalni granulom (n=57) 6 (10.5) 23 (40.4)

0.738
Radikularna cista (n=43) 6 (14) 19 (44.2)

3 y2- test, n, broj uzoraka.
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5. KVANTIFIKACIJA HERPESVIRUSA U ISPITIVANOM UZORKU

Broj kopija EBV i HCMV odredivan je pomoc¢u real-time PCR u uzorcima
eksperimentalne i kontrolne grupe u kojima je, prethodno, nested PCR metodom

detektovano prisustvo ovih virusa.

Od 76 periapikalnih lezija i 6 neinflamiranih pulpi, koji su bili EBV pozitivni
primenom nested PCR, povecan broj virusnih kopija detektovan je u 12 uzoraka
periapikalnih lezija (15.8%). Broj detektovanih kopija EBV varirao je u opsegu od
4.6x10% do 3.5x10° kopija/ml. Prose¢an broj kopija EBV iznosio je 6.3x10° po ml, dok
je standardna devijacija iznosila + 1.1x10° kopija/ml (Tabela 5.10).

Tabela 5.10. Broj genskih kopija EBV u ispitivanom uzorku.

Broj kopija EBV
Srednja vrednost = SD

Medijana (min-max) kopija/ml

Periapikalne lezije (n=12) 6.3x10° + 1.1x10°
2.9x10° (4.6x10%-3.5x10°)
Simptomatska (n=5) 3.4x10° + 4.3x10°
9.7x10* (9.3x103-9.6x10°)
Asimptomatska (n=7) 8.3x10° + 1.5x10°
2.9x10% (4.6x102-3.5x10°)
Velika (>5x7 mm) (n=9) 8.3x10° + 1.3x10°
9.7x10* (1.3x103-3.5x10°)
Mala (< 5x7 mm) (n=3) 6.8x10° + 8.9x10°
2.9x10°% (4.6x10%-1.7x10%
Periapikalni granulom (n=5) 1.3x10° + 2.8x10°
9.3x10% (4.6x10%-6.3x10%)
Radikularna cista (n=7) 90.8x10°%+ 1.4x10°

9.7x10* (1.3x10%-3.5x10°)

n, broj uzoraka; SD, standardna devijacija; min. minimum; max-

maksimum; ml, mililitar.
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Povecan broj kopija HCMV detektovan je u svega 4 (7.4%) periapikalne lezije
od ukupno 54 HCMV pozitivna uzorka iz ove grupe i 7 HCMV pozitivnih uzoraka
neinflamirane pulpe. Broj detektovanih HCMV Kopija varirao je u opsegu 1x10% do
5.4x10°. Prose¢an broj kopija HCMV iznosio je 1.4x10° po ml, dok je standardna
devijacija iznosila + 2.7x10° kopija/ml (Tabela 5.11).

Tabela 5.11. Broj genskih kopija HCMV u ispitivanom uzorku.

Broj kopija HCMV
Srednja vrednost £ SD
Medijana (min-max) kopija/ml
Periapikalne lezije (n=4) 1.4x10° + 2.7x10°
3x10% (1x103-5.4x106)

Simptomatska (n=4) 1.4x10° + 2.7x108
3x10° (1x10%-5.4x10°)
Asimptomatska (n=0) 0.0+£0.0
0.0 (0.0-0.0)
Velika (>5x7 mm) (n=4) 1.4x10° + 2.7x106
3x10% (1x103-5.4x10°)
Mala (< 5x7 mm) (n=0) 0.0+£0.0
0.0 (0.0-0.0)
Periapikalni granulom (n=0) 0.0+0.0
0.0 (0.0-0.0)
Radikularna cista (n=4) 1.4x10° + 2.7x108

3x10% (1x103-5.4x10°)

n, broj uzoraka; SD, standardna devijacija; min. minimum; max-

maksimum; ml, mililitar.
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6. VREDNOSTI PROINFLAMATORNIH CITOKINA U ISPITIVANOM
UZORKU

Nivo proinflamatornih citokina, TNF-a, IL-1p i IL-6, u ispitivanom uzorku
odredivan je primenom ELISA metode. Prag detekcije za TNF-a iznosio je 4 pg/ml, a
za IL-1B 1 IL- 6 ocitavane su vrednosti koje su bile iznad 2 pg/ml. TNF-a je bio
detektovan u 23 uzorka periapikalnih lezija i u 10 uzoraka neinflamirane pulpe. IL-1B i
IL- 6 bili su detektovani u 47 odnosno 58 uzoraka periapikalnih lezija, dok su njihove

koncentracije u neinflamiranom pulpnom tkivu bile ispod limita detekcije.

Vrednosti analiziranih citokina u periapikalnim lezijama i neinflamiranoj
pulpi prikazane su u tabeli 5.12. Vrednosti IL-1p i IL- 6 bile su statisticki znacajno veée
u periapikalnim lezijama u odnosu na neinflamirano pulpno tkivo (Mann-Whitney U-
test, P=0.001, P=0.001). S druge strane, vrednosti TNF-a bile su priblizno jednake u

posmatranim grupama istrazivanja.

Treba napomenuti da je dokazana znacajna pozitivha korelacija izmedu
vrednosti IL-1B i IL-6 u uzorcima periapikalnih lezija (Spearman’s correlation, p=0.297,
P=0.013).

Tabela 5.12. Vrednosti proinflamatornih citokina u ispitivanom uzorku.

Analizirani citokini Periapikalne lezije Neinflamirana pulpa P vrednost?

TNF-a 13.1+56.4 11.2+16.8 0.544
Srednja vrednost = SD

Medijana (min-max) pg/mi 00 (0:0-4633) 0.0 (0.0-56.4)
IL-1B 17.5+41.3 0.00.0 0.001
Srednja vrednost = SD
Medijana (min-max) pg/ml 0.0 (0.0-222.4) 0.0 (0.0-0.0)
IL-6 20.5+44.5 0.00.0 0.001
Srednja vrednost + SD 4.1 (0.0-228.6) 0.0 (0.0-0.0)

Medijana (min-max) pg/ml

& Mann-Whitney U-test; SD, standardna devijacija; min, minimum; max, maksimum.
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Analiziraju¢i vrednosti proinflamatornih citokina u periapikalnim lezijama

pokazano je da su vrednosti IL-1p 1 IL-6 bile statisti¢ki znacajno vece u simptomatskim
u odnosu na asimptomatske lezije (Mann-Whitney U-test; P=0.001, P=0.035) (Tabela

5.13).

Nadalje, vrednosti IL-1f su statisticki znacajno vece i u velikim u odnosu na

male periapikalne lezije (Mann-Whitney U-test; P=0.007). Znacajno vecée vrednosti IL-

IB uoCene su i u radikularnim cistama poredivsi ih sa vrednostima u periapikalnim

granulomima (Mann-Whitney U-test; P=0.004) (Tabela 5.13).

Tabela 5.13. Vrednosti proinflamatornih citokina u analiziranim podgrupama.

TNF-a”

IL-1B"

*

IL-6

Simptomatska (n=34)

Asimptomatska (n=66)

Velika (>5x7 mm) (n=69)

Mala (< 5x7 mm) (n=31)

Periapikalni granulom (n=57)

Radikularna cista (n=43)

18.4+79.7
0.0 (0.0-463.3)

10.3+39.9
0.0 (0.0-306.1)

12.1+56.6
0.0 (0.0-463.3)

15.2+56.7

0.0 (0.0-306.1)
10+42.5

0.0 (0.0-306.1)
17.1+71

0.0 (0.0-463.3)

23.3132.8°
9.6 (0.0-124.7)

14.5+45
0.0 (0.0-222.4)

24+48.3¢
5 (0.0-222.4)

3.0+5.1

0.0 (0.0-21.3)
7.2416.5

4.2 (0.0-90.3)
31.2+57.6¢

9.3 (0.0-222.4)

26.1+53.3
8.6 (0.0-238.6)

17.6+39.4
1.1 (0.0-194.1)

24.4+51.6
4.5 (0.0-238.6)

11.8+19.6

2.5 (0.0-89.2)
14.9+35.5

2.5 (0.0-238.6)
27.9+53.7

7.4 (0.0-208.3)

“ Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana

(minimum-maksimum) pg/ml.

2 P=0.001 (Mann-Whitney U-test);

asimptomatskih lezija.

b P=0.035 (Mann-Whitney U-test);

asimptomatskih lezija.

vrednosti

vrednosti

IL-1B  izmedu

IL-6 izmedu

simptomatskih

simptomatskih

¢P=0.007 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1p izmedu malih i velikih lezija.
4 P=0.004 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1B izmedu periapikalnih granuloma i

radikularnih cista.

i

i
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U okviru istrazivanja dodatno su analizirane vrednosti proinflamatornih
citokina u EBV i HCMV pozitivnim i negativnim periapikalnim lezijama. lako je
pokazano da su srednje vrednosti koncentracija IL-1PB bile ve¢e u EBV pozitivnim u
odnosu na EBV negativne lezije, kao i vrednosti IL-6 u EBV i HCMV pozitivhim u
odnosu na negativne periapikalne lezije uoCene razlike nisu bile statisticki znacajne

(Tabele 5.14, 5.15).

Tabela 5.14. Vrednosti proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim i EBV negativnim

periapikalnim lezijama.

