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1.1 Parodontitis

Parodontne bolesti jedne su od najrasprostranjenijih bolesti u svijetu i smatraju se
drugom najées¢om boles¢u zuba, nakon zubnog karijesa. Parodontne bolesti zahvacéaju
potporno tkivo zuba (parodont) koje se sastoji od gingive (slobodna i pri¢vrsna), cementa,
parodontnog ligamenta i alveolarne kosti (Slika 1). Obzirom na opseg zahvacéenosti i brzinu
progresije razlikujemo pocetne, umjerene i uznapredovale oblike bolesti. 11% svjetske
populacije boluje od uznapredovalih oblika parodontitisa Sto predstavlja glavni uzrok gubitka
zubi kod ljudi (1). Gubitak zubi uzrokuje smanjenu kvalitetu zivota i1 povecava troskove
lijeenja (2). Osim toga, parodontne bolesti dijele iste faktore rizika s najce$¢im kroni¢nim

bolestima danaSnjice: kardiovaskularnim, pulmonalnim 1 malignim bolestima (3).
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Slika 1. Dijelovi parodonta; G-gingiva, PL-parodontni ligament, ABP-alveolarna kost, RC -
korijenski cement (4). Ove komponente sluZe za potporu zubima u njihovoj alveolarnoj kosti.
Zdrava gingiva je blijedoruziaste boje, razliite je konzistencije te je nepomicna.
Razlikujemo slobodnu (1,5 mm S§iroka), pri¢vrsnu i interdentalnu gingivu. Epitel koji prekriva
gingivu moze se podijeliti na oralni epitel koji je okrenut prema usnoj Supljini, oralni
sulkusni epitel koji je okrenut prema zubu, ali nije u dodiru s povr§inom zuba, i spojni epitel
koji osigurava ¢vrst kontakt izmedu gingive i zuba. Cement je specijalizirano mineralizirano
tkivo koje prekriva povrSinu korijena, i katkad, manje dijelove krune zuba. Jednim dijelom je
dio zuba, a drugim dio parodonta. Parodontni ligament je mekano, krvnim Zilama i stanicama
bogato vezivno tkivo koje okruzuje zub i spaja cement korijena s laminom durum i
alveolarnom kosti. Na alveolarnom nastavku razlikujemo 3 tvorbe: prava alveolarna kost,

spongiozna kost 1 vanjska kompaktna kost
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1.1.1 Klini¢ka definicija parodontnog zdravlja i parodontitisa

Parodontno zdravlje moZze se procijeniti na klini¢koj i na histoloskoj razini (5). Kod
osoba oboljelih od parodontitsa vidljiva je crvena, edematozna gingiva, gubitak interdentalnih
papila, mogu biti eksponirani korijenovi zuba s naslagama zubnog plaka i kamenca te
patoloska migracija zubi.

Klini¢ki parametri koji odreduju stanje bez upale su krvarenje pri sondiranju (eng.
Bleeding on Probing, BoP) manje od 10% i dubine sondiranja (eng. Probing Depth, PD) do 3
mm od ruba slobodne gingive.

Dijagnoza parodontitisa postavlja se ako klinickim pregledom utvrdimo da je povecan
interdentalni gubitak pri¢vrstka (CAL) na dva susjedna zuba vise od 3mm, BoP vece od 10 %
1 ukoliko je PD ve¢a od 4mm. Radioloski nalaz osoba oboljelih od parodontitisa pokazuje
horizontalni 1/ili vertikalni gubitak alveolarne kosti ovisno o stupnju zahvacenosti parodontnih
tkiva.

Prema najnovijoj klasifikaciji parodontnih bolesti i stanja parodontitis se temelji na
multidimenzionalnom sistemu stadija i razreda (6). Sustav stadija opisuje zateCenu tezinu
bolesti, dok sustav razreda oznacava brzinu progresije bolesti. Npr., stadij 3 karakterizira
gubitak pricvrstka ve¢i od 5 mm, a radioloski gubitak kosti proteze se do srednje ili apikalne
tre¢ine korijena. Dubine sondiranja iznose > 6 mm, vertikalni gubitak kosti je > 3 mm, a
prisutne su furkacije 2. ili 3. stupnja. Isti parametri opisuju i stadij 4, a ono sto ih razlikuje je
broj izgubljenih zuba uslijed parodontitisa koji kod stadija 4 iznosi > 5 zuba. Klasifikacija
sustavom razreda omogucava uvid u brzinu progresije bolesti Sto dodatno opisuje tezinu
klinicke slike osobe oboljele od parodontitisa.

Tako bi razred A oznacavao sporo napredovanje, razred B umjereno, i razred C brzo

napredovanje bolesti (7).

1.1.2 Patogeneza parodontitsa

Parodontitis predstavlja kroni¢nu destruktivnu upalu potpornog tkiva zuba
multifaktorske etiologije 1 sloZzene patogeneze koja ukljuCuje zamrSeno medudjelovanje
izmedu mikrobnog biofilma (plak) na povrSini tvrdog zubnog tkiva, upalnog odgovora
domacdina i razliitih ¢imbenika rizika (dob, spol, Stetne navike, okoliSni ¢imbenici) (8).

Upala u parodontu je fizioloSki odgovor na bakterijsku prisutnost u vidu
supragingivnog ili subgingivnog plaka. U inicijalnoj fazi parodontne bolesti, upala je strogo
ograni¢ena na gingivu (gingivitis) bez zahvacanja tvrdih tkiva parodonta (9). Gingivitis je

reverzibilno stanje kod kojega, ukoliko se plak (kao izvor infekta) ukloni, dolazi do rezolucije

3
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upale. Medutim ako iritacija plakom perzistira, gingivitis se moze razviti u parodontitis u
kojem nepovratno dolazi do razaranja tvrdih i mekih tkiva parodonta.

Razaranje tkiva parodonta povezano s napredovanjem parodontitisa prije svega je
posljedica neadekvatnog upalnog odgovora domacina na bakterijski izazov, §to znaci da
destruktivni karakter bolesti u velikoj mjeri odreduju molekularni mehanizmi povezani s
regulacijom upalnog odgovora (10). Shodno tome, promjene u strukturi parodonta bitno
utjecu na smanjenje primarne funkcije parodonta kao potpornog aparata zuba zbog ¢ega i neki
drugi mikrookoli$ni ¢imbenici, poput okluzijskog optere¢enja zuba, mogu doprinositi daljnjoj

progresiji bolesti (11).

1.2. Struktura i wuloge proteoglikana sindekana wu staniénim procesima

Opcenito, proteoglikani (PG) su slozene molekule koje se sastoje od proteinskog
nosaca (eng. core protein) na kojeg su vezani jedan ili viSe linearnih lanaca polisaharida, tzv.
glikozaminoglikana (GAG). Ovisno o strukturi i modifikacijama GAG-a razlikujemo heparin,
heparan sulfat (HS), hondroitin sulfat, dermatan sulfat i hijaluronan (12). U tkivima, PG-i se
nalaze ili u sklopu izvanstanicnog matriksa (tenascin, perlekan, agrin, kolagen XVIII), ili na
povrsini stanica usidreni u membranu kao membranski receptori (sindekani, glipikani).
Sindekani (Sdk) pripadaju maloj CetveroClanoj obitelji stanicnih PG-ova (Sdk 1-4) koji vezu
GAG lance heparan sulfata (HS) pa se prema tome odreduju i kao heparan sulfat
proteoglikani (HSPG) (12). Tijekom organogeneze i u odraslim tkivima, sindekani prikazuju
karakteristicne obrasce izrazaja pri cemu se Sdk1 uglavnom izrazava u razliitim tipovima
epitela od visSeslojnog plocastog epitela do endotela krvnih Zila (epitelni Sdk), Sdk2 u
vezivnom tkivu, a Sdk4 i u epitelnom i u vezivnom tkivu iako nesto slabijim intenzitetom od
Sdk1 1 Sdk2 Sdk3 je sindekan Ziv€anog sustava i1 njegov izrazaj se moze vidjeti isklju¢ivo u
tkivima neuralnog porijekla (13). Osnovna funkcija svih Sdk u tkivima je ona stani¢nih
receptora za komponente izvanstani¢nog matriksa, ali jednako tako mogu djelovati i kao ko-
receptori za razli¢ite ¢imbenike rasta (poput onih iz skupine FGF 1 BMP) §to znaci da su
nuzni za vezivanje tih ¢imbenika za njihove prirodne receptore i1 posljedi¢nu aktivaciju unutar
stani¢nih signalnih puteva (14). S obzirom da izvanstani¢ni matriks 1 ¢imbenici rasta
reguliraju brojne stani¢ne procese od proliferacije, diferencijacije, migracije i stani¢ne smrti,
moze se re¢i 1 da je uloga Sdk u homeostazi tkiva izrazito vazna i raznolika. Pri tome je
potrebno naglasiti da interakcije Sdk s komponentama izvanstani¢nog matriksa i ¢imbenicima
rasta idu preko HS GAG lanaca vezanih za tzv. ektodomenu proteinskog nosaca Sdk (Slika
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2). Sastav HS GAG lanaca moze biti izrazito varijabilan, kako u razli¢itim tkivima, tako i u
istom tkivu ovisno o zbivanjima unutar njega, pa je i to jedan od razloga zasto se Sdk u

literaturi opisuju ujedno i kao modulatori stani¢nih procesa (15).
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Slika 2. Strukturne znacajke sindekana-1. Shematski prikaz humanog sindekana-1 (Sdkl);
glikozaminoglikanski (GAG) lanci heparan sulfata (HS) i hondroitin sulfata (CS) vezani za
proteinski nosa¢ (maslinasto zeleno); proteinski nosa¢ se sastoji od ektodomene,
transmembranske domene (TM) i citoplazmatske domene sa konzerviranim pod-domenama
(C1, C2) i varijabilnom pod-domenom (V); mjesta cijepanja ektodomene oznacena su

okomitim crnim strelicama (16).

1.3. Uloga sindekana u regulaciji upalnog odgovora tijekom parodontitisa

Da Sdk mogu sudjelovati i u regulaciji upalnog odgovora, potvrdila su istrazivanja na
single knockout miSevima za Sdk1 i1 Sdk4 (17). Prenatalni i postnatalni razvoj tih Zivotinja je
normalan, medutim, u razli¢itim modelima akutne upale kod odraslih Zivotinja vidljiv je
poremecaj upalnog odgovora na razliitim razinama od formiranja gradijenata upalnih
medijatora (citokini, kemokini), ekstravazacije leukocita 1 nakupljanja upalnog infiltrata u
ciljnim tkivima do rezolucije upalnog odgovora i cijeljenja tkiva. U nekim slucajevima, kao
Sto su infekcije 1 odredeni tipovi alergijskih reakcija, upalni odgovor ¢ak moZe i potpuno

izostati. Funkcije Sdk u posredovanju upalnog odgovora su prije svega ovisne o svojstvima

5
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HS GAG lanaca koji su vezani za Sdk, ali i o nekim drugim mehanizmima kao S$to je tzv.
cijepanje ektodomene proteinskog nosaca (18). Bez obzira na raznolike uloge koje Sdk-i, kao
strukturni proteini, opcenito imaju u regulaciji tkivne homeostaze, za sada nije jasno zasto su
pojedini Sdk medusobno redudantni tijekom prenatalnog razvoja (kako je pokazano na
pojedina¢nim knockout miSevima za Sdkl ili Sdk4 ¢iji je prenatalni razvoj normalan), a nisu
u regulaciji upalnog odgovora u odraslih zivotinja. Pretpostavka je da postoje funkcije koje su
ipak specificne za pojedine Sdk-ove, ali one tek trebaju biti rasvijetljene. U dostupnoj
literaturi postoji svega nekoliko istrazivanja o potencijalnoj ulozi Sdkl u patogenezi
parodontitisa. Prema tim istrazivanjima, Sdk1 prikazuje promjene izraZaja u gingivi oboljelih
od parodontitisa koje prostorno koreliraju s prisutnos¢u upalnog infiltrata, odnosno tezinom 1
histoloSkom slikom upale (19). Medutim, u tim istraZivanjima se nisu koristile napredne
tehnike mikroskopske fotografije i kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja, Sto znaci da
detaljniji opis promjena obrasca izrazaja Sdkl u potpornom tkivu zuba oboljelih od

parodontitisa jo$ uvijek nedostaje.



2. CILJ ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE
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Dostupne su ogranicene informacije o obrascima izrazaja Sdkl i o moguéim
¢imbenicima koji utjeCu na promjene obrazaca izrazaja Sdkl u potpornom tkivu zuba

oboljelih od parodontitisa.

Cilj ovog istrazivanja je bio ispitati kakva je moguca uloga Sdk1 u regulaciji upalnog
odgovora u uznapredovalom generaliziranom parodontitisu. Provedene su usporedba obrazaca
izrazaja Sdkl u uzorcima gingive zdravih ispitanika i onih kojima je dijagnosticiran
uznapredovali generalizirani parodontitis, te analiza povezanosti izrazaja Sdk1 sa strukturnim
promjenama u tkivu (ukupna celularnost, celularnost po tkivnim odjeljcima) i prisustvom

upalnog infiltrata vizualiziranog bojenjem na op¢i upalni biljeg CD45.

Nulte hipoteze ovog istrazivanja su sljedece:

1. Nema razlike u obrascima izrazaja Sdk1 u gingivi zdravih ispitanika 1 ispitanika
oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

2. lzrazaj Sdkl nije povezan s prisustvom upalnog infiltrata u subepitelnoj stromi
gingive zdravih ispitanika i ispitanika oboljelih od uznapredovalog generaliziranog
parodontitisa.

3. lIzrazaj Sdk1 se ne moze povezati sa strukturnim promjenama u tkivnim odjeljcima
(epitel, subepitelna stroma) gingive ispitanika oboljelih od uznapredovalog
generaliziranog parodontitisa.

4. Sdkl nema regulatornu ulogu u patogenezi uznapredovalog generaliziranog

parodontitisa.



3. ISPITANICI I METODE
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3.1 Vrsta istraZivanja i odabir ispitanika

Ovo presjecno istrazivanje je napravljeno u sklopu izrade doktorskog rada dr. med.
dent. Roka Duplanci¢a (20). Moj doprinos bio je bojanje preparata i analiza izrazaja
proteoglikana Sdk1 i opéeg upalnog biljega CD45.

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od veljac¢e 2018. do ozujka 2019. u Vjezbalistu
Stomatoloske poliklinike Split, nastavne baze Medicinskog fakulteta i u privatnoj ordinaciji
specijalista parodontologije. Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta u Splitu. Svi sudionici dobili su detaljne informacije o istraZivanju 1 potpisali
informirani pristanak za sudjelovanje. Pacijentima je uzeta detaljna opfa medicinska i
stomatoloska anamneza te parodontoloski status. Jedan ispitivaC je proveo parodontoloska
mjerenja, a tri osobe provodile su terapiju. Ispitanici su bili rasporedeni u dvije skupine prema
kriteriju postavljene dijagnoze uznapredovalog generaliziranog parodontitisa stadija III i IV
(ispitanici s parodontitisom i zdravi ispitanici).

Kriterij uklju¢ivanja bio je barem jedan zub kojeg je bilo potrebno izvaditi zbog
uznapredovalog parodontitisa. Isklju¢uju¢i ¢imbenici za sudjelovanje u istrazivanju bili su:
osobe mlade od 18 godina 1 starije od 75 godina, trudnoca i1 dojenje, uzimanje sistemske
hormonske terapije, antibiotske terapije i terapije kortikosteroidima posljednjih 6 mjeseci te
provedena incijalna parodontoloSka terapija unatrag 6 mjeseci.

Skupina ispitanika s parodontitisom:

Ispitanici su odabrani u ordinaciji polivalentnog doktora dentalne medicine sa
sumnjom na uznapredovali generalizirani parodontitis (stadij III i IV). Glavni kriterij
uklju¢ivanja u istrazivanje bio je da su pacijenti imali barem jedan zub koji je bilo potrebno
izvaditi zbog uznapredovalog generaliziranog parodontitisa. Pacijenti su upuceni u
VjezbaliSte Stomatoloske poliklinike Split gdje je specijalistica parodontologije potvrdila
dijagnozu uznapredovalog parodontitisa i nemogucnost lijeCenja zuba predvidenog za
ekstrakciju. Kod svih sudionika istrazivanja provedena je inicijalna parodontoloska terapija u
Cetiri posjete tijekom pet dana. Pod lokalnom anestezijom ekstrahiran je zub te je uzet uzorak
slobodne gingive (od ruba slobodne gingive do alveolarne kosti). Nakon toga, pristupilo se
supragingivnoj 1 subgingivnoj instrumentaciji u lokalnoj anesteziji po kvadrantima.

Pacijenti su nakon provedene inicijalne terapije bili uklju€eni u sustav potporne
parodontoloske terapije i to nakon 1, 4, 12 124 tjedna.

Zdravi ispitanici:

Glavni kriterij odabira je bio ne postojanje parodontoloski kompromitiranih zubi

(CAL=0) u oralnom statusu. Uzorci slobodne gingive su se uzimali kod zubi predvidenih za
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ekstrakciju (djelomi¢no impaktirani tre¢i kutnjaci ), 1 kod zubi predvidenih za kirurski zahvat
produljenja klini¢ke krune.

Za ovo istrazivanje uzeto je ukupno 40 uzoraka slobodne gingive (20 po skupini).
Uzimanje i laboratorijska obrada uzoraka tkiva provedeni su u skladu sa smjernicama

Helsinske deklaracije (21). Demografski i klini¢ki parametri ispitanika prikazani su Tablici 1.

3.2 Sakupljanje i obrada uzoraka tkiva

Nakon wuzimanja uzorci slobodne gingive su pohranjeni i fiksirani u 4%
paraformaldehidu (PFA). Prije fiksacije u PFA uzorci su s vestibularne strane (oralni epitel
slobodne gingive) obojeni tkivnom bojom kako bi se olakSala njihova orijentacija prilikom
uklapanja u parafinske blokove. Uzorci uklopljeni u parafinske blokove su serijski rezani na
debljinu od 5 pm 1 postavljeni na predmetna stakalca (preparati). Pravilna orijentacija rezova
(vidljiv oralni 1 sulkusni epitel slobodne gingive sa subepitelnom stromom izmedu dvaju
epitela) se ispitala na kontrolnim preparatima obojenim hematoksilinom i eozinom (H/E)
(svaki deseti preparat po uzorku). Dio preparata se kasnije koristio za imunofluorescentno
bojenje, a ostatak je pohranjen u arhivsku zbirku Zavoda za anatomiju, histologiju i

embriologiju (Medicinski fakultet SveuciliSta u Splitu).

3.3 Imunofluorescentno bojenje

Imunofluorescentno bojenje obavljeno je po standardiziranom laboratorijskom
postupku (22, 23). Preparati su deparafinirani ksilenom 1 rehidrirani u

silaznim koncentracijama etanola od 100%, 95%, 70%. Rezovi su kratko isprani u
fosfatnom puferu (PBS) 1 potom stavljeni u natrijev citratni pufer te zagrijavani 25 minuta u
parnoj kupelji na 95°C, a zatim ostavljeni na da se ohlade na sobnu temperaturu. Ponovljeno
je ispiranje PBS-om 1 provedeno blokiranje pozadine inkubiranjem preparata na 25 minuta
protein blokom (ab64226, Abcam, UK) prije stavljanja primarnih protutijela.

Koristila su se sljede¢a primarna protutijela: miSje monoklonsko protutijelo na Sdkl
[B-A38] (1: 100; ab34164, Abcam, UK) i mis§je monoklonsko protutijelo na op¢i upalni biljeg
CD45 [MEM-28] (1:200; ab8216, Abcam, UK). Sva sekundarna protutijela koriStena su u
razrjedenju 1:400: misji Alexa Fluor 488 (ZELENO; ab150105, Abcam, UK), ze¢ji Alexa
Fluor 594 (CRVENO; ab150092, Abcam, UK) i kunié¢ji Alexa Fluor 488 (ZELENO;
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ab150077, Abcam, UK). Inkubacija preparata sekundarnim protutijelima u vlaznoj komori je
trajala 1 sat. Za bojenje stani¢nih jezgri, preparati su kratko inkubirani (2 minute) 4'6'-
diamidino-2-fenilindolom (DAPI), isprani destiliranom vodom i preklopljeni. Za pozitivhu
kontrolu obojeni su uzorci sluznice usne Supljine s maksilarnog tubera iz arhiva Zavoda za
anatomiju, histologiju i embriologiju po prethodno opisanom protokolu (24). Provedeno je

jednostruko i dvostruko imunofluorescencijsko bojenje.

3.4 Fotografiranje i obrada panoramskih slika preparata

Preparati s orijentacijskim rezovima bojenim H/E pregledani su pod svjetlosnim
mikroskopom (Olympus BX40; Olympus, Tokyo, Japan) opremljenim digitalnom kamerom
(Olympus DP27; Olympus, Japan, te fotografirani tehnikom panoramskog snimanja pri
povecanju %20 1 fiksnim manualnim postavkama (okvir: 1900%1200 piksela (px); ekspozicija:
8 ms; ISO: 100).

Panoramske slike obradene su u programu Adobe Photoshop® CC (2014). Rotacija
panoramskih slika izvrSena je po posebno prilagodenom protokolu (eng. preset) za svaki od
ukupno 40 uzoraka. Histomorfometrijski parametri rezova (ukupna povrSina reza, povrsine
epitelnog 1 stromalnog odjeljka, celularnost uzorka (izrazena kao omjer ukupne povrSine
stanicnih jezgri 1 medujezgrenog prostora) na H/E panoramskim slikama su izmjereni u
Adobe Photoshop” CC (2014) koristenjem alata Wizard Tool (ukupna povriina) te
maskiranjem (povrSina epitelnog i1 stromalnog odjeljka). Za maskiranje odjeljaka koriSten je
digitalni grafic¢ki predlozak s olovkom (graphic pen-tablet Wacom Intuos PRO; Wacom Co,
Saitama, Japan). Mjere za sve histometrijske parametre su najprije izrazene u pikselima (px),
a potom su povrsSine odjeljaka preracunate u postotke (%) od ukupne povrSine reza.

Obrada imunofluorescentnih (IF) panoramskih slika (rotiranje, formatiranje i
maskiranje) provedena je na sli¢an nacin kako je opisano za H/E panoramske slike, iako je
morao biti primijenjen restriktivniji postupak za smanjenje veliine slike kako bi IF
panoramske slike bile adekvatno kalibrirane za ucitavanje u programu za analizu slika
(ImageJ; NIH, Public Domain). Uz prethodno navedene histometrijske parametre, mjereni su
povrSina signala ispitivanih ¢imbenika (izraZajna domena) u citavom rezu, te u pojedinim
odjeljcima (epitel, subepitelna stroma) kao i1 gradijent prosjecnog intenziteta signala u dva
smjera (vestibularno-sulkularno (lijevo-desni plot); marginalno-apikalno (gore-dolje plot)).
Donji grani¢ni prag za mjerenje povrsine signala (cut-off) je postavljen na 10 px pri ¢emu je
ukupna vrijednost povrSine intenziteta na zatvorenoj skali od 10-255 px. Ukupne povrsine

izrazajnih domena signala (Sdk1, CD45, DAPI), kao i povrSine izrazajnih domena signala u
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odjeljcima su naknadno izrazene u postotcima (%) kako bi se olakSala statisticka analiza
izrazajnih domena izmedu pojedinih uzoraka, odnosno grupa uzoraka (kontrole/ispitanici).
Pojedine IF panoramske slike koriStene za prikaz u rezultatima dodatno su obradene na nacin
da su razli¢iti rasponi IF signala prikazani u Cetiri boje (,,heatmap®) (plava: 10-60 px; zelena:

60-150 px; crvena: 150-255 px; zuta: 255 px) prema prethodno opisanom protokolu (25).

3.5. Statisticka analiza

Deskriptivna statistika 1 Fisherov egzaktni test za kategoricke varijable su primijenjeni
za analizu demografskih 1 klini¢kih parametara sudionika ovog istraZivanja. Za analizu op¢ih
histomorfometrijskih parametara kontrolne 1 ispitne skupine (povrSine i celularnost (DAPI)
rezova 1 pojedinih tkivnih odjeljaka, povrSina upalnog infiltrata (CD45) u subepitelnoj stromi)
te izraZzajnih domena ispitivanog c¢imbenika (Sdkl) koriSten je test analize varijance
(ANOVA). Dodatno, napravljena je 1 korelacija izraZzaja Sdkl (neovisna varijabla) s
distribucijom upalnog infiltrata (izrazajna domena CD45; zavisna varijabla) testom linearne
regresije zasebno za kontrolnu 1 ispitnu skupinu. Za statisticku analizu izraZzajnih domena
Sdk1 kao 1 za analizu korelacije Sdk1 sa distribucijom upalnog infiltrata koristeni su grupni
prosjeci prikazani frakcijski prema zatvorenoj skali intenziteta od 10-255 px). KoriSteni su 1
stupiCasti grafovi za prikaz kumulativnih vrijednosti svih histomorfometrijskih parametara. Za
statisticku analizu su koristeni programi Microsoft Office Excel® 2016 (Microsoft Corp,
Redmond, WA, USA) i GraphPad v8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Statisticka
znacajnost (o) je postavljena na 0,01 (p < 0,01).
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4.1. Histomorfometrija - morfologija i celularnost tkiva

Demografski i klini¢ki parametri ispitanika prikazani su Tablici 1.

Tablica 1. Demografski i klinicki parametri sudionika iz kontrolne skupine i skupine
oboljelih od parodontitisa. FMPS — eng. Full Mouth Plaque Score (ukupni plak indeks);
FMBS — eng. Full Mouth Bleeding Score (ukupni indeks krvarenja gingive); PD — eng.
Probing Depth (dubina sondiranja); CAL — eng. Clinical Attachment Level (razina klinickog
pricvrstka); Razina znacajnosti (a) je postavljena na a = 0,01 (*** p< 0,01; Ferit = 7,325545);
(* grani¢ne vrijednosti, razina znacajnosti o = 0,05); Statisticki znaCajna razlika medu
skupinama je utvrdena za dob (p = 0,007571), pusenje (p = 0,000001), FMPS (p = 0,001056),
FMBS (p = 0,000216), PD (p = 0,000579) and CAL (p = 0,000631). Medu skupinama nije

bilo statisti¢ki znacajne razlike za distribuciju sudionika po spolu (p = 1). Preuzeto iz (20).

KONTROLE (n = 20) PARODONTITIS (n = 20)
Dob* 38,9 +9,23 50,26 + 10,6
(godine)

Spol (Z/M) 8Z2/12M 9Z/11M
PusSenje*** 0 17

FMPS* (%) 21,95 + 8,95 36,17 + 15,76
FMBS*** (%) 8,95 + 3,73 43 + 11,27

PD*** (mm) 1,47 + 0,22 4,53+ 1,19
CAL*** (mm) 1,52+ 0,22 6,1 + 1,43

Prema histoloSkoj gradi, gingiva se sastoji od dva osnovna tkivna odjeljka — epitela
(oralni, sulkusni 1 epitel dZzepa) i subepitelne strome (vezivno tkivo).
Omjeri povrSina epitela 1 subepitelne strome izmjereni su i izraZeni u postotcima za svaki
uzorak pojedinacno te prikazani i kao prosjecne grupne vrijednosti za kontrole i ispitanike
(slika 3). Nije nadena statisticki znaCajna razlika izmedu uzoraka kontrolne i ispitne grupe
usporedbom navedenih histomorfometrijskih parametara. Prosjecni grupni omjer epitela i
subepitelne strome uzoraka kontrolne grupe bio je 29,27% / 70,87%, a u ispitnoj grupi
24,27% 175,73% (p = 0,63899).
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Ukupna celularnost rezova izrazena je takoder u postocima, a izracunata je kao dio
povrsine pokrivene DAPI bojanjem. Ni u ovom slucaju nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu grupa (u prosjeku ukupni omjer povrSine jezgara prema povrSini medujezgrenog
prostora za kontrole bio je 22,55% / 77,45%, a za ispitnu grupu 28,31% / 71,69% (p =
0,12603) (slika3).

Medutim, razlike izmedu kontrolne i ispitne grupe su postale vidljive kad je
celularnost izracunata odvojeno za pojedine tkivne odjeljke 1 postavljena u omjer. Naime,
omjer celularnosti epitelnog prema stromalnom odjeljku u kontrolama bio je 1:1 (49,54% /
50,46%) dok je u ispitnoj grupi bio gotovo 1:2 (34,36% / 65,54%) u korist subepitelne strome
(p = 0,00371) (slika 3). Usporedbom prosjecnih vrijednosti ukupne 1 stromalne povrSine
izrazajne domene opceg upalnog biljega CD45 (izrazenih kumulativno i frakeijski)
ustanovljena je statistiCki znacajna razlika izmedu kontrolne 1 ispitne grupe (stromalni omjer

1,76% 1 9,47%, p = 0,00349).

/\ Morfologija uzoraka B Celularnost (UKUPNO) C Celularnost (ODJELJCI)

100 100 100 100 1001 100

*k

Udjeli u ukupnoj povrsini reza (%)

o]
o

60

40

L]
o

o

KONTROLE

80

PARODONTITIS

Udjeli u ukupnoj povrsini reza (%)

=]
o

2]
o

B
o

n
o

KONTROLE

PARODONTITIS

Udjeli od ukupne celularnosti (%)

o]
o

L=
o

404

n
o

KONTROLE

80

PARODONTITIS

Tkivni odjeljci

Tkivni odjeljci

Tkivni odjeljci

e
B STROMA

I /=ZGRE
B VEPUJEZGRENI PROSTOR

I /EZGRE (EPITEL)
B /EZGRE (STROMA)

Slika 3. Histomorfometrijski parametri uzoraka gingive ispitanika iz kontrolne skupine i
skupine s parodontitisom. Usporedbom povrSina epitelnih i stromalnih tkivnih odjeljaka
izmedu uzoraka gingive iz kontrolne skupine i skupine s parodontitisom (A) nije pronadena
statistiCki znacajna razlika (ANOVA) (p = 0,63899, o = 0,01) zbog ¢ega se morfologija

uzoraka moze iskljuciti kao zbunjuju¢i ¢imbenik u naknadnoj analizi izrazajnih domena

16



Diplomski rad Ruzica Dragun

ispitivanih ¢imbenika. Celularnost je prikazana kao odnos povrSine koju pokrivaju jezgre
stanica 1 povrSine medujezgrenog prostora (B). Usporedbom celularnosti uzoraka gingive iz
kontrolne skupine i skupine s parodontitisom nije pronadena statisticki znaCajna razlika
(ANOVA) (p = 0,12603, a = 0,01). Medutim, usporedbom omjera ukupne povrsine jezgara
stanica u epitelu i stromi u uzorcima gingive iz kontrolne skupine (1:1) i skupine s
parodontitisom (priblizno 1:2) (C) pronadena je statisticki znacajna razlika (*** p = 0,00371,
a = 0,01) sto upucuje na promjene u homeostazi gingive tijekom parodontitisa. Preuzeto iz

(20).

Analiza histomorfometrijskih parametara upucuje na to da su gingivhom tkivu
oboljelih od parodontitisa aktivni homeostatski mehanizmi za odrzavanje normalne strukture
tkiva (ukupni omjer epitelnog i stromalnog tkivnog odjeljka, ukupna celularnost) usporediva
sa onom u zdravom tkivu. Medutim, vidljive su i promjene prostorne distribucije razli€itih
populacija stanica gingive (epitelna i stromalna celularnost) koje bi dijelom mogle biti
posljedica smanjenog ili pojaCanog prisustva upalnog infiltrata, odnosno djelovanja
¢imbenika povezanih s formiranjem upalnog infiltrata. S obzirom da Sdk1 pripada skupini
stanicnih HSPG-ova, dodatno je ispitana i povezanost promjena izrazaja Sdk1 sa promjenama
u obrascima ukupne celularnosti uzoraka gingive — u zdravoj gingivi korelacija je bila
negativna (r = 0,993503; p = 0,000205), a u bolesnoj gingivi pozitivna (r = 0,999964; p =
0,012326).

4.2. Analiza izrazaja Sdk1
U uzorcima gingive kontrolne 1 ispitne grupe Sdkl je jako izrazen u bazalnom
(stratum germinativum) 1 intermedijarnom sloju (stratum spinosum) oralnog epitela. U
usporedbi, Sdk1 je znatno slabije izraZzen u sulkusnom epitelu, odnosno u epitelu dzepa
gingive oboljelih od parodontitisa gdje se izrazaj Sdk1 moze vidjeti samo u bazalnom sloju ili
u izdancima epitela koji prodiru u subepitelnu stromu (pseudoepiteliomatozna hiperplazija)
(slika 4). U subepitelnoj stromi zdrave gingive, Sdkl je vrlo slabo i1 sporadi¢no izraZzen u
endotelu krvnih Zila i perivaskularnom podru¢ju u kojem se nalazi oskudni upalni infiltrat
(slika 4). U subepitelnoj stromi gingive oboljelih od parodontitisa, izrazaj Sdk1 se takoder
moze vidjeti u perivaskularnim prostorima, ali je intenzivniji zbog pojacane vaskularizacije 1
obilnijeg upalnog infiltrata (slika 4).
17
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Slika 4. H/E i IF panoramske slike uzorka gingive iz kontrolne skupine (DK-NV2-ZK) (A-C)
1 uzorka gingive iz skupine s parodontitisom (DK-TM7-CHP) (D-F). U zdravoj gingivi je
vidljiv deblji gingivni epitel 1 Cista subepitelna stroma s malim perivaskularnim infiltratom
upalnih stanica (A) za razliku od bolesne gingive u kojoj je gingivni epitel stanjen sa
izdancima koji prodiru duboko u subepitelnu stromu (rete pegs), a epitel dzepa prikazuje tzv.
pseudoepiteliomatoznu hiperplaziju (D). Subepitelna stroma bolesne gingive difuzno je
prozeta obilnim infiltratom upalnih stanica (D). Sdk1 ima sli¢an obrazac izrazaja u gingivnom
epitelu zdrave 1 bolesne gingive (intenzivan signal vidljiv u bazalnom i intermedijarnom sloju
epitela). Izrazaj Sdkl i opceg upalnog biljega CD45 (bijela boja) je vrlo slab i vidljiv
sporadi¢no uz pojedine perivaskularne prostore subepitelne strome u zdravoj gingivi (B, C),
dok je u bolesnoj gingivi stromalni izraZzaj oba ¢imbenika, razmjerno prisustvu obilnijeg

infiltrata upalnih stanica, puno intenzivniji (E, F). Povecanje (A-F): x10; mjerila — (A-C) 700
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um; (D-F) 1000 um. Oznake: gingivni epitel (ge), sulkusni epitel (se), epitel dzepa (pe),

subepitelna stroma (st), infiltrat upalnih stanica (inf).

Takoder, umjeren do jak izrazaj Sdk1 obiljezje je 1 upalnog infiltrata koji se nalazi u

podru¢jima subepitelne strome uz degradiranu alveolarnu kost (slika 5).

DK-IP13-CHP sdk1 (DAPI) | CD45 (DAPI)
(HIE)

ZUTO (255 px)

Slika 5. H/E (A) 1 viSebojne (heatmap) IF panoramske slike izrazaja Sdk1 i opéeg upalnog
biljega CD45 (B, C) u uzorku gingive iz skupine s parodontitisom (DK-IP13-CHP) uzetog iz
podrucja racvista korijena zuba. Infiltrat upalnih stanica (okvir) nalazi se u dubljim slojevima
subepitelne strome uz rubne dijelove alveolarne kosti pri ¢emu je vidljiva njezina degradacija
(A-C). Za razliku od epitela koji je pozitivan na Sdkl, a negativan na CD45, izraZajne
domene Sdk1 i1 CD45 u subepitelnoj stromi se gotovo u potpunosti preklapaju. Povecanje: (A-
C) x10; mjerila — (A-C) 800 pm. Oznake: gingivni epitel (ge), subepitelna stroma (st),
alveolarna kost (ak), kosStana srz (ks), infiltrat upalnih stanica (inf); strelice oznacavaju

sucelje subepitelne strome 1 intaktne alveolarne kosti.

Razlike izmedu prostornih gradijenata intenziteta izrazaja Sdk1 u zdravoj 1 bolesnoj
gingivi najvidljivije su oralno-sulkusnom smjeru (lijevo-desni plotovi), s tim da se u bolesnoj
gingivi prostorni gradijent intenziteta izrazaja Sdk1 ve¢im dijelom poklapa sa onim opceg

upalnog biljega CD45 (slika 6). Usporedbom ukupnih povrSina izrazajnih domena Sdkl,
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statisticki znaCajne razlike u izrazaju Sdkl u zdravoj i bolesnoj gingivi kontrolne i ispitne

grupe su pronadene upravo za subepitelnu stromu (p = 1,103x10°) (tablica 2; slika 7).
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Slika 6. 2D plotovi prostornih gradijenata izrazaja Sdkl opceg upalnog biljega CD45 u
uzorku gingive iz kontrolne skupine (DK-NV2-ZK) (A, C) i uzorku gingive iz skupine s
parodontitisom (DK-TM7-CHP) (B, D). Prostorni gradijent izrazaja ispitivanih ¢imbenika je
prikazan krivuljama s prosje¢nim vrijednostima intenziteta signala na panoramskim IF
slikama u dva smjera (strelice) — od oralno prema gingivnom sulkusu (L-R plotovi) (A, C) i
od koronalno (slobodni rub gingive) prema apikalno (dio gingive blizi alveolarnoj kosti) (T-D
plotovi) (B, D). Moze se primijetiti da prostorni gradijenti Sdk1 (crne krivulje) 1 CD45
(crvene krivulje) pokazuju obrnuti trend u smjeru prema gingivhom sulkusu u uzorcima
zdrave 1 bolesne gingive (A, B), dok u bolesnoj gingivi imaju slian uzlazni trend u smjeru
prema apikalno (D). (x-os — duljina skeniranja prema dimenziji pojedine stranice panoramske

slike u cm; y-os — prosje¢ni intenzitet u px).
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Tablica 2. Statisticka analiza povrSine ukupne, epitelne i stromalne izrazajne domene Sdk1 i
opc¢eg upalