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ULOGA GALEKTINA-3 U RAZVOJU PERIAPEKSNIH INFLAMATORNIH LEZIJA KOD MISA

REZIME

Galektini su evolutivno veoma stari plejotropni proteini sa razli¢itim funkcijama
u urodenom i steCenom imunitetu. Do danas je kod sisara u mnogim tkivima, intra i
ekstracelijski, otkriveno ukupno 15 galektina sa nizom uloga u prepoznavanju patogena
i finoj regulaciji imunoloSkog odgovora. Galektini se ponasaju kao receptori (PRR) za
prepoznavanje zajedni¢kih molekularnih obrazaca mikroorganizama (PAMP) koji
aktiviraju urodeni imunoloski odgovor. Galektin-3 je himeri¢ni ¢lan familije galektina
koji ispoljava proinflamatorno ali i imunoregulatorno delovanje. Snazan je aktivator
leukocita i deluju¢i kao adhezivni molekul vazan je za njihovu direktnu adheziju za
endotelne Celije i proces ekstravazacije.

Cili ovog istrazivanja bio je ispitivanje uticaja galektina-3 na razvoj
eksperimentalno izazvanih periapeksnih inflamatornih lezija kod galektin-3 nokaut
miSeva mesec dana, Sest nedelja i Cetiri meseca od izazivanja oboljenja. Periapeksne
inflamatorne lezije izazvane su otvaranjem komunikacije izmedu usne duplje i zubne
pulpe stomatoloSkom burgijom. Prodor patogenih anaeroba dentalnog plaka
P.gingivalis, P.intermedia, F.nucleatum, A.actinomycetemcomitans i drugih u zubnu
pulpu vodi do razvoja snaznog periodontitisa.

Lipopolisaharid (LPS) P.gingivalis, ligand TLR2 i TLR4, stimuliSe lu¢enje razlicitih
proinflamatornih i antiinflamatornih citokina od strane antigen prezentujuéih éelija
(APC), pre svega makrofaga i dendritskih ¢elija (DC). Galektin-3 je negativni regulator
funkcije LPS pa je sekrecija citokina od strane makrofaga galektin-3 nokaut miseva
povedana u odnosu na miSeve divljeg tipa. Znacajno smanjen broj neutrofilnih
granulocita u periapeksnim inflamatornim infiltratima ovih Zivotinja u odnosu na divlji
tip, uz priblizno jednak broj makrofaga i limfocita, ukazuje da nedostatak ovog
molekula smanjuje intenzitet inflamatornih procesa u periodoncijumu. Neutrofilni
granulociti su najbrojnije ¢elije u periapeksnim inflamatornim lezijama miseva divljeg
tipa a makrofagi kod galektin-3 negativnih nokaut miSeva. Real-time PCR detekcijom
ekspresije gena za proinflamatorne i antiinflamatorne citokine na nivou informacione
RNK (iRNK), mesec dana od izazivanja oboljenja utvrdeno je znacajno povecanje

ekspresije gena za proinflamatorne citokine IL-1fB, IL-6, IL-17, IL-12, IL-23, IL-4 i IL-18



kod galektin-3 nokaut miseva u odnosu na miSeve divljeg tipa i znaCajno smanjenje
ekspresije gena za TNFa, IL-1a, IFNy, IL-21, IL-10, i TGFP. Detektovano je i poveéanje
ekspresije gena za TLR2, TLR4 i hemokin IL-8 u odnosu na periapeksne lezije kod
miSeva divljeg tipa. U zdravom tkivu nije detektovana ekspresija gena za IL-21 dok je
ekspresija gena za proinflamatorni citokin 1L-12, promoter T,1 tipa inflamatornog
odgovora smanjena u inflamiranom tkivu.

Dobijeni rezultati ukazuju da u periapeksnim lezijama ispitivanih misSeva
dominira Th17 tip steCenog imunoloskog inflamatornog odgovora i da su IL-17 i IL-8
direktno odgovorni za pristizanje neutrofilnih granulocita u inflamirano podrucje i
egzacerbaciju hroni¢nog periodontitisa kod galektin-3 nokaut i miSeva divljeg tipa. Broj
neutrofilnih granulocita u tkivu periapeksnih inflamatornih lezija galektin-3 nokaut
miSeva znacajno je manji iako je ekspresija gena za proinflamatorne citokine IL-1f3, IL-6,
IL-17 i IL-8 znacajno povecana u odnosu na tkivo periapeksnih lezija miSeva divljeg tipa,
Sto ukazuje na uticaj i drugih mehanizama, ne samo sekrecije citokina, u proces

infiltracije neutrofilnih granulocita.

Kljuéne reci: Galektin-3, periapeksne inflamatorne lezije, nokaut miSevi,

patohistologija, real-time PCR, ekspresija gena za citokine

Naucna oblast: Veterinarska medicina
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THE ROLE OF GALECTIN-3 ON THE DEVELOPMENT OF PERIAPICAL INFLAMMATORY
LESIONS IN MICE

SUMMARY

Galectins are evolutionarily very old glycan-binding proteins with pleiotropic
roles in innate and adaptive immunity. Until now 15 galectins have been identified in
mammals with wide tissue distribution, intra and extracellular, with many roles in
diverse immune cell processes of pathogen recognition, and fine tuning of immune
responses. They act as pathogen recognition receptors (PRRs), recognizing pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) on microorganisms and activate innate
immune response. Galectin-3 (Gal-3) is a chimeric molecule, and a member of the
galectin family, with proinflammatory and immunoregulatory functions. Gal-3 is a
potent leukocyte activator, and is very important in leukocyte adhesion and
extravasation, acting directly as an adhesive molecule.

The aim of this study was to investigate how Gal-3 influences inflammatory
process in experimentally induced periapical inflammatory lesions in Gal-3 knockout
C57BL/6 mice one month, six weeks, and four months after disease induction.
Periapical inflammatory lesions were experimentally induced using stomatological
round bur. Initial dental pulp exposure to dental plaque anaerobic pathogens like
P.gingivalis, P.intermedia, F.nucleatum, A.actinomycetemcomitans and others leads to
severe periapical periodontitis.

P.gingivalis lipopolysacharide (LPS), TLR2 and TLR4 ligand, stimulate antigen
presenting cells (APC), like macrophages and dendritic cells, to produce various pro
and antiinflammatory cytokines. Gal-3 is considered to be a negative regulator of LPS
functions, which is why the level of cytokine production in Gal-3 negative
macrophages is much higher. A significantly decreased number of neutrophils in
periapical inflammatory infiltrates, with an equal number of macrophages and
lymphocytes in wild and knockout mice, suggests that absence of this molecule
decreases inflammatory processes in periodontium. Neutrophil granulocytes are the
most numerous infiltrating cells in periapical lesions of wild type mice and
macrophages in Gal-3 knockout mice. Real-time PCR detection of cytokine gene

expression on mRNA level, a month after disease induction, showed a significant



increase of proinflammatory cytokine IL-13, IL-6, IL-17, IL-12, IL-23, IL-4 and IL-18
mMRNA levels in Gal-3 knockout mice, compared to wild type and significant decrease of
TNFa, IFNy, IL-1a., IL-21, IL-10, and TGF3 mRNA levels. Also significant increase of TLR2,
TLR4 and IL-8 chemokine mRNA levels were detected compared to wild type. IL-21
gene expression was not detected in healthy tissue, and levels of IL-12 mRNA were
higher in healthy periapical tissue, compared to periapical inflammatory lesions.

These results indicated that a T,17 type of adaptive immune inflammatory
response is ongoing in periapical lesions, and that IL-17 and IL-8 are responsible for
neutrofil recruitment and exacerbation of chronic periodontitis in wild type and Gal-3
knockout mice. The fact that the number of neutrofils in Gal-3 knockout mice
periapical lesions is significantly lower, although the gene expression of
proinflammatory cytokines IL-1f3, IL-6, IL-17 and IL-8 is much higher than in wild type
C57BL/6 mice, suggests that other mechanisms, not only cytokine expression, are

involved in neutrofil infiltration.

Keywords: Galectin-3, periapical inflammatory lesions, knockout mice, pathohistology,

real-time PCR, cytokine gene expression.

Scientific field: Veterinary medicine
Narrower scientific field: Animal pathology, Immunology
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UvOD POGLAVLIE 1

1. UvoD

Imunoloski sistem Coveka i Zivotinja veoma je sloZzen i ima tri nivoa. Prvi nivo
¢ine anatomske i fizioloSke barijere, drugi nivo je urodeni imunitet koji se zasniva na
ograniCenom broju receptora za molekularne obrasce mikroorganizama PAMP
(pathogen-associated molecular patterns) cije informacije ocitavaju receptori za
prepoznavanje patogena PRR (pathogen/pattern recognition receptors) medu kojima
su najznacajniji toll-nalik receptori TLR (toll-like receptors), NOD-nalik receptori (NOD-
like receptors) i sistem inflamazoma. U PRR spadaju i lektini, evolutivnho veoma stara
grupa proteina, Cija je osnovna funkcija prevodenje razliCitih bioloskih informacija
c¢uvanih u specificnim oligosaharidnim strukturama glikokonjugata. Lektini su
klasifikovani u familije medu kojima galektini spadaju u najstarije i najinteresantnije.
Galektini se karakteriSu specifiénim vezivanjem za [-galaktozide preko veoma starog i
oCuvanog domena koji prepoznaje uglijene hidrate CRD (carbohydrate recognition
domain). Osnovna funkcija galektina kao PRR je aktivacija nespecificnog urodenog
imunoloskog odgovora koji je veoma brz i ve¢ u toku nekoliko minuta od ulaska
patogena u organizam pocinje da generiSe zastitni inflamatorni odgovor. Ovaj odgovor
se karakteriSe mobilizacijom i dolaskom neutrofilnih granulocita, a zatim i monocita na
mesto inflamacije i aktivacijom tkivnih makrofaga i dendritskih ¢elija (DC), kao antigen
prezentujucih éelija (APC), $to dovodi do aktivacije tre¢eg nivoa odbrane antigen-
specificnog ste¢enog imuniteta.

Po strukturi jedinstven pripadnik familije lektina je himeri¢ni galektin-3 koji uz
CRD sadrzi N-terminalni domen zahvaljujuéi kome je u stanju da formira oligomere u
vidu latica sto mu omogucava polivalentnost i multifunkcionalnost. Lokalizovan je pre
svega intracelijski, u nukleusu i citoplazmi, ili rede ekstracelijski na membrani i u
vancelijskom prostoru. Preko specificnih interakcija sa velikim brojem intra- i
ekstracelijskih proteina galektin-3 je uklju¢en u niz razliCitih fizioloSkih i patofizioloskih
stanja i procesa kao Sto su imunoloski odgovor, razvoj, neoplasti¢ne transformacije i
metastaze. Galektini se sintetiSu i deponuju u citoplazmi i do njihovog oslobadanja
dolazi pri oStecenju tkiva tokom inflamacije, pasivno iz nekrotic¢nih éelija ili aktivno
neklasicnim putem (leaderless secretory pathway) iz celija aktivisanih tokom

inflamatornog procesa. Na taj nacin galektini se ponaSaju kao PRR ali i kao
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UvOD POGLAVLIE 1

imunomodulatori. Posto su oslobodeni galektini prisutni uglavnom u inflamatornim
lezijama izazvanim odredenim patogenima oni su potencijalni molekularni obrazci
nastali osStec¢enjem tkiva - DAMP (damage-associated molecular patterns) koji, kao i
PAMP, aktiviraju urodeni imunolosSki odgovor. Galektin-3 je prisutan u velikom broju
razlicitih celijskih tipova i nizu éelija urodenog imuniteta, a tokom inflamacije oslobada
se u ekstradelijski prostor gde aktivira inflamatorne celije (pre svih neutrofile),
stimuliSe njihovo zadrZavanje na mestu inflamacije i ekstravazaciju ovih éelija delujudi
kao adhezivni molekul. Znatno umanjeni inflamatorni infiltrati u brojnim in vivo
inflamatornim modelima na galektin-3 deficijentnim nokaut misevima ukazuju na veliki
znacaj ovog molekula u distribuciji leukocita tokom inflamatornog odgovora i na
njegovo proinflamatorno ali i vrlo suptilno imunoregulatorno delovanje. On je
negativni regulator funkcija lipopolisaharida (LPS) pa zbog toga antigen prezentujuce
¢elije (APC) galektin-3 negativnih nokaut mieva pod delovanjem LPS gramnegativnih
bakterija sekretuju veéu koli¢inu proinflamatornih citokina IL-1B, IL-6 i TNFa Sto opet
vodi sintezi vece koli¢ine IL-17 i IL-8 i egzacerbaciji inflamatornog procesa.

Dosadasnja istrazivanja na razliCitim eksperimentalnim inflamatornim
modelima i galektin-3 deficijentnim misevima nisu obuhvatila ispitivanje ovog
molekula u modelu eksperimentalno izazvanih periapeksnih inflamatornih lezija. Ovaj
animalni model dobar je za proucavanje dinamike i funkcionalno-fenotipske
karakterizacije lokalnog hroni¢nog zapaljenja.

Periapeksni periodontitis ili periapeksna inflamatorna lezija je lokalna
inflamatorna reakcija na bakterijsku infekciju pulpe korena zuba Zivotinja i ljudi. Ovaj
proces javlja se u vidu fokalnog periodontitisa ali i kompleksnijih inflamatornih lezija pri
¢emu je nekroticni pulpitis inicijalni dogadaj. Eksperimentalni periapeksni periodontitis
moZe se izazvati otvaranjem zubne pulpe stomatoloskom burgijom. Najées¢i uzroc€nici
periodontitisa su patogeni anaerobi usne duplje i dentalnog plaka Porphyromonas
gingivalis (P.gingivalis), Fusobacterium nucleatum (F.nucleatum), Prevotella intermedia
(P.intermedia), Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans) i
drugi. U dentalnom plaku prisutni su takode Eubacterium i Peptostreptococcus sojevi a
sem njih i razliciti sojevi Lactobacilus, Staphyloccocus, Streptoccocus i E.coli. Od sojeva
mikroorganizama koji su izazvali infekciju zavisi tip imunoloskog odgovora domadina a

posledi¢no i stepen ostecenja tkiva.
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UvOD POGLAVLIE 1

Dosadasnja istrazivanja familije galektina su u velikoj meri fokusirana na ulogu
ovih proteina u animalnim modelima bolesti kao $to su kolagenom indukovani artritis,
EAE, dijabetes, niz parazitskih infestacija i bakterijskih i prionskih infekcija. Posto do
sada nije ispitivana uloga galektina u modelu eksperimentalno izazvanih periapeksnih
inflamatornih lezija primena ovog modela na galektin-3 nokaut miSevima predstavlja
novo istraZivanje i moZe se smatrati originalnim. Rezultati dobijeni koris¢enjem
klasi¢nih patolosko-histoloskih metoda i detekcijom ekspresije gena za razli¢ite pro- i
antiinflamatorne medijatore na nivou informacione RNK (iRNK) real-time PCR
metodom mogli bi da donekle rasvetle mehanizme uticaja galektina-3 u ovom
inflamatornom modelu i eventualno da ukaZzu na to da li bi se njegovom manipulacijom
na razli¢itim nivoima moglo po potrebi uticati na tip inflamatornog odgovora i stepen

ostecenja tkiva.
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PREGLED LITERATURE POGLAVLIJE IT

2. PREGLED LITERATURE

2.1 PERIODONCHUM

Periodoncijum je struktura u koju zub naleze svojim korenim delom i koja
omogucava vezu zuba sa okolnim tkivima. Sastoji se od cementa (deo zuba),
periodontalnog ligamenta, alveolarne kosti i gingive. Periodontalni ligament je
specijalizovano vezivno tkivo koje drzi ¢vrsto pricvrs¢en cement zuba za alveolarnu
kost. Ovo tkivo u potpunosti prekriva koren zuba i veoma dobro je vaskularizovano i
inervisano. Osnovne funkcije periodontalnog ligamenta su fiksiranje zuba u alveoli i
snabdevanje osnovnim hranljivim materijama a ucestvuje i u procesima stvaranja i
resorpcije kostanog tkiva tokom razvoja i rasta zuba (Angleraud R. 1973.).

Sem fibroblasta i fibrocita vezivno tkivo periodontalnog ligamenta sadrzi i
osteoblaste, osteoklaste, makrofage, cementoblaste i éelije Malasezovih ostrvaca.
Zastupljena su kolagena vlakna koja se sastoje uglavnom od kolagena tipa | i lll a koja
¢ine snopic¢e nazvane po pravcu u kome se pruzaju i njihovoj lokalizaciji (horizontalna,
kosa, periapeksna, inter-radikularna i vlakna alveolarnog grebena)(Angleraud R. 1973.).

Nervna vlakna se pruzaju od kosti apikalno i formiraju mrezu oko zuba Sireci se
ka grebenu i gingivi. Na taj nacin CNS dobija informacije o svakom pa i najsitnijem
pomeranju zuba.

Alveolarna kost okruzuje koren zuba formirajuéi tzv. alveolarni dzep a preko

alveolarne kosti sa spoljasnje strane naleZe gingiva (Angleraud R. 1973.).

2.2. PERIAPEKSNI PERIODONTITIS

Periapeksni periodontitis, zapaljenje periodontalnog ligamenta, je lokalna
inflamatorna reakcija na bakterijsku infekciju pulpe korena zuba Zivotinja i ljudi. Ovaj
inflamatorni proces po toku moZze biti akutan i hroni¢an a kasnije i u formi
kompleksnijih inflamatornih lezija kao Sto su granulomi, ciste, apscesi ili oziljno tkivo
pri ¢emu pulpitis i nekroza zubne pulpe predstavljaju inicijalni dogadaj za nastanak i

razvoj ovih procesa (Angelraud R. 1970a.).
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U akutnoj fazi, za koju se smatra da traje oko tri nedelje, najbrojnije celije u
periapeksnim inflamatornim infiltratima su neutrofilni granulociti, makrofagi i
dendritske celije, a kasnije proces poprima hroni¢ni tok kada su najbrojnije
mononuklearne celije. U fazi reparacije i rezolucije dolazi do proliferacije vezivnog
tkiva, fibroblasta, fibrocita, sinteze kolagenih vlakana, a ponekad nastaju ve¢ pomenuti
granulomi, ciste ili apscesi. Tokom inflamacije u periodoncijumu dolazi do razgradnje i
resorpcije alveolarne kosti i zubnog cementa pri ¢emu se periodontalni prostor
progresivno povecava a u inflamatornim infiltratima uocavaju se multijedarni
osteoklasti, ¢elije koje razgraduju alveolarnu kost (Angelraud R. 1970a.).

Granulomi nastaju kao odgovor organizma na antigene rezistentne na
delovanje efektorskih celija urodenog imunoloskog odgovora (npr. neutrofili i
eozinofili). Ovi antigeni mogu biti infektivni agensi (npr. M.tuberculosis) ili neke
supstance strane organizmu, a Cesto je antigen nepoznat kao Sto je sludaj kod
sarkoidoze. Funkcija granuloma je stvaranje barijere za antigene koji se ne mogu
eliminisati. Granulom je organizovani skup makrofaga a sem sto definiSu granulom
makrofagi ponekad fuzioniSu u multijedarne dzinovske celije. Neki makrofagi dobijaju
pridev epiteloidni Sto ukazuje na odredeni stepen slicnosti sa epitelnim celijama.
Razlikuju se od drugih makrofaga po izduzenom, nabubrelom jedru i eozinofilnijoj
citoplazmi. Periapeksni granulom (dentalni granulom) je fokalni, negnojni, hronicni
periodontitis sa akumulacijom mononuklearnih éelija, fibroblasta i kolagena oko vrha
korena zuba pracen razgradnjom i resorpcijom kosStanog tkiva zubnih alveola i zubnog

cementa (Angelraud R. 1970b.).

2.3. EKSPERIMENTALNI PERIAPEKSNI PERIODONTITIS

Istorijski razvoj ovog modela doseZe daleko u proslost jos od Milera koji je prvi
utvrdio prisustvo bakterija u nekroti¢noj zubnoj pulpi (Miller W.D., 1890.). Kada su
Kakehashi i saradnici (Kakehashi S. et al 1965.) utvrdili da se periapeksne inflamatorne
lezije ne mogu javiti kod germ-free laboratorijskih Zivotinja koje se radaju i ¢uvaju u
sterilnim uslovima a da se relativno lako indukuju kod konvencionalno gajenih
otvaranjem komunikacije izmedu zubne pulpe i usne duplje, postalo je jasno da su

uzrocnici ovih promena mikroorganizmi. Osamdestih godina u nau¢nom svetu postojao
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je konsenzus u misljenju da bakterije (posebno anaerobi) imaju primarnu ulogu u
etiologiji periapeksnih lezija (Luki¢ A. et al 2005.). Jo$ od Sezdesetih godina 20. veka
periapeksne lezije su eksperimentalno izazivane na razliitim Zivotinjskim vrstama i to
majmunima, psima, pacovima, kuni¢ima i miSevima. lzazivane su na razli¢ite nacine,
postavljanjem ligatura, ubrizgavanjem LPS-a u gingivu i otvaranjem zubne pulpe sa
posledi¢nim prodorom mikroorganizama usne duplje $to je ponekad potencirano
ubrizgavanjem specificnih patogena u tako nastali otvor na zubu i/ili naknadnim
plombiranjem zuba.

Proces razvoja inflamatornih periapeksnih lezija odvija se u dve faze pri cemu
prvu fazu cini inicijalno oStecenje tkiva pod delovanjem mikroorganizama, a drugu
lokalni inflamatorni odgovor pri ¢emu se stepen oStecenja progresivno povecava (Nair

P.N.R. 2004.).

2.4. OSTECENJE TKIVA

U eksperimentalnom modelu do prodora mikroorganizama usne duplje u zubnu
pulpu dolazi usled busenja rupica na zubima. Sli¢no se desava i prirodno kod karijesa,
fraktura ali i kod naoko neostecenih zuba kroz razlic¢ite mikro-pukotine tvrdog zubnog
tkiva. Do inficiranja pulpe dolazi i Sirenjem bakterija sa gingive i periodontalnih
dZepova putem ostecenih krvnih sudova i dobro vaskularizovanog korenog kanala (Nair
P.N.R. 2004.). Kao posledica infekcije razvija se pulpitis i nekroza zubne pulpe.

NajceSce zubnu pulpu inficiraju patogene anaerobne bakterije P.gingivalis,
F.nucleatum, A.actinomycetemcomitans, P.intermedia i druge. U zavisnosti od stepena
oStecenja krunice zuba procentualna zastupljenost anaeroba varira a sem njih prisutni
su i razliGiti sojevi Eubacterium, Peptostreptococcus, Lactobacilus, Staphylococcus,
Streptococcus i E.coli. Ostali mikroorganizmi ¢ine manje od 2% oralne mikroflore a
ponekad se mogu uociti i gljivice.

Svaki mikroorganizam koji inficira zubnu pulpu ima potencijal da inicira i
periapeksnu inflamaciju. Virulencija i patogenost pojedinih vrsta bakterija su razliciti i
zavise od prisustva drugih bakterija na mestu inflamacije. Neki slabo patogeni

mikroorganizmi u prisustvu drugih bakterijskih vrsta postaju virulentni, a njihovo

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 6



PREGLED LITERATURE POGLAVLIJE IT

prezivliavanje duZe. Sama patogenost pojedinih vrsta bakterija koje indukuju

periapeksne lezije zavisi od Cetiri faktora (Nair P.N.R. 2004.):

a. Interakcije i sinergizma sa drugim bakterijskim vrstama u korenom kanalu;
b. sposobnosti ometanja i izbegavanja imunoloSkog sistema domacina;
c. oslobadanja lipopolisaharida (LPS) i drugih bakterijskih modulina;

d. sinteze enzima koji osteéuju tkivo domacina.

2.4.1 Interakcija bakterijskih vrsta

Utvrdeno je da eksperimentalna aplikacija pojedinih bakterijskih vrsta u
otvorenu zubnu pulpu odnosno koreni kanal dovodi do periodontitisa srednjeg
intenziteta dok se u kombinacijama od dve ili vise bakterijskih vrsta razvija mnogo jaci
periapeksni inflamatorni proces (Nair P.N.R. 2004.). Ove interakcije mogu biti pozitivhe
(sinergisticke) ili negativne (antagonisticke) i zavise od uticaja pojedinih
mikroorganizama na mikrofloru korenog kanala i pulpe oblikovanjem mikrosredine

koris¢éenjem resursa kiseonika i nutritijenata (Carlsson J. 1990.).

2.4.2 I1zbegavanje imunoloskog sistema domacdina

Mikroorganizmi su tokom evolucije razvili niz mehanizama za izbegavanje,
ometanje i zavaravanje imunoloskog sistema domacdina. Bez ovih mehanizama njihov
opstanak ne bi bio moguc.

Bakterijski lipopolisaharid (LPS) dovodi do pojacane ekspresije adhezivnih
molekula na povrsini endotelnih éelija Sto inicira ekstravazaciju leukocita u oblasti
infekcije. UoCeno je da karakteristi¢ni LPS koji luci Porfiromonas gingivalis, endodontni
i periodontalni patogen, inhibira ekspresiju E-selektina na endotelnim éelijama. Na taj
nacin P.gingivalis blokira inicijaciju inflamatornog odgovora, krije se od imunoloskog
sistema domacina i nesmetano umnozava (Nair P.N.R. 2004.). Periodontalni patogeni
inhibiraju ili ja¢aju inflamatorno-imunoloski odgovor domacina u zavisnosti od toga Sta
je korisno za patogen pa tako P.gingivalis u pocetnoj fazi infekcije suprimira
odbrambeni sistem domacina a zatim ga stimulise ne bi li oSte¢enjem tkiva doSao do

neophodnih nutritijenata (Hajishengallis G. 2009.).