Periapikalne lezije

Analizirani citokini _ i P vrednost?
EBV pozitivna EBV negativna

. 12.3+554 15.2 +60.1

TNF-a 0.0 (0.0-463.3) 0.0 (0.0-306.1) 0.540
. 20.3+46.5 9.4+18.6

IL-1B 0.0 (0.0-222.4) 0.0 (0.0-86.5) 0.341
. 24.4 +50.6 9.2+128

IL-6 4.7 (0.0-238.6) 1.3 (0.0-38.7) 0.647

“Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija,
medijana (minimum-maksimum) pg/ml.
& Mann-Whitney U-test.

Tabela 5.15. Vrednosti proinflamatornih citokina u HCMV pozitivnim i HCMV

negativnim periapikalnim lezijama

Periapikalne lezije

Analizirani citokini _ i P vrednost?
HCMV pozitivna HCMV negativna

N 11.4+43.2 15.0 £ 69.2

TNF-a 0.0 (0.0-306.1) 0.0 (0.0-463.3) 0.230
X 14.8 + 334 20.6 £49.2

IL-1pB 0.0 (0.0-173.1) 2.6 (0.0-222.4) 0.649
X 23.6 £48.2 16.8 + 39.8

IL-6 5.0 (0.0-238.6) 1.1 (0.0-194.1) 0.403

“Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija,
medijana (minimum-maksimum) pg/ml.
& Mann-Whitney U-test.
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Vrednosti proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim 1 EBV negativnim
periapikalnim lezijama sa razli¢itom klinickom slikom prikazane su u tabeli 5.15.
Evidentno je da su koncentracije IL-1B bile znacajno vece u EBV pozitivnim
simptomatskim u odnosu na asimptomatske lezije (Mann-Whitney U-test, P=0.018).
Dodatno, vrednosti IL-1p bile su znac¢ajno veée i u EBV negativnim simptomatskim u
odnosu na asimptomatske lezije (Mann-Whitney U-test, P=0.003) (Tabela 5.16).

Vrednosti ostalih citokina nisu se znacajno razlikova izmedu ispitivanih grupa.

Tabela 5.16. Vrednosti proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim i negativnim

periapikalnim lezijama sa razli¢itom klinickom slikom.

Analizirani EBV pozitivna EBV negativna
citokini

Simptomatska Asimptomatska  Simptomatska Asimptomatska

TNF-o" 22.7+91.0 6.7 +16.6 45+10.2 20.0+72.0
0.0 (0.0-463.3) 0.0 (0.0-92.4) 0.0 (0.0-29.1) 0.0(0.0-306.1)

IL-1p" 22.9 + 34.6 19.0 +52.1 24.8 +28.20 26+4.4
8.1(0.0-124.7)  0.0(0.0-222.4) 21.4(0.0-86.5) 0.0 (0.0-11.8)

IL-6" 31.2+60.0 20.7 +45.2 9.3+9.3 9.2 +14.4
9.0 (0.0-2386)  2.7(0.0-194.1)  7.1(0.0-25.9) 0.0 (0.0-38.7)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

2 P=0.018 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1p izmedu EBV pozitivnih
simptomatskih i asimptomatskih lezija.

b P=0.003 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1p izmedu EBV negativnih
simptomatskih i asimptomatskih lezija.

U slucaju HCMV pozitivnih periapikalnih lezija znacajno su bile povecane
vrednosti IL-6 izmedu simptomatskih i asimptomatskih lezija (Mann-Whitney U-test,
P=0.003). S druge strane, u HCMV negativnim periaikalnim lezijama samo su vrednosti
IL-1B bile znacajno veée izmedu simptomatskih u odnosu na asimptomatske lezije
(Mann-Whitney U-test, P=0.004) (Tabela 5.17).
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Tabela 5.17. Vrednosti proinflamatornih citokina u HCMV pozitivnim i negativnim
periapikalnim lezijama sa razli¢itom klinickom slikom.

Analizirani HCMV pozitivna HCMV negativna
citokini

Simptomatska Asimptomatska ~ Simptomatska ~ Asimptomatska

TNF-o 6.4%16.9 13.9£51.7 31.9+1153 6.0=17.6
0.0(0.0-547)  0.0(0.0-306.1) 0.0 (0.0-463.3) 0.0 (0.0-92.4)

IL-1p" 22.1+32.2 11.2 +33.9 24.7 + 34.6° 18.5 +55.8
5.9(0.0-100.9)  0.0(0.0-173.1)  11.8 (0.0-124.7) 0.0 (0.0-222.4)

*

IL-6 42.4 +68.72 14.2 +30.9 7.7+13.3 21.6 +47.9

16.2 (0.0-238.6) 2.7 (0.0-147.5)  3.7(0.0-52.9) 0.0 (0.0-194.1)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

& P=0.003 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-6 izmedu HCMV pozitivnih
simptomatskih i asimptomatskih lezija.

b P=0.004 (Mann-Whitney U-test vrednosti IL-1B izmedu HCMV negativnih
simptomatskih i asimptomatskih lezija.

Analiza vrednosti proinflamatornih citokina pokazuje da su jedino koncentracije
IL-1P bile znacajno vece u velikim u odnosu na male EBV pozitivne periapikalne lezije
(Mann-Whitney U-test, P=0.032). S druge strane, uocene vrednosti ispitivanih citokina
izmedu malih i velikih EBV negativnih periapikalnih lezija nisu se zna¢ajno razlikovale

(Tabela 5.18).

Vrednosti proinflamatornih citokina u HCMV pozitivnim velikim i malim
periapikalnim lezijama nisu se znacano razlikovale. Medutim, vrednosti IL-1f bile su

znacajno vece u velikim u odnosu na male HCMV negativne periapikalne lezije (Mann-

Whitney U-test, P=0.035) (Tabela 5.19).
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Tabela 5.18. Vrednosti proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim i negativnim

periapikalnim lezijama u odnosu na veli¢inu.

Analizirani EBV pozitivna EBV negativna
citokini
Mala Velika Mala Velika
TNF-o* 6.9 +20.7 14.4 + 53.7 30.5+£91.38 40+10.1
0.0 (0.0-92.4) 0.0 (0.0-463.3) 0.0 (0.0-306.1) 0.0 (0.0-36.2)
IL-1p" 28+4.1 26.9 £ 532 3.4+6.9 13.8+23.1
0.0 (0.0-10.9) 5.0 (0.0-222.4) 0.0 (0.0-21.3) 8.2 (0.0-86.5)
IL-6" 144 +225 28.2+574 7.0+£13.4 10.9£13.3
4.3 (0.0-89.2) 5.3 (0.0-238.6) 0.0 (0.0-38.7)  3.1(0.0-37.3)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

4 P=0.032 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1p izmedu EBV pozitivnih velikih i malih
lezija.

Tabela 5.19. Vrednosti proinflamatornih citokina u HCMV pozitivnim i negativnim

periapikalnim lezijama u odnosu na veli¢inu.

Analizirani HCMV pozitivna HCMV negativna
citokini
Mala Velika Mala Velika
TNF-o 224 +81.7 7.6+£15.9 9.4+229 18.4 £85.8

0.0(0.0-306.1)  0.0(0.0-54.7)  0.0(0.0-924) 0.0 (0.0-463.3)

IL-1p" 1.8+3 19.4 + 37.9 3.9+6.2 30.4 +59.92
0.0 (0.0-7.8) 25(0.0-173.1) 0.0(0.0-21.3) 9.5 (0.0-222.4)

*

IL-6 15.6 +25.3 26.4 + 54 8.6 +13.5 21.6 +48.8

4.6 (0.0-89.2) 6(0.0-238.6)  0.0(0.0-47.4)  2.1(0.0-194.1)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

4 P=0.035 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-6 izmedu HCMV negativnih velikih i
malih lezija.
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Analizirane vrednosti proinflamatornih citokina u EBV i HCMV pozitivnim i
negativnim periapikalnim lezijama sa razliCitim patohistoloskim karakteristikama

prikazane su u tabelama 5.20. i 5.21.

Vrednosti ispitivanih proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim periapikalnim
granulomima i radikularnim cistama nisu se znacajno razlikovali. Medutim, u EBV
negativnim lezijama srednje vrednosti koncentracija IL-1B bile su znacajno veée u
periapikalnim granulomima u odnosu na radikularne ciste (Mann-Whitney U-test,
P=0.001). Dodatno, vrednosti IL-6 bile su znacajno veée u EBV negativnim
radikularnim cistama u odnosu na periapikalne granulome (Mann-Whitney U-test,
P=0.006) (Tabela 5.20).

Tabela 5.20. Vrednosti proinflamatornih citokina u EBV pozitivnim i negativnim

periapikalnim lezijama sa razli¢itim patohistoloskim karakteristikama.

Analizirani EBV pozitivna EBV negativna
citokini — e — - -
Periapikalni Radikularna Periapikalni Radikularna
granulom cista granulom cista
TNF-o” 6.1+£17 19.3+78.6 18.6 +72.1 7.6+13.1
0.0(0.0-92.4) 0.0(0.0-463.3) 0.0(0.0-306.1) 0.0(0.0-36.2)
IL-1B" 9+19.1 33+62.6 23.3+28.2 3.3+7.12¢8
0.0 (0.0-90.3) 5(0.0-222.4)  10.6 (0.0-86.5) 0.0 (0.0-21.5)
IL-6 19.4 +41.7 30 £59.2 51+104 18.5 + 13.6°

4.9 (0.0-238.6) 4.5(0.0-208.3)  0.0(0.0-38.7)  21.2 (0.0-37.3)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

2 P=0.001 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1B izmedu EBV negativnih
periapikalnih granuloma i radikularnih cista.

b P=0.006 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-6 izmedu EBV negativnih
periapikalnih granuloma i radikularnih cista.

Razlike u vrednosti proinflamatornih citokina izmedu HCMV pozitivnih
periapikalnih granuloma 1 radikulrnih cista takode nisu bile znacajne. U HCMV
negativnim radikularnim cistama vrednosti IL-1p bile su znacajno veée u odnosu na

vrednosti u periapikalnim granulomima (Mann-Whitney U-test, P=0.026) (Tabela 5.21).
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Tabela 5.21. Vrednosti proinflamatornih citokina u HCMV pozitivnim i negativnim

periapikalnim lezijama sa razli¢itim patohistoloSkim karakteristikama.

Analizirani HCMV pozitivna HCMV negativna
itokini
ctoxan! Periapikalni Radikularna Periapikalni Radikularna
granulom cista granulom cista
TNF-o" 13.7+57.1 88+17.3 6.2+ 18.3 28.7 £108.7
0.0 (0.0-306.1) 0.0 (0.0-54.7) 0.0 (0.0-92.4) 0.0 (0.0-463.3)
IL-1p" 6.6 +15.5 244+ 449 7.8+ 17.7 40.6 £72.12
0.0 (0.0-71.8)  5(0.0-173.1) 0.0 (0.0-90.3)  11.0(0.0-222.4)
IL-6" 21.3+47.3 26.3 £ 50.2 83+14.2 30.1 £ 59.7

3.7(0.0-238.6) 7.4(0.0-208.3) 0.0 (0.0-52.9) 7.4 (0.0-194.1)

“Vrednosti predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija, medijana
(minimum-maksimum) pg/ml.

& P=0.026 (Mann-Whitney U-test); vrednosti IL-1B izmedu HCMV negativnih
periapikalnih granuloma i radikularnih cista.

Na kraju, korelaciona analiza nije pokazala znacajnu povezanost izmedu
izmerenih vrednosti proinflamatornih citokina i broja genskih kopija EBV i HCMV u
periapikalnim lezijama (Tabela 5.22).

Tabela 5.22. Korelacija izmedu vrednosti proinflamatornih citokina i broja genskih

kopija EBV i HCMV u periapikalnim lezijama.

Analizirani Broj genskih kopija”
citokini

EBV HCMV
TNF-a 0.107 -0.110
IL-1B 0.127 -0.051
IL-6 0.175 0.036

“Spirman’s correlation, p, vrednosti koeficijenta korelacije
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Dosadasnja epidemioloska istrazivanja potvrdila su da hroni¢ne periapikalne
lezije predstavljaju jedno od najéeséih patoloskih stanja u usnoj duplji 2% 55 56 64,99, 81,
199, 164 Tako je re¢ o udestalim promenama, jo§ uvek u potpunosti nisu razja$njeni
mehanizmi pomoc¢u kojih razliciti etioloski faktori, pre svega herpesvirusi, doprinose

njihovom nastanku i razvoju, te razgradnji alveolarnog kostanog tkiva.

Rezultati ovog istrazivanja jo§ jednom su potvrdili poznate karakteristike
hroni¢nih periapikalnih lezija. Naime, srednja vrednost godina Zivota pacijenata sa
periapikalnim lezijama bila je znacajno veca nego u grupi pacijenata sa impaktiranim
umnjacima, od kojih su prikupljani uzorci kontrolnog pulpnog tkiva (40.6 + 14.5
naspram 21.6 + 4.2 godina). Dobijeni rezultat je ocekivan, jer se kod mlade populacije
pacijenata najceS¢e 1 izvodi intervencija hirurS§kog vadenja impaktiranih umnjaka.
Dodatno, nije uoCena znaCajna razlika u distribuciji periapikalnih lezija prema
polovima. Prikazani rezultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima u kojima se
navodi da se periapikalne lezije najces¢e uocavaju kod pacijenta starosne dobi izmedu
40 i 49 godina Zivota, pri ¢emu nije pokazana razlika u uéestalosti u odnosu na pol 2% %
56, 64,99, 81, 159, 164 Dylje, uodeno je da su dve treéine uzoraka periapikalnih lezija Ginile
asimptomatske i velike lezije, §to prvenstveno ukazuje na njihov hroni¢an karakter 14¢
148 Uzimajuéi u obzir patohistoloske karakteristike lezija, pokazali smo da su
periapikalni granulomi bili ucestaliji u odnosu na radikularne ciste. Ovakav ishod je

takode u skladu sa ranije publikovanim istrazivanjima %% 152,

6.1. ANALIZA UCESTALOSTI DETEKCIJE I BROJA GENSKIH KOPIJA
HCMV | EBV U ISPITIVANOM UZORKU

Mnogobrojna dosadasnja istrazivanja ispitivala su prisustvo herpesvirusa u
tkivima hroni¢nih periapikalnih lezija 5 7375 9% 116, 126, 158, 189-192, 194-196, 218, 226, 236, 249, 250,
Njihovi rezultati su izdvojili HCMV i1 EBV kao najces¢e detektovane viruse u odnosu
na ostale pripadnike porodice Herpesviridae. Do sada, Andri¢ i saradnici ® su 2007.
godine sproveli jedino istrazivanje na naSoj populaciji u okviru kojeg je ispitivano
prisustvo HCMV u tkivima odontogenih cisti, ukljucujué¢i 1 radikularne ciste, kao
predstavnike hroni¢nih periapikalnih lezija. Analiza ucestalosti HCMV pokazala je da je
HCMV bio prisutan u 18 od 33 uzorka radikularnih cisti (54.5 %) i u 6 od 10 uzoraka

odontogenih keratocistiénih tumora (60 %) °.
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U nasem istrazivanju, po prvi put, ispitivano je prisustvo oba herpesvirusa,
HCMV i EBV u 100 uzoraka periapikalnih lezija i 25 uzoraka kontrolnog pulpnog tkiva
naSe populacije. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je EBV bio zastupljen u dve
tre¢ine uzoraka (76%) periapikalnih lezija, dok je HCMV bio detektovan u nesto viSe od
polovine ispitivanog uzorka (54%). Statisticka analiza je pokazala da je EBV bio
znaajno ucestaliji u periapikalnim lezijama u odnosu na HCMV. Takode, oba
ispitivana virusa bila su znacajno ceS¢e detektovana u uzorcima periapikalnih lezija u
odnosu na pulpno tkivo. Rezultati naseg istrazivanja u skladu su sa ranije publikovanim
studijama koje se pokazale da su herpesvirusi ¢esée detektovani u tkivima periapikalnih
lezija u odnosu na zdravo kontrolno tkivo " 116250 Tako su Li i saradnici *® pokazali
da je EBV bio znacajno ucestaliji u tkivima periapikalnih lezija (22 od 53 uzorka, 44%)
u odnosu na kontrolno pulpno tkivo gde virus nije bio detektovan. Takode, Hernadi i
saradnici * su 2013. godine pokazali statisti¢ki zna¢ajno veéu zastupljenosti EBV u
periapikalnim lezijama (44 od 58 uzoraka, 76%) u odnosu na zdravo gingivalno tkivo
gde je virus detektovan u svega 2 uzorka. lako na malom broju uzoraka (12
periapikalnih lezija i 12 kontrolnih pulpnih tkiva), interesanto je spomenuti da su
Yildirim i saradnici %° prikazali statisti¢cki znadajno veéu zastupljenost dualne
HCMV/EBYV infekcije u grupi sa simptomatskim lezijama. S druge strane, u istrazivanju
Verduga i saradnika 2*® iz 2015. godine nije uocena statisticki zna¢ajna razlika izmedu
prisustva HCMV i EBV u periapikalnim lezijama i njihove detekcije u kontrolnom
uzorku koje je u ovom slucaju bila pljuvacka. Nepostojanje znacajne razlike izmedu
ispitivanih grupa moglo bi se objasniti upotrebom pljuvacke koja sama po sebi

predstavlja rezervoar analiziranih virusa 8% %119,

U okviru ove doktorske disertacije ispitivana je ucestalost prisustva HCMV i
EBV u periapikalnim lezijama sa razli¢itim klini¢kim, radioloSkim 1 patohistoloskim
karaktreristikama. Uoceno je da su HCMV 1 EBV bili skoro podjednako zastupljeni u
ispitivanim podgrupama istraZivanja. Statisticka analiza nije pokazala postojanje
znacajne razlike u detekciji HCMV 1 EBV izmedu simptomatskih 1 asimptomatskih,
velikih i malih periapikalnih lezija, te periapikalnih granuloma i radikularnih cisti.
Ispitivanje prisustva herpesvirusa u simptomatskim i velikim u odnosu na
asimptomatske i male periapikalne lezije vrSeno je u cilju potvrdivanja njihove uloge u

patogenezi hroni¢nih periapikalnih lezija. Shodno ranije postavljenoj hipotezi %,
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smatrano je da razli¢itim direktnim i indirektnim mehanizmima herpesvirusi mogu da
dovedu do egzacerbacije hroni¢nog zapaljenskog procesa u apeksnom parodoncijumu i
dodatne resorpcije alveolarnog kostanog tkiva. Tako su zagovornici navedene hipoteze
pocetkom 21. veka prikazali da su HCMV 1 EBV cesc¢e detektovani u simptomatskim 1
velikim u odnosu na asimptomatske i male periapikalne lezije 192 194 19218 Medutim,
treba napomenuti da su navedene studije sprovedene od iste grupe istrazivaca, na
populaciji stanovniS$tva sa istog geografskog podru¢ja i na relativno malom broju
uzoraka (ukupno 67 uzoraka, pri ¢emu je ukupan broj uzoraka po studiji varirao od 5 do

34 uzorka) 192 194,195, 218,

Primenom iste metodologije Yazdi i saradnici 2* su analizirali udestalost
detekcije HCMV 1 EBV izmedu 28 simptomatskih 1 22 asimptomatske periapikalne
lezije na iranskoj populaciji. Njihovi rezultati su pokazali da je postojala statisticki
znacajna razlika isklju¢ivo u detekciji HCMV izmedu ispitivanih grupa, dok je EBV bio
detektovan samo u po jednoj simptomatskoj i asimptomatskoj leziji. S druge strane,
Sunde i saradnici % ispitivaju¢i udestalost detekcije HCMV i EBV izmedu 18
simptomatskih 1 22 asimptomatske lezije na norveskoj populaciji uocili su znacajno
vecu ucestalost EBV u simptomatskim u odnosu na asimptomatske lezije, pri ¢emu
HCMV nije bio detektovan u ispitivanom uzorku. Sli¢ni rezultati predstavljeni su i od
strane Hernadi i saradnika " koji su na madarskoj populaciji stanovnistva uogili
znacajno ¢eS¢u zastupljenost samo EBV u simptomatskim u odnosu na asimptomatske
periapikalne lezije. Za razliku od rezultata predstavljenih istrazivanja, a u skladu sa

16

nasim rezultatima, Li i saradnici *'® nisu uo¢ili statisti¢ki znac¢ajnu razliku u detekciji

HCMV 1 EBV izmedu 51 simptomatske i 31 asimptomatske periapikalne lezije.

Sveobuhvatna analiza ucestalosti prisustva HCMV 1 EBV izmedu simptomatskih
I asimptomatskih periapikalnih lezija sprovedena je u sistematskom pregledu i meta-
analizi Jakovljeviéa i Andri¢a iz 2014. godine ®. Naime, u okviru meta-analize
ukljuceno je ukupno 6 studija koje su primenjivale istu metodologiju (PCR reakcija
reverzne transkripcije) za dokazivanje prisustva herpesvirusa. Osnovni cilj istrazivanja
bio je da se na ukupnom broju uzoraka svih 6 studija (244 uzorka, 141 simptomatskih i
103 asimptomatskih lezija) ispita postojanje razlike u detekciji HCMV i EBV izmedu
simptomatskih i asimptomatskih periapikalnih lezija. Rezultati meta-analize, koja je

ukazala na prisustvo umerene heterogenosti izmedu ukljucenih studija usled razlicitog
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broja analiziranih uzoraka, pokazali su nepostojanje statisticki znacajne razlike u

detekciji HCMV i EBV izmedu simptomatskih i asimptomatskih lezija .

Iako nakon ispitivanja naseg uzorka nismo uspeli da uo¢imo statisticki znac¢ajnu
razliku u ucestalosti HCMV i1 EBV izmedu radioloski procenjenih velikih i malih
periapikalnih lezija, nekoliko dosadasnjih istrazivanja prikazalo je suprotne rezultate *

74,75

5191 Hernadi i saradnici su u svoja dva istraZivanja naveli da je EBV bio ucestaliji

u velikim u odnosu na male periapikalne lezije. Dodatno, rezultati Sabeti-ja i saradnika
191 ykazuju na udestaliju zastupljenost dualne HCMV/EBYV infekcije u velikim u odnosu

na male periapikalne lezije.

Do sada su samo 3 studije ispitivale ucestalost herpesvirusa medu periapikalnim
granulomima i radikularnim cistama °% 116 1% Tako su Kabak i saradnici % upotrebom
imunohistohemije pokazali prisustvo HSV u 5 uzoraka radikularnih cista, dok nijedan
uzorak periapikalnog granuloma nije bio pozitivan. Nasi rezultati su u skladu sa
rezultatima Saboia-Danta i saradnika % i Li-ja i saradnika '® koji nisu pronasli
znacajnu razliku u detekciji HCMV 1 EBV izmedu periapikalnih granuloma i

radikularnih cisti.

Prisustvo oc€iglednih razlika u rezultatima do sada objavljenih istraZivanja
moguce je objasniti na dva osnovna nacina. Najpre, potrebno je ukazati na bitne razlike
u metodologiji istraZivanja izmedu do sada publikovanih studija. Treba naglasiti da
medu analiziranim istrazivanjima postoji ocigledna razlika u broju analiziranih uzoraka
1 postojanju kontrolne grupe istraZivanja. Tako je, na primer, publikovano istraZivanje u
okviru kojeg je ispitivano prisustvo herpesvirusa u svega 5 uzoraka periapikalnih lezija
192 dok sa druge strane postoje studije sa po 40 uzoraka eksperimentalne i kontrolne
grupe istrazivanja "°. NaSe istraZivanje se karakteriSe najveéim brojem ispitivanih
uzoraka (ukupno 125, 100 uzoraka tkiva periapikalnih lezija i 25 kontrolnog pulpnog
tkiva) u odnosu na sve do sada publikovane studije kojie su se bavile detekcijom

herpesvirusa.

Dalje, vecina studija je za dokazivanje prisustva herpesvirusa koristila PCR
metodu 5 7375 116, 158, 189-192, 104, 195, 218, 236, 249, 250 ol je sa druge strane U samo par
istrazivanja primenjena metoda imunohistohemije % 12619226 PCR reakcija u osnovi

predstavlja metodu kojom se u ispitivanom uzorku identifikuje prisustvo odredene,
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unapred definisane, sekvence DNK. Zahvaljujuéi tome, ova tehnika omogucava vrlo
specificnu identifikaciju mikroorganizama u ispitivanom uzorku. Takode, primenjena
lancana rekacija je 1 visoko senzitivan metod detekcije. Naime, ukoliko je trazena
sekvenca DNK prisutna PCR moze da traje dok se ne utrose sve reakcione komponente.
Danas se u svetu koristi vise razli¢itih modifikacija osnovne PCR metode . U nasem
slu¢aju, opredelili smo se za upotrebu nested PCR metode koja se karakteriSe visoko
izrazenom senzitivnoscu i1 specificnos¢u same reakcije. Proces amplifikacije DNK se u
ovom slucaju odvija u dva koraka uz upotrebu dva para prajmera (,,unutrasnji‘ i
»spoljasnji“). Dvostruka PCR reakcija omoguéava mnogo veéi prinos u odnosu na
standarni PCR metod, ¢ime je povecana senzitivnost, dok upotreba dvostrukog seta

prajmera povecava specificnost same reakcije.

S druge strane, upotrebom nested PCR metode nije moguce napraviti razliku
izmedu detekcije latentne 1 aktivne, klinicki znacajne, herpesvirusne infekcije. Naime,
poznato je da se nakon primarne infekcije HCMV 1 EBV odrZavaju u latentnom stanju.
EBV se u latentnom stanju u ljudskom organizmu odrzava u B-limfocitama, dok
HCVM to ¢ini u progenitornim ¢elijama monocita kostne srzi 1 monocitima krvi. U
odredenim situacijama usled dejstva nespecificnih endogenih 1 egzogenih faktora dolazi
do reaktivacije virusa $to uzrokuje nastanak aktivnih, klinicki znacajnih 1 najceSce
manifestnih infekcija u ljudskom organizmu. Slots i saradnici ?° smatraju da se
patoloSko dejstvo herpesvirusa u nastanku 1 razvoju periapikalnih lezija ispoljava
upravo u toku aktivne replikacije virusa. Sa tim u vezi, veliki broj studija 737> 116, 190-192,
194, 195, 218, 249 ja 73 detekciju aktivne herpesvirusne infekcije koristio PCR reakciju
reverzne transkripcije (RT-PCR), kojom se dokazuje prisustvo mRNK za odredeni
protein virusa. Ukoliko se analizira sekvenca RNK za protein koji se sintetiSe u kasnoj
fazi formiranja virusne c¢estice, njeno prisustvo predstavlja potvrdu aktivne replikacije

virusa u ispitivanom uzorku.

lako RT-PCR moze uspe$no da posluzi za razlikovanje latentne od aktivne
herpesvirusne infekcije ona ima isti nedostatak kao i osnovna varijanta PCR metode —
visoku senzitivnost. Zapravo, primena RT-PCR metoda moze navesti na zakljucak da se
radi o klinicki znacajnoj, aktivnoj herpesvirusnoj infekciji i onda kada se zapravo
detektuje samo kratkotrajna replikacija relativno malog broja virusa. Interesantno je

spomenuti rezultate istrazivanja Li-ja i saradnika 1 i Hernadi-ja i saradnika " koji su
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detektovali herpesvirusnu infekciju u istim uzorcima tkiva periapikalnih lezija
primenom dve razli¢ite PCR metode (nested i RT-PCR). Tako je u oba slucaja pokazano
da je DNK herpesvirusa, dokazivana primenom nested PCR metode, bila ¢eSce
detektovana u poredenju sa mRNK herpesvirusa €ije je prisustvo dokazivano primenom
RT-PCR metode "> %8 Rezultati njihovih istrazivanja ukazuju da je mnogo veca
verovatnoc¢a da se primenom nested PCR metode detektuje virusna DNK iz ¢elija u
kojima oni ostvaruju latentnu infekciju i koje se pri tome nalaze u tkivu hroni¢nog

zapaljenskog procesa privuceni od strane hemotaksi¢nih faktora razlicitog porekla.

Drugi znaCajan uzrok postojanja razlika u detekciji herpesvirusa u tkivima
periapikalnih lezija izmedu do sada publikovanih istrazivanja odnosi se na razli¢itu
distribuciju herpesvirusa u svetu. Naime, iako su oba ispitivana herpesvirusa Siroko
rasprostranjena, epidemioloske studije pokazuju da njihova distribucija zavisi od
geografskih, socioekonomskih i etni¢kih karakteristika ispitivane populacije 23 2 3% 144
165 254 Tako je utvrdeno da su herpesvirusne infekcije mnogo &e$ée u slabo razvijenim
zemljama sveta poput zemalja Juzne Amerike, Afrike i Azije, dok je prevalencija znatno
niza u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) i zemljama Zapadne Evrope 2& 2% 3
144, 165 254 ve¢ina do sada objavljenih studija koje su detektovale herpesviruse u
uzorcima periapikalnih lezija vr§ena su na populaciji stanovnistva SAD 116: 189, 190-192, 194,
195,218,236 Rezultati tih istrazivanja su u skladu sa seroprevalencijom herpesvirusa medu
stanovni§tvom SAD 2% 18 Takode, pokazano je da je seroprevalencija herpesvirusa
medu transplantiranim pacijentima u Iranu 2%’ i Madarskoj 2%, davaocima krvi u Turskoj
145§ pacijentima sa hematoloskim oboljenjima u Brazilu *° u skladu sa nivoom detekcije

herpesvirusa u uzorcima periapikalnih lezija u navedenim zemljama.

Na naSoj populaciji sproveden je mali broj istrazivanja koja su ispitivala
prisustvo HCMV i EBV infekcije > 1% 175 Tako su Banko i saradnici '* prikazali
veoma veliku ucestalost EBV infekcije u tkivima nazofaringealnog karcinoma (30/32,
93,75%). Takode, Radunovi¢ i saradnici ° detektovali su HCMV u 65 od 92 uzorka
(70.6%) tumora pljuvaénih Zlezda. Sa druge strane, Kuji¢-Kapuljica i saradnici 1%
identifikovali su aktivnu HCMV infekciju kod 10 od 49 pacijenata (20.5%) kod kojih je
izvrSena transplantacija maticnih ¢elija u dvogodiSnjem periodu pracenja. Kao $to je
ranije navedeno, jedina studija koja je ispitivala prisustvo HCMV u uzorcima

periapikalnih lezija na naSoj populaciji pokazala je da je HCMV prisutan u 18 od 33
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uzorka (54.5%) radikularnih cisti °. Na osnovu prikazanih rezultata moglo bi se reéi da
su rezultati ove doktorske disertacije o ucestalosti HCMV i EBV u periapikalnim
lezijama u saglasnosti sa ucestalos¢u herpesvirusne infekcije u razli¢itim oboljenjima

posmatrano u okviru nase populacije.

U predlozenoj hipotezi o ulozi herpesvirusa u patogenezi periapikalnih lezija
poseban akcenat se stavlja na dvosmeran odnos izmedu bakerijskih vrsta prisutnih u
kanalu korena zuba zahvaéenog periapikalnim procesom i herpesvirusa 2'°. Izmedu
ostalog, navedeno je da virusni proteini eksprimirani na povrsini inficiranih ¢elija sluze
bakerijama kao nova mesta za vezivanje S$to im omogucava laksSe ispoljavanje
patogenog dejstva °” 1%°. S druge strane, navodi se da zapaljenski proces u apeksnom
parodoncijumu izvazvan bakterijskom infekcijom uzrokuje hemotaksu ¢elija imunskog
odgovora u kojima herpesvirusi odrzavaju latenciju na mesto zapaljenja 2°. Sa tim u
vezi, treba ukazati i na razliCitu geografsku distribuciju bakterijskih vrsta. Naime,
upotrebljavajuéi istu metodologiju, PCR metodu za detekciju specificnih bakterijskih
vrsta, u uzorcima akutnog periapikalnog apscesa medu pacijenatima sa dve razliCite
geografske lokacije (Portland, SAD i Rio de Zeneiro, Brazil) dokazano je prisustvo
razli¢itih bakterijskih vrsta 1% 182, Tako su P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae, F.
nucleatum i P. gingivalis bile naj¢esc¢e identifikovane bakterijske vrste studije iz SAD-a
19 dok su T. denticola i T. forsythia bile najzastupljenije medu populacijom u Brazilu
182 Navedeni rezultati ukazuju da bi razlike i u geografskoj distibuciji bakterijskih vrsta
mogle da uticu na razlike u detekciji herpesvirusa u uzorcima periapikalnih lezija medu

istraziva¢ima.

Ranija istrazivanja su pokazala da povecan broj genskih kopija virusa u
analiziranom materijalu ukazuje na intenzivnu replikaciju virusa, $to govori u prilog
postojanja aktivne virusne infekcije 1" 18 Shodno tome, odredivanje broja genskih
kopija herpesvirusa u uzorcima periapikalnih lezija mozZe da posluzi kao metoda izbora
za razlikovanje aktivne od latentne herpesvirusne infekcije 1'% 18, Kvantitativna analiza
herpesvirusa do sada je sprovedena samo u 4 studije na relativno malom broju uzoraka
tkiva periapikalnih lezija (ukupno 110) 26 190,226,236 Rezyltati istrazivanja ukazuju na
evidentne razlike u broju genskih kopija EBV i HCMV u periapikalnim lezijama
izmedu pomenutih studija. Tako su Sunde i saradnici 22°, Sabeti i saradnici 1* i Verdugo

236

i saradnici pokazali znacajnu razliku u broju genskih kopija EBV izmedu
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simptomatskih i asimptomatskih lezija. Dodatno, Makino i saradnici su potvrdili razliku
u broju kopija EBV izmedu periapikalnih lezija i kontrolnog zdravog tkiva %, Sa druge
strane, rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je od 76 EBV nested PCR pozitivnih
uzoraka samo 12 uzoraka imalo povecan broj genskih kopija (prose¢na vrednost i
standardna devijacija, 6.3x10° + 1.1x10° kopija/ml). U slu¢aju 54 HCMV nested PCR
pozitivna uzorka samo su 4 bila sa pove¢anim brojem genskih kopija (prosec¢na vrednost
i standardna devijacija, 1.4x10° + 2.7x10° kopija/ml). Ovakvi rezultati ukazuju da je u

malom broju uzoraka nase studija bila prisutna aktivna herpesvirusna infekcija.

Sli¢ne rezultate dobili su Botero i saradnici 2 u istrazivanju u kojem su poredili
tri razli¢ite tehnike za odredivanje prisustva HCMV u uzorcima subgingivalnog plaka i
gingivalno cervikalne tecnosti kod pacijenata sa agresivnom 1 hroni¢om
parodontopatijom. Naime, iz dobijenih uzoraka subgingivalnog plaka najpre je
izolavana DNK, a potom je koris¢en nested PCR za dokazivanje prisustva HCMV, dok
je TagMan real-time PCR koris¢en za odredivanje broja virusnih kopija. Dodatno,
HCMV je kultivisan i izolovan iz Celijskih kultura gingivalnih fibroblasta koje su
koris¢ene za inokulaciju uzoraka gingivalno cervikalne teCnosti pacijenata sa
parodontopatijom. Rezultati navedenog istraZivanja pokazali su da je u najve¢em broju
slucajeva HCMV dijagnostikovan upotrebom nested PCR metode (u 35 od 44 uzorka,
79.5%), zatim upotrebom real-time PCR (u 21 od 44 uzorka, 47.7%), a najmanje
izolacijom HCMV iz kulture éelija i to iz samo jednog uzorka (2.3%) 2’. Takode, u
studijama koje su usledile, upotrebom real-time PCR za detekciju herpesvirusne
infekcije u uzrocima razli€itih formi parodontopatije pokazana je niska stopa detekcije
virusa “® 15 U zakljutku navedenih istrazivanja navodi se da mali broj uzoraka sa
povecanim brojem genskih kopija virusa sugeriSe na odustvo aktivne herpesvirusne

infekcije u ispitivanim patoloSkim stanjima.
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6.2. ANALIZA UCESTALOSTI POJEDINIH GENOTIPOVA HCMV | EBV U
ISPITIVANOM UZORKU

Prethodna istrazivanja su pokazala da geneticka varijabilnost herpesvirusa moze
uticati na ishod odnosa virusa sa imunskim odgovorom domacéina ** 119 173 Kako je
vecina prethodnih studija pokazala da su HCMV i EBV najceS¢ée detektovani
herpesvirusi u uzorcima periapkalnih lezija, interesanto je bilo ispitati ucestalost
pojedinih genotipova HCMV 1 EBV u navedenih uzorcima. Dodatni znacaj predstavlja i
Cinjenica da se dosadasnja istrazivanja nisu bavila ispitivanjem ucestalost detekcije

genotipova HCMV i EBV u periapikalnim lezijama.

Do sada je poznato da polimorfizmi gena koji kodiraju EBV nuklearne antigene
EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C i EBNA-LP predstavljaju osnov za podelu
na EBV genotip 1 (EBV-1) i EBV-2. U zavisnosti od lokusa, genotipovi pokazuju 53-
84% identi¢nosti medu sekvencama, sa najmanjim varijacijama u okviru EBNA-2 gena.
Zbog toga je osnovna genotipizacija EBV zapravo vezana za polimorfizam EBNA-2
gena 47 121201 g dryge strane, genom HCMV pokazuje veéu geneticku varijabilnost.
Prethodna istrazivanja vrSila su podelu genotipova HCMV na osnovu razlika u
sekvencama razli¢itih gena virusa 110 141 144 290 Medutim, najucestalije primenjivana
podela HCMV na genotipove izvrSena je na osnovu razlika u sekvenci gena UL55 Kkoji

kodira HCMV glikoprotein B (gB), te tako razlikujemo 4 HCMV gB genotipa (gB 1-1V)
173

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da su genotipovi EBV-1 i gB-ll
najucestaliji u uzorcima periapikalnih lezija. Naime, u vecini uzoraka periapikalnih
lezija EBV-1 je bio dominantniji u odnosu na EBV-2 (74 naspram 6 pozitivnih
uzoraka). S druge strane, od moguca 4 genotipa HCMYV detektovani su samo gB 11 gB
Il. Rezultati su pokazali da je gB Il bio predominantan u odnosu na gB | u uzorcima
periapikalnih lezija (42 naspram 12 pozitivnih uzoraka). Medutim, naSi rezultati su
pokazali da nije bilo znaCajne razlike u ucestalosti pojedinih genotipova medu
periapikalnim lezijama sa razli¢itim klinickim, radioloSkim 1 patohistoloskim

karakteristikama.

Kako do sada razli¢iti genotipovi navedenih virusa nisu ispitivani u uzorcima

periapikalnih lezija, dobijene rezultate ¢emo uporediti sa nalazom genotipova HCMV 1
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EBV u uzorcima hroni¢nog parodontitisa 2%8, peri-implantitisa i mukozitisa %. 2007.
godine Wu i saradnici 2*® su ispitivali u¢estalost detekcije pojedinih genotipova HCMV i
EBV u uzorcima gingivitisa, hronicnog parodontitisa i zdravoj kontroli. Njihovi
rezultati su pokazali da su najceS¢e detektovani genotipovi medu ispitivanim uzorcima
upravo EBV-1 i gB-ll. Dodatno, pokazali su da nalaz dualne infekcije gB-1I/EBV-1
povecava Sansu za nastanak hroni¢nog parodontitisa u ispitivanom uzorku (OR=28.875,
95%CI 6.82-253.27) u odnosu na monoinfekciju navedenim genotipovima EBV
(OR=2.000, 95%CI 1.95-73.04) i HCMV (OR=3.679, 95%CI 1.96-6.96) (106).

Jankovié i saradnici 8°

su ispitivali ucestalost genotipova HCMV i EBV u uzorcima
peri-implantitisa, mukozitisa i zdravoj kontroli. Njihovi rezultati su takode pokazali da
su najucestaliji genotipovi u ispitivanom uzorku EBV-1 i gB-II. Takode, pokazana je
znacajna razlika u ucestalosti navedenih genotipova izmedu uzoraka peri-implantitisa,

mukozitisa i zdrave kontrole &°.

Sve tri studije pokazale su da su EBV-1 i gB-II najucestaliji genotipovi EBV i
HCMV u ispitivanim uzorcima. Takode, treba naglasiti da su pacijenti uklju¢eni u sva
tri istrazivanja bili imunokompetentni, oni koji najmanje tri meseca pre uklju€ivanje u
studiju nisu koristili imunosupresivnu, antuviralnu i/ili antibiotsku terapiju. Ovim bi se
moglo objasniti odsustvo HCMV genotipova gB-llIl i IV Kkoji su svojstveni za
imunokompromitovane i transplantirane pacijente *3. Sada kada je pokazano koji su to
genotipovi koji se najCeSce detektuju, te da su oni povezani za loSijom klinickom
prognozom, makar u slucaju hroniénog parodontitisa 2*® i peri-implanititsa %,
interesantno bi bilo istraZiti da li prisustvo navedenih virusnih genotipova moze imati

uticaj na loSiji ishod terapijskih modaliteta koji se primenjuju u lecenju navedenih

patoloskih stanja.

Na kraju, potrebno je spomenuti i istrazivanje Hernadi-i i saradnika iz 2011.
godine " u kome je pored ispitivanja ucestalosti HCMV i EBV ispitivana i udestalost
detekcije genotipova A i B Humanog herpesvirusa 6 (HHV-6) na 40 uzoraka
periapikalnih lezija i 40 uzoraka kontrolnog pulpnog tkiva. Autori istrazivanja navode
da nije bilo znacajne razlike izmedu HHV6-A i HHV6-B u uzorcima periapikalnih
lezija 1 kontrolne grupe. Medutim, navodi se da je genotip HHV6-B bio znacajno

udestaliji u simptomatskim i ve¢im periapikalnim lezijama u odnosu na HHV6-A 2,
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6.3. ANALIZA DOBIJENIH VREDNOSTI PROINFLAMATORNIH CITOKINA
U ISPITIVANOM UZORKU

Mnogobrojna istrazivanja na humanim i animalnim uzorcima tkiva dokazala su
da proinflamatorni citokini kao bioloski aktivni molekuli predstavljaju medijatore
zapaljenja koji doprinose nastanku i progresiji hroni¢nih periapikalnih lezija 130 31 207.
208, 239 Naime, pokazano je da proinflamatorni citokini doprinose razgradnji kostanog
tkiva stimulisanjem produkcije RANKL-a u zapaljenskim reakcijama. Na taj nain
produkovane molekule RANKL-a vezuju se za svoje Celijske receptore-RANK S§to

uzrokuje diferencijaciju preosteoklasta u osteoklaste koji dovode do resorpcije kostanog
tkiva 22 49, 96,136

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je nivo IL-1p i IL-6 statisticki
znacajno veci u uzorcima tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija u odnosu na kontrolno
pulpno tkivo. Takode, pokazano je da su vrednosti IL-1B i1 IL-6 veée u grupi
simptomatskih u odnosu na asimptomatske periapikalne lezije. Analiziraju¢i vrednosti
IL-1B uocili smo da su one bile statisticki znacajno vece u velikim u odnosu na male
periapikalne lezije, kao i u radikularnim cistama u odnosu na periapikalne granulome.
Dobijeni rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa rezultatima prethodno publikovanih

63 | Martinho i saradnici 2’ takode su pokazali da su

studija. Gazivoda i saradnici
vrednosti IL-1p statisticki znacajno veée u simptomatskim u odnosu na asimptomatske
periapikalne lezije. S druge strane, nekoliko istrazivanja nije potvrdilo postojanje
znadajne razlike u vrednostima IL-1B izmedu ispitivanih grupa " 7 13 Ranija
istraZivanja pokazala su da su i vrednosti IL-6 zna¢ajno vece u simptomatskim u odnosu
na asimptomatske periapikalne lezije % 12 1" Dobijeni rezultati upucuju da se

periapikalne lezije sa izrazenom klini¢kom slikom karakteriSu pove¢anom produkcijom

proinflamatornih citokina (IL-10, IL-6).

Osim sinergistickog dejstva proinflamatronih citokina pokazano je da visoke
vrednosti IL-1B mogu stimulisati dodatnu produkciju IL-6 °2. Takode, dokazano je i da
IL-6 direktno direktno stimuliSe povecanje produkcije IL-1p u kulturama ¢elija kostne
srzi 1%, Pozitivna korelacija izmedu IL-1B i IL-6 dokazana je kako u nasem, tako i u
prethodna dva istrazivanja % 27, pri ¢emu je pokazano da poveéanje vrednosti jednog

citokina uzorokuje povecanje drugog. Za razliku od IL-1f i IL-6, nije uoceno znacajno
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povecanje vrednosti TNF-a izmedu posmatranih grupa. Slicne rezultate pokazali su i
Ataoglu i saradnici /, te Pro i saradnici 172, koji nisu pronasli zna¢ajno poveéane

vrednosti TNF-a u simptomatskim u odnosu na asimptomatske periapikalne lezije.

Vazno je spomenuti da znacajno povecane vrednosti IL-1B u velikim u odnosu
na male periapikalne lezije, kao u radikularnim cistama u odnosu na periapikalne
granulome u nasem uzorku ukazuju na povezanost izmedu povecane produkcije IL-1p 1
povecane resorpcije koStanog tkiva u zapaljenju S$to potvrduju i rezultati ranije

publikovanih studija 2 4% 96,136,

Prisustvo herpesvirusa u uzorcima tkiva periapikalnih lezija ne predstavlja
direktan dokaz o doprinosu virusa u patogenezi ovih lezija. Zbog toga je ova doktorska
disertacija imala za cilj da analizira povezanost prisustva herpesvirusa 1 nivoa
proinflamatornih citokina u ispitivanom uzorku. Naime, ranija istrazivanja su pokazala
da primarna infekcija EBV 1 HCMV doprinosi povecanju produkcije proinflamatornih
citokina na mestu zapaljenja 8 13 142,200 Tako se infekcija HCMV povezivala sa
pove¢anom produkcijom IL-1p, IL-6, IL-12, TNF-o, i IFN-y 32 16 dok su nivoi IL-1p,
IL-1Ra, IL-6, IL-8, I1L-18, TNF-a, i IFN-y bili povecani u toku EBV infekcije % 1%,
Dodatno, Slots je smatrao da herpesvirusi mogu doprineti patogenezi periapikalnih

lezija poveéanjem nivoa prinflamatornih citokina na mestu zapaljenja 2*°.

U okviru ove doktorske disertacije analizirane su vrednosti proinflamatornih
citokina (TNF-o, IL-1B i IL-6) u periapikalnim lezijama u zavisnosti od prisustva
ispitivanih herpesvirusa. Nasi rezultati su pokazali da iako su vrednosti IL-1f i IL-6 bile
ve¢e u EBV pozitivnim u odnosu na EBV negativne periapikalne lezije nije postojala
statisticki znacajna razlika izmedu posmatranih grupa. Dodatno, uoceno je da su
vrednosti IL-6 bile ve¢e i u HCMV pozitivnim u odnosu na HCMV negativne
periapikalne lezije, ali opet bez statisticki znacajne razlike. S druge strane, Hernadi i
saradnici '* su pokazali da su vrednosti TNF-o statisticki znacajno veée u EBV
pozitivnim u odnosu na EBV negativne periapikalne lezije. Postojanje razlike u
dobijenim rezultatima izmedu prikazanih istrazivanja mogucée je objasniti nalazom
prisustva aktivne EBV infekcije u analiziranom uzorku Hernadi i saradnika 4. Naime,
autori su upotrebom RT-PCR metode dokazali prisustvo aktivne EBV infekcije u 44 od

58 analiziranih uzoraka periapikalnih lezija. Medutim, prisustvo aktivne infekcije
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drugih analiziranih virusa je bilo znatno nize (HCVM, 7 pozitivnih uzoraka; HHV-6A, 4
pozitivna uzorka; HHV-6B, 9 pozitivnih uzoraka i HHV-8, ni jedan pozitivan uzorak),
zbog Cega, verovatno kao i u naSem slucaju, nije bilo znacajne razlike u vrednostima

proinflamatornih citokina u grupama periapikalnih lezija sa i bez navedenih virusa .

Takode, poredili smo vrednosti izmerenih proinflamatornih citokina u HCMV i
EBV pozitivnim 1 negativnim periapikalnim lezijama sa razliCitim klini¢kim,
radioloskim 1 patohistoloskim karakteristikama. Dobijeni rezultati su pokazali da su
vrednosti IL-1B bile znacajno povecane u simptomatskim u odnosu na asimptomatske
periapikalne lezije, bez obzira na prisustvo EBV. Dalje, pokazano je da su vrednosti IL-
6 bile znacajno vece kod simptomatskih HCMV pozitivnih periapikalnih lezija u odnosu
na asimptomatske. Sa druge strane, uoCene su znacajno vece vrednosti IL-1p kod
simptomatskih ali HCMV negativnih periapikalnih lezija u odnosu na asimptomatske
HCMV negativne lezije. Zbog prisustva jako malog broja lezija sa aktivnom
herpesvirusnom infekcijom (12 uzoraka za EBV i 4 uzorka za HCMV) sa jedne strane, i
znacajno poviSenih vrednosti IL-1p i IL-6 u simptomatskim u odnosu na asimptomatske
periapikalne lezija bez obzira na prisustvo herpesvirusa sa druge strane, naSa
pretpostavka je da herpesvirusi u stanju latentne infekcije nisu odgovorni za stimulaciju
produkcije proinflamatronih citokina. U prilog tome govori i nepostojanje znacajne
pozitivne korelacije izmedu broja genskih kopija virusa i izmerenih vrednosti
proinflamatornih citokina u nasem uzorku. U prilog ovim pretpostavkama govori 1
istrazivanje Sabeti-ja i saradnika iz 2012. godine *°. U navedenom istrazivanju autori su
poredili vrednosti TNF-o, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-10 i IL-12 izmedu 9 simptomatskih i 6
asimptomatskih periapikalnih lezija. Upotrebom real-time RT-PCR metode autori su
pokazali da su HCMV i EBV bili detektovani sa pove¢anim brojem genskih kopijau 5 i
8 simptomatskih lezija, dok sa druge strane oba virusa nisu bila detektovana u
asimptomatskim periapikalnim lezijama. Takode, pokazali su da je postojala znacajna
razlika u nivou svih ispitivanih citokina izmedu simptomatskih i asimptomatskih

periapikalnih lezija 1*.

98



6.4. PRAVCI BUDUCIH ISTRAZIVANJA

Uzimaju¢éi u obzir da su mnogobrojna dosadasnja istrazivanja potvrdila prisustvo
herpesvirusa u uzorcima tkiva hroni¢nih periapikalnih lezija prirodno se namece

razmiSljanje o njihovoj ulozi u patogenezi ovih patoloskih stanja.

Za razliku od ranijih istrazivanja, danas se ipak moze rec¢i da prisustvo aktivne
herpesvirusne infekcije u tkivu periapikalnih lezija moze da uti¢e na uobliCavanje
klini¢ke slike ovog oboljenja. To su pokazali rezultati istrazivanja u kojima je uocena
pozitivna korelacija izmedu prisustva aktivne herpesvirusne infekcije u simptomatskim i
asimptomatskim lezijama i povecanih vrednosti proinflamatornih citokina. U cilju jo$
jace potvrde navedenih pretpostavki, bilo bi interesantno ispitati da li postoji razlika u
nivou proinflamatornih citokina i stepenu kosStane razgradnje izmedu grupa

periapikalnih lezija sa potvrdenom aktivnom i latentnom herpesvirusnom infekcijom.

Pored svega, najveéu nedoreCenost i dalje predstavljaju jasni patofizioloski
mehanizmi pomoc¢u kojih bi herpesvirusi mogli da uticu na nastanak i1 razvoj
periapikalnih lezija, kao 1 na razgradnju alveolarnog koStanog tkiva. Na osnovu do sada
poznatih ¢injenica i u cilju rasvetljenja uloge herpesvirusa u patogenezi periapikalnih
lezija naSa istrazivacka grupa je 2015. godine predlozila novu hipotezu o ulozi
herpesvirusa u patogenezi hroni¢nih periapikalnih lezija 8. Naime, poznato je da
poveéana koncentracija RANKL-a dovodi do diferencijacije preosteoklasta u
osteoklaste 1 razgradnje koStanog tkiva. Novija istraZivanja su pokazala da se pove¢ana
koncentracija RANKL-a javlja u stanju oksidativnog stresa u organizmu ° 4 241
Takode, istrazivanja na razli¢itim kulturama ¢elija su pokazala uticaj EBV na povecanje
produkcije parametara oksidativnog stresa 12, Upravo ovakvi pokazatelji naveli su nas
da postavimo hipotezu prema kojoj EBV u tkivu periapikalnih lezija provocira nastanak
oksidativnog stresa, Sto dovodi do povecane produkcije RANKL-a i intenzivne
razgradnje aleolarnog kostanog tkiva. Klinicki 1 laboratorijski deo istrazivanja u okviru
predloZene hipoteze su gotovi tako da se nadamo da ¢e dobijeni rezultati rasvetliti jedan

od potencijalnih patofizioloskih mehanizama dejstva herpesvirusa.

Treba imati na umu da sva do sada sprovedena istraZivanja nisu bila u stanju da
utvrde da li herpesvirusi mogu izolovano, bez bakterija, da izazovu zapaljensku reakciju

u apeksnom parodoncijumu i da dovedu do nastanka periapikalnog granuloma i
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radikularne ciste. U cilju izuCavanja tog pitanja, odgovore bi mogao da ponudi i
kvalitetno osmi$ljen eksperimentalni model sa inficiranim ili imunizovanim

laboratorijskim Zivotinjama.
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VII ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata sprovedenih istrazivanja mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1. EBV i HCMV 2znacajno ¢esce se detektuju u uzorcima hroni¢nih periapikalnih lezija

u odnosu na kontrolno pulpno tkivo;

2. EBV se znacajno Cesc¢e detektuje u hroni¢nim periapikalnim lezijama nego $to je to

sluc¢aj sa HCMV-om;

3. ne postoji razlika u prisustvu EBV 1 HCMV izmedu simptomatskih i asimptomatskih,

velikih i malih periapikalnih lezija te periapikalnih granuloma i radikularnih cista;

4. povecan broj genskih kopija EBV i HCMV detektovan je u svega 12% odnosno 4%
analiziranih uzoraka, $to ukazuje na nisku ucestalost aktivne infekcije herpesvirusima u

periapikalnim lezijama;

5. povecan broj genskih kopija EBV i HCMV nije bio prisutan u uzorcima kontrolnog
pulpnog tkiva;

6. EBV-1 genotip bio je znacajno ucestaliji u odnosu na EBV-2 u uzorcima tkiva

periapikalnih lezija i kontrolnog pulpnog tkiva;

7. u ispitivanom uzorku uocene su samo 2 varijante genotipova HCMV, pri ¢emu je gB-

IT bio znacajno ucestaliji u odnosu na gB;

8. uocene su znacajno povecéane koncentracije IL-1p i IL-6 u tkivu periapikalnih lezija u

odnosu na kontrolno pulpno tkivo;

9. vrednosti IL-1B i IL-6 bile su znafajno veCe u simptomatskim u odnosu na

asimptomatske periapikalne lezije;

10. vrednosti IL-1p bile su znacano povecane kod velikih u odnosu na male periapikalne

lezije, kao i u radikularnim cistama u odnosu na periapikalne granulome;

11. nije uocCena znacajna razlika u nivou proinflamatornih citokina izmedu EBV 1

HCMYV pozitivnih i negativnih periapikalnih lezija;

12. nije uocena znacajna korelacija izmedu broja genskih kopija herpesvirusa i

izmerenih vrednosti proinflamatornih citokina u ispitivanom uzorku.
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PRILOG 1. Radni karton ekperimentalne grupe istrazivanja

Datum uzimanja uzorka - ID broj pacijenta -
Broj lezije za analizu - Broj protokola -

RADNI KARTON

l. OPSTI PODACI PACIJENTA:

IME | PREZIME

GODINA RODENJA

POL 1-M 2-7

ADRESA PREBIVALISTA

KONTAKT TELEFON

1. UZROK JAVLJANJA LEKARU:

a.) bol Db.) otok c.) poremecaj opSteg zdravstvenog stanja d.) slu¢ajno
otkriveno-bez simptoma

I1.  ISTORIJA BOLESTI:

Kada ste prvi put uocili promene, kada su se pojavile prve tegobe koje su uzrok

javljanja lekaru?

Da li su iste promene u ustima i pre uzorkovale tegobe?
a)DA b)NE

Koliko puta pre?
a.) jedan put pre b.) dva puta pre c.) viSe puta pre

Koji vid terapije je koriS¢en u sanaciji tegoba?
a.) antibiotska terapija b.) incizija c.) drenaza kanala korena zuba
d.) endodontsko lecenje zuba e.) vadenje zuba f.) ostalo

IV. OPSTE ZDRAVSTVENO STANJE:

Da li bolujete od neke dugotrajne bolesti koja zahteva redovnu upotrebu
lekova?

a)DA  b)NE

Navesti bolesti/lekove ukoliko je odgovor potvrdan:

Da i ste alergi¢ni na:
a.) lekove)  b.)hranu  c.)polen d.)ostalo

Da lis te lezali u bolnici?
a.) DA b.) NE



U sluc¢aju potvrdnog odgovora navedite razloge:

V. KLINICKI PREGLED:

- Lokalizacija promena/tegoba :

- BOL
Prisutan u toku klini¢kog pregleda a.) DA b.) NE

Prisutan u prethodnih 48 sati a.) DA b.) NE

Karakteristike bola - izazvan stimulusom a.) DA b.) NE
- a.) oStar b.) probadajuéi c.) tup

Trajanje bola a.) kratkotrajan b.) dugotrajan c.) samo dok traje stimulus

Palpatorno zahvacéena regija a.) bolno osetljiva b.) bolno ne osetljiva
Perkusija - vertikalna a.) bolno osetljiva b.) bolno ne osetljiva
- horizontalna a.) bolno osetljiva b.) bolno ne osetljiva
- OTOK
Prisustvo a.) DA b.) NE

Karakteristike a.) tvrd b.) fluktuirajuci

Koza iznad zahvacenog predela —topla a.) DA b.) NE
-crvena a.) DA b.)NE

Prisustvo fistule na kozi/sluzokozi a.) DA b.) NE

Deformacija alveolarnog grebena a.) DA b.) NE
a.) proliferativna b.) ulcerativna
- Aspiracija cistinog sadrZaja
Izgled a.) bistar b.) zamucen c.) purulentan d.) bez sadrzaja

VI. RADIOLOSKA ANALIZA
a.) retroalveolarni snimak  b.) ortopantomogram
Karakteristike lezije: a.) rasvetljenje b.) senka
Ogranicenost: a.) neostro b.) ostro ograni¢ena sa zonom periferne kondenzacije
Lokalizacija:

Velicina lezije:

a.) meziodistalni promer ____mm b.) kraniokaudalni promer mm
Radna dijagnoza:
Patohistoloski nalaz:

Indikacija: a.) hirur§ko leenje b.) inciziona biopsija
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PRILOG 2. Radni karton kontrolne grupe istrazivanja

Datum uzimanja uzorka - ID broj pacijenta -
Broj lezije za analizu - Broj protokola -

RADNI KARTON

I. OPSTI PODACI PACIJENTA:

IME | PREZIME

GODINA RODENJA

POL 1-M 2-7

ADRESA PREBIVALISTA

KONTAKT TELEFON

Il. UZROK JAVLJANJA LEKARU:

a.) bol Db.) otok c.) poremecaj opSteg zdravstvenog stanja d.) slu¢ajno
otkriveno-bez simptoma

I11. ISTORIJA BOLESTI:

Kada ste prvi put uocili promene, kada su se pojavile prve tegobe koje su uzrok

javljanja lekaru?

Da li su iste promene u ustima i pre uzorkovale tegobe?
a)DA b)NE

Koliko puta pre?
a.) jedan put pre b.) dva puta pre c.) viSe puta pre

Koji vid terapije je koriS¢en u sanaciji tegoba?
a.) antibiotska terapija b.) incizija c.) vadenje zuba d.) ostalo

IV. OPSTE ZDRAVSTVENO STANJE:

Da li bolujete od neke dugotrajne bolesti koja zahteva redovnu upotrebu
lekova?

a)DA  b)NE

Navesti bolesti/lekove ukoliko je odgovor potvrdan:

Da li ste alergi¢ni na:
a.) lekove) b.)hranu  c.)polen d.)ostalo

Da lis te lezali u bolnici?
a.) DA b.) NE



U sluc¢aju potvrdnog odgovora navedite razloge:

V. RADIOLOSKA ANALIZA
a.) retroalveolarni snimak  b.) ortopantomogram
Karakteristike lezije: a.) rasvetljenje b.) senka
Ogranicenost: a.) neostro b.) ostro ograni¢ena sa zonom periferne kondenzacije

Lokalizacija:

Velicina lezije:
a.) meziodistalni promer mm b.) kraniokaudalni promer mm

Radna dijagnoza:

Patohistoloski nalaz:

Indikacija: a.) hirur§8ko leGenje b.) inciziona biopsija
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NMoTnucanu-a Anekcangap Jakosrbesuh
Opoj nHpekca 4010/2011
UsjaBrbyjem

[a je AOKTopCKa ancepTauuja nog HacrnoBOM:

~leTeKuunja n reHotunusaunja XymaHor umromeranosupyca n EnwTrajH-bap
BUpPYCa Y XPOHUYHUM NepuanukanHum nesmnjama’“

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LenvHU HX Y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe 6uMNoO koje AunNnoOMe npema CTYAMjCKMM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM KpLuMo/ra ayTopcka npaBa UM KOPWUCTUO WHTENEKTYarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Bbeorpagay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme n npesnme aytopa AnekcaHgap JakoBrbeBuh

bpoj nHaekca 4010/2011

Cryaujckn nporpam _[lokTOpcke akagemcke ctyamje, moayn: ,6asmyHa u KnuHn4ka
UCTpaxuBaha y cTomaTonorujm®

Hacnos paga __ ,JdeTekuunja n reHotunmsaumja XymaHor umtomeranosupyca u
EnwTajH-Bap Bupyca y XpoHUYHUM NepuanukanHum nesmjama’

MenTtop _ Oou. ap cun. Mupocnae M. Angpvh, Mpod. ap cun. Anekcangpa M.
KHexxeBuh

MoTnucaHw/a AnekcaHgap Jakosrbesuh

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NMYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LITO Cy UMe U Npe3ume, roguHa n Mecto poherwa 1 gatym
ogbpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum Mory ce o00jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurntarnHe
ombnunoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory uny nybnukauvjama YHmsepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y Ourutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

~deTeKumja n reHotunusaumja XymaHor umtomeranosupyca un EnwTrajH-bap
BUpYyCa Y XPOHUYHUM nepuanukanHnum nesunjama’

Koja je Moje ayTopcko aeno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTtpoHckomM dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy OOKTOpPCKY AncepTtauujy noxpaweHy y [urutanHu penosvtopujym YHusepsuTeTa
y beorpagy mory ga kopucte CBW KOju NowwTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTtopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjarnHo
@yTopCTBO — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOopCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AennuTn nog UCTUM ycrnosmma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AENUTM Nog UCTUM YCnoBMMa

(Monumo ga 3aoKpyXuTe camo jedHy O LecCT MOHyheHuX nuueHuu, KpaTtak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpagay,




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpUOyLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepage, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HayuH odpefeH oA cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak 1 y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o4 cBUx
nULEeHUN.

2. AytopcTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTasawe Aerna, v npepage, ako ce HaBege Mme aytopa Ha HauvH oapefeH o
cTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. Oa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBae,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwitaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBara Wnv
ynoTpebe gena y CBOM [erny, ako Cce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa vnu gaeaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSfbaBa KomepuwujanHy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHvyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuwujanHo — JgennTtu nog uctum ycrosuma. [o3BorbaBaTe
yMHOXaBake, AucTpmbyumjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBefe
nme aytopa Ha HayuH odpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasBaoua NuUEHLEe U ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM WM CNMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOMbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjYy U jaBHO
caonwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefheH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopctBO - genutnm nog uCTUM ycrioBuMa. [o3BorbaBate yMHOXaBahe,
ANcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa WM JaBaoua NUUEHLEe U ako ce npepaga
anctpmbympa nog WUCTOM MM cnudHOM  nuvueHuoMm. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby fgena v npepaga. CnvyHa je copTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO INnLeHuama oTBOPEeHOor Koaa.