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 7



PREGLED LITERATURE POGLAVLIJE IT

Antigena sposobnost LPS javlja se u nekoliko formi kao npr. stimulacija B-
limfocita na stvaranje neupotrebljivih nespecifi¢nih antitela. Gramnegativne bakterije
oslobadaju pupljenjem delove celijske membrane i solubilne antigene koji deluju na
efektivna antitela ¢ineci ih nemoénim protiv samog mikroorganizma (Mims C.A. 1988.)
a pojedini mikroorganizmi stvaraju velike zgusnute kolonije koje fagociti domacina teze

uklanjaju.

2.4.3 LPS i drugi bakterijski modulini

LPS, nekada nazivani endotoksinima, su integralni deo celijskog zida gram-
negativnih bakterija. Oslobadaju se pri dezintegraciji bakterija nakon njihove smrti a
takode tokom umnoZavanja i rasta. LPS deluje interakcijom sa endotelnim ¢elijama i
makrofagima. Sem stimulacije ekspresije adhezivnih molekula na endotelnim éelijama
LPS dovodi do aktivacije makrofaga koji onda sintetiSu molekularne medijatore: tumor
necrosis factor alpha (TNFa) i interleukine (IL).

Nije samo LPS produkt degradacije bakterija koji stimuliSe celije sisara da
sintetidu citokine. Citav niz proteina, neki ugljeni hidrati i lipidi bakterijskog zida
predstavljaju moduline, klasu molekula koji stimuliSu sintezu citokina i odgovorni su za

promene u tkivima domacina (Henderson B. et al 1996.).

2.4.4 Enzimi

Bakterijska kolagenaza, hijaluronidaza, fibrinolizini i mnogobrojne proteaze su
enzimi koji nisu direktno toksi¢ni ali omogucavaju Sirenje mikroorganizama u tkivu i
organizmu domacdina.

Bakterije stvaraju i enzime koji dovode do degradacije razlicitih proteina krvne
plazme ukljuenih u koagulaciju krvi i niz odbrambenih reakcija organizma domacdina.
Porphyromonas i Prevotella npr. razgraduju IgG, IgM i C3 faktor komplementa

kompromitujuci opsonizaciju neophodnu za humoralni i fagocitni odgovor domacina.

2.5. ODGOVOR ORGANIZMA NA OSTECENJE TKIVA

Periapeksni periodontitis nastaje dinamickom interakcijom bakterija korenog
kanala zuba i lokalnog inflamatornog odgovora domacina pri ¢emu glavno osteéenje

tkiva nastaje usled delovanja celija imunoloskog sistema.
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Proces zapocCinje u vidu inicijalnog, fokalnog periapeksnog periodontitisa i
karakteriSe se hiperemijom, vaskularnom kongestijom, edemom periodontalnog
ligamenta i ekstravazacijom neutrofilnih granulocita. Neutrofilni granulociti stizu na
mesto inflamacije zahvaljuju¢i hemotaksi izazvanoj inicijalnim oStecenjem tkiva,
bakterijskim produktima (LPS) i faktoru komplementa Cs,. Integritet alveolarne kosti,
cementa i dentina u ovoj fazi joS nije narusen. Neutrofili (mikro-fagociti) ne deluju
samo direktno na mikroorganizme vec¢ oslobadaju leukotriene i prostaglandine. LTB,4
privlaci jos viSe neutrofila i makrofaga u oblast inflamacije a kasnije aktivira osteoklaste
i u roku od nekoliko dana pocinje proces resorpcije alveolarne kosti oko vrha korena
zuba Sto se mozZe otkriti radiografijom. Neutrofili umiru na mestu inflamacije i
oslobadaju enzime iz svojih citoplazmatskih granula sa posledicnom jo$ izrazenijom
razgradnjom ekstracelijskog matriksa i ¢elija ¢ime se sprecava Sirenje infekcije i stvara
prostor za delovanje specijalizovanih ¢elija odbrane. Tokom akutne faze i makrofagi se
mogu uociti oko apeksa korena zuba. Aktivirani makrofagi lu¢e niz citokina od kojih
proinflamatorni (IL-13, IL-6 i TNFa) i hemotakticni (IL-8) citokini imaju poseban znacaj.
Oni pojacavaju lokalni vaskularni odgovor, resorpciju kostanog tkiva od strane
osteoklasta i degradaciju ekstraéelijskog matriksa i mogu dovesti organizam u stanje
"uzbune" putem delovanja endokrinog sistema. Istovremeno se pojacava sinteza
proteina akutne faze od strane hepatocita (Lerner U.H. 1994.) koji sa IL-6 stimulisu
produkciju hematopoetskih GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) i trenutnu mobilizaciju neutrofila i prekursora makrofaga iz kostne srzi. Akutni
odgovor moze i da se pojaca u kasnijim fazama formiranjem antigen-antitelo
kompleksa.

Ishod akutnog periapeksnog zapaljenja moZe biti: spontano zaleCenje, dalje
intenziviranje procesa i Sirenje u alveolarnu kost (alveolarni apsces), nastajanje fistule
ili proces postaje hronican.

Prolongirano prisustvo bakterija i iritanata dovode do hroni¢nog periapeksnog
periodontitisa kada u inflamatornim infiltratima umesto neutrofilnih granulocita
dominiraju mononuklearne ¢elije (makrofagi, limfociti i plazmociti) u kolagenom
vezivnom tkivu. Makrofagi vrSe ingestiju i obradu celijskog detritusa nekroti¢nih
podrucja i sekretuju citokine. Proinflamatorni citokini makrofaga (IL-13, IL-6 i TNFo)

snazno stimulisSu limfocite. Aktivisani T-limfociti produkuju niz citokina koji inhibiraju
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luCenje proinflamatornih citokina smanjujué¢i na taj nacin aktivnost osteoklasta i
resorpciju kosti. Oni stimuliSu sintezu TGFp i posledi¢no tome proliferaciju fibroblasta i
produkciju kolagena uz poja¢anu neovaskularizaciju inflamiranog regiona. Po ranijim
shvatanjima u ovaj proces uklju¢ene su Th1 i Th2 subpopulacije pomocnickih T-éelija
(Gemmel E. et al 2002.) a danas su poznate joS dve subpopulacije i to Th17 i Tireg.

Navedeni procesi mogu dovesti do smanjenog nivoa degradacionih procesa u
tkivu i eventualno potpunog odsustva resorpcije kostanog tkiva u ovoj fazi inflamacije.
Istovremeno proliferiSe mlado vezivno tkivo koje popunjava nastale defekte i nastaju
asimptomatske lezije.

Hroni¢ne periapeksne lezije mogu dugo ostati asimptomatske sve dok se, iz
nekog razloga, ne narusi tkivna homeostaza kada mikroorganizmi iz korenog kanala
prelaze u periapeksni prostor a proces opet dobija akutnu formu.

Ishod hroni¢nog periapeksnog periodontitisa moze biti formiranje periapeksnih
granuloma koji se sastoje od granulomatoznog tkiva sa inflamatornim celijama,
fibroblasta i matriksa sa ponekad dobro razvijenom vezivno-tkivnom kapsulom. Smatra
se da u oko 50% hronicnih periapeksnih lezija dolazi do epitelizacije. Epitelne celije
Malasezovih ostrvaca proliferiSu nasumic¢no formirajuéi iregularnu epitelnu masu.
Ponekad epitel urasta i u sam apeksni otvor. U oko 15% slucajeva sa epitelizacijom
nastaju periapeksne ciste (Nair P.N.R. 2004.).

Ekstra-epitelno tkivo sastoji se predominantno od sitnih krvnih sudova,
limfocita, plazmocita i makrofaga. T-limfociti su ¢esto brojniji od B-limfocita a CD4"

¢elije brojno premasuju CD8" limfocite (Nair P.N.R. 2004.).

2.6. CITOKINI' I NJIHOVA FUNKCIJA

Inflamacija je kompleksan niz deSavanja koji obuhvata mnoge tipove Celija koje
medusobno komuniciraju na razli¢ite nacine. Citokini su otkriveni pre skoro pola veka
kao mali proteini ili polipeptidi koji uéestvuju u medudéelijskoj komunikaciji. Mogu
delovati autokrino, jukstakrino, parakrino, endokrino ili intraéelijski i grupisu se po

zajednickim bioloSkim karakteristikama Sto je prikazano u tabeli 1:
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Tabela 1. Podela citokina (Schmitz M.L. et al 2011.)
KLASA CITOKINA PO FUNKCIJI GLAVNI FIZIOLOSKI | CITOKINI

PATOFIZIOLOSKI EFEKTI

CITOKINI KOJI STIMULISU URODENI IMUNOLOSKI ODGOVOR

PROINFLAMATORNI

inflamatorni medijatori, urodeni
imunoloski odgovor, aktivacija najveceg

IL-1 a, IL-1 B, TNFq, IL-6, IL-12, IL-18,
IL-23, IL-32, IL-33, IL-34, IL-36, MIF,

CITOKINI broja ¢elijskih tipova, pro metastatsko CD40L, RANKL
delovanje, resorpcija kostiju, proteini
akutne faze
pro-matastatska emigracija ¢elija, IL-8 (CXCL8), MCP1 (CCL2),
HEMOKINI neovaskularizacija, infiltracija leukocita, MIP1a(CCL3), Rantes (CCL5),

aktivacija velikog broja ¢elijskih tipova

Groa/B/y(CXCL1,2,3), MIF, ostali

CITOKINI KOJI REGULISU FUNKCIJE STECENOG IMUNITETA

RAST LIMFOCITA | FAKTORI
DIFERENCIJACIE

klonalna ekspanzija T-Celija,
Th1/TH2/TH17 odgovori, Th1/Th2/Th17
polarizacija, aktivacija B-¢elija , rast B-
Celija, auto-imunoloski odgovor

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15,
IL-17, IL-18, IL-23, IL-25, IL-33, IL-35,
IFNy

CITOKINI KOJI SMANJUJU INTENZITET URODENOG IMUNOLOSKOG O

DGOVORA

smanjuju proizvodnju inflamatornih

IL-10, IL-13, TGFB, IL-22, IL-37 IL-1

ANTIINFLAMATORNI medijatora, sniZzavaju smrtnost usled Ra, IFNa/B
CITOKINI delovanja citokina, snizavaju autoimune
i autoinflamatorne bolesti, stimulisu
fibrozu tkiva, ispoljavaju anti-tumorske
efekte
INTERFERONI
stimulacija aktivacije makrofaga,
TIPILIFN pojacana ekspresija MHC Il klase IFNy
anti-virusno delovanje, pojacana IFNa, IFNB
TIPIIFN ekspresija MHC | klase, anti-

inflamatorno i anti-angiogeno delovanje

Specifi¢ni receptori domadina - PRR vezuju se za molekularne obrasce patogena

- PAMP i molekularne obrasce koji nastaju usled osStecenja tkiva - DAMP i njihova
aktivacija dovodi do sinteze i oslobadanja proinflamatornih citokina (interleukini npr.
IL-1, IL-6, IL-33), TNFa, hemokina i faktora inhibicije migracije makrofaga (MIF).
Navedeni citokini vrSe koordinaciju celijskog odgovora domacina radi savladavanja
infekcije. PAMP su produkti patogenih mikroorganizama (Takeuchi O., Akira S. 2010.) a
DAMP su okidaci sterilne

inflamacije endogenim medijatorima ili delovanjem
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egzogenih stresnih faktora (Chen G.Y., Nunez G. 2010., McDonald et al 2010.). Citokine
ne produkuju Zlezde vec ih mozZe sintetisati bilo koja ¢elija u organizmu koja ima jedro.

Oslobodeni citokini mogu se vezati za sopstvene receptore i na taj nacin
pojacati urodeni imunoloski odgovor. Brza reakcija urodenog imuniteta je neophodna
za borbu protiv niza brzo rastuéih patogena a citokini pojacavaju izvorne signale
gradeéi mrezu regulatornih funkcionalnih petlji. Kada je infekcija savladana, i kada
patogen viSe nije prisutan, inflamatorni proces se kontrolisano zaustavlja procesima
jake negativne povratne sprege, koji se takode ostvaruju kroz regulatorne petlje
(Schmitz M.L. et al 2011.). Antigen prezentujuce éelije (APC) a posebno dendritske
¢elije (DC) su od sustinske vaznosti za polarizaciju T pomoc¢nickih limfocita (T helper,
Th) ka Thl, Th2, Th17ili ka T regulatornim limfocitima (T.eg) (de Jong et al 2005.). Glavni
medijatori Tp1 imunoloskog odgovora, proinflamatorni citokini IFNy, IL-1, IL-6 i TNFa,
ukljueni su u progresiju inflamatornih lezija i razgradnju kosti u periapeksnom
periodontitisu kod ljudi (Coli¢ M. et al 2009.). Nasuprot tome imunosupresivni
medijatori TGFP i T2 citokini IL-4, IL-5 i IL-10 odgovorni su za proces zalecenja i
prestanak inflamacije (Coli¢c M. et al 2009.). IL-17 preko stimulacije luéenja IL-8
verovatno igra ulogu u egzacerbaciji inflamatornog procesa u periapeksnim lezijama
(Coli¢ M. et al 2007.) dok T regulatorne celije ispoljavaju imunosupresivno i
antidestruktivno delovanje.

Citokini IL-12 familije (IL-12p70 se sastoji od p35 i p40 subjedinica, IL-23 od p19
i p40, a IL-27 od Epstein-Barr virusom indukovanog molekula 3 i p28), koje produkuju
pre svega DC i aktivisani makrofagi, su vazna veza izmedu urodenog i stecenog
imuniteta (Coli¢ M. et al 2009.) i jaki su promoteri T 1 subpopulacije limfocita.

Proinflamatorni citokini lu¢e se veoma rano u odbrani protiv razlicitih stresnih
faktora i ukljueni su u urodeni i steCeni imunoloski odgovor. Pripadaju razli¢itim
familijama i to IL-1, IL-6, TNFa i molekuli TNF familije promotori inflamatorne reakcije
domacina kao npr. limfotoksin o (TNFp), limfotoksin af3, LIGHT, CD40 ligand, Fas
ligand, CD30 ligand, CD27 ligand, 4-1BB ligand i OX40 ligand (Beutler B. and Cerami A.
1989., Kishimoto T. et al 1992., Smith C.A. et al 1994., Dinarello C.A. 1998.).

Ostali vazni proinflamatorni citokini su IFNy i IL-2 koje produkuju T,1 €elije kao i

IFNo/B (Smith K.A. 1988.). Interferoni su pre svega medijatori urodenog imuniteta ali

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 12



PREGLED LITERATURE POGLAVLIE II

su ukljuceni i u procese aktivacije steCenog imuniteta. IFNy je snazan aktivator antigene
prezentacije i ekspresije MHC molekula Il klase dok su svi interferoni (o, i y)
istovremeno stimulatori ekspresije MHC molekula | klase. Vainost interferona u
aktivaciji ste¢enog imunoloSkog odgovora ogleda se u Cinjenici da su od svih citokina
jedino interferoni, ako se abnormalno eksprimiraju na lokalnom nivou kod transgenih
miSeva, sposobni da indukuju autoimuno oboljenje zavisno od T ¢elija kao Sto je
diabetes mellitus (Sarvetnick N. et al 1988.).

Hemokini, ¢lanovi najbrojnije familije citokina, su osim svoje glavne funkcije
hemoatraktanata i aktivatora leukocita uklju¢eni u procese urodenog imunoloskog
odgovora i deluju proinflamatorno (Kunkel S.L. et al 1996.).

Dokazano je i da visoka produkcija i oslobadanje TNFa i IL-1 moZe inflamatorni
proces odvesti neZeljenim putem. Naime, proinflamatorni citokini, veoma vaini za
aktivaciju steCenog imunoloskog odgovora i eliminaciju razli¢itih patogena, mogu
ponekad da dovedu i do razvoja autoimunih oboljenja. Delovanje proinflamatornih
citokina zavisi od situacije i Citavog niza kvantitativnih i kvalitativnih faktora.
Najznacajnije determinante njihove aktivnosti su koncentracija, trajanje i nivo
ekspresije njihovih receptora na povrsini ¢elija.

Inflamacija je regulisana i koncentracijom inhibitora citokina npr. sinergicki
deluju TNFa i IL-1 a antagonisti¢ki TNFau i antiinflamatorni IL-10.

Zbog svega navedenog jako je teSko predvideti in vivo efekat i ulogu citokina
dobro proucenih u in vitro modelima. Ni sve popularnija metoda relativne
kvantifikacije iRNK koris¢enjem real-time PCR ne prikazuje funkciju citokina u
odredenom trenutku zato Sto koli¢ina iRNK ne mora uvek da ukazuje na efekat citokina
na lokalnom nivou mada je bas to najces¢i slucaj (Feldmann M. and Saklatvala J.

2004.).

2.6.1. Citokini u periodontalnim lezijama

Porphyromonas gingivalis, mikroorganizam zubnog plaka, prisutan je u
subgingivalnoj mikroflori pacijenata sa periodontalnom inflamacijom. On poseduje vise
razliCitih faktora virulencije koji, u interakciji sa periodontalnim tkivom, dovode do

destruktivnog zapaljenskog procesa. Tu spada pre svega karakteristicni LPS ali i drugi
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faktori kao Sto su proteaze, hemaglutinini i fimbrije (Taylor J.J. 2010.). U novije vreme
posebna paZnja posveéena je odnosu patogenih mikroorganizama i domadina u
interakciji PAMP/PRR i posledi¢nim signalnim putevima sekrecije citokina (Kawai T.
and Akira S. 2009.). Ti rani dogadaji u prepoznavanju mikroorganizama od strane
imunoloSkog sistema predstavljaju mehanizam aktivne regulacije inflamatornog
odgovora. U zavisnosti od tipa bakterija koje dominiraju u dentalnom plaku i
inflamatorni odgovor organizma ¢e imati razliCite karakteristike. Posledica ovih
prepoznavanja je modifikacija sinteze, obrade i sekrecije citokina koji vr§e modulaciju i
stimulaciju imunoloSkog odgovora domacina. Citokini koji pokreéu procese urodenog
imuniteta i trenutnu zastitu tkiva domacina takode su uklju¢eni u humoralni i celijski
imunoloski odgovor. U slucaju perzistentne stimulacije prisustvom mikroorganizama
zubnog plaka i njihovih produkata citokini deluju u pravcu destruktivhog tipa
inflamacije karakteristicnog za periodontitis. Citokinski milje je centralni regulator
inicijacije, organizacije i funkcionisanja imunoloskog odgovora tokom periodontitisa.

Citokini Interleukin-1 grupe omogucavaju normalno funkcionisanje urodenog
imuniteta, regulaciju ste¢enog imunoloskog odgovora i uticu na ostecenje tkiva tokom
hroni¢ne inflamacije (Barksby H.E. et al 2007.).

IL-1B (IL-1F2) indukuje sintezu i ekspresiju ostalih vainih medijatora npr.
sintezu prostaglandina E,, faktora aktivacije trombocita i azot oksida (NO), aktivirajudi
enzime neophodne za njihovu sintezu. On pojacava nivo ekspresije adhezivnih
molekula, kao Sto su ICAM-1 i E-selektin na endotelnim celijama, i stimuliSe sekreciju
CXCLS8 (IL-8) od strane keratinocita. IL-8 i sli¢ni hemokini stimulisu infiltraciju neutrofila
u inflamirano tkivo. IL-1p je sinergista sa ostalim proinflamatornim citokinima u
indukovanju resorpcije kosti vaznom obelezju hroni¢nog periodontitisa (Stashenko P.
et al 1987.). IL-1B ima vaznu ulogu u ste¢enom imunitetu jer uéestvuje u diferencijaciji
kljuénih APC kao $to su dendritske éelije i utice na diferencijaciju i funkciju
subpopulacija T-pomo¢énickih limfocita. Stimulacija diferencijacije dendritskih ¢elija je
direktna veza izmedu sinteze IL-13 i steCenog imuniteta (Wesa A., Galy A. 2002.). Sem
toga IL-1p stimuliSe sekreciju IL-6 od strane makrofaga i posledi¢no aktivaciju B-
limfocita a pojacava antigenu stimulaciju T-limfocita (Ben-Sasson S.Z. et al 2009.). IL-13

vaZzan je i za nastajanje CD4" T-limfocita koji luée IL-17 a i za produkciju IL-23 koji
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stimuliSe lu¢enje IL-17 od strane navedenih celija (Harris K.M. et al 2008.). IL-1 i IL-17
deluju sinergisticki i stimuliSu dalju produkciju IL-1B ¢ime funkcioniSu po principu
pozitivne povratne sprege.

IL-1B je od sustinskog znacaja u patogenezi periodontitisa. Imunohistohemijske
studije pokazuju da se ovaj medijator nalazi u lamina propria gingive u vecoj koli€ini u
makrofagima vezivnog tkiva (Matsuki Y. et al 1993.) i u malobrojnim IL-1B" ¢elijama u
epitelu. Nivo ovog citokina raste u gingivalnoj ekstraéelijskoj te¢nosti tokom razvoja
gingivitisa uzrokovanog plakom i aktivnhog periodontitisa (Lee H.J. et al 1995.) i u
korelaciji je sa intenzitetom oboljenja. In vitro istraZivanja pokazala su da vedina
¢elijskih tipova periodoncijuma sintetise IL-1f a istraZivanja na animalnim modelima da
njegovo dodavanje dovodi do egzacerbacije inflamacije i resorpcije alveolarne kosti
(Koide M. et al 1995.).

IL-10. je intracelijski protein u svojoj prekursorskoj formi ili se eksprimira na
celijskoj membrani a inace se ne sekretuje pa ga nema u ekstracelijskoj sredini i
cirkulaciji (Dinarello C.A. 2009.). Verovatno deluje kao autokrini faktor rasta vazan za
rast i diferencijaciju endotelnih celija, epitelnih éelija i fibroblasta (Dinarello C.A.
2009.). Posto se konstitutivno eksprimira on verovatno ucestvuje u inflamaciji tokom
oslobadanja iz nekroti¢nih ¢elija i tkiva kao neka vrsta alarmnog citokina. Takode se
eksprimira na povrsini monocita i u ovoj formi stimuliSe imunoloski odgovor preko
direktnih interakcija izmedu celija (npr. sekreciju IL-8) (Kaplanski G. et al 1994.) a
ispoljava i niz efekata na osteoblaste i osteoklaste koji mogu biti vazini za proces
razgradnje alveolarne kosti tokom periodontitisa (Tanabe N. et al 2005.).

TNFa je uz IL-1P primarni medijator urodenog imuniteta koji se sekretuje kao
posledica direktnog stimulusa na celiju domacina i aktivira mehanizme imunoloskog
odgovora preko sekundarnih molekularnih medijatora (Ware C.F. 2003.). TNFo. ima
veliki broj zajednic¢kih dejstava sa IL-13 (sinteza hemokina, adhezivni molekuli,
prostaglandin E,) i u istrazivanjima na TNFo deficijentnim nokaut misevima utvrdeno
je da su oni jako prijemljivi na infekcije ukazuju¢i na fundamentalni znacaj ovog
citokina.

TNFa pojacava aktivnost fagocitnih celija, npr. neutrofila, indukuje sekreciju

metaloproteinaza matriksa (MMP) i stimuliSe razvoj celija mijeloidne loze
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(osteoklasta). On ogranicava reparaciju tkiva indukujuc¢i apoptozu fibroblasta Sto sve
zajedno govori o ulozi ovog citokina u razvoju destruktivnog periodontitisa.

Hemokini su velika grupa molekula cija je osnovna uloga hemotaksa i na osnovu
strukturnih razlika podeljeni su u dve subfamilije i to CC i CXC. Sintetisu ih razli¢iti tipovi
imunoloskih i somatskih celija i imaju kljuénu ulogu u privla¢enju neutrofila i ostalih
imunokompetentnih éelija na mesto inflamacije. Najveéi broj istrazivanja do sada
fokusiran je na ulogu hemokina CXCL8 (IL-8) u periodontitisu. IL-8 pronaden je u tkivu
desni ispod epitela tamo gde je tkivo izlozeno delovanju zubnog plaka uz prisustvo
infiltrata neutrofilnih granulocita (Taylor J.J. 2010.). IL-13 verovatno stimuliSe sekreciju
IL-8 od strane keratinocita u usnoj duplji ali direktna interakcija bakterija i ovih ¢elija
dovodi do povecane sekrecije IL-8 i pojacane ekspresije ICAM-1 na gingivalnom epitelu
$to ima za posledicu migraciju neutrofila u epitel i gingivalni Zljeb (Tonetti M.S. 1997.).
Hemokini takode ucestvuju u regulaciji aktivnosti osteoklasta uticu¢i na diferencijaciju
mijeloidnih ¢elija u osteoklaste kao i u prezivljavanju ovih ¢elija Sto moze biti vazno za
razvoj destruktivnog periodontitisa (Silva T.A. et al 2007.).

IL-6 grupa citokina koja ukljuCuje jos IL-11, faktor inhibicije leukemije (LIF) i
onkostatin M (OSM) deli zajednicki nacin prenosenja signala preko glikoproteina 130
(Gp 130) (Taga T. and Kishimoto T. 1997., Heinrich P.C. et al 2003.).

IL-6 je plejotropni citokin, kao i IL-1B i TNFo, koji se sekretuje u ranoj fazi
imunoloskog odgovora (Kishimoto T. 2005.). Aktiviraju ga brojni citokini ukljucujudi IL-
1B i TNFa a produkuje ga Siroki spektar imunokompetentnih celija i to aktivisani T-
limfociti, B-limfociti i mijeloidne celije, pre svih makrofagi i dendritske celije i neke
celije koje ne pripadaju imunoloskom sistemu kao npr. keratinociti, endotelne éelije i
fibroblasti (Taylor J.J. 2010.). Sem sistemskih IL-6 ispoljava brojne aktivnosti vezane za
lokalni imunoloski odgovor karakteristican za periodontitis. Pre svega on je regulator
proliferacije i diferencijacije B-limfocita (Kishimoto T. 2005.) a takode je vaZzan za
diferencijaciju dendritskih celija (Park S.J. et al 2004.). Sekretuju ga i osteoblasti
stimuliSuéi resorpciju kosti i razvoj osteoklasta (Taylor J.J. 2010.). IL-6 je stimulator
diferencijacije T-limfocita i ima centralnu ulogu u balansu razli¢itih subpopulacija ovih
¢elija a posebno u aktivaciji T pomocnickih ¢éelija koje sekretuju IL-17 promovisuci T,17

odgovor. U nedostatku IL-6 (neinflamatorno stanje npr.) TGFB aktivira

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 16



PREGLED LITERATURE POGLAVLIJE IT

imunosupresorske regulatorne T-Celije, medutim u prisustvu IL-6 dolazi do
diferencijacije pomoc¢nickih T-limfocita u IL-17 sekretujuée éelije i jatanja imunoloskog
odgovora (Bettelli E. et al 2006.).

IL-6 je prisutan u tkivima i éelijama tokom periodontitisa a smatra se da utice na
diferencijaciju monocita u osteoklaste i na propadanje kostanog tkiva tokom ovog
patoloSkog procesa. Takode uti¢e na diferencijaciju i proliferaciju B-limfocita u
periodoncijumu.

Koris¢enjem IL-6 deficijentnih nokaut miseva i izazivanjem periodontitisa putem
oralne infekcije bakterijom P.gingivalis utvrdeno je da je propadanje alveolarne kosti
kod ovih Zivotinja slabije izrazeno u odnosu na kontrolne miseve koji imaju IL-6 (Baker
P.J. et al 1999.).

Neki autori su pratili balans proinflamatornih u odnosu na antiinflamatorne
citokine tokom periodontalnog oboljenja (Gemmell E. and Seymour G.J. 2004.). IL-10
familija citokina je visoko plejotropna a ovi citokini, posebno IL-10 deluju
imunosupresivno (Commins S. et al 2008.). IL-10 sekretuju regulatorne T-Celije,
monociti i B-¢elije i svoju imunosupresivnu ulogu ostvaruje na sekreciju citokina Tp1 i
Th2 tipa éelija, monocita, makrofaga i NK éelija. Mnogi njegovi efekti ¢esto su indirektni
i ostvaruju se primarnim efektom na monocitima, makrofagima i dendritskim éelijama
(Commins S. et al 2008.).

Istrazivanja na animalnim modelima periapeksnog periodontitisa ukazuju na
klju¢nu ulogu IL-10 u smanjenom intenzitetu destruktivnih inflamatornih procesa jer je
kod IL-10 deficijentnih nokaut miSeva razgradnja i resorpcija alveolarne kosti izrazenija.
U istom modelu IL-12p40 i IL-10 deficijentni miSevi rezistentni su na gubitak kosti
(Sasaki H. et al 2008.) sto ukazuje da je IL-12p40 odgovoran za destruktivni oblik
inflamacije u ovom modelu (preko T-limfocitnih subpopulacija) a ovu aktivnost
normalno suprimira IL-10.

IL-10 familija citokina takode obuhvata i niz citokina otkrivenih u novije vreme
kao IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 i IL-29 koji joS nisu ispitivani u modelu
periapeksnih lezija.

TGFB je visoko plejotropan antiinflamatorni medijator sa mnogo

imunoregulatornih funkcija pre svega u regulaciji diferencijacije subpopulacija
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pomocnickih T-limfocita a vazan je u regeneraciji i reparaciji tkiva jer ucestvuje u

metabolizmu kolagena u fibroblastima.

2.6.2. Citokini i subpopulacije T-limfocita

Citokini imaju dve vaine uloge u razvoju i aktivnosti T-limfocita a to su:
regulacija diferencijacije T-Celija u posebne subpopulacije i regulacija njihove
aktivnosti. Istovremeno igraju ulogu u urodenom i ste¢enom imunoloskom odgovoru i
ove dve uloge se prepli¢u pri éemu je delovanje IL-1B na diferencijaciju DC faktor koji ih
povezuje.

Mnogi citokini razli¢itih subpopulacija T-limfocita deluju u sistemu pozitivhe
povratne sprege i petlji stimuliSuci aktivaciju i diferencijaciju celija od kojih poticu
istovremeno inhibirajuci razvoj drugih subpopulacija. Brojne subpopulacije CD4" T-
¢elija definiSu se na osnovu fenotipskih karakteristika i efektorskih funkcija. T-
pomocnicke Celije tipa 1 (Ty1) aktiviraju se delovanjem IL-12 i IL-18 i sekretuju IFNy koji
aktivira makrofage, NK ¢elije i CD8" T-limfocite (Taylor J.J. 2010.). T-pomocnicke éelije
tipa 2 (Th2) aktiviraju se delovanjem IL-4 i ucestvuju u regulaciji humoralnog imuniteta
i funkcije mast celija preko sekrecije IL-4, IL-5 i IL-13 (Taylor J.J. 2010.). Istovremeno IL-
4 i IFNy inhibiraju razvoj Tp1 i Tp2 Celija kao i drugi citokini (IL-10 inhibira Ty1 Celije) sa
regulatornom funkcijom.

U novije vreme definisane su i druge subpopulacije T-limfocita. Pod delovanjem
IL-2 i TGFB diferenciraju se regulatorne T-Celije koje deluju imunosupresivno
sekrecijom TGFP i vaine su za prevenciju autoimunih oboljenja (Waldman H. and
Cobbold S. 2009.). TGFp je vazan citokin u razvoju IL-17 sekretujuéih T-Celija kada su
prisutni i IL-6, IL-21 i IL-23 (Korn T. et al 2009.).

IL-17 sekretujuée T-Celije ispoljavaju proinflamatorno delovanje vazno za
imunoloski odgovor protiv ekstracelijskih infekcija preko IL-17. T-¢elije koje sekretuju
IL-17 ili regulatorne T-Celije dominiraju u zavisnosti od koli¢ine i odnosa IL-6 i IL-23 i
TGFp koji determiniSu razvojni put naivnih T-Celija (Dorhoi A. and Kaufmann S.H. 20089.,
Korn T. et al 2009.).
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Sema 1: citokini i subpopulacije T-limfocita (Dorhoi A. and Kaufmann S.H. 2009.)

IL-4

- mmm

Razli¢iti mikroorganizmi interakcijom svojih molekularnih obrazaca i TLR
dovode do nastanka razli¢itih T-Celijskih subpopulacija preko dendritskih celija i
njihovih citokina koji determiniSu tip subpopulacije (Dorhoi A. and Kaufmann S.H.
2009.)(Sema 1.).

lako u periapeksnim lezijama i periodontitisu proinflamatorni citokini deluju ve¢
u ranoj fazi oboljenja tokom urodenog imunoloskog odgovora limfociti su cesto
dominantne celije u inflamatornim infiltratima. Smatra se da fenotipske razlike izmedu
T-limfocita karakterisu razli¢ite faze periodontalnog oboljenja i razli¢ite klinicke
simptome pojedinih lezija. PoSto se subpopulacije ovih ¢elija razlikuju po tipu citokina
koje sekretuju detekcijom koli¢ine pojedinih citokina u tkivu a na osnovu njihovog
medusobnog odnosa moZe se odrediti faza periodontitisa.

Smatralo se da jak urodeni imunoloski odgovor dovodi do sinteze IL-12 od
strane tkivnih makrofaga, Th1 tipa Celija i sekrecije IFNy koji opet aktivira makrofage,
NK éelije i citotoksi¢ne T-limfocite omogucavajuci jak celijski odgovor (Seymour G.J.
and Gemmell E. 2001.). Ovo je tzv. stabilna periodontalna lezija. Slab urodeni odgovor

dovodi do lu€enja smanjene koli¢ine IL-12 Sto omogucava razvoj IL-4 zavisnog T2
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odgovora, aktivacije B-limfocita i razvoja destruktivnih periodontalnih lezija verovatno
usled pojacanog lucenja IL-1B (B-limfociti) (Seymour G.J. and Gemmell E. 2001.). Ova
shvatanja su novijim istraZivanjima ozbiljno dovedena u pitanje.

U novije vreme utvrdeno je da T,1/Tn2 model ne moZe da objasni brojne
eksperimentalne rezultate i sve aspekte regulacije steCenog imunoloskog odgovora
(Gor D.O. et al 2003.) kao npr. T-éelijsku regulaciju delovanja neutrofilnih granulocita
(Waldman H. and Cobbold S. 2009.). Klju¢ni trenutak bio je otkrivanje nove
subpopulacije T-pomocnickih ¢elija koje sekretuju IL-17 i njegove sinergisticke uloge sa
IL-1B i TNFa tokom inflamatornog odgovora i razvoja destruktivnog periodontitisa. U
stvari subpopulacija T-¢elija koje lu¢e IL-17 omoguéava razvoj inflamatornog odgovora
koji je u stanju da ukloni infektivne mikroorganizme koje Tn1 i Ti2 Celije nisu u stanju
da eliminisu (Korn T. et al 2009.).

Infekcije razli¢itim patogenima dovode do jakog T, 17 odgovora i sekrecije IL-17
(IL-17A), IL-17F kao i IL-21 i IL-22 (Korn T. et al 2009.). Interleukin-21, ¢lan IL-2 familije
citokina ne indukuje samo diferencijaciju IL-17 sekretujucih T-celija (sa TNFB i IL-6) vec
mehanizmom pozitivhe povratne sprege dovodi do stimulacije ekspanzije B-limfocita i
sinteze razlicitih antitela (Ettinger R. et al 2005.). IL.-17 sekretuju Celije koje pripadaju i
urodenom i steCenom imunitetu kao npr. y& T-éelije, NK Celije, neutrofili, eozinofili ali
glavni izvor ovog citokina su pomoc¢nicke T-Celije.

IL-17 ispoljava niz proinflamatornih aktivnosti i deluje sinergisti¢ki sa IL-1p a
posebno sa TNFa stimuliSuéi sintezu niza citokina (i IL-18 i TNFa) od strane makrofaga i
ekspresiju hemokina sa posledi¢cnom infiltracijom neutrofilnih granulocita (Taylor J.J.
2010.). I1L-17 ispoljava proinflamatorni potencijal i tokom periodontitisa stimulacijom
lu€enja IL-6 i IL-8 hemokina od strane fibroblasta i delujudi sinergisticki sa IFNy izaziva
sekreciju niza medijatora od strane ovih celija. IL-17 u kulturi gingivalnih fibroblasta
dovodi do stvaranje matriksnih metaloproteinaza 1 i 2 (Beklen A. et al 2007.) a
pojacava i sekreciju IL-18 i TNFa (preko TLR) u kulturi gingivalnih epitelnih celija
(Beklen A. et al 2009.).

U miSijem modelu periodontitisa izazvanog infekcijom P.gingivalis nedostatak

IL-17 receptora (IL-17RA nokaut miSevi) dovodi do pojaCane razgradnje alveolarne
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kosti Sto ukazuje na protektivnu ulogu IL-17 u homeostazi kosti verovatno preko uticaja
na funkciju neutrofila (Yu J.J. et al 2008., Yu J.J. et al 2007.).

Uloga autoimunog oboljenja kao elementa hroni¢nog periodontitisa nije
isklju¢ena (Gemmell E. et al 2007.) i verovatno je da regulatorne pomocénicke T-Celije
igraju ulogu u modulaciji ovog oboljenja.

Vec¢ dugi niz godina mogude je detektovati ekspresiju gena za citokine u tkivu
odnosno koli¢inu iRNK koris¢enjem DNK mikrocipova (DNA microarrays) ili real-time
PCR (gPCR) ili na nivou sekretovanih proteina koris¢enjem antitela ali dosadasnji broj
ovakvih studija na periodontalnim celijama ili tkivima je relativno mali. Koriste¢i DNK
mikrocCipove Wang i saradnici (Wang P.L. et al 2003.) prikazali su simultanu povecanu
ekspresiju gena za IL-1a, IL-1PB, IL-6, IL-8 i TNFa kao i pojaanu ekspresiju receptora
CD14, TLR-2, TLR-4 u gingivalnim fibroblastima pacijenata sa periodontitisom u odnosu
na zdrave kontrole.

Tradicionalni pogled na ulogu citokina u periodontitisu ostaje nepromenjen jer
na osnovu znanja o funkciji pojedinih citokina, i na osnovu studija o periodontalnim
lezijama uopsSte, jasno je da inicijalni citokinski odgovor pokreée urodeni imunitet i
inflamaciju. Proinflamatorni citokini IL-13, TNFa i IL-6 su primarni signalni citokini koji
dominiraju u periodontalnim lezijama i aktiviraju urodeni imunoloski odgovor.
Skorasnje studije otkrivaju i druge citokine funkcionalno sli¢ne IL-1p i IL-6 (Barksby H.E.
et al 2007.) ali njihova uloga u periodontitisu tek treba da bude istrazena, a IL-17 je

proinflamatorni citokin od velike vaznosti.

2.6.3. Bakterije zubnog plaka i citokini

Interakcija P.gingivalis i ¢elija domacina vazan je element patogenosti ovog
mikroorganizma prisutnog i izu¢avanog u razli¢itim tipovima periapeksnih lezija.
Adhezija velike fimbrije (FimA) koja se vezuje za integrine domacina i sekrecija
bakterijskih proteaza su neophodni za invazivnost P.gingivalis na Sta celije domacdina
reaguju sekrecijom citokina i poja¢anom ekspresijom razlicitih molekula na svojoj
povrsini. Od vrsta bakterija koje se nalaze u zubnom plaku zavisi i imunoloski odgovor
domacina ali i od uslova pod kojima se sprovode razliCite studije na pacijentima i

animalnim modelima. Kao primer moZe da posluZi studija u kojoj u kulturi epitelnih
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¢elija gingive P.gingivalis smanjuje sekreciju IL-8 dok druge bakterije usne duplje
stimulisu jako lu¢enje ovog hemokina (Taylor J.J. 2010.), a istovremeno P.gingivalis
inhibira IL-8 odgovor na druge bakterije. Ova inhibicija kao i smanjena ekspresija E-
selektina na endotelnim celijama lokalnih krvnih sudova moZe znacajno da uti¢e na
smanjenu migraciju neutrofila. Ovo nije univerzalan nalaz jer u velikom broju studija
infekcija P.gingivalis stimuliSe produkciju citokina IL-1f3, IL-6, IL-8 i TNFa..

U studiji Handfilda i saradnika (Handfield M. et al 2008.) prikazana je uporedna
analiza ekspresije gena za citokine humanih gingivalnih keratinocita inficiranih sa Cetiri
razlicite bakterije zubnog plaka: P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans, F.nucleatum i
S.gordonii. Ove vrste bakterija odabrane su zbog svog medusobno razli¢itog patogenog
potencijala, a i razli¢itih faza oboljenja u kojima su prisutne. S.gordonii je rani
kolonizator, F.nucleatum je prisutan u plaku zdravih individua ali i kod pacijenata sa
periodontitisom dok su P.gingivalis i A.actinomycetemcomitans obi¢no prisutni kod ve¢
uznapredovalog periodontalnog oboljenja (Marsh P.D. et al 2009.). Handfild i saradnici
pokazali su da su promene u ekspresiji gena specifictne za vrstu mikroorganizma i da
citokinski odgovor nema mnogo zajednickih karakteristika kada se medusobno
uporede ove Cetiri vrste bakterija (Handfield M. et al 2008.).

Invazivna sposobnost P. gingivalis znatno je izraZenija u odnosu na A.
actinomycetemcomitans (Handfield M. et al 2005.), a postoje i razlike u patogenosti
ovih bakterija ali ove karakteristike izgleda da ne utiCu na nivo pojedinih citokina i
njihov medusobni odnos. Signalni putevi zajednic¢ki su za navedene Cetiri bakterijske
infekcije ali se pojedinacni geni razlic¢ito eksprimiraju.

U Handfildovoj studiji P.gingivalis i A.actinomycetemcomitans dovode do
povecane ekspresije gena za IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6 i IL-8. P.gingivalis smanjuje
ekspresiju gena za IL-3 dok je A.actinomycetemcomitans povecéava ali smanjuje
ekspresiju gena za IL-11 i IFNa17. P.gingivalis povecdava ekspresiju gena za IL-12a i 3
(Handfield M. et al 2008.).

Delovanje F.nucleatum i S.gordonii slabije je izrazeno jer F.nucleatum povecéava
ekspresiju samo gena za IL-1a i IL-23a @ smanjuje ekspresiju gena za IL-8, IL-11 i
IFNa15. S.gordonii povecava ekspresiju gena za IL-8 i IL-23 a smanjuje ekspresiju gena

zall-1ai B, IL-6 i IL-11 (Handfield M. et al 2008.).
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Navedeno istraZivanje je jedno od prvih na temu citokina i njihovog
medusobnog odnosa tokom periodontitisa a rezultati su dobijeni u ranoj fazi, 2h posle
inficiranja gingivalnih keratinocita pa zbog toga TLR2 i TLR4 nisu imali uticaja na
rezultate (Taylor J.J. 2010.). Ovo istrazivanje ukazalo je joS jednom na vec poznatu
Cinjenicu da je P.gingivalis bakterija sa patogenim potencijalom i invazivno$¢u vec¢im
od ostalih bakterija zubnog plaka. P.gingivalis poseduje vise razli¢itih faktora virulencije
koji u interakciji sa periodontalnim tkivom dovode do destruktivnog zapaljenskog

procesa i to karakteristi¢ni LPS, fimbrije, proteaze i drugi (Taylor J.J. 2010.).

2.6.3.1 LPS

Prepoznavanje LPS-a patogenih bakterija odvija se putem kompleksa
ekstradelijskih molekula i receptora na povrsini ¢elija medu kojima TLR-4 ima centralnu
ulogu (Kawai T. and Akira S. 2009.). Dosadasnje studije uglavnom su se odnosile na LPS
enterobakterija i to E.coli ali struktura lipida A LPS-a P.gingivalis razlikuje se od lipida A
E.coli (Ogawa T. 1993.). Takode LPS P.gingivalis je biohemijski heterogen i njegova
interakcija sa TLR odvija se na vise razli¢itih nacina. U prirodi se javljaju razli¢ite
strukturne varijante ovog LPS-a koje ucestvuju u prenosenju signala preko TLR-4 ali i
preko TLR-2 (Ogawa T. et al 2002., Hajishengallis G. et al 2002., Dixon D.R. and
Darveau R.P. 2005., Darveau R.P. et al 2004.). Mnoge imunoloske studije ukazuju da
LPS P.gingivalis indukuje drugaciji imunoloski odgovor i da je bioloSki manje potentan
od LPS-a E.coli (Dixon D.R. et al 2004.).

Primer predstavlja podatak da LPS P.gingivalis ispoljava neuporedivo slabiji
efekat u stimulaciji sekrecije TNFo, od strane murinih makrofaga od LPS-a Salmonella
minnesota ali je situacija obrnuta na humanim monocitima (Tanamoto K. et al 1997.).

Brojne studije su pokazale da LPS P.gingivalis stimulie sekreciju IL-13, TNFa,, IL-
6 i IL-8 od strane fibroblasta, neutrofila i monocita/makrofaga iako je opisan i njegov
inhibitorni efekat na sekreciju IL-8 u epitelnim celijama (Lamont R.J. and Jenkinson H.F.
1998.).

Efekat LPS na ekspresiju gena za citokine i druge molekule raden je na
endotelnim ¢elijama koris¢enjem DNK mikrocipova. Geni sa pove¢anom ekspresijom su
uglavnom geni za citokine uklju¢ene u urodeni imunoloski odgovor pre svega geni za

hemokine. Povecana je ekspresija gena za IL-18 kod oba LPS-a i P.gingivalis i E.coli ali je
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nesto visa kod LPS E.coli. LPS P.gingivalis izaziva diferencijaciju monocita u makrofage a
istovremeno povedéava ekspresiju gena za TLR1 i TLR2 (Foster N. et al 2007.) sli¢no je i
sa LPS E.coli ali je ekspresija joS veca. Takode poveéana ekspresija gena za
proinflamatorne citokine IL-13, TNFa i IL-6 uocava se kod oba tipa LPS-a a i gena za

antiinflamatorni citokin IL-10.

2.6.3.2 Fimbrije

Porphyromonas gingivalis ima dve vrste fimbrija i to velike fimbrije (FimA) i
male fimbrije (Mfa) (Hajishengallis G. 2009.). FimA u interakciji sa epitelnim ¢éelijama
gingive imaju centralnu ulogu u invazivnosti bakterija omogucavajudi njihovo vezivanje
za epitel. Uticaj FimA na imunoloske procese je relativno poznat (Lamont R.J. and
Jenkinson H.F. 1998.), a novije studije in vitro i in vivo ukazuju na molekularne
mehanizme interakcije sa ¢elijama domacina i posledi¢ne efekte na sekreciju citokina.
FimA stimuliSe nuklearni faktor-kappaB i sekreciju IL-8 na humanim gingivalnim
epitelnim celijama preko TLR2 (Asai Y. et al 2001.) pri ¢cemu je CD14 esencijalni
koreceptor za aktivaciju epitelnih ¢elija FimA P.gingivalis-a (Hajishengallis G. et al
2006.). U nedostatku membranskog receptora CD14 produkcija citokina IL-6, IL-8, GM-
CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) i TNFa je slabija (Eskan M.A.
et al 2007.). Monociti inae u interakciji sa FimA P.gingivalis -a sekretuju znatne
koli¢ine IL-6, IL-8 i TNFa (Eskan M.A. et al 2007.).

U interakciji FimA sa receptorom-3 komplementa aktiviraju se intracelijski
signalni putevi koji inhibiraju produkciju IL-12 preko TLR-2 (Hajishengallis G. et al
2007.). 1L-12 koji sekretuju aktivisani makrofagi aktivira NK éelije i citotoksi¢ne CD8" T-
Celije, proces vazan za eliminaciju inficiranih ¢elija i njegova inhibicija produzava
opstanak P.gingivalis in vitro i in vivo (Hajishengallis G. et al 2008.). Ovaj
mikroorganizam takode suprimira éelijski imunoloski odgovor snizavajuc¢i nivo IFNy
(Hajishengallis G. 2009.).

FimA stimuliSe sekreciju IL-8 od strane endotelnih éelija (Nassar H. et al 2002.)
ali i ingestiju P.gingivalis od strane dendritskih éelija monocitnog porekla i posledi¢nu

sekreciju IL-1B, IL-6, TNFo i IL-10 od strane tih Celija (Jotwani R. and Cutler C.V. 2004.).
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2.6.3.3. Proteaze

Porphyromonas gingivalis sintetiSe brojne proteaze koje razlazu proteine
domadina i obezbeduju nutritijente ovoj bakteriji ali takode ometaju imunoloski
odgovor i naruSavaju tkivni integritet. Medu ovim proteazama dve klase cistein
proteaza su najbolje istrazene i to lizin-specificna gingipain Kgp i arginin-specificne
gingipain RgpA i RgpB. Ove proteaze ispoljavaju delovanje na imunoloski sistem na
razli¢ite nacine npr. razlazu i inaktiviSu TNFa (Calkins C.C. et al 1998.) i CD14 deo
receptorskog kompleksa za koji se vezuje LPS pa tako direktno ali i indirektno uti¢u na
sekreciju citokina (Duncan L. et al 2004., Sugawara S. et al 2000.). Ove proteaze
stimuliSu sekreciju citokina u ¢elijama domacina uklanjanjem ili aktivacijom proteaza-
aktivisanih receptora (PAR). RgpB proteaza aktivira dva razliita receptora, PAR-11 i
PAR-2 i stimulise lu¢enje IL-6 od strane humanih epitelnih éelija usne duplje (Lourbakos
A. et al 2001.). | Rgp i Kgp proteaze stimuliSu sekreciju IL-6 i IL-8 od strane monocita
preko PAR-1, PAR-2 i PAR-3 receptora(Uehara A. et al 2008.).

2.6.3.4. Ostali faktori virulencije

Porphyromonas gingivalis poseduje i druge faktore virulencije kao npr.
kratkolan¢ane masne kiseline u milimolarnim koncentracijama. Buturi¢na kiselina
indukuje apoptozu T i B-Celija, gingivalnih keratinocita i fibroblasta. Ove efekte
ostvaruje na nivou acetilacije histona i poremecaja ekspresije gena u celijama
domacina (Harris J.1. et al 2002., Riggs M.G. et al 1977.). Kratkolan¢ane masne kiseline
doprinose infekciji indukujuéi destrukciju tkiva (npr. procesom apoptoze) a deluju i kao
potencirajuéi faktor proinflamatornih stimulusa LPS. Njihova aktivnost jo$ uvek nije
dovoljno istrazena.  Bakterijski DNK deluje na imunoloski sistem preko TLR9 i
stimulise sintezu veée koliCine IL-12, Sto je karakteristika signala preko TLR9 a sa LPS-

om deluje sinergisticki i pojacava sekreciju citokina (Cowdery J.S. et al 1996.).

2.6.4. Destruktivna i protektivna uloga citokina

Hroni¢ni periodontitis karakteriSe se destrukcijom periodontalnih tkiva koja
okruzuju koren zuba i drze zub u aveoli. Proces zapocinju prisutni patogeni

mikroorganizmi ali oni sami nisu dovoljni za razvoj oboljenja (Graves D.T. et al 2008.)
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ve¢ je neophodna inflamatorna reakcija imunoloskog sistema domacdina i delovanje
proinflamatornih medijatora. Za razliku od njih antiinflamatorni medijatori usporavaju
progresiju oboljenja i smanjuju nivo destrukcije tkiva. U novije vreme niz studija
pokazao je da perzistentni inflamatorni imunoloski odgovor domadina protiv patogena
dovodi do destrukcije mekih i mineralizovanih periodontalnih tkiva (Graves D.T. et al
2008.). Na kompleksnost ovih procesa ukazuje i postojanje niza subpopulacija T-
limfocita sa pro i antiinflamatornim karakteristikama.

Molekularni mehanizmi uklju¢eni u remodelovanje tkiva tokom periodontitisa
uglavnom su poznati. Medu proteinazama domacina koje deluju na ekstracelijski
matriks (ECM) matriksne metaloproteinaze (MMP) se najée$ée povezuju sa
remodelovanjem periodontalnih tkiva (Verstappen J. and Von den Hoff J.W. 2006.).
MMP, familija cink i kalcijum zavisnih proteinaza obi¢no je u balansu sa grupom
endogenih proteina — tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP) $to omogucava
regulaciju remodelovanja matriksa (Hannas A.R. et al 2007.). U stvari MMP i TIMP se
izbalansirano eksprimiraju u zdravom periodontalnom tkivu, a gubitak balansa
MMP/TIMP, odnosno visok nivo MMP, a nizak nivo TIMP, karakteristian je za
destruktivni periodontitis pra¢en propadanjem mekih i mineralizovanih tkiva zuba
(Garlet G.P. et al 2004.).

Uz propadanje periodontalnog vezivnog tkiva klju¢ni dogadaj destruktivnog
periodontitisa je propadanje alveolarne kosti Ciji integritet zavisi od o¢uvanja delikatne
ravnoteZe izmedu resorpcije kosti delovanjem osteoklasta i njenog formiranja putem
osteoblasta. Osnovni regulatorni mehanizam aktivnosti osteoklasta odvija se preko
RANK receptora (receptor aktivator nuklearnog faktora-kf3) i njegovog liganda RANKL
sa solubilnom formom OPG (osteoprotegerin)(Leibbrandt A. and Penninger J.M. 2008.).
RANKL se vezuje za receptor RANK na povrsini pre-osteoklasta dovodeci do njihove
maturacije i aktivacije dok OPG inhibira ovo vezivanje. Zbog toga je balans RANKL/OPG
od sustinske vaznosti za osteolizu alveolarne kosti tokom periodontitisa i razliku

izmedu agresivne i hroni¢ne forme oboljenja.

2.6.4.1 Urodeniimunitet i destrukcija periodontalnog tkiva

Prepoznavanje PAMP mikroorganizama od strane celija domacina dovodi do

lu¢enja proinflamatornih medijatora. TLR se eksprimiraju na tkivnim dcelijama i
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leukocitima u periodontalnom tkivu i vezuju za bakterijske komponente (LPS, DNK i
druge). Skorije studije ukazuju na ulogu TLR2 i TLR4 u prepoznavanju periodontalnih
patogena P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans i T.fosythensis (Nussbaum G. et al
2009., Kikkert R. et al 2007.). Posle aktivacije TLR receptora stimulisana je intracelijska
signalna kaskada koja vodi do aktivacije transkripcionih faktora, posledi¢ne sekrecije
proinflamatornih citokina, migracije leukocita i geneze osteoklasta. Nedostatak TLR2 i
TLR4 kod odgovaraju¢eg nokaut misa dovodi do smanjenog gubitka alveolarne kosti
posle infekcije P.gingivalis (Nakamura H. et al 2008., Costalonga M. et al 2009.). Sem
TLR receptora i NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) receptori i sistem
inflamazoma opisani su kao potencijalni akcesorni molekuli okidaci urodenog
imunoloSkog sistema protiv periodontalnih patogena. Kao odgovor na prepoznavanje
mikroorganizama luce se citokini urodenog imuniteta medu kojima TNFa, IL-1 i IL-6
deluju prvi.

TNFa ima ulogu u migraciji ¢elija koju ostvaruje na viSe nivoa a pre svega
pojacavanjem ekspresije adhezivnih molekula i stimulacijom sekrecije hemotaktickih
hemokina. Prisutan je u obolelim periodontalnim tkivima i njegova koli¢ina je u
pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom MMP i RANKL (Garlet G.P. et al 2004., Graves D.T.
et al 2008., Graves D.T. and Cochran D. 2003.). Na osnovu studija na ljudima i
pacovima utvrdeno je da TNFo igra centralnu ulogu u inflamatornoj reakciji, resorpciji
alveolarne kosti i propadanju vezivnog tkiva periodontalnog ligamenta (Graves D.T. et
al 2008., Graves D.T. and Cochran D. 2003.).

TNFo stimuliSe produkciju proinflamatornih citokina IL-1p i IL-6 koji se kao i
TNFa povezuju sa migracijom inflamatornih celija i procesom geneze osteoklasta
(Graves D.T. et al 2008.).

Citokini urodenog imuniteta stvaraju se u tkivnim epitelnim Ccelijama i
fibroblastima i inflamatornim ¢elijama, pre svega makrofagima i neutrofilnim

granulocitima, u periodontalnom tkivu.

2.6.4.2 Steceniimunitet i destrukcija periodontalnog tkiva

Steceni imunitet iniciran je prepoznavanjem mikroorganizama periodontalnog

prostora od strane APC kao $to su DC. Po aktivaciji zrele DC eksprimiraju
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kostimulatorne molekule i sekretuju razliCite citokine koji determiniSu polarizaciju i
aktivaciju antigen-specifi¢nih limfocita (Cutler C.W. and Jotwani R. 2004.).

CD4" T-éelije prvobitno su bile podeljene u dve subpopulacije Th1 i T2 pri éemu
je Tn1l subpopulacija bila nosilac celijskog i proinflamatornog imuniteta dok je T2
subpopulacija povezivana sa humoralnim imunoloskim odgovorom i antiinflamatornim
svojstvima (Jankovic¢ D. et al 2001.). Skorija istrazivanja, dajuci niz novih objasnjenja,
opisuju dve nove subpopulacije pomoc¢nickih T-Celija i to Th17 i T (regulatorne T-
¢elije) koje imaju antagonisticke uloge kao efektorne i supresivne celije (Appay V. et al
2008., Sallusto F. and Lanzavecchia A. 2009., Weaver C.T. and Hatton R.D. 2009.). Ova
otkrica omogucdila su bolje razumevanje funkcije i regulacije T-Celija ali i mehanizama
nastanka imunoloSkog poremecaja tokom periodontitisa. Karakteristi¢ni markeri T1,
Th2, Thl7 i Ty subpopulacija pomocnickih T-Celija otkriveni su u obolelim
periodontalnim tkivima a najnovije studije ukazuju da patogene ali i nepatogene
bakterije mogu da izazovu produkciju citokina karakteristi¢nih za sve ove subpopulacije
(Garlet G.P. 2010.).

IFNYy, karakteristican za Ty 1 imunoloski odgovor, glavni je aktivator makrofaga i
stimulator sekrecije proinflamatornih citokina i hemokina. IFNy je prisutan u
periodontalnim lezijama u visokim koncentracijama i dovodi se u vezu sa
najdestruktivnijim oblicima periodontitisa (Garlet G.P. et al 2003.). IstraZivanja na
glodarima pokazala su da je ovaj medijator ukljuéen u inflamatornu reakciju i
resorpciju kosti kod infekcija mikroorganizmima P.gingivalis i
A.actinomycetemcomitans (Garlet G.P. et al 2008.). Ova in vivo istrazivanja nisu
potvrdena u in vitro eksperimentima gde IFNy sistematski inhibira formiranje
osteoklasta inhibiraju¢i RANKL signalne puteve (Takayanagi H. et al 2000.). Ovi in vitro
rezultati potvrduju raniju hipotezu da su T,1 éelije u vezi sa stabilnim lezijama a T2
celije sa progresivnim leziama (Gemmel E. et al 2007.) ali ipak se CcCini da
proinflamatorni efekti IFNy demonstrirani in vivo, koji dovode do pojacane sinteze
TNFo i IL-1P (posledi¢no i RANKL) imaju vecu tezinu (Garlet G.P. et al 2008.).

Da Th1 odgovor dovodi do veceg oSteéenja tkiva ukazuje i ¢injenica da IL-12
(glavni induktor Ty1) ima vainu ulogu u resorpciji alveolarne kosti na misijem modelu

posle infekcije P.gingivalis (Sasaki H. et al 2008.). Kao i kod IFNy i rezultati dobijeni u
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patogenezi humanog periodontitisa u vezi IL-12 su zanimljivi jer istrazivanja pokazuju
da je koncentracija IL-12 niZa u obolelim nego u zdravim tkivima desni (Johnson R.B.
and Serio F.G. 2005.).

Skorija istrazivanja ukazuju da Tn17 subpopulacija limfocita indukuje
osteoklastogenezu i gubitak kostanog tkiva tokom periodontitisa (Yago T. et al 2009.).
Subpopulacija CD4" pomoénickih ¢elija, koja produkuje IL-17, nastaje delovanjem
razli¢itih citokina u odnosu na citokine koji indukuju nastanak T,1 i T2 limfocita i
preko IL-17 uklju¢ena je u destrukciju kosti jer IL-17 deluje stimulativno na produkciju
RANKL (Sato K. et al 2006.). lako neka istrazivanja ukazuju da je IL-17 manje potentan
stimulator MMP od klasi¢nih citokina urodenog imuniteta (Beklen A. et al 2007.)
sposobnost T,17 celija da produkuju IL-6 i stimuliSu stvaranje IL-1p i TNFa dovodi do
povecéane ekspresije MMP i RANKL (Beklen A. et al 2007.) i posledi¢nog propadanja
mekih i mineralizovanih tkiva periodoncijuma. Skorija istrazivanja utvrdila su prisustvo
Th17 Celija kao i T17 citokina u hroni¢nim periodontalnim lezijama (Cardoso C.R. et al
2009.). Smatra se da ove Ccelije doprinose egzacerbaciji hroni¢nog zapaljenja i
akutizaciji inflamatornog procesa stimuliSuéi okolne ¢elije na lucenje proinflamatornih
citokina.

Sem klasi¢nih citokina koji aktiviraju fagocitne éelije poput IFNy, i T417/IL-17
subpopulacija, sama ili sa T, 1 citokinima, mobiliSe makrofage i neutrofile protiv intra i
ekstracelijskih patogena (Silva M.T. 2010.). IL-17 dovodi se u vezu sa mobilizacijom
neutrofila tokom infekcije P.gingivalis (Yu J.J. et al 2007.) i egzacerbacijom
inflamatornog procesa kao i pove¢anom osetljivos¢u TLR u humanim celijama desni
(Beklen A. et al 2009.) ¢ime potpomaze funkciju urodenog imuniteta.

Th2 subpopulacija T-¢elija prisutna je u periodontalnim lezijama i takode moZze
imati ulogu u destrukciji tkiva. Njihovo nastajanje i delovanje u zavisnosti je od
produkcije IL-4, tipicnog T2 citokina koji takode stimulise i B-limfocite (Sallusto F. and
Lanzavecchia A. 2009.) Sto Cini i IL-6 koji doprinosi diferencijaciji ovih ¢elija i produkciji
antitela (Cronstein B.N. 2007.). Utvrdeno je da B-limfociti produkuju RANKL kao
odgovor na bakterijske stimuluse (Han X. et al 2009.) a da je najveci broj B-limfocita u
periodontalnim lezijama RANKL" (Kawai T. et al 2006.). U najve¢em broju slucajeva
periodontitisa B-Celije su brojnije od T-Celija a predominacija Tn2 imunoloskog

odgovora dovodi do akumulacije ¢elija koje produkuju RANKL i do destrukcije tkiva
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(Kawai T. et al 2006.). U nedostatku B-celija T-limfociti pod delovanjem LPS mogu da
indukuju propadanje kostanog tkiva.

Jo$ jedna destruktivna komponenta Ty2/B-Celijskog sistema je stvaranje
autoantitela na komponente periodontalnog tkiva (kolagen, heat-shock proteini,
vimentin, spektrin, filamin, aktin, laminin, keratin, tubulin) a destruktivno delovanje
ispoljavaju i autoreaktivne B-Celije koje su prisutne u inflamiranim periodontalnim

tkivima (Donati M. et al 2009.).

2.6.4.3 Antiinflamatorni citokini i destrukcija periodontalnog tkiva

Antiinflamatorni medijator IL-10 prisutan je u inflamiranim periodontalnim
tkivima gde ostvaruje protektivnu ulogu i dovodi se u vezu sa oboljenjem slabijeg
intenziteta (Garlet G.P. 2010.). I1L-10 deficijentni nokaut miSevi su jako prijemljivi na
propadanje alveolarne kosti tokom periodontitisa indukovanog bakterijom P.gingivalis
(Sasaki H. et al 2004.). IL-10 slabi intenzitet destruktivnog periodontitisa na viSe nacina
pre svega slabljenjem inflamatorne reakcije inhibicijom transkripcije iRNK
proinflamatornih medijatora urodenog imuniteta (Yoshimura A. et al 2003.). Ova
inhibicija se moZe proSsiriti i na supresore signala citokina (SOCS) koji slabe prenos
signala kao deo negativne povratne sprege i inhibicije odredenih stimulusa (Yoshimura
A. et al 2007.). Skorija istrazivanja pokazuju da pojacana ekspresija SOCS indukovana
bakterijskom DNK znacajno smanjuje intenzitet inflamatorne reakcije (Taubman M.A.
et al 2007.).

Sem supresije citokina urodenog imuniteta IL-10 deluje direktno i na produkciju
IFNy i IL-17 od strane T-limfocita.

IL-10 ispoljava i direktnu antidestruktivhu ulogu modulacijom MMP i RANKL
sistema. On poveéava nivo TIMP koje inhibiraju delovanje svih tkivnih MMP na
nespecifi¢an nacin (Garlet G.P. 2010.) i stimuliSe produkciju OPG sniZavajuci resorpciju
kosti spreCavanjem vezivanja RANK-RANKL (Garlet G.P. 2010.).

IL-4, citokin Tp2 tipa, sem destruktivne uloge moZe delovati protektivno
snizavajuci nivo inflamacije na slican nacin kao IL-10 i to na nivou transkripcije
proinflamatornih citokina i IFNy i suprimirajuc¢i nastanak Th1 pomo¢énickih T-Celija

(Garlet G.P. 2010.). IL-4 takode indukuje sekreciju citokina sa slicnim delovanjem kao
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IL-10 a inhibira oStecenje tkiva direktnim delovanjem na produkciju MMP i RANKL i
konstantnom indukcijom sinteze TIMP i OPG (Garlet G.P. 2010.).

Treg pomocnicki limfociti su T-¢elijska subpopulacija sa protektivnom ulogom u
periodontalnim inflamatornim lezijama. T, éelije su CD4*CD25" i specifi¢no regulisu
aktivaciju, proliferaciju i efektorsku funkciju aktivisanih konvencionalnih T-éelija. U
periodontitisu T,eg eksprimiraju FOX,3, CTLA-4, IL-10, GITR, CD103 i CD45go (Nakajima
T. et al 2005.). Skorija studija Garleta i saradnika pokazuje da tokom periodontitisa ove
¢elije migriraju u periodontalno tkivo dok pri inhibiciji (anti-GITR tretman) dolazi do
pojacane resorpcije alveolarne kosti i poja¢ane migracije inflamatornih ¢elija (Garlet
G.P. 2010.).

TGFp takode igra ulogu u smanjenju nivoa oSteéenja periodontalnih tkiva. To je
plejotropni citokin koji regulise éelijski rast, diferencijaciju i produkciju matriksa i
potentni je imunosupresivni faktor koji deluje na nivou transkripcije proinflamatornih
faktora kao npr. IL-1B i TNFo i MMP (Okada H. and Murakami S. 1998., Steinsvoll S. et
al 1999.). U periodontalnim lezijama nivo TGFf je u negativnoj korelaciji sa nivoom
RANKL ukazujuéi na njegovu protektivnu ulogu protiv geneze osteoklasta i resorpcije
alveolarne kosti (Steinsvoll S. et al 1999.).

Na osnovu dokaza iz naucCne literature zapaza se dvostruka priroda
inflamatornog imunoloskog odgovora domadina jer mehanizmi koji zaustavljaju
infekciju dovode i do oSteéenja periodontalnih tkiva a u oba procesa ukljuéeni su isti
mehanizmi. MoZe se reci da proinflamatorne T,1 i T,17 Celije dovode do oSteéenja
tkiva razli¢itog stepena ali su efikasne u kontroli periodontalne infekcije i borbi protiv
patogena preko hemoatrakcije i aktivacije fagocitnih celija. Uloga T2 subpopulacije
pomocnickih limfocita i B-Celija u progresiji periodontitisa je kontroverzna jer je
produkcija antitela efikasna u borbi protiv infekcije dok autoantitela i autoreaktivni B-
limfociti mogu delovati destruktivno. Na kraju, antiinflamatorni IL-10 i T,z povezuju se
sa slabijim oSteéenjem tkiva a izgleda da ne uti¢u negativno na borbu protiv patogenih

mikroorganizama.
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2.7. LEKTINI

Lektini su jedinstvena grupa proteina Cija je osnovna funkcija prevodenje
bioloskih informacija kodiranih i ¢uvanih u specificnim oligosaharidnim strukturama
glikokonjugata. Klasifikovani su u familije medu kojima galektini spadaju u najstarije i
najinteresantnije. Galektini su definisani evolutivno ocuvanim aminokiselinskim
sekvencama i po prepoznavanju [-galaktozidnih struktura (Barondes S.H. et al 1994.).
Mogu se pronaci u najstarijim organizmima na planeti kao $to su sunderi, gljivice i
virusi ali i kod nematoda, insekata, kicmenjaka i biljaka. Nisu prisutni kod kvasaca.

Dosad je otkriveno 15 tipova galektina kod sisara (Radosavljevic G. et al 2012.)
i svi oni poseduju CRD domen (conserved carbohydrate recognition-binding domain),
domen koji prepoznaje ugljene hidrate i koji se sastoji od oko 130 aminokiselina. Na

osnovu broja i organizacije CRD-a ¢lanovi galektin familije klasifikovani su u tri podtipa:

a. Prototip grupa (galektin-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 i -15);
b. himera grupa (galektin-3);

c. tandem-ponavljajuca grupa (galektin-4, -6, -8, -9 i -12).

Sema 2. (Norling L.V. et al 2009.)

¢ TR ¥

prototip grupa (gal-1) himera grupa (gal-3) tandem-ponavljajuca
grupa (gal-9)
Clanovi prototip grupe imaju jedan CRD. Galektin-3, jedini himeri¢ni galektin
kicmenjaka, takode ima jedan CRD povezan sa neobi¢no dugackim N-terminalnim
domenom (NT), bogatim prolinom i glicinom. Clanovi tandem-ponavljajuce grupe
sastoje se od jednog polipeptidnog lanca koji formira dva razli¢ita ali homologa CRD-a
odvojena jednom "vezuju¢om sekvencom" do 70 aminokiselina. Galektini sa dva CRD-a

mogu da se vezu za dva ugljenohidratna epitopa. Neki galektini sa jednim CRD-om u
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stanju su da formiraju dimere ili oligomere u zavisnosti od specifi¢nih uslova (prisustvo
i koncentracija liganda) Sto omogucéava bivalentno ili multivalentno vezivanje za
ugljenohidratne ligande. Ovo vezivanje, od klju¢nog znacaja za neke od bioloskih
funkcija galektina, poja¢ano je ako je galaktoza vezana za neki drugi saharid npr. N-
acetilglukozamin (Hirabayashi J. et al 2002.)

Galektini kicmenjaka pronadeni su u citoplazmi i nukleusu, na povrsini éelije i u
vancelijskom prostoru zahvaljujuci sekreciji tzv. neklasiénim putem. Galektini su
detektovani u razlicitim tipovima ¢elija i tkiva i obavljaju niz razli¢itih funkcija pa se u
poslednje vreme intenzivno proucavaju. Najvise proucavan ¢lan galektin familije je

galektin-3, sveprisutan protein sa nizom bioloskih funkcija.

2.7.1. GALEKTIN-3

Galektini, pripadnici drevne proteinske grupe lektina, karakteriSu se specificnim
vezivanjem za [-galaktozide preko evolutivnho veoma starog i o¢uvanog CRD domena.
Oni se eksprimiraju u nizu inflamatornih i neinflamatornih ¢elija, ukljucujué¢i monocite,
makrofage, dendritske i mast celije, a ukljueni su u niz procesa kao Sto je celijska
adhezija, prenos signala, proliferacija, diferencijacija i apoptoza (Dhirapong A. et al
2009.). Deluju intra i ekstracelijski uticajem na niz patoloskih procesa kao $to su akutno
i hroni¢no zapaljenje, alergijske reakcije, autoimunitet i invazivnost tumora.

Po strukturi jedinstven pripadnik familije lektina je himeri¢ni galektin-3 koji uz
CRD sadrzi N-terminalni domen zahvaljujuc¢i kome je u stanju da formira oligomere.
Galektin-3 je Siroko rasprostranjen medu razlicitim tipovima celija i tkiva, lokalizovan
je intracelijski u nukleusu i citoplazmi ili ekstracelijski na membrani i u vancelijskom
prostoru (Radosavljevic G. et al 2012.). Preko specificnih interakcija sa velikim brojem
intra- i ekstracelijskih proteina ukljuen je u niz razlicitih fizioloSkih i patofizioloskih
stanja i procesa kao $to su imunoloski odgovor, razvoj, neoplasti¢ne transformacije i
metastaze

Galektin-3 protein (29-35 kDa) inicijalno je otkriven kao Mac-2 antigen na
povrsini ¢elije murinih peritonealnih makrofaga (Ho M.K. and Springer T.A. 1982.).
Kasnije je opisan kao CBP-35 (35 kDa) protein u fibroblastima misa (Roff C.F. and Wang

J.L. 1983.), €BP (e-vezujudi protein) iz bazofilnih granulocita pacova sa leukemijom (Liu
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F.T. and Orida N. 1984.), RL-29 u plu¢nom tkivu pacova (Cerra R.F. et al 1985.) i HL-29 u
plu¢éima coveka (Sparrow C.P. et al 1987.). Pominju se jo$ L-34 iz onkogenom
transfektisanih embrionalnih fibroblasta pacova i LBP, neintegrinski protein koji se
vezuje za laminin u makrofagima (Woo H.J. et al 1990.).

Analizom aminokiselinskog redosleda i genskih sekvenci pomenutih proteina
razli¢itih vrsta utvrden je veoma visok stepen homologije (Cherayil B.J. et al 1989.,
Laing J.G. et al 1989., Woo H.J. et al 1990.) pa je u skladu sa nomenklaturom
predstavljenom 1994. ovaj protein dobio ime galektin-3 (Barondes S.H. et al 1994.).

Struktura galektina-3 jedinstvena je medu svim poznatim galektinima
kicmenjaka (Houzelstein D. et al 2004.). To je jedan polipeptidni lanac koji formira dva
strukturno razli¢ita domena, atipi¢ni NT i CRD. Mnoge studije ukazuju na postojanje

dubokih strukturnih i funkcionalnih razlika ova dva domena (Dumic J. et al 2006.).

2.7.1.1 NT domen

U zavisnosti od vrste, NT domen se sastoji od 110-130 aminokiselina. Ova
relativno fleksibilna struktura sadrzi mnogobrojna homologa ponavljanja (Dumic J. et al
2006.) od kojih svako poseduje zajednicku sekvencu Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly za kojom
slede tri dodatne aminokiseline. NT domen molekula galektina-3 se veoma malo
razlikuje kod razlicitih vrsta. Takode je publikovano da je NT domen 33.5% identican sa
kolagenom al (Il) lancem iz hrskavice goveda (Raz A. et al 1989.) pa se NT domen
naziva i "collagen-like" NT domen.

lako se NT domen ne vezuje za uglijene hidrate on je neophodan za punu
biolosku aktivnost galektina-3 (Seetharaman J. et al 1998.). Sta vide, noviji rezultati
ukazuju na to da NT domen preko Tyr'%% i rezidua zajedno sa CRD uéestvuje u vezivanju
za oligosaharide (Barboni E.A. et al 2000.) a vazan je za formiranje multimera i

sekreciju galektina-3 van ¢elija (Menon R.P. and Hughes R.C. 1999.).

2.7.1.2 CRD

C-terminalni domen galektina-3 sastoji se od oko 130 aminokiselina koje
formiraju globularnu strukturu, mesto gde se vezuju ugljeni hidrati (Ochieng J. et al

1993.). Posebno zanimljiva je aminokiselinska sekvenca NWGR, ocuvana u BH1
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domenu Bcl-2 familije proteina. Smatra se da je ova sekvenca odgovorna za anti-
apoptotsku aktivnost Bcl-2 i galektina-3 (Yang R.Y. et al 1996.). NWGR je takode
uklju¢en u samoudruzivanje galektin-3 molekula preko CRD-a u nedostatku saharidnih
liganda (Yang R.Y. et al 1998.). Jedna rezidua cisteina koja se nalazi u blizini NWGR
(CyslgG) neophodna je za nastajanje dimera murinog galektina-3 koji u toj formi ima
znatno vedi afinitet za vezivanje laminina od monomera.

Takode CRD ispoljava jak afinitet za krajnje produkte glikozilacije (AGE) u
odnosu na ceo molekul galektina-3 pa se smatra da poseduje specificna mesta za AGE
vezivanje koja su delimi¢no pokrivena NT domenom u celom molekulu galektina-3

(Vlassara H. et al 1995.).

2.7.1.3 Specifi¢nost vezivanja Secera i multivalentnost galektina-3

Dosadasnja proucavanja opisuju N-acetillaktozamin (LacNAc, Galf 1,4
(3)GIcNAc) kao glavni ligand galektina-3 (Dumic J. et al 2006.) mada galektin-3
poseduje dovoljno dugacak lanac za vezivanje i vecih oligosaharida kao Sto su
polilaktozaminoglukani. Interakcija galektina-3, odnosno njegovog CRD sa
ugljenohidratnim ligandima, omogucena je promenama strukture galektina-3.

Galektin-3 je bivalentan odnosno multivalentan molekul i kada ima samo jedan
CRD. Zna se da CRD i NT domen stvaraju multimerne formacije galektina-3 za Sta je po
jednoj hipotezi odgovoran NT domen.

Postoji veliki broj bioloskih liganda galektina-3 koji se medusobno strukturno i
funkcionalno veoma razlikuju. Sa nekima od njih galektin-3 stupa u kontakt preko
terminalnih N-acetillaktozamin (LacNAc) rezidua na njegovom Secernom delu. Ne
mogu svi glikoproteini koji poseduju LacNAc da budu i funkcionalni delovi galektina-3
jer je taj odnos specific¢an.

Sa druge strane specifi¢nost vezivanja moze biti povecéana prisustvom pojedinih
peptida u blizini LacNAc rezidua. Treba znati i to da pojedini "in vitro" ligandi galektina-
3 nisu bioloski relevantni jer se ne eksprimiraju u tkivima gde je on prisutan ili se ne
eksprimiraju u isto vreme kada se eksprimira galektin-3.

Sve u svemu, specificnost za vezivanje galektina i neke druge bioloske

komponente ne zavise samo od sposobnosti galektina da veze Seéere i njegove

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 35



PREGLED LITERATURE POGLAVLIJE IT

fosforilacije ve¢ i od vremena i mesta njihove ekspresije i naravno same strukture

molekula.

2.7.1.4 Tkivna distribucija galektina-3

Kod odraslih galektin-3 prisutan je skoro u svim tkivima. Medutim utvrdeno je
da tokom misSije embriogeneze njegova ekspresija zavisi od vrste tkiva i razvojnog
stadijuma. Prvo se pojavljuje u ¢elijama trofoektoderma blastocista a u kasnijoj fazi
razvoja miSa galektin-3 se nalazi u kicmenoj hrskavici, rebrima, kostima lica, bazalnim
¢elijama epidermisa i endodermalnim slojevima Zucne kese, grkljana i dusnika. Neka
vrsta tackaste ekspresije uocCava se u pojedinim organima kao npr. jetri, plu¢ima i
mineralizovanim delovima kostiju i ukazuje na povezanost galektina-3 sa makrofagima i
sliénim celijskim tipovima (osteoklasti). Ekspresija galektina-3 tokom prva tri meseca
embriogeneze Coveka ogranicena je uglavnom na epitel (koZa, epitel digestivnog,
respiratornog trakta i urinarnog trakta), ¢elije miokarda, hondrocite.

lako je kod odraslih galektin-3 sveprisutan molekul njegova ekspresija je najvise

izraZzena na epitelnim i mijeloidnim/ameboidnim ¢éelijama.

Lokalizacija galektina-3 u tkivima:
epitel tankog creva
epitel kolona
epitel kornee i konjuktive
olfaktorni epitel (sitna podrucja)
epitel bubrega, pluca, timusa, grudi, prostate
celije duktusa pljuvacnih Zlezda, pankreasa, bubrega, oka
¢elije intrahepatickih Zuc¢nih puteva
epitel uterusa odmah nakon implantacije

¢elije sluznice Zeluca

Lokalizacija galektina-3 u tipovima ¢elija:
fibroblasti
hondrociti i osteoblasti

osteoklasti
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keratinociti
Schwan ¢elije

endotelne ¢elije niza tkiva i organa

Galektin-3 je prisutan u nizu ¢elija uklju¢enih u imunoloski odgovor kao npr. u
neutrofilima, eozinofilima, bazofilima, mast celijama, Langerhansovim celijama,
dendritskim celijama, monocitima i makrofagima razli¢itih tkiva. U limfocitima se
normalno ne eksprimira ali pod delovanjem razli¢itih stimulusa moZe se eksprimirati.

Galektin-3 se takode eksprimira u nizu tumora a intenzitet ekspresije zavisi od
progresije tumora, njegove invazivnosti i metastatskog potencijala (van den Brule F. et

al 2004.).

2.7.1.5 Imunoloski potencijal galektina-3

Galektin-3 poseduje jedinstvenu sposobnost delovanja u dva pravca naime on
Stiti Celije od apoptoze ili stimuliSe celijsku smrt u zavisnosti da li funkciju ostvaruje
intracelijski ili ekstracelijski (Dhirapong A. et al 2009.).

Vandelijski galektin-3 moZe da indukuje apoptozu aktivisanih T-limfocita.
Tretman T-Celija ekstradelijskim rekombinantnim galektinom-3 indukuje apoptozu
aktivacijom kaspaznog puta (Fukumori T. et al 2003.). Uoceno je da galektin-3 direktno
inicira apoptozu timocita i T-limfocita delujuci na taj nacin imunosupresivno (Stillman
B.N. et al 2006.) indukujuéi imunotoleranciju.

Vancelijski galektin-3 igra vaznu ulogu u inflamatornom odgovoru i moze
ucestvovati u nastanku autoimunoloskih oboljenja. Koris¢enjem galektin-3 nokaut
miSeva utvrdeno je da ovi miSevi produkuju vecu koli¢inu inflamatornih citokina kao
odgovor na LPS (Li Y. et al 2008.), a efekat je slabiji ako je galektin-3 preinkubiran LPS-
om pre ubrizgavanja u misa. Vezivanje galektina-3 i LPS-a je mehanizam ove
modulacije.

Dodavanje galektina-3 mozZe dovesti do degranulacije mastocita, oslobadanja
citokina i produzenog trajanja inflamacije (Chen H.Y. et al 2006.). Intracelijski galektin-
3 Stiti celije od apoptoze i stimulise T-Celijsku proliferaciju (Yang R.Y. et al 1996.)
ometanjem apoptotskog mehanizma a jaka ekspresija galektina-3 stiti T-limfocite od

toksina koji indukuju apoptozu (Matarrese P. et al 2000.).
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Sem odrzavanja homeostaze T-Celija galektin-3 ucestvuje u regulaciji
prezivljavanja imunokompetentnih celija, njihove migracije i oslobadanja citokina. U
makrofagima galektin-3 takode ostvaruje svoju dvostruku funkciju jer su makrofagi
ispoljavaju smanjeni nivo inflamatornog odgovora koji se ogleda u smanjenoj velicini i
broju leukocitnih infiltrata. Ako se nokaut miSevima doda rekombinantni galektin-3 on
se ponasa kao hemoatraktant za makrofage i dovodi do pojacanog inflamatornog
odgovora (Chen H.Y. et al 2006.). Galektin-3 igra vaznu ulogu u degranulaciji mastocita,
oslobadanju citokina iz ovih ¢elija kao i u fagocitozi jer makrofagi galektin-3 nokaut
miSa sporije reaguju na fagocitne stimuluse i fagocituju manje celija nego makrofagi

obi¢nih miseva (Sano H. et al 2003.).

2.7.1.6 Galektini u kontroli inflamatornog odgovora

Tokom inflamatornog odgovora javljaju se kardinalni znaci inflamacije crvenilo,
otok, poviSena temperatura, bol i poremedaj funkcije. Ovi simptomi su rezultat niza
mikroskopskih promena do kojih dolazi na mestu inflamacije ali i na sistemskom nivou.
Inflamatorna reakcija je pre svega protektivna u cilju oCuvanja tkivnhe homeostaze ali
prejaka i nekontrolisana inflamacija dovodi do oStecenja tkiva. Osnovni uzrok tkivnog
oStecenja je nagomilavanje leukocita, inaCe strogo regulisani proces koji zahteva niz
specificnih i sekvencijalnih molekularnih interakcija leukocita i vaskularnog endotela.
Inicijalne leukocitno-endotelne interakcije (kontakt, kotrljanje) nastaju prvenstveno
zahvaljujuci familiji selektinskih receptora i njihovim olisaharidnim ligandima a adhezija
i transmigracija delovanjem leukocitnih integrina u interakciji sa endotelnom
imunoglobulinskom superfamilijom adhezivnih molekula.

Reparatorna faza i faza rezolucije nije pasivni ve¢ aktivni proces. Dok niz
proinflamatornih medijatora inicira inflamaciju, veliki broj antiinflamatornih
medijatora i mehanizama kontroliSe fazu rezolucije inhibiraju¢i migraciju leukocita i
stimuliSucdi njihovo uklanjanje sa mesta inflamacije (Gilroy D.W. et al 2004., Serhan C.N.
et al 2007.). Postoje brojni dokazi koji svrstavaju galektine u kategoriju
imunoregulatornih medijatora odnosno potencijalnih antiinflamatornih agenasa.
Galektin-3 je promoter adhezije granulocita za endotelne (celije (Sema 3.d) i

komponente ECM a stimulide i ekspresiju fosfatidilserina na granulocitima i apoptozu
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T-Celija (Sema 3.b). Proinflamatorno delovanje galektina-3 ogleda se i u aktivaciji
monocita i sekreciji IL-1 od strane ovih celija (Sema 3.c), stimulaciji degranulacije
mastocita (Sema 3.a) i stvaranja reaktivnih kiseonikovih radikala (ROS - reactive oxygen
species) i IL-8 od strane neutrofilnih granulocita (Sema 3.e) (Norling L.V. et al 2009.).
StimuliSuc¢i fagocitozu apoptoti¢nih granulocita od strane makrofaga i bakterija od
strane neutrofilnih granulocita (Sema 3.f,g) galektin-3 ucestvuje i u rezoluciji
inflamacije (Norling L.V. et al 2009.). Delovanje galektina na éelije vaskularnog sistema

prikazano je na semi 3:

Sema 3. delovanje galektina na celije vaskularnog sistema (Norling L.V. et al 2009.)

apoptoza T-celija
. pop i i %gal—g

o " degranulacija ps b 1_,
#9 mastocita . gal-3

ps

aktivacija
monocita

neutrofila

ROS  ppjatana fagocitoza
od strane neutrofila

pojacana fagocitoza
neutrofila

2.7.1.7 Antiinflamatorni i proinflamatorni galektini:

Galektin-1 ispoljava niz antiinflamatornih efekata na razli¢itim celijskim
tipovima, inhibira promet celija, indukuje apoptozu i modulira oslobadanje
inflamatornih medijatora. Stimulacijom aktivacije leukocita galektin-3 ispoljava niz
proinflamatornih dejstava, razlikujuéi se na taj nacin od galektina-1. Galektin-9 ima
jaku hemotakticku funkciju prema eozinofilima i negativni je regulator T,1

imunoloskog odgovora.

Petar Milosavljevic doktorska disertacija Strana 39



PREGLED LITERATURE POGLAVLIE II

2.7.1.8 Delovanje egzogenog Galektina-3

Galektin-3 (LGALS3 antigen, IGE-vezujuéi protein, ugljenohidratno-vezujudi
protein-35, epsilon BP, HL-29, RL-29) prvi put je identifikovan kao antigen eksprimiran
na povrsini murinih makrofaga (Ho M.K. and Springer T.A. 1982.). Za razliku od
galektina-1, galektin-3 je proinflamatorni protein.

Tokom inflamacije galektin-3 se oslobada u ekstracelijski prostor gde aktivira
inflamatorne éelije i stimuliSe njihovo zadrZavanje na mestu inflamacije. To ostvaruje
pojacavanjem interakcija celija sa glikoproteinima ekstracelijskog matriksa. Egzogeni
galektin-3 dovodi do aktivacije ¢elija uklju¢enih u inflamatorno-imunoloski odgovor,
npr. do degranulacije mast Celija (Suzuki Y. et al 2008.), produkcije IL-1 i superoksida od
strane monocita (Jeng et al 1994., Liu F.T. et al 1995.) kao i oslobadanja L-selektina u
neutrofilima (Nieminen J. et al 2005., Farnworth S.L. et al 2008.). Kada su neutrofilni
granulociti u pitanju funkcije galektina-3 su brojne. On pojacava celijsku ekspresiju
CEACAM1 i CEACAMS8 koji zatim deluju kao receptori za galektin-3 posredovanu
aktivaciju NAD(P)H oksidaze (Fernandez G.C. et al 2005.).

Egzogeni galektin-3 Celija stimuliSe i adheziju ¢elija i to indirektno ali i direktno
delujudi kao adhezivni molekul. U prisustvu dvovalentnih katjona dovodi do aktivacije
neutrofila stimuliSuéi njihovu adheziju za ligande kao npr. fibronektin, do adhezije
neutrofila za laminin (Kuwabara I. and Liu F.T. 1996.) i do adhezije neutrofila direktno
za endotelne Celije in vitro. Igra i vainu ulogu u -2 integrin-nezavisnoj ekstravazaciji
neutrofila in vivo (Sato S. et al 2002.).

Navedeni podaci, uz znatno umanjene inflamatorne infiltrate u brojnim in vivo
inflamatornim modelima na galektin-3 deficijentnim nokaut misevima ukazuju na veliki
zna€aj ovog molekula na distribuciju leukocita tokom inflamatornog odgovora
(Bernardes E.S. et al 2006., Nieminen J. et al 2008.). U modelu eksperimentalnog
hepatitisa utvrdeno je prisustvo manjeg broja efektorskih celija u odnosu na misa
divljeg tipa, $to je objasnjeno ulogom galektina-3 u aktivaciji DC i makrofaga i
proliferaciji aktivisanih T-limfocita  (Radosavljevic G et al 2012.). U modelu
eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa (EAE) uofena je znacajno smanjena
leukocitna infiltracija nervnog tkiva kod galektin-3 deficijentnih miSeva u odnosu na

miSeve divljeg tipa tretirane na isti nacin (Jiang H.R. et al 2009.).
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Kada je u pitanju apoptoza, galektin-3 ostvaruje funkciju na razli¢ite nacine u
zavisnosti od lokalizacije (intra ili ekstracelijski).

Intracelijski galektin-3 inhibira apoptozu Sto omogucava produzeno
prezivljavanje inflamatornih ¢elija na mestu inflamacije ispoljavajuéi proinflamatorno
dejstvo. To ostvaruje mitohondrijski galektin-3 sprecavajuéi oslobadanje citohroma c
(Moon B.K. et al 2001.). Ovaj antiapoptotski efekat galektin-3 ostvaruje na nizu celijskih
tipova kao odgovor na Siroki spektar agenasa koji indukuju apoptozu.

Egzogeni galektin-3, kao i galektin-1 pojacava eksprimiranje fosfatidilserina i
apoptozu T limfocita (Stillman B.N. et al 2006., Stowell S.R. et al 2008.). Ovi galektini
vezuju se za brojne receptore na T celijama, pri cemu su neki receptori zajednicki. Za
CD7 vezuje se iskljucivo galektin-1 indukujuéi apoptozu (Pace K.E. et al 2000.) dok se
galektin-3 vezuje za ITGB1, SPN, PTPRC i TFRC od kojih je svaki na neki nacin povezan
sa procesom apoptoze. Galektin-3 dovodi i do apoptoze mastocita (Suzuki Y. et al
2008.) dok njegovo delovanje na apoptozu neutrofilnih granulocita nije jos uvek do

Galektin-3 takode promovise hemotaksu monocita in vivo i makrofaga in vitro
(Sano H. et al 2000.) i eozinofila u OVA-indukovanoj astmi (Zuberi R.I. et al 2004.).

Vaznu ulogu galektin-3 ima i u procesu fagocitoze Sto je prikazano na
eksperimentalnom modelu hemoliticke anemije gde galektin-3 deficijentni misevi
ispoljavaju znatno nizZi stepen fagocitne aktivnosti u fagocitozi eritrocita od strane
Kupferovih celija jetre (Sano H. et al 2003.). Galektin-3 takode pojacava fagocitnu
funkciju neutrofilnih granulocita (Farnworth S.L. et al 2008.). Zbog toga je neophodan u
fazi rezolucije inflamacije kada deluje na alternativni put aktivacije makrofaga T,2
citokinima (IL-4 ili IL-13).

Antiinflamatorno delovanje galektina-1 ogleda se u tome da utice na T,1/T,2
balans stimulisuéi T,2 odgovor a nasuprot njemu galektin-3 suprimira T,2 odgovor
inhibirajuci stvaranje IL-5 od strane eozinofila i antigen-specifi¢nih T-éelijskih linija

(Cortegano I. et al 1998.).
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2.7.1.9 Galektin-3 deficijentni misevi i imunoloski odgovor in vivo

Galektin-3 deficijentni miSevi, kao i galektin-1 deficijentni, imaju normalan
razvoj, Zzive normalno i fertilni su (Colnot C. et al 1998a.) kao i dvostruki nokaut misevi
galektin-1/galektin-3.

Skoro je otkriveno da galektin-3 nokaut miSevi oko Sestog meseca starosti
spontano razvijaju patoloSke promene na jetri tipicne za bolest nealkoholne masne
jetre verovatno usled toga Sto je galektin-3 receptor za glikozilaciju i njene krajnje
produkte (Advanced Glycation end Products - AGEs) pri ¢emu su nivo AGE i AGE
receptora RAGE poviseni kod Galektin-3 deficijentnog misa (Nomoto K. et al 2006.).

U odnosu na miSeve divljeg tipa, galektin-3 deficijentni miSevi ispoljavaju
inflamatorni odgovor smanjenog intenziteta Sto ukazuje na proinflamatornu prirodu
ovog proteina. Smanjen broj neutrofilnih granulocita na mestu akutne inflamacije
(Colnot C. et al 1998b., Nieminen J. et al 2008.), produzeno prezivljavanje galektin-3
deficijentnih miSeva posle intracerebralne i periferne infekcije prionom uzroénikom
skrapija (Mok S.W. et al 2007.) kao i redukovan nastanak granuloma nakon infestacije
helmintima Sistosomama (Breuilh L. et al 2007.) sa dominantnim T,2 tipom odgovora
nedvosmisleno ukazuju na to. lzgleda da galektin-3 pojacava snagu imunoloskog
odgovora ¢iji su okida¢ dendritske éelije. Zrele DC galektin-3 deficijentnog misa
indukuju poja€anu proliferaciju T-Celija i produkciju IFNy i IL-4. Infekcija galektin-3
deficijentnog misa parazitom T.Gondii takode je pracena smanjenim stepenom
inflamacije i viS§im nivoom T, 1 odgovora sa povec¢anim nivoom IFNy i IL-12 (Bernardes
E.S. et al 2006.).

Galektin-3 ispoljava zastitno delovanje kod streptozotocin-indukovanog
dijabetesa (Pugliese G. et al 2001.) sto je isto tako utvrdeno koris¢enjem galektin-3
deficijentnih miseva.
miseve divljeg tipa i imaju povecanu produkciju proinflamatornih citokina i azot oksida
(NO) (Li Y. et al 2008.). Galektin-3 se vezuje za LPS mnogih bakterija (Klebsiella
pneumoniae, Salmonela typhimurium, E.coli) i ove interakcije se odvijaju i preko CRD i
preko N-terminalnog domena galektina-3 (Mey A. et al 1996.). Galektin-3 negativni

makrofagi senzitivniji su na LPS pri ¢emu stvaraju vecu koli¢inu citokina u odnosu na
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makrofage miseva divljeg tipa. Nasuprot ovome galektin-3 potpomaze prezivljavanje
salmonele (Li Y. et al 2008.). Galektin-3 deficijentni miSevi razvili su pojacani Tp1l
odgovor na infekciju salmonelama sto mozda doprinosi znatno smanjenoj replikaciji

salmonela kod ovih miseva. Fenotip galektin-3 nokaut miSeva prikazan je u tabeli 2:

Tabela 2. Fenotip galektin-3 nokaut miseva

TIP NOKAUT MISA MODEL FENOTIP REFERENCE
BOLESTI/UZROCNIK
INFLAMACIJE
dijabetes ubrzana glomerulopatija u modelu Pugliese et al. 2001.

streptozotocin-indukovanog
dijabetesa sa izrazitim povecanjem
nivoa cirkulisucih i glomerularnih

AGE
galektin-3
peritonitis smanjen broj neutrofila Colnot et al. 1998ab.
pojacana prijemljivost sa Li et al. 2008.
endotoksi¢ni sok poveéanom produkcijom pro-

inflamatornih citokina i NO

bakterijske infekcije smanjen broj neutrofila u pluénom Nieminen et al. 2008.
tkivu tokom infekcije S.

pneumoniae

. . . snizen stepen inflamatornog Bernardes et al. 2006.
parazitske infekcije odgovora kod infestacije T. gondii, Breuilh et al. 2007

visi Th1 odgovor sa povecanim
nivoom IFNG i IL12, smanjeno
stvaranje granuloma po infestaciji
Sistosomom

produZeno preZivljavanje nakon Mok et al. 2007.

prionske infekcije intracerebralne i periferne infekcije
uzro¢nikom skrapija

2.7.1.10 Ciljni receptori za galektine

Ekstracelijski matriks (ECM) sastoji se od brojnih komponenti, ukljuéujuéi
kolagen, glikozaminoglukane, laminin, fibronektin, i niza drugih glikoproteina. Funkcija
ECM je strukturna podrika tkivima ali i aktivna regulacija éelijskog okruzenja (Streuli C.
1999.). Postoje dva glavna nacina na koji ECM ostvaruje svoje funkcije: direktna
interakcija ¢elija — ECM i preko razli¢itih faktora rasta (Taipale J. and Keski-Oja J. 1997.).
Mnoge komponente ECM identifikovane su kao ligandi galektina-1 i 3 ukljuéujuci
laminin i fibronektin (Zhou Q. & Cummings R.D. 1993., Ozeki Y. et al 1995., Kuwabara I.

& Liu F.T. 1996.). Vezivanje galektina-1 sa proteinima ECM dovodi do redukcije
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leukocitne adhezije i inhibicije migracije T-éelija kroz ECM (He J. & Baum L.G. 2006.)
dok galektin-3 pojacava adheziju leukocita.

Ostali ligandi za galektine su membranski proteini kao npr. integrini, LAMPs
(lisosome-associated membrane proteins) i neki gangliozidi.

Galektin-1 ligand, gangliozid GM1, u poslednje vreme je identifikovan kao vazan
za procese endocitoze galektin-1 u Jurkat éelijama, procese u kojima ucestvuje klatrin i
mnostvo lipidnih komponenti mada razlog internalizacije galektina-1 tek treba da bude
razjasnjen (Fajka-Boja R. et al 2008.).

Galektin-1 vezuje se za brojne molekule na povrsini leukocita ukljuCujuci CD4,
CD7, SPN i PTRPC (Perillo N.L. et al 1995., Hernandez J.D. & Baum L.G. 2002., Stillman
B.N. et al 2006.), ali precizne ugljeno-hidratne strukture ovih makromolekula koje
galektini prepoznaju nisu joS uvek dovoljno proucene. Studije u kojima su koriséeni
galektini konjugovani biotinom doprinele su prepoznavanju struktura na limfocitima za
koje se vezuju galektini 1 i 3. Ligandi za galektin-1 i galektin-3 su ¢esto funkcionalno
povezani. Preinkubacija limfocita sa galektinom-3 dovodi do parcijalne promene mesta
vezivanja galektina-1 (Stillman B.N. et al 2006.) sugerisu¢i da su pojedina mesta
vezivanja galektina-1 specificna ili da je eventualno afinitet ka galektinu-1 veci nego ka
galektinu-3. Naravno, dobro je poznato da specificnost vezivanja galektina za
oligosaharide zavisi od suptilnih razlika u strukturi njihovog CRD (Hirabayashi J. et al

2002.).

2.7.1.11 Delovanje intraéelijskog galektina-3

Intra-citoplazmatska i intra-nuklearna lokalizacija galektina-3 je dobro proucena
(Wang J.L. et al 2004.) ali i pored toga zavisi od razli¢itih faktora kao $to su tip celije i
njen proliferativni status, uslovi kultivacije i neoplasticna progresija i transformacija
(Dumic J. et al 2006.). Sa druge strane, bioloska funkcija galektina-3 odredena je

njegovom lokalizacijom u ¢eliji.

2.7.1.12 Galektin-3 u citoplazmi

Prisustvo galektina-3 u citoplazmi odavno je poznato (Roff C.F. and Wang J.L.
1983.) ali njegove brojne bioloske funkcije do skoro nisu bile razjasnjene. Brojni

citosolni molekuli identifikovani su kao ligandi galektina-3 (Dumic J. et al 2006.) i
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njihove razlicite bioloske funkcije ukazuju na ucesce galektina-3 u nizu intracelijskih
dogadaja. Prvi identifikovani ligand galektina-3 in vivo bio je Bcl-2, molekul uklju¢en u
regulaciju apoptoze (Yang R.Y. et al 1996.). Galektin-3 se vezuje za Bcl-2 preko svog
domena za prepoznavanje ugljenohidratnih komponenti, a ovu interakciju inhibira
laktoza i Bcl-2 se vezuje za rekombinantni C-terminalni deo galektina-3.

Poslednjih godina otkriven je niz novih molekula koji su uklju¢eni u proces
apoptoze, a vezuju se za galektin-3. Koris¢enjem ko-imunoprecipitacije i konfokalne
mikroskopije utvrdeno je da galektin-3 stupa u interakciju sa CD95 (APO-1/Fas),
¢lanom familije receptora smrti koji indukuju apoptozu (Fukumori T. et al 2004.).
Nukling 160-kDa protein, uklju¢en u regulaciju apoptoze se takode vezuje za galektin-3
kao i Alix/AIP1 sa Jurkat celijske linije (Liu L. et al 2004., Liu F-T. et al 2002.).

Uloga citosolnog galektina-3 u regulaciji ¢elijske proliferacije, diferencijacije,
prezivljavanja celije i celijske smrti dodatno je potvrdena podacima o tome da se
galektin-3 selektivno vezuje za K-Ras (K-Ras-GTP) dok direktna interakcija sa Akt
proteinom nije dokazana (Shalom-Feuerstein R. et al 2005., Oka N. et al 2005.).

U citoplazmi epitelnih ¢elija mlecne Zlezde Coveka galektin-3 se vezuje za
sineksin (annexin VII), 51-kDa Ca®' - protein (Yu F. et al 2002.). Sineksin u&estvuje u
inhibiciji translokacije galektina-3 na perinuklearnu mitohondrijalnu membranu i utice
na njegovu anti-apoptotsku aktivnost. Ovi nalazi ukazuju na mitohondrije kao novu
lokalizaciju galektina-3 i na ulogu sineksina u njegovom intracelijskom prometu.

Takode neki citokeratini sa a1,3 vezanom N-acetilgalaktozaminskom reziduom
su moguci ligandi galektina-3 u citoplazmi (Goletz S. et al 1997.) mada in vivo

interakcije do danas nisu dokazane.

2.7.1.13 Galektin-3 u nukleusu

Prisustvo galektina-3 u celijskom jedru je dokazano ali ta¢na lokalizacija i
mehanizmi delovanja ovog proteina nedovoljno su prouceni. Zanimljivo je da ga
pojedini tipovi ¢elija uprkos jakoj koncentraciji u citoplazmi ne eksprimiraju u nukleusu
(Sato S. et al 1993.). Sam mehanizam ulaska galektina-3 u nukleus jo$ uvek je nejasan
dok je transport iz nukleusa u citoplazmu donekle rasvetljen. Izlazak galektina-3 iz
nukleusa je brz i selektivan proces preko mehanizma koji inhibira Leptomicin (Tsay J.G.

etal 1999.).
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U nukleusu galektin-3 se nalazi u okviru ribonukleoproteinskih kompleksa
(Laing J.G. and Wang J.L. 1988.). Smatra se da ima ulogu kao pre-i-RNK faktor u
stvaranju petlji i njihovih kompleksnijih konfiguracija (Dagher S.F. et al 1995.). Neke
studije ukazuju na indirektno delovanje galektina-3 na pre-i-RNK preko proteinskih
kompleksa koji sadrze Gemin 4 koji je prikazan kao intranukleusni duplikat galektina-3
(Park J.W. et al 2001.).

Lin i saradnici (Lin H.M. et al 2002.) ukazali su na ulogu galektina-3 u regulaciji

transkripcije gena.

2.8. NOKAUT MISEVI

Nokaut misSevi su dobijeni genskim inZinjeringom metodom inaktivacije gena
(knockout) kod kojih je isklju¢en jedan ili vise gena. Oni predstavljaju neophodan
animalni model za proucdavanje sekvenciranih gena cija funkcionalnost jo$ uvek nije
dovoljno razjaSnjena ili je sasvim nepoznata. IskljuCivanjem jednog takvog gena i
poredenjem svih fenotipskih karakteristika u odnosu na normalne miseve istrazivaci
sada imaju mogucnost da razjasne njegovu funkciju (Schéfer C. 2007.).

Prvi nokaut mis nastao je 1989. godine, stvorili su ga Mario R. Capecchi, Martin
Evans i Oliver Smithies i za to su 2007. godine dobili Nobelovu nagradu iz oblasti
medicine (Schéfer C. 2007.).

Galektin-3 nokaut miseve (C57BL/6 Gal-3 -/-) genski je modifikovao Daniel K.
Hsu (Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine,

Sacramento, CA, USA) (Hsu D.K. et al 2000.).
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CILJEVI I ZADACI ISTRAZIVANJA POGLAVLIE III

3. CILJEVI | ZADACI ISTRAZIVANJA

3.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je da se koriS¢enjem galektin-3 deficijentnih nokaut miSeva u

modelu eksperimentalnih periapeksnih inflamatornih lezija ispita sledece:

1. Uticaj galektina-3 na razvoj i morfologiju periapeksnih inflamatornih lezija;

2. uticaj galektina-3 na tip, broj i medusobni odnos razliCitih inflamatornih
¢elija u periapeksnim inflamatornim infiltratima u razli¢itim terminima i to

mesec dana, Sest nedelja i Cetiri meseca od izazivanja oboljenja;

3. uticaj galektina-3 na intenzitet (broj celija po mm?) i ekstenzivnost

inflamacije mesec dana, Sest nedelja i ¢etiri meseca od izazivanja oboljenja;

4. da se morfometrijskom analizom ustanovi nivo resorpcije alveolarne kosti i
zubnog cementa i Sirina periodontalnog prostora mesec dana, Sest nedelja i

Cetiri meseca od izazivanja oboljenja;

5. uticaj galektina-3 na ekspresiju gena za pojedine proinflamatorne i
antiinflamatorne citokine u tkivu periapeksnih inflamatornih lezija mesec

dana od inicijacije oboljenja i intaktnom tkivu zdravih Zivotinja i

6. da se analizom dobijenih rezultata odredi tip ste¢enog imunoloskog

odgovora (Th1, Th2, Th17ili T;eg) mesec dana od inicijacije oboljenja.
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3.2. ZADACI ISTRAZIVANJA

Na osnovu utvrdenih ciljeva istrazivanja postavljeni su sledeci radni zadaci:

1. lzazivanje eksperimentalnog periapeksnog periodontitisa otvaranjem zubne
pulpe uz pomoc¢ stomatoloske burgije kod galektin-3 deficijentnih C57BL/6
nokaut miSeva i C57BL/6 miSeva divljeg tipa;

2. uzimanje tkiva zuba sa periodontalnim ligamentom i alveolarnom kosti (u
razlic¢itim terminima od inicijacije oboljenja) radi patolosko-histoloske analize
promena u periapeksnom podrucju;

3. uzimanje tkiva zuba sa periodontalnim ligamentom i alveolarnom kosti
(mesec dana od indukovanja oboljenja) radi real-time PCR detekcije
ekspresije gena za proinflamatorne i antiinflamatorne citokine;

4. patolosko histoloSka analiza tkivnih preseka;

5. real-time PCR detekcija relativne ekspresije gena;

6. deskriptivna i statisticka obrada i analiza dobijenih rezultata.
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4. MATERUIJAL | METODE

4.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Misevi C57BL/6 (divlji tip) i C57BL/6 galektin-3 -/- (nokaut miSevi), starosti 12
nedelja + 2 nedelje, uzgajani u vivarijumu Instituta za medicinska istrazivanja VMA u
Beogradu. Galektin-3 nokaut miSevi ustupljeni su IMI-VMA ljubazno$¢u Prof Miodraga
Luki¢a iz Centra za molekularnu medicinu Fakulteta medicinskih nauka u Kragujevcu
(genski ih je modifikovao Daniel K. Hsu Department of Dermatology, University of

California, Davis, School of Medicine, Sacramento, CA, USA).

eksperimentalne grupe

Misevi su podeljeni u dve eksperimentalne grupe C57BL/6 (divlji tip) i C57BL/6
galektin-3 -/- (nokaut) i dve kontrolne grupe sa intaktnim zubima C57BL/6 (divlji tip) i
C57BL/6 galektin-3 -/- (nokaut) (Tabela 3.). Svaku grupu cini 10 Zivotinja sem grupe
Zrtvovane mesec dana od izazivanja periapeksnih lezija (10 za patohistoloski nalaz + 10
za real-time PCR analizu). Eksperimentalne grupe su formirane za svaki termin

Zrtvovanja Zivotinja i to mesec dana, Sest nedelja i Cetiri meseca od izazivanja

periapeksnih lezija Sto je prikazano u tabeli 3:

Tabela 3. broj Zivotinja u eksperimentalnim grupama

termini C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6
Zrtvovanja divlji tip galektin-3 -/- divlji tip galektin-3 -/-
+ + (intaktno tkivo) | (intaktno tkivo)
buseni zubi buseni zubi
1 mesec 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za
histolosku histoloSku histoloSku histoloSku
analizu analizu analizu analizu
+ + + +
10 Zivotinja za 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za
real-time PCR real-time PCR real-time PCR real-time PCR
6 nedelja 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za
histolosku histolosku / /
analizu analizu
4 meseca 10 Zivotinja za 10 Zivotinja za
histolosku histolosku / /
analizu analizu
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4.2.1ZAZIVANJE PERIAPEKSNIH LEZIJA

Periapeksne lezije izazivane su izlaganjem zubne pulpe miseva delovanju
mikroorganizama usne duplje u razliitim vremenskim periodima. MiSevi su
anestezirani intra-peritonealnim injekcijama tiopentanola (thiopental injection,
30mg/kg t.m.), fiksirani selotejpom na fiksacionoj plo¢i od stiropora, uz pomoc
specijalnih kuka otvarana su im usta, a zatim je zubna pulpa prednja dva mandibularna
molara (M1 i M2) sa desne strane otvarana uz pomoc¢ % okrugle stomatoloske burgije.
Radi preciznosti tokom rada koriS¢en je Zeiss binokularni mikroskop za mikrohirurske
zahvate. Po zavrSetku zahvata svakom misu je intra-peritonealno aplikovano 1ml
fizioloSkog rastvora, a tokom trajanja eksperimenta vodi za pi¢e dodavani su analgetici

(Acetaminophen 2x500mg/| vode).

4.3. ZRTVOVANIE ZIVOTINJA | UZIMANJE UZORAKA TKIVA

Zivotinje su Zrtvovane predoziranjem anestetika (thiopental injection, 60mg/kg
t.m.) u tri termina i to mesec dana, Sest nedelja i Cetiri meseca od izazivanja
periapeksnih lezija.

Uzorci tkiva uzimani su sa donje vilice (leva strana kao kontrola) zajedno sa
zubima i delom alveolarne kosti i fiksirani u 4% paraformaldehidu za
imunohistohemijska bojenja iz kriostatskih rezova, dok su za patohistolosku analizu
fiksirani i Cuvani u 10% neutralnom formalinu.

Tkiva za real-time PCR analizu uzimana su mesec dana posle izazivanja
oboljenja zajedno sa zubom i delom alveolarne kosti a zatim posle usitnjavanja i

macerisanja utapana u RNA-later i €uvana na temperaturi od -20°C.

4.4. KORISCENI LABORATORIJSKI PROTOKOLI

Za  pravljenje  kriostatskih  rezova  tkiva, = imunohistohemijska i
imunofluorescentna bojenja koriséen je protokol za fiksaciju tkiva u paraformaldehidu,
sprovodenje dekalcifikacije kostiju u EDTA i uklapanje tkiva u te¢nost za zamrzavanje

(Coleman B. et al 2009.):

1. Fiksacija tkiva u svezem(ne starijem od 72h) 4% Paraformaldehidu (PFA), prethodno

zagrejanom do 37°C na sobnoj temperaturi uz mesanje;
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2.

10.

11.

3x po 5 minuta ispiranje u PBS (0.1M, pH 7.4);

svaki tkivni iseCak prebacuje se radi dekalcifikacije u 20ml 10% EDTA (0.1M PBS, pH 7.4) na

4°C uz mesSanje. EDTA se menja svakog dana do kompletne dekalcifikacije — traje oko 2

nedelje;

uklanjanje tkiva iz EDTA i ispiranje 3x po 5 minuta u PBS (0.1M, pH 7.4);

ubacivanje tkiva u malu bocicu sa 10% saharozom, 20°C, 30 minuta uz mesanje;

ubacivanje tkiva u malu bocicu sa 15% saharozom, na 20°C, 30 minuta uz mesanje;

prebacivanje bocice na 4°C i uz mesanje ostaviti tkivo da prenodi;

prebacivanje tkiva u rastvor 15% saharoze i OCT (te¢nost za zamrzavanje) u odnosu 1:1i uz

mesanje ostaviti tkivo da prenoci na 4°C u frizideru ili hladnoj sobi;

prebacivanje tkiva u oko 2ml cistog OCT i uz meSanje ostaviti tkivo da prenodi na 4°C u

frizideru ili hladnoj sobi;

pravilna orijentacija tkiva uz dodavanje jo§ OCT-a i zamrzavanje u te¢nom azotu ili

zamrzivacu;

secenje tkiva u kriotomskoj komori na -20°C

Neiseceno tkivo ¢uva se na -80°C

Protokol za pravljenje 4% PFA (0.1M PBS, pH 7.2) — za 1l rastvora

a. Rastvor PFA (500ml): Paraformaldehid 40g + destilovana H,0 do 500ml

Rastvor se zagreva do 60-65°C, zatim se temperatura smanjuje i dodaje se 2-3ml 1.0M

NaOH u kapima do obezbojavanja.

b. 0.2M PBS, pH 7.2
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Stok A (NaH,PO,) — 28ml + Stok B (Na,HPO,) — 72ml + destilovana H,0 do 500ml.
PFA FIKSATIV (11) = RASTVOR PFA (500ml) + 0.2M PBS, pH 7.2 (500ml)

Protokol za pravljenje 10% EDTA u 0.1M PBS, pH 7.4 (za 1| EDTA)

1. Odmeriti 100g Cistog EDTA praska;

2. dodati 450-500ml destilovane vode;

3. dodavati na mesalici 5M NaOH do obezbojenja rastvora (potrebno oko 250ml 5M

NaOH) (do potpunog rastvaranja supstance dolazi pri pH veéem od 4.5);

4. podesiti pH na 7.4 dodavanjem 5M NaOH;

5. dodati 100ml 10x PBS;

6. dopuniti destilovanom vodom do 1|

Za patohistoloska bojenja uzorci tkiva fiksirani su u 10% neutralnom formalinu,
posle procedure dekalcifikacije u EDTA kalupljeni su u parafinske blokove, seceni na
tkivne isecke debljine 5-6um i bojeni HE (hematoksilin-eozin) metodom.

Za imunohistohemijska/imunofluorescentna bojenja prethodno fiksirani (4%
paraformaldehid) i dekalcifikovani uzorci uklopljeni su u te¢nost za zamrzavanje i
seceni na kriostatske rezove debljine 5-10um a zatim su na njima inkubirana antitela
direktno konjugovana FITC-om u trajanju od jednog sata. Imunofluorescentna analiza

radena je na konfokalnom mikroskopu Zeiss Axiovert 200M (objektiv 63x oil).

Koriséena antitela:

.....
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4. 5. KVANTITATIVNA | SEMI-KVANTITATIVNA ANALIZA HISTOLOSKIH PROMENA

Morfometrijska analiza apeksnog i periapeksnog regiona obuhvata sledeée

parametre (Tanomaru J.M.G. et al 2008.):

1. Intenzitet periapeksnog inflamatornog infiltrata;

2. resorpcija kosti;

3. debljina periapeksnog periodontalnog ligamenta;

4. ekstenzivnost periapeksnog inflamatornog infiltrata;

5. resorpcija cementa.

Intenzitet periapeksnog inflamatornog infiltrata dobijen je brojanjem
inflamatornih celija, odnosno pojedinih celijskih tipova koriséenjem binokularnog
svetlosnog mikroskopa NICON Eclipse 50i i pripadaju¢eg programa NIS Elements D
2.30 pri uvecanju 600x i povrsini testiranog polja virtualne mreze od 10x10um. Vazno
je rec¢i da su napravljeni nizovi serijskih iseCaka tkiva, kojima je zahvaéen ceo
periodontalni ligament, a da je kvantitativna i morfometrijska analiza uradena na

ise¢cima kod kojih su inflamatorno-destruktivni procesi bili najizrazeniji.

Debljina periapeksnog periodontalnog ligamenta (rastojanje od vrha korena
zuba do alveolarne kosti) merena je u mikrometrima pri uvec¢anju 40x (NICON Eclipse
50i, NIS Elements D 2.30). Statistickom analizom odredeni su kvartili 25% i 75% i
medijana 50% od podataka iz svih eksperimentalnih grupa Sto je omogucilo bodovanje

debljine svakog pojedinacnog periodontalnog ligamenta brojem od 1 do 4.

Resorpcija kosti analizirana je na osnovu debljine periapeksnog periodontalnog
ligamenta i to na slededi nacin:

1 — bez resorpcije

2 - "popravljena" resorpcija

3 — prisustvo resorpcije kosti (manje od medijane pp ligamenta)

4 - prisustvo resorpcije kosti (viSe od medijane pp ligamenta)
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Ekstenzivnost periapeksnog inflamatornog infiltrata - bodovanje je sprovedeno
na sledeci nacin:

1 —bez infiltrata

2 — prisustvo infiltrata oko apeksnog otvora

3 — prisustvo infiltrata do polovine pp ligamenta

4 - prisustvo infiltrata na vise od polovine pp ligamenta

Resorpcija apikalnog cementa

1 — bez resorpcije
2 — do polovine debljine cementa
3 — preko polovine debljine cementa

4 — zahvata i dentin

Kvantitativna statisticka analiza intenziteta periapeksnih inflamatornih infiltrata
i zastupljenosti pojedinih celijskih tipova u njima uradena je koris¢enjem Studentovog
t-testa (p<0.05).

Semikvantitativna statisticka analiza uradena je dodavanjem svih ispitivanih
parametara za svaku pojedina¢nu grupu a zatim uporedivanjem grupa medusobno
koris¢enjem Kruskal-Wallis testa (p<0.05). U slucajevima kada je utvrdena statisticka

znacajnost za poredenje pojedinih grupa medusobno koriséen je Dunnett-ov test.
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4.6. EKSPRESIJA GENA ZA CITOKINE — REAL-TIME PCR ANALIZA

U tabeli 4. prikazani su prajmeri koriséeni u ovoj analizi:

Tabela 4. Korisceni prajmeri

broj gen sekvenca
1 mIFNy F 5'-ATGAACGCTACACACTGCATC-3'
mIFNg R 5'-CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC-3'
2 miL-1B F 5'-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3'
miL-1B R 5'-ATC TTT TGG GGT CCG TCA ACT-3'
3 miL-1c F 5'-GCACCTTACACCTACCAGAGT-3'
miL-1c R 5'-AAACTTCTGCCTGACGAGCTT-3'
4 miL-6 F 5'-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3'
miL-6 R 5'-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3'
5 mTNFa F 5'-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3'
mTNFo R 5'-GCTACGACGTGGGCTACAG-3'
6 miL-10 F 5'-GCTCTTACTGACTGGCATGAG-3'
miL-10 R 5'-CGCAGCTCTAGGAGCATGTG-3'
7 miL-12B F 5'-TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG-3'
miL-12B R 5'-ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT-3'
8 miL-17 F 5'-TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA-3'
miL-17 R 5'-CTTTCCCTCCGCATTGACAC-3'
9 mTGFB F 5'-CTCCCGTGGCTTCTAGTGC-3'
mTGFB R 5'-GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG-3'
10 mTLR2 F 5'-ACAATAGAGGGAGACGCCTTT-3'
mTLR2 R 5'-AGTGTCTGGTAAGGATTTCCCAT-3'
11 mTLR4 F 5'-GCCTTTCAGGGAATTAAGCTCC-3'
mTLR4 R 5'-AGATCAACCGATGGACGTGTAA-3'
12 miL-21F 5'-GGACCCTTGTCTGTCTGGTAG-3'
miL-21 R 5'-TGTGGAGCTGATAGAAGTTCAGG-3'
13 miL-23 F 5'-AAAATAATGTGCCCCGTATCCAG-3'
miL-23 R 5'-GCTCCCCTTTGAAGATGTCAG-3'
14 miL-18 F 5'-GACTCTTGCGTCAACTTCAAGG-3'
miL-18 R 5'-CAGGCTGTCTTTTGTCAACGA-3'
15 miL-8 F 5'-CCAACCACCAGGCTACAGG-3'
miL-8 R 5'-GCG TCA CAC TCA AGC TCT G-3'
16 miL-4 F 5'-GGTCTCAACCCCCAGCTAGT-3'
miL-4 R 5'-GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT-3'
17 miL-22 F 5'-ATGAGTTTTTCCCTTATGGGGAC-3'
miL-22 R 5'-GCTGGAGTTGGACACCTCAA-3'
18 miL-2 F 5'-ACACCTTTAATTGGTCAACACGA-3'
miL-2 R 5'-CCTGCTACGTTCTCTACCTCT-3'
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Izolacija RNK
RNK je izolovana iz uzoraka koris¢enjem Qiagen RNAeasy Fibrous Tissue kita sa

kolonicom na koju se stavlja DNA-za.

Real-time PCR koris¢enjem SYBR® GREEN-a
Genska ekspresija je uradena u triplikatima real-time PCR metodom (SyBR
Green na Viia7 Applied Biosystems uredaju). Svaki gen je normalizovan u odnosu na

RPL27 iizrazen kao 2-DDCt.

Protokol za real-time PCR koris¢enjem SYBR® GREEN-a

1. Materijal

e cDNK uzorci: ¢uvani na—20°C

e Prajmeri 3.75uM: ¢uvani na —20°C

2. Pripremiti mesavinu za svaki prajmer: popuniti tabelu 5:

Tabela 5.
PCR Mix Za 1 reakciju Za x reakcija
CDNA razblazena 1/10 3ul
Primer R + F 3.75uM svaki 2ul
Voda 7.5pl
SYBR® Green 12.5ul

3. Applied Biosystems Viia7 uredaj je koriséen za real-time PCR, koji se sastojao od
slededih koraka: inicijalna denaturacija na 95°C 10 min, posle koji sledi 40 ciklusa: 95°C
305s,55°C 1 min, 72°C 1 min.

4. IzraCunavanje

Rezultat PCR-a je izrazen u Ct vrednostima, posle ¢ega sledi izra¢unavanje koli¢ine
ekspresije ispitivanog gena po slede¢im formulama:

e Izracunati ACt:

ACt ispitivanog gena = Ct ispitivanog gena — Ct endogene kontrole
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(npr. Ispitivani gen = bilo koji citokin/hemokin; endogena kontrola = konstitutivno

eksprimiran gen, npr. RPL27)

e Izracunati -AACt:

-AACt = - (ACt ispitivanog gena - ACt kalibratora)

kalibrator oznacava gensku ekspresiju u netretiranom uzorku (npr. u WT misu)

e [zraCunati koli¢inu ekspresije ispitivanog gena : (normalizovanu u odnosu na

endogenu kontrolu i kalibrator):

Formula ; 2724¢
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5. REZULTATI

5.1. PATOLOSKO-HISTOLOSKI NALAZ

5.1.1 mesec dana od otvaranja zubne pulpe

C57BL/6 misevi divljeg tipa

U periodontalnom prostoru molara C57BL/6 miSeva divljeg tipa, Zrtvovanih
mesec dana od otvaranja zubne pulpe, uocen je jak periapeksni inflamatorni proces
(Slika 1.). Brojni neutrofilni granulociti, mononuklearne celije, pre svih krupni
makrofagi, penusave citoplazme, sa centralno postavljenim jedrom i limfociti nalazili su
se u periodontalnom ligamentu oko samog vrha korena zuba (Slike 2, 3 i 4.). Na
pojedinim tkivnim presecima primecéeni su mikroapscesi sa demarkacionom zonom
vezivno-tkivnih vlakana i penusavih makrofaga. Proces je pracen resorpcijom

alveolarne kosti i zubnog cementa i prisustvom multijedarnih osteoklasta.

Slika 1. Jak granulocitno-mononuklearni infiltrat u periodontalnom
prostoru zuba misa C57BL/6 mesec dana od otvaranja zubne pulpe
HE 100x
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Slika 2. Jak granulocitno-mononuklearni infiltrat u periodontalnom
prostoru zuba misa C57BL/6 mesec dana od otvaranja zubne pulpe
HE 100x

Slika 3. Penusavi makrofagi, neutrofilni granulociti i limfociti u periodontalnom
prostoru zuba misa C57BL/6 mesec dana od otvaranja zubne pulpe
HE 400x
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Slika 4. Penusavi makrofagi, neutrofilni granulociti i limfociti u periodontalnom
prostoru mesec dana od otvaranja zubne pulpe
HE 600x

C57BL/6 galektin-3 nokaut miSevi

U periodontalnom prostoru molara galektin-3 nokaut C57BL/6 miSeva,
Zrtvovanih mesec dana od otvaranja zubne pulpe, uocen je periapeksni inflamatorni
proces istog tipa ali slabijeg intenziteta u odnosu na miseve divljeg tipa (Slika 5.). U
inflamatornim infiltratima uoceni su krupni, svetli, penuSavi makrofagi sa centralno
postavljenim jedrom, nesto limfocita i brojni neutrofilni granulociti medu kojima su
neki bili apoptoti¢ni. Nalaz mikroapscesa sa tankom demarkacionom zonom vezivno-
tkivnih vlakana i penusavih makrofaga nije bio redak (Slika 6.). Prisustvo brojnih
osteoklasta ukazivalo je na proces razgradnje i resorpcije alveolarne kosti (Slika 7.), a u
podruc¢ju uz koren zuba, kod nekoliko Zivotinja, uodeni su retki siderociti i kristali

hematoidina kao posledica sitnih krvavljenja (Slika 8.).
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Slika 5. Granulocitno-mononuklearni infiltrat u periodoncijumu
galektin-3 nokaut misa C57BL/6 mesec dana od otvaranja zubne pulpe.
Vidi se i jaka resorpcija zubnog cementa i alveolarne kosti (a). HE 100x

Slika 6. Mikroapsces sa demarkacionom zonom vezivno-tkivnih vliakana (a)
i penusavih makrofaga (b) u periodontalnom prostoru
HE 200x
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Slika 7. Razgradnja alveolarne kosti i multijedarni osteoklasti
u periodontalnom prostoru mesec dana od otvaranja zubne pulpe.
HE 600x

Slika 8. Siderociti i kristali hematoidina u periodontalnom
prostoru galektin-3 nokaut misa C57BL/6
HE 1000x
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Kvantitativna analiza:

Brojanjem inflamatornih ¢elija po jedinici povriine (1mm?) mesec dana od
otvaranja zubne pulpe utvrden je statisti¢ki znacajno (p<0.05) niZi intenzitet inflamacije
periodontalnog prostora kod galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na miseve divljeg tipa

(grafikon br.1)(Slika 9.).

grafikon br. 1
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Slika 9. a. Jaka infiltracija periodoncijuma — divlji tip C57BL/6
b. Infiltrat srednjeg intenziteta - C57BL/6 galektin-3 nokaut mis

Na slici je prikazan je periodontalni ligament zdravih Zivotinja, bez prisustva
inflamatornih celija (Slika 10.).

Slika 10. Periodontalni ligament misa bez inflamatornih promena
HE 200x
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Brojanjem pojedinih tipova inflamatornih ¢elija po jedinici povriine (1mm?)
mesec dana od otvaranja zubne pulpe utvrden je statisticki veoma znacajno maniji broj
neutrofilnih granulocita (p<0.01) u inflamatornim infiltratima periodontalnog prostora
kod galektin-3 nokaut miseva u odnosu na divlji tip (grafikon br. 2). Treba napomenuti
da je broj makrofaga kod ovih Zivotinja bio veci od broja granulocita Sto nije bio slucaj

kod miSeva divljeg tipa.

grafikon br. 2
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5.1.2 Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe

C57BL/6 misevi divljeg tipa

U periodontalnom prostoru molara C57BL/6 miSeva Zrtvovanih Sest nedelja od
otvaranja zubne pulpe uocen je jak periapeksni inflamatorni proces (Slike 11 i 14.).
Brojni neutrofilni granulociti i mononuklearne (celije, pre svih krupni makrofagi
penusave citoplazme sa centralno postavljenim jedrom i limfociti, nalazili su se u
periodontalnom ligamentu oko samog vrha korena zuba. Proces je pracen jakom
resorpcijom alveolarne kosti i zubnog cementa sa prisustvom multijedarnih osteoklasta
(Slike 12 i 13.), a reparatorni procesi bili su intenzivniji u odnosu na termin posle mesec

dana. Kod pojedinih Zivotinja uoceni su i mikroapscesi (Slika 11.).
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Slika 11. Mikroapsces ogranicen vezivno-tkivnom kapsulom i jak
inflamatorni infiltrat u periodontalnom prostoru misa divljeg
tipa C57BL/6 sest nedelja od otvaranja zubne pulpe.

HE 400x

Slika 12. Veliki broj multijedarnih osteoklasta u periodontalnom
prostoru misa divijeg tipa C57BL/6 Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe.
HE 400x
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Slika 13. Multijedarni osteoklasti u periodontalnom
prostoru Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe.
HE 600x

Slika 14. Jak inflamatorni infiltrat u periodontalnom prostoru misa
divljeg tipa C57BL/6 seste nedelje od otvaranja zubne pulpe.
Uocava se jako prosiren periodontalni ligament

HE 100x
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C57BL/6 galektin-3 nokaut miSevi

U periodontalnom prostoru molara galektin-3 nokaut C57BL/6 miSeva,
Zrtvovanih Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe, uocen je periapeksni inflamatorni
proces istog tipa ali slabijeg intenziteta u odnosu na miseve divljeg tipa (Slika 15.). U
inflamatornim infiltratima najzastupljeniji su bili makrofagi i neutrofilni granulociti sa
manjim brojem limfocita. Mlado vezivno tkivo Sirilo se u vidu elipti¢nih traka (Slika 15.)
i bilo je nesto jace izrazeno nego kod miseva divljeg tipa u istom terminu. Uocena je
jaka razgradnja i resorpcija alveolarne kosti i zubnog cementa uz proSirenje

periodontalnog prostora. (Slika 16.) i brojne multijedarne osteoklaste.

Slika 15. Inflamatorni infiltrat u periodontalnom prostoru galektin-3
nokaut misa C57BL/6 Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe.

Uocavaju se trake mladog vezivnog tkiva. HE 200x
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Slika 16. C57BL/6 galektin-3nokaut mis Sest nedelja od otvaranja zubne
pulpe. Periodontalni ligament je prosiren usled resorpcije alveolarne
kosti i zubnog cementa HE 100x

Kvantitativna analiza:

Brojanjem inflamatornih ¢elija po jedinici povrine (1mm?) $est nedelja od
otvaranja zubne pulpe utvrden je statisticki veoma znacajno (p<0.01) niZi intenzitet
inflamacije periodontalnog prostora kod galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na divlji

tip (grafikon br.3).
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grafikon br. 3
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Brojanjem pojedinih tipova inflamatornih ¢elija po jedinici povriine (1mm?)
Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe utvrden je statisticki veoma znacajno manji broj
neutrofilnih granulocita (p<0.001) u inflamatornim infiltratima periodontalnog

prostora kod galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na divlji tip (grafikon br.4).

grafikon br. 4
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5.1.3 Cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe

C57BL/6 misevi divljeg tipa

U periodontalnom prostoru molara C57BL/6 misSeva Zrtvovanih Cetiri meseca od
otvaranja zubne pulpe uocen je manje intenzivan ali mnogo ekstenzivniji periapeksni
inflamatorni proces u odnosu na prethodne termine (Slika 17.). Najbrojnije ¢elije u
inflamatornim infiltratima bili su makrofagi razli¢ite morfologije sa mnogo manje
neutrofilnih granulocita (Slika 18.) i nesto viSe limfocita nego u prethodnim terminima.
Proces je bio pracen jakom resorpcijom alveolarne kosti i zubnog cementa sa
prisustvom multijedarnih osteoklasta i intenzivnijim reparatornim procesima u odnosu

na prethodne termine.

Slika 17. Ekstenzivan inflamatorni proces u periodontalnom prostoru
misa divljeg tipa C57BL/6 Cetvrtog meseca od otvaranja zubne pulpe.
Uocava se jako prosiren periodontalni ligament

HE 100x
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Slika 18. C57BL/6 divlji tip, Cetvrtog meseca od otvaranja zubne pulpe.
U periodontalnom prostoru najbrojnije celije su makrofagi razlicite
morfologije, a neutrofilnih granulocita i limfocita je manje. HE 600x

C57BL/6 galektin-3 nokaut misevi

U periodontalnom prostoru molara galektin-3 nokaut C57BL/6 miSeva
Zrtvovanih cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe uocen je ekstenzivan periapeksni
inflamatorni proces istog tipa i pribliZznog intenziteta u odnosu na miseve divljeg tipa
(Slike 19 i 20.). Najbrojnije inflamatorne ¢£elije bili su makrofagi, neutrofilnih
granulocita je bilo neSto manje nego u prethodnim terminima (Slika 21.) a limfocita
nesto vise. Uoceno je i mlado vezivno tkivo u vidu elipti¢nih traka, jaCe izrazeno nego
kod miseva divljeg tipa u istom terminu i jaka razgradnja i resorpcija alveolarne kosti i
zubnog cementa uz proSirenje periodontalnog prostora i brojne multijedarne

osteoklaste (Slike 19 20.).
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Slika 19. Ekstenzivan inflamatorni proces u periodontalnom prostoru
galektin-3 nokaut misa C57BL/6 Cetvrtog meseca od otvaranja
zubne pulpe. Uocava se jako prosiren periodontalni ligament

HE 100x

Slika 20. Ekstenzivan inflamatorni proces u periodontalnom prostoru
Cetvrtog meseca od otvaranja zubne pulpe. Uocava se
jako prosiren periodontalni ligament.
HE 100x
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Slika 21. Najbrojnije celije su makrofagi a neutrofilnih granulocita
ima manje ¢etvrtog meseca od otvaranja zubne pulpe nego
u prethodnim terminima HE 600x

Kvantitativna analiza:

Brojanjem inflamatornih celija po jedinici povriine (1mm?) periapeksnih
inflamatornih lezija, Cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe, utvrdeno je da nema
statisticki znacajnih razlika izmedu galektin-3 nokaut miseva i miSeva divljeg tipa
(grafikon br.5).

grafikon br. 5
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Brojanjem pojedinih tipova inflamatornih ¢elija po jedinici povriine (1mm?)

periapeksnih inflamatornih lezija, Cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe, utvrdeno je

da nema statisticki znacajnih razlika izmedu galektin-3 nokaut miseva i miseva divljeg

tipa. Makrofagi su najbrojnije éelije i njihov broj nesto je manji kod nokaut miseva dok

je granulocita kod ovih miSeva nesto vise nego kod miSeva divljeg tipa (grafikon br.6).

grafikon br. 6
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5.2. IMUNOFLUORESCENTNA ANALIZA

Imunofluorescentna analiza tkivnih uzoraka uradena je u terminu mesec dana

od indukovanja periapeksnih lezija, a pradena je ekspresija CD14 molekula na ¢elijama

u periapeksnim inflamatornim infiltratima (Slika 22.) i ekspresija MHC molekula klase Il

(Slika 23.). Nisu uocene razlike u ekspresiji ovih molekula kod galektin-3 deficijentnih

C57BL/6 miseva u odnosu na divlji tip.
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- wil& type

Slika 22. Ne uocava se razlika u nivou ekspresije CD14 molekula u
periodontalnim inflamatornim lezijama kod galektin-3 deficijentnih
miseva u odnosu na miseve divljeg tipa mesec dana od izazivanja
oboljenja. Konfokalni mikroskop Zeiss Axiovert 200M (objektiv 63x oil).

B "\:’ ,1&
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L J :

wild type

Slika 23. Ne uocava se razlika u nivou ekspresije MHC molekula Il klase u
periodontalnim inflamatornim lezijama kod galektin-3 deficijentnih miseva
u odnosu na miseve divljeg tipa mesec dana od izazivanja oboljenja.

Konfokalni mikroskop Zeiss Axiovert 200M (objektiv 63x oil)
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5.3. SEMIKVANTITATIVNA ANALIZA

Odgovaraju¢im bodovanjem uocenih promena, kako je to opisano u poglavlju
materijal i metode, morfometrijski je analizirana debljina periodontalnog ligamenta,

ekstenzivnost inflamacije i nivo resorpcije alveolarne kosti i zubnog cementa.

5.3.1. DEBLJINA PERIODONTALNOG LIGAMENTA

Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je statisticki veoma znacajno
(p<0.001) povecanje debljine periodontalnog ligamenta u sva tri termina i kod obe

grupe miseva u odnosu na kontrolnu grupu (grafikon br.7).

grafikon br. 7
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5.3.2. EKSTENZIVNOST INFLAMACIJE

Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je statisticki veoma znacajno
(p<0.001) povedanje ekstenzivnosti inflamatornih infiltrata kod Zivotinja Zrtvovanih
Cetvrtog meseca i kod obe grupe miseva u odnosu na kontrolnu grupu (grafikon br.8).
Statisticki veoma znacajno (p<0.01) povecanje ekstenzivnosti inflamacije uocava se
Cetvrtog meseca u odnosu na prva dva termina u obe eksperimentalne grupe (grafikon

br.8).

grafikon br. 8
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Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je statisticki veoma znacajno

(p<0.001) povecanje nivoa resorpcije alveolarne kosti kod Zivotinja Zrtvovanih ¢etvrtog

meseca u obe grupe miseva u odnosu na kontrolnu grupu (grafikon br.9). Statisticki

veoma znacajno (p<0.01) povecanje uocava se cetvrtog meseca u odnosu na prva dva

termina u obe eksperimentalne grupe (grafikon br.9).

grafikon br. 9
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5.3.4. RESORPCIJA ZUBNOG CEMENTA

Koris¢enjem Kruskal-Wallis testa utvrdeno je statisticki veoma znacajno
(p<0.001) povecéanje resorpcije zubnog cementa kod Zivotinja Zrtvovanih cetvrtog
meseca u obe grupe miseva u odnosu na kontrolnu grupu (grafikon br.10). Statisticki
veoma znacajno (p<0.01) povecdanje uocava se i posle mesec dana i Sest nedelja u

odnosu na kontrolnu grupu (grafikon br.10).

grafikon br. 10
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5.4. REAL-TIME PCR ANALIZA

Real-time PCR analiza tkivnih uzoraka uradena je mesec dana od izazivanja
periapeksnih inflamatornih lezija. Kvantitativno je analizirana ekspresija gena za IFNy,
IL-1B, IL-1a, IL-6, TNFa,, IL-10, IL-12, IL-17, TGFf, TLR2, TLR4, IL-21, IL-23, IL-18, IL-8, IL-
4,I1L-22i IL-2.

U tabeli 6 prikazan je broj Zivotinja u svakoj ispitivanoj grupi kod kojih je
detektovana ekspresija pojedinih gena (grupa n=10). Nije detektovana ekspresija gena
za IL-2, a ekspresija gena za IL-21 detektovana je samo u tkivu periapeksnih lezija ali ne

i kod intaktnih Zivotinja.

Tabela 6: detektovana ekspresija gena

grupa IFNy | 11 | IL-1o0 | IL-6 | TNFa | IL-10 | IL-12 | IL-17 | TGFB

10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10
periapeksni

periodontitis TLR2 TLR4 IL-21 IL-23 IL-18 IL-8 IL-4 IL-22 IL-2
(galektin-3

nokaut)
1.mesec 10/10 10/10 7/10 10/10 9/10 10/10 8/10 10/10 0/10
IFNy IL-1B IL-1o IL-6 TNFa IL-10 IL-12 IL-17 TGFB
periapeksni
periodontitis 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10
(divlji tip)

imesec | TLR2Z | TLR4 | 21 |23 | -18 | -8 | 14 | w22 | -2

10/10 10/10 6/10 9/10 10/10 10/10 6/10 9/10 0/10

IFNy IL-18 IL-1a IL-6 | TNFa | IL-10 | IL-12 IL-17 TGFB

intaktne

Zivotinje
(galektin-3

nokaut) TLR2 TLR4 IL-21 IL-23 IL-18 IL-8 IL-4 IL-22 IL-2

10/10 | 10/10 10/10 | 10/10 | 10/10 | 10/120 | 10/10 | 10/10 | 10/10

10/10 10/10 0/10 8/10 10/10 10/10 9/10 8/10 0/10

IFNy IL-18 IL-1a IL-6 | TNFa | IL-10 | IL-12 IL-17 TGFB

intaktne
Zivotinje
(divlji tip)

10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10

TLR2 TLR4 IL-21 IL-23 | IL-18 IL-8 IL-4 1L-22 IL-2

10/10 10/10 0/10 8/10 10/10 10/10 5/10 10/10 0/10

a. crvena boja—nema ekspresije
b. zelena boja — ne eksprimira se kod svih Zivotinja
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grafikon br. 11

Gal-3 -/- periapical lesions vs WT periapical lesions

3.0

20

-6 [
IL-8

IL-4

IL-22

TLR4

IL-21

IL-23

iL-18 []

IEN
TNE_
IL-12 |
IL-17 |
TGFb _]
TLR2 _:l

2(-Delta Delta C(T))
IL-1b

IL-1a

0.0

Na grafikonu 11 prikazan je uticaj galektina-3 na ekspresiju gena za citokine u
periapeksnim inflamatornim lezijama detektovanjem kolicine iRNK kod galektin-3
deficijentnih u odnosu na koli¢inu iRNK istih citokina u periapeksnim lezijama miseva
divljeg tipa. Mesec dana od busenja zubne pulpe bila je poveéana ekspresija gena za
proinflamatorne citokine IL-1f, IL-6, IL-23, IL-12, IL-17, IL-18, IL-4 i IL-22 i blago
povecana ekspresija gena za TGFf} u grupi galektin-3 deficijentnih tretiranih Zivotinja u
odnosu na tretirane Zivotinje divljeg tipa. Bila je povecana i ekspresija gena za TLR2 i
TLR4 i hemokin IL-8. Detektovana je i smanjena koli¢ina iRNK za IFNy, TNFa, IL-10 i IL-
21.
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grafikon br. 12

Gal-3-/- periapical lesions vs Gal-3-/- intact
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Na grafikonu 12 prikazano je delovanje otvaranja zubne pulpe na ekspresiju
gena za citokine u periapeksnim inflamatornim lezijama galektin-3 deficijentnih
C57BL/6 miseva. Mesec dana od inicijacije oboljenja bila je povecana ekspresija gena
za proinflamatorne citokine IL-1f, IL-1a, IL-6, IL-17, IL-4 i IL-22 kao i TLR2 i TLR4 i
hemokin IL-8 a blago smanjena ekspresija gena za ostale citokine. Nije detektovana
ekspresija gena za IL-21 kod zdravih intaktnih Zivotinja ali se ovaj gen eksprimirao u

obolelom periapeksnom tkivu tretiranih Zivotinja.
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grafikon br. 13
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Na grafikonu 13 prikazano je dejstvo otvaranja zubne pulpe na ekspresiju gena
za citokine u periapeksnim inflamatornim lezijama C57BL/6 miSeva divljeg tipa. Mesec
dana od otvaranja zubne pulpe bila je poveéana ekspresija gena za proinflamatorne
citokine IL-1B, IL-6 i IL-17 a blago smanjena koli¢ina iRNK za ostale citokine sem za
TGFpB i IL-22 koja je bila blago povecana. Bila je povecana i ekspresija gena za TLR2 i
hemokin IL-8, a smanjena ekspresija gena za TLR4. Nije detektovana ekspresija gena za
IL-21 u tkivu zdravih Zivotinja ali se ovaj gen eksprimirao u obolelom periapeksnom

tkivu.
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6. DISKUSUJA

Periapeksni periodontitis je zapaljenje periodoncijuma i karakteriSe se fokalnim
nekroti¢cnim promenama oko vrha korena zuba, celijskom infiltracijom razlicitog
intenziteta i resorpcijom alveolarne kosti i zubnog cementa. Najbrojnije ¢elije u
inflamatornim infiltratima su neutrofilni granulociti, makrofagi, dendritske Ccelije,
limfociti, fibroblasti, a uo¢avaju se i multijedarni osteoklasti. Proces pocinje prodorom
bakterija iz usne duplje u zubnu pulpu, razvija se nekroti¢ni pulpitis koji se zatim preko
dobro vaskularizovanog korenog kanala Siri i u periodontalni prostor. Hronicni
periodontitis najcesce prate destruktivhe promene mekog i mineralizovanog tkiva u
¢emu ucestvuje niz proinflamatornih citokina promotera Tp1 i Tp17 tipa imunoloSkog
odgovora, koji narusavaju delikatnu ravnoteZzu izmedu nastajanja kosStanog tkiva
alveolarne kosti delovanjem osteoblasta i njegove razgradnje putem osteoklasta
deluju¢éi na RANK/RANKL i OPG sistem. Ovi citokini ukljuéeni su i u procese
remodelovanja mekog tkiva periodontalnog ligamenta menjaju¢i odnos MMP/TIMP
povecanjem nivoa destruktivnih MMP. Antiinflamatorni citokini, kao npr. IL-10 koji luce
Treg Celije i IL-4, promoter Th2 odgovora, deluju protektivno i Stite tkivo od destrukcije.

Eksperimentalni periapeksni periodontitis moZe se izazvati otvaranjem zubne
pulpe koris¢enjem stomatoloske burgije i dobar je model za proucavanje dinamike i
karakteristika lokalnog hronicnog zapaljenja. Odavno je poznato da ovaj proces bez
prisustva bakterija nije mogu¢ jer su Kakehashi i saradnici (Kakehashi S. et al 1965.)
utvrdili da se periapeksne inflamatorne lezije ne mogu javiti kod germ-free
laboratorijskih Zivotinja koje se radaju i ¢uvaju u sterilnim uslovima a da se relativno
lako izazivaju kod konvencionalno gajenih otvaranjem zubne pulpe. Najées¢i uzroc€nici
periodontitisa su patogeni anaerobi usne duplje i dentalnog plaka P.gingivalis,
F.nucleatum, A.actinomycetemcomitans, P.intermedia i drugi. Sojevi bakterija koje
inficiraju zubnu pulpu i periodoncijum uslovljavaju tip imunoloskog odgovora i citokine
koji ¢e se sekretovati u razli¢itim fazama inflamatorne reakcije, a posledi¢no i stepen
oStecenja tkiva. Zbog toga rezultati analize citokinskog miljea mogu da ukazu na fazu
infekcije i mikroorganizme koji su je izazvali. Porfiromonas gingivalis, gramnegativni

anaerob, najcesce je prisutan u hroni¢nim destruktivnim periapeksnim lezijama i preko
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svog karakteristicnog LPS i drugih komponenata stimulise sekreciju T,17 promovisucih
citokina inhibirajuci istovremeno sekreciju T, 1 promovisuceg citokina IL-12.

Galektini, koji pripadaju evolutivnho veoma staroj familiji lektina, imaju vaznu
ulogu u imunoloskom odgovoru i inflamatornoj reakciji regulisanjem homeostaze i
funkcije celija imunoloskog sistema (Liu F.T. and Rabinovich G.A. 2010.). Eksprimiraju
se uglavnom na éelijama urodenog imuniteta ali i na mnogim drugim celijama i imaju
vaznu ulogu u razvoju akutne i hroni¢ne inflamacije pre svega zbog svoje PRR funkcije.

Galektin-3, 31-kDa himeri¢ni ¢lan familije galektina, karakteriSe se C-
terminalnim domenom (CRD), kojim se vezuje za ugljene hidrate i prepoznaje, ih i N-
terminalnim domenom koji omogucava formiranje oligomera u vidu latica (Ho M.K.
and Springer T.A. 1982., Brewer C.F. et al 2002.). Galektin-3 prisutan je intracelijski, u
nukleusu i citoplazmi, na povrsini Celije ali i u ekstracelijskoj te€nosti i njegova funkcija
u velikoj meri zavisi od lokalizacije. On je potentni imunoregulator (Rabinovich G.A. and
Toscano M.A. 2009.) koji aktivira razlicite tipove imunokompetentnih celija ukljucujuci
neutrofile, monocite, makrofage, dendritske celije i mastocite (Sato S. et al 2002., Sano
H. et al 2000.). Ispitivanjem uticaja galektina-3 na mnogobrojnim eksperimentalnim
modelima, a posebno koriS¢enjem galektin-3 deficijentnih nokaut miSeva, utvrdeno je
da ovaj molekul deluje proinflamatorno ali ispoljava i niz suptilnih regulatornih efekata
koji za cilj imaju uklanjanje patogena uz minimalno ostecenje tkiva domacina. U
nedostatku galektina-3 u inflamatorno podrucje dospeva manje neutrofila a skracen je
zZivotni vek makrofaga (Jeon Sae-Bom et al 2010.). Nacin delovanja galektina joS uvek
nije dovoljno razjasnjen pa se koris¢enjem nokaut misSeva deficijentnih na pojedine
galektine moze doci do novih saznanja o funkcionisanju i dejstvu ovih molekula.

U ovom istrazivanju koriS¢eni su galektin-3 deficijentni nokaut misevi kod kojih
su izazvane periapeksne inflamatorne lezije. Rezultati patohistoloSke analize ukazali su
da se posle otvaranja zubne pulpe kod galektin-3 deficijentnih miseva javlja
periapeksni periodontitis srednjeg intenziteta, a jak kod miseva divljeg tipa. U
inflamatornim infiltratima oko vrha korena zuba uoceni su brojni neutrofilni
granulociti, makrofagi, dendritske celije i limfociti i postepeno Sirenje procesa na
okolno tkivo. Najmarkantnije ¢elije u inflamatornim infiltratima bili su krupni penusavi
makrofagi sa centralno postavljenim jedrom a oko njih uoceni su i drugi tipovi

makrofaga, neutrofili, limfociti i fibroblasti. Imunofluorescentnom analizom utvrdeno
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je da je veliki broj monocita/makrofaga i dendritskih celija u periapeksnim infiltratima
CD14" i MHC class II" i da se nivo ekspresije ovih molekula ne razlikuje u periapeksnim
lezijama galektin-3 deficijentnih miSeva i misSeva divljeg tipa. Propadanje alveolarne
kosti i zubnog cementa intenziviralo se trajanjem procesa i dovelo je do Sirenja
periodontalnog prostora. Uocdeni su brojni multijedarni osteoklasti koji razgraduju
delove alveolarne kosti, a u fazi reparacije i novonastalo vezivno tkivo sa trakama
kolagena, fibroblastima i fibrocitima.

Kvantitativnom analizom utvrdeno je da je broj neutrofilnih granulocita po mm?
inflamatornih infiltrata kod C57BL/6 galektin-3 deficijentnih miSeva znacajno manji u
odnosu na divlji tip i to u terminima mesec dana i Sest nedelja od otvaranja zubne
pulpe. Zbog toga je intenzitet inflamacije (broj inflamatornih ¢elija po mm?) znaéajno
niZi kod galektin-3 deficijentnih misSeva u ova dva termina.

Utvrdeno je i da su kod galektin-3 deficijentnih miSeva makrofagi najbrojnije
¢elije, drugi po brojnosti su neutrofilni granulociti, a zatim limfociti, dok su kod miSeva
divljeg tipa najbrojniji neutrofilni granulociti.

Mesec dana od otvaranja zubne pulpe razlike su bile statisticki znacajne posto
je broj neutrofilnih granulocita (p<0.01) i ukupan broj inflamatornih ¢elija (p<0.05) po
mm? znacajno nizi kod galektin-3 deficijentnih miSeva u odnosu na divlji tip ali je broj
makrofaga nesto vedi.

Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe situacija je sliéna jer su i dalje najbrojnije
¢elije kod miseva divljeg tipa bili neutrofilni granulociti a kod galektin-3 deficijentnih
miSeva makrofagi. Statisticka znacajnost u ovom terminu bila je nesSto veéa za maniji
broj neutrofila (p<0.001) i manji ukupan broj inflamatornih ¢elija na mm? (p<0.01) kod
galektin-3 deficijentnih miSeva.

Cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe kod oba tipa miSeva dominirali su
makrofagi a nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu grupa u ukupnom broju
inflamatornih éelija, broju makrofaga i neutrofilnih granulocita po mm?, a broj limfocita
nije se mnogo promenio u sva tri termina i kod obe eksperimentalne grupe. Broj
fibroblasta i kolagenih vlakana povecao se posle Cetiri meseca kao i ekstenzivnost
inflamacije, odnosno povrsina tkiva pod inflamatornim infiltratima, u odnosu na

prethodne termine.
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Dobijeni rezultati mogu se tumaciti u skladu sa dostupnom literaturom o
galektinu-3 i njegovom znacaju za funkciju neutrofilnih granulocita. Ovaj molekul
ukljucen je u mnoge procese tokom akutnog inflamatornog odgovora pre svega u
proces aktivacije i adhezije neutrofila (Kuwabara I. and Liu F.T. 1996.), hemoatrakcije
monocita/makrofaga (Sano H. et al 2000.), opsonizacije apoptoticnih neutrofila
(Karlsson A. et al 2009.) sto omogucéava njihovo neskodljivo uklanjanje (i uklanjanje
njihovih destruktivnih enzima) delovanjem makrofaga. Takode galektin-3 se jako
eksprimira i sekretuje od strane aktivisanih makrofaga (Liu F.T. et al 1995.) i ostvaruje
svoje funkcije u ekstracelijskom prostoru. Galektin-3 deficijentni makrofagi ga ne
sekretuju tako da kod ovih Zivotinja funkcije ovog molekula izostaju ali se neke druge
pojacavaju kao npr. luéenje proinflamatornih citokina pod delovanjem LPS.

Neutrofilni granulociti, kao efektorske ¢elije urodenog imunoloskog odgovora,

znacajni su u ranoj fazi infekcije jer prvi stizu na mesto prodora mikroorganizama,
fagocituju bakterije i sekretuju citotoksicne medijatore a zatim umiru procesom
apoptoze u roku od nekoliko sati ili dana. Zbog toga je stimulacija antibakterijske
aktivnosti ovih celija od sustinske vaZznosti kao i njihovo uklanjanje sa mesta infekcije
Sto sprecava veée ostecenje celija i tkiva domacina, pa je apoptoza neutrofila deo
normalnog procesa rezolucije. Tada neutrofili postaju neosetljivi na stimuluse, a tkivni
makrofagi takve apoptoti¢ne granulocite prepoznaju i neskodljivo uklanjaju.
2002.) ili ga eksprimiraju veoma slabo (Farnwort S.L. et al 2008.) ali i pored toga do
njihove aktivacije moZe dodi delovanjem ekstraéelijskog galektina-3 ciji nivo raste u
okolnom tkivu tokom infekcije jer ga u velikoj kolic¢ini sekretuju makrofagi (Liu F.T. et al
1995., Sato S. et al 2002.) i on efekat ostvaruje oligomerizacijom na povrsini celija
(Farnwort S.L. et al 2008.). Kod galektin-3 deficijentnih miseva makrofagi ga ne
sekretuju i zbog toga je broj neutrofila u inflamatornim fokusima manji a nizi je i nivo
aktivacije i smanjena fagocitna sposobnost ovih éelija Sto su Farnwort i saradnici uocili i
na modelu pneumokokne pneumonije.

Vec je reCeno da intracelijski, endogeni galektin-3 Stiti celije od apoptoze, dok
ekstracelijski stimuliSe ovaj proces pa se moZe pretpostaviti da u misijem modelu
neutrofilni granulociti lakSe podleZzu procesu apoptoze jer ne poseduju endogeni

galektin-3.
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U ovom istraZzivanju u hroni¢nim periapeksnim inflamatornim lezijama uocen je
veoma veliki broj neutrofilnih granulocita i makrofaga a manji broj limfocita Sto
ukazuje na egzacerbaciju i akutizaciju inflamatornog procesa. Sli¢ni rezultati dobijeni su
lezija. Kod miseva sojeva BALB/c i C3H/Hel u periapeksnim inflamatornim lezijama
starim 6-8 nedelja uocena je ekstenzivna resorpcija alveolarne kosti, jaki inflamatorni
infiltrati u kojima su najbrojniji bili neutrofilni granulociti a broj limfocita bio je mali
(Fouad A.F. and Acosta A.W. 2001.). | kod pacijenata sa simptomatskim i
asimptomatskim periapeksnim lezijama utvrdena je egzacerbacija hroni¢nog
asimptomatskog procesa u simptomatski, sa znatno vec¢im brojem neutrofilnih
granulocita (Colic M. et al 2007.), ukazujuéi na reinfekciju. Ovaj nalaz doveden je u
korelaciju sa produkcijom IL-17 od strane subpopulacije CD4" T ¢elija (Th17 Celije). U
nasem modelu eksperimentalnih periapeksnih lezija na miSevima veliki broj
neutrofilnih granulocita korelira sa kontinuiranom reinfekcijom, a real-time PCR
analizom na nivou informacione RNK (iRNK) utvrdena je povecana ekspresija gena za
proinflamatorne citokine, pre svega IL-1B, IL-6 i IL-17. Zanimljiva je uloga P.gingivalis,
gramnegativnog anaeroba sveprisutnog u periapeksnim lezijama ljudi i Zivotinja. Ovaj
mikroorganizam eksprimira viSe faktora virulencije pre svih atipi¢ni LPS, koji se razlikuje
od LPS enterobakterija (Zhang D. et al 2008.) i koji aktivira imunoloski odgovor preko
TLR2 i TLR4, zatim cistein proteinaze, hemaglutinine i bakterijske fimbrije
(Hajishengallis G. 2009.). Virulentniji sojevi P.gingivalis dovode do invazivnog
periodontitisa koji se Siri dok manje virulentni najées¢e indukuju nastanak lokalnih
apscesa. Interakcija P.gingivalis sa antigen prezentuju¢im éelijama (APC), pre svih
monocitima/makrofagima i dendritskim celijama dovodi do sinteze proinflamatornih
medijatora koji promovisu imunoloski odgovor tipa T,17 (Moutsopoulos N.M. et al
2012.). U mnogim studijama utvrdeno je da se kod svih ovih tipova ¢elija povecava
ekspresija gena za IL-1B i IL-6 Sto je detektovano na nivou iRNK. Na nivou produkcije
proteina utvrdeno je da monociti i dendritske ¢elije luce veliku koli¢inu IL-1B, a
makrofagi mnogo manju koli¢inu ovog citokina dok istovremeno sve ove APC jako
sekretuju IL-6 (Moutsopoulos N.M. et al 2012.). Veé prvo izlaganje APC P.gingivalis vodi

stvaranju Th17 promoviSucih citokina IL-1B, IL-6 i IL-23 ali ne i Thl promoviSuéeg
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citokina IL-12 (Moutsopoulos N.M. et al 2012.). Interleukin-21, ¢lan IL-2 familije
citokina ne indukuje samo diferencijaciju IL-17 sekretujucih T-Celija (sa TNFf i IL-6) vec
mehanizmom pozitivne povratne sprege stimuliSe ekspanziju B-limfocita i sinteze
razli¢itih antitela (Ettinger R. et al 2005.).

Rezultati real-time PCR analize, uradene mesec dana po otvaranju zubne pulpe,
u skladu su sa navedenim rezultatima Moutsopoulosa i saradnika ukazujuci da infekcija
zubne pulpe i periapeksnog prostora dovodi do znacajno povecane ekspresije gena za
proinflamatorne citokine IL-1f3, IL-6 i IL-17 kod galektin-3 negativnih i C57BL/6 miseva
divljeg tipa u odnosu na intaktne kontrole. U tkivu zdravih Zivotinja ne mozZe se
detektovati ekspresija gena za IL-21 ali se detektuje u obolelom tkivu dok je iRNK za IL-
23 prisutna i u zdravom tkivu a po indukciji periapeksnih lezija njena koli¢ina u tkivu
blago opada i kod galektin-3 deficijentnih miseva i kod miseva divljeg tipa. Ni kod jedne
grupe Zivotinja ne detektuje se ekspresija gena za IL-2. U periapeksnim lezijama
galektin-3 negativnih miSeva povecana je ekspresija gena za IL-4 i IL-22 a blago za IL-1a
u odnosu na tkivo intaktnih galektin-3 negativnih miSeva, a ekspresija ostalih
ispitivanih gena i to za IFNy, TNFa, IL-10, IL-12 i TGF3 je smanjena. Kod miSeva divljeg
tipa situacija je sli¢na i u ovoj grupi tretiranih Zivotinja poveéana je ekspresija gena za
IL-1B, IL-6 i IL-17 a uocena je blago povecana ekspresije gena za TGFf3 u odnosu na
intaktne Zivotinje uz blago smanjenu ekspresiju gena za IL-4 i IL-1a i neSto vede
smanjenje ekspresije gena za IL-12 i IL-10. Kod galektin-3 negativnih i miSeva divljeg
tipa razvoj inflamatornih periapeksnih lezija smanjuje, kao i kod IL-12, tkivnu ekspresiju
gena za proinflamatorni citokin urodenog imuniteta IL-18 a povecava koli¢inu iRNK za
hemokin IL-8 koji je potentni stimulator dolaska neutrofila u inflamirano podrucje.

Koli¢ina iRNK za TLR2 povedana je u periapeksnim lezijama u odnosu na zdravo
tkivo intaktnih galektin-3 nokaut miSeva i miseva divljeg tipa ukazujuéi na prisustvo
P.gingivalis i njegovog karakteristicnog LPS koji imunoloSku reakciju indukuje preko
TLR4 kao i LPS E.coli ali i preko TLR2. Ekspresija gena za TLR4 smanjena je sasvim blago
u obolelom tkivu C57BL/6 miseva divljeg tipa u odnosu na zdravo tkivo dok je u tkivu
periapeksnih lezija galektin-3 nokaut miSeva ekspresija ovog gena blago povecana.

Poredenjem ekspresije ispitivanih gena u periapeksnim inflamatornim lezijama

galektin-3 negativnih miSeva u odnosu na ekspresiju ovih gena u periapeksnim lezijama
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miSeva divljeg tipa utvrdeno je da nedostatak galektina-3 uti¢e na poveéanu ekspresiju
gena za IL-1B, IL-6 i IL-17 i na smanjeni pad nivoa ekspresije gena za IL-12 posto je
utvrdeno da infekcija i kod jednog i drugog tipa miSeva smanjuje ekspresiju gena za
ovaj citokin, snazni T,1 promoter. To je utvrdeno i u istraZivanjima na humanim
periapeksnim lezijama gde je koncentracija IL-12 niZza u obolelim nego u zdravim
tkivima desni (Johnson R.B. and Serio F.G. 2005.). Smatralo se da galektin-3 stimulise
Th2 odgovor pa su rezultati Hsu-a i saradnika iz 2009. godine donekle kontroverzni jer
modelu produkuju veéu koli¢inu T,1 promovisuéeg IL-12 od splenocita miSeva divljeg
tipa (Hsu K.D. et al 2009.).

Utvrdeno je i povecanje ekspresije gena za IL-4 u tkivu periapeksnih lezija
galektin-3 negativnih u odnosu na tkivo periapeksnih lezija miseva divljeg tipa. Posto je
IL-4 jak promoter T2 subpopulacije T-pomocnickih celija moze se reci da nedostatak
galektina-3 na neki nacin usmerava imunoloski odgovor ka manje destruktivnom T,2
tipu Sto se ne slaZe sa rezultatima Hsu-a i saradnika. Ekspresija gena ovog citokina
smanjuje se u periapeksnim lezijama miseva divljeg tipa u odnosu na zdravo tkivo dok
je znacajno povecana u periapeksnim lezijama galektin-3 deficijentnih miSeva.

Koris¢enjem galektin-3 nokaut miSeva u mnogim modelima utvrdeno je da ovi
miSevi produkuju vecu koli¢inu inflamatornih citokina kao odgovor na bakterijski LPS
(Li Y. et al 2008.), a efekat je slabiji ako je galektin-3 preinkubiran LPS-om pre
ubrizgavanja u misa. lzgleda da su galektin-3 negativni makrofagi senzitivniji na LPS pri
¢emu stvaraju vecu kolic¢inu citokina u odnosu na makrofage miseva divljeg tipa (Li Y.
et al 2008.) sto odgovara i rezultatima istraZivanja na periapeksnim lezijama gde je
ekspresija gena za IL-1B, IL-6, IL-17 i IL-12 (Cija ekspresija je inate smanjena u
inflamiranom tkivu) znacajno povecana u odnosu na misSeve divljeg tipa. Galektin-3 je
deo urodenog imuniteta i funkcioniSe kao PRR, receptor za prepoznavanje
ponavljajuéih molekularnih obrazaca mikroorganizama i prepoznaje bakterije, parazite
i gljivice. Vezuje se za LPS mnogih bakterija i negativni je regulator njegove funkcije a
ove interakcije se odvijaju i preko CRD i preko N-terminalnog domena (Mey A. et al
1996.). Makrofagi spontano eksprimiraju galektin-3 koji se specificno vezuje za LPS a
makrofagi galektin-3 negativnih miSeva pojacavaju produkciju inflamatornih citokina

kao odgovor na LPS i lipid A u odnosu na makrofage miseva divljeg tipa (Li Y. et al
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2008.). Ovo se odvija uz pojacanu fosforilaciju JNK, p38, ERK i NF-kBp65 i pojacano
lu¢enje citokina od strane galektin-3 nokaut ¢elija, a normalizuje se dodavanjem
galektin-3 rekombinantnog proteina. U in vivo eksperimentima galektin-3 negativni
Tanamoto i saradnici uoCili su da LPS P.gingivalis ispoljava mnogo slabiji efekat u
stimulaciji sekrecije TNFa od strane murinih makrofaga od LPS-a Salmonella minnesota
ali je situacija obrnuta na humanim monocitima (Tanamoto K. et al 1997.), Sto bi moglo
eventualno da ukaZe na razlog niskog nivoa ekspresije gena za TNFo. u modelu
periapeksnih lezija kod misa.

Poredenjem ekspresije gena u periapeksnim lezijama galektin-3 negativnih
miSeva u odnosu na ekspresiju gena u periapeksnim lezijama miseva divljeg tipa
takode je utvrdeno povecanje koli¢ine iRNK za proinflamatorne citokine IL-18, IL-22 i
IL-23 i smanjenje ekspresije gena za IL-21 a i povedéana koli¢ina iRNK za TLR2, TLR4 i
hemokin IL-8.

Bakterije zubnog plaka, a pre svih P.gingivalis, stimuliSuéi sekreciju
proinflamatornih citokina od strane monocita/makrofaga, DC i drugih ¢elijskih tipova
istovremeno inhibiraju produkciju IL-12 (Moutsopoulos N.M. et al 2012.) a jedan od
mehanizama inhibicije mogao bi da bude delovanjem velike fimbrije. U interakciji FimA
sa receptorom-3 komplementa aktiviraju se intraéelijski signalni putevi koji inhibiraju
produkciju 1L-12 preko TLR-2 (Hajishengallis G. et al 2007.). 1L.-12 koji sekretuju
aktivisani makrofagi aktivira NK éelije i citotoksi¢ne CD8" T-Celije, proces vaZan za
eliminaciju inficiranih ¢elija i njegova inhibicija produzava opstanak P.gingivalis in vitro
i in vivo (Hajishengallis G. et al 2008.). Ovaj mikroorganizam takode suprimira celijski
imunoloski odgovor snizavajuéi nivo IFNy (Hajishengallis G. 2009.) i na taj nacin se
brani od imunoloskog sistema domacina.

IL-1B vaZan je i za nastajanje CD4" T-limfocita koji lu¢e IL-17 a i za produkciju IL-
23 koji stimuliSe lu¢enje IL-17 od strane navedenih ¢elija (Harris K.M. et al 2008.). IL-1/3
i IL-17 deluju sinergisti¢ki i stimuliSu dalju produkciju IL-13 ¢ime funkcioniSu po
principu pozitivne povratne sprege. IL-17 pojacava sekreciju IL-1B i TNFo (indukovana
preko TLR) u kulturi gingivalnih epitelnih celija (Beklen A. et al 2009.), a ispoljava

proinflamatorni potencijal i tokom periodontitisa indukujuéi luéenje IL-6 i IL-8
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hemokina od strane fibroblasta i delujuci sinergisticki sa IFNy indukuje sekreciju niza
medijatora.

Utvrdeno je i da kod galektin-3 nokaut miSeva ekspresija gena za TGFP pri
indukciji periapeksnih lezija blago opada u odnosu na intaktne Zivotinje dok je kod
divljeg tipa blago povecana. | pored toga ekspresija ovog gena nesto je povecana kod
nokaut miseva mesec dana od indukcije bolesti ukazuju¢i da je kod galektin-3
negativnih miSeva konstitutivno povecana ekspresija ovog gena. Blago povedana
ekspresija gena za TGFf} sa pove¢anom ekspresijom gena za IL-1pB, IL-6 i IL-17 ukazuje
da se tokom eksperimentalno indukovanih periapeksnih lezija razvija Tn17 tip steCenog
imunoloskog odgovora u kome dominira subpopulacija CD4" pomoc¢nickih éelija koje
sekretuju IL-17. Ovaj imunoloski odgovor nesto je izrazeniji kod galektin-3 nokaut
miSeva $to bi se moglo objasniti povecanom produkcijom citokina od strane galektin-3
negativnih makrofaga jer je galektin-3 negativni regulator funkcije LPS. Interleukin-17
dovodi se u vezu sa povecanom ekspresijom gena za hemokin IL-8 u periapeksnim
lezijama, mobilizacijom neutrofila tokom infekcije P.gingivalis (Yu J.J. et al 2007., Colic
M. et al 2007.) i egzacerbacijom hroni¢nog inflamatornog procesa koja je uocena i u
ovom istrazivanju. Broj neutrofilnih granulocita znacajno je nizi u periapeksnim
lezijama galektin-3 negativnih miSeva ukazujuci na to da mehanizmi pojacanog lucenja
citokina nisu jedini odgovorni za dolazak granulocita na mesto inflamacije. Delovanje
galektina-3 u aktivaciji leukocita i direktnoj adheziji neutrofila za endotelne éelije
verovatno igra vaznu ulogu tokom inflamatornog procesa sto bi moglo biti objasnjenje
prisustva veéeg broja neutrofilnih granulocita u periapeksnim infiltratima miseva

divljeg tipa a smanjeni broj ovih celija kod galektin-3 nokaut miseva.
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7. ZAKUUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva istrazivanja i dobijenih rezultata doneti su

sledeci zakljucci:

1. Nedostatak galektina-3 smanjuje intenzitet inflamacije u periapeksnim
inflamatornim lezijama znacajnim smanjenjem broja neutrofilnih granulocita

mesec dana i Sest nedelja od otvaranja zubne pulpe.

2. Najbrojnije ¢elije u periapeksnim inflamatornim infiltratima u prva dva termina
Zrtvovanja su neutrofilni granulociti kod miSeva divljeg tipa dok su makrofagi

najbrojniji kod galektin-3 nokaut miseva.

3. Limfocita ima znatno manje od neutrofilnih granulocita i makrofaga u svim
terminima, Sto ukazuje na kontinuiranu egzacerbaciju i akutizaciju hroni¢nog

zapaljenja.

4. Cetiri meseca od otvaranja zubne pulpe najbrojnije éelije u inflamatornim
infiltratima su makrofagi kod miSeva oba tipa medu kojima nema znacajnih

razlika u sastavu inflamatornih infiltrata.

5. Mesec dana od otvaranja zubne pulpe mogu se uociti destruktivne promene u
periodoncijumu: resorpcija alveolarne kosti sa prisustvom velikog broja
multijedarnih osteoklasta, resorpcija zubnog cementa i nekroza mekog tkiva.
Ove promene se intenziviraju posle Sest nedelja, a narocito posle Cetiri meseca
od izazivanja oboljenja. Nije uocena razlika u vrsti i stepenu destrukcije tkiva

izmedu galektin-3 deficijentnih i miSeva divljeg tipa.

6. Real-time PCR analizom mesec dana od otvaranja zubne pulpe utvrdeno je da
periapeksna infekcija kod miSeva oba tipa dovodi do povecane tkivne ekspresije

gena za proinflamatorne citokine IL-1B, IL-6, IL-17 i hemokin IL-8, Sto, uz
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detektovanu ekspresiju gena za TGF[, ukazuje na dominaciju stecenog
imunoloSkog odgovora tipa T,17, pri ¢emu je ekspresija ovih gena veca kod

galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na miseve divljeg tipa.

7. Ekspresija gena za proinflamatorne citokine IL-12 i IL-18, snaZne stimulatore
Thl odgovora, smanjena je u tkivu periapeksnih lezija u odnosu na intaktno
tkivo zdravih Zivotinja. Smanjenje ekspresije gena za ova dva citokina slabije je
izrazeno kod galektin-3 nokaut Zivotinja, odnosno, ova ekspresija je povecana u

odnosu na misSeve divljeg tipa.

8. Real-time PCR analizom posle mesec dana, u tkivu periapeksnih lezija galektin-3
nokaut miseva utvrdena je povecana ekspresija gena za IL-4, glavnog
promotora Ty2 odgovora, u odnosu na tkivo intaktnih galektin-3 nokaut miseva

i u odnosu na tkivo periapeksnih lezija miseva divljeg tipa.

9. Ekspresija gena za proinflamatorne citokine TNFa i IFNy smanjena je u
obolelom periodontalnom tkivu u odnosu na zdravo tkivo intaktnih miSeva, a
smanjena je i u tkivu periapeksnih lezija galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na

tkivo miseva divljeg tipa.

10. Ekspresija gena za antiinflamatorni citokin IL-10 smanjena je u tkivu
periapeksnih inflamatornih lezija u odnosu na intaktno tkivo kod oba tipa
Zivotinja, a smanjena je i u periapeksnim lezijama galektin-3 nokaut miseva u
odnosu na periapeksne lezije miseva divljeg tipa. Ekspresija gena za
antiinflamatorni citokin TGFf3 blago je povecana u tkivu periapeksnih lezija
galektin-3 nokaut miseva u odnosu na tkivo periapeksnih lezija miseva divljeg

tipa.

11. Ekspresija gena za TLR2 i TLR4 povecana je posle mesec dana u tkivu
periapeksnih lezija u odnosu na tkivo intaktnih zdravih Zivotinja a blago je

povecana kod galektin-3 nokaut miseva u odnosu na miSeve divljeg tipa.
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12. Ekspresija gena za IL-2 ne detektuje se ni u jednoj eksperimentalnoj grupi dok
je gen za IL-21 detektovan u obolelom tkivu oba tipa miSeva i njegova

ekspresija je smanjena kod galektin-3 nokaut miseva u odnosu na divlji tip.

13. Ekspresija gena za IL-22 povecana je a gena za IL-23 smanjena u obolelom tkivu
oba tipa miSeva u odnosu na intaktno tkivo, sa poveéanom ekspresijom oba
gena u tkivu periapeksnih lezija galektin-3 nokaut miSeva u odnosu na tkivo

periapeksnih lezija miseva divljeg tipa.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

[MoTnucaHu-a Mwunocasrbesuh Netap

Opoj nHaekca

UsjaBrbyjem

[a je JOKTOpCKa AucepTauuja no4 HacrnoBom

Yrnora ManekTvHa-3 y passojy nepuanekcHUX MHnamaTopHuxX fnesuja kog muiia

e pes3ynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBa4kor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTauuja y LENUHW HY y Aenosuma Huje Guna npeanoxexHa
3a pobujare Ouno koje Aunnome npema CTyAMCKMM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTl KOPEKTHO HaBeAEeHU n

e [a HMWCaM KpluMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTWUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

W

Y Beorpagy, ___25.04.2013.




Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTM LWITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme u npesume aytopa Mwunocasrbesuh NeTap

Bpoj nHagekca

Cryamjcku nporpam

Hacrnoe paga __ Ynora NanekTtuHa-3 y pa3Bojy nepuanekCHUX uHpnamaTopHux rnesuja
koA Muwa

MeHTOpP npod ap Munujan JoBaHosuh

MoTnucanw/a Munocasrbesuh_[letap

UsjaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepsnja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuMBake Ha noptany JAurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteta y beorpaay.

[os3sorbaBam pa ce objaBe MOjU NUMYHM nojdauy BesaHu 3a Aobujare akagemckor
3Barba JOKTOPA Hayka, Kao LITO Cy MMe M npesume, rognHa n mecto pohewa u gatym
onbpaHe paga.

OBu nuyHM nopaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BubnunoTeke, y enNeKTpoHCKOM KaTanory u y nyénvkauvjama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aokTropaHaa

)\M&\mﬁ%& 05\"\‘* (Symi

Y Beorpagy, 25.04.2013.




Mpwunor 3.

MUsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,CseTosap Mapkosuh® pa y OurutanHu
penosuTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY ancepTauujy nog
HacnoBoM:

Yrora ManekTnHa-3 y passojy nepuanekcHUX nHnamaTopHUX nesuja koa Muiia

Koja je Moje ayTopcko Aerno.

[ncepTaumjy ca CBUM Npurio3nma npefao/na cam y enekTpoHcKoM gopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy [OKTOPCKy AucepTauujy noxpaweHy y AurutanHn penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy Mory aa KopucTe CBW Koju nowiTyjy onpeabe cagpxaHe y ofabpaHom Tuny
nvueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLnjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCcTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenuTi nog NCTUM ycrnosnma
5. Aytopcteo — 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — AEenuTn Noj UCTUM ycrnosuma

(Monumo Aa 3aokpyxuTe camo jeAHy oA LWecCT NoHyfeHux nuueHuW, kpaTak onwuc
NMUEHUM AaT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokropaHaa

M\\uuc&ui’ [JTQ»i

Y beorpagy, __25.04.2013.
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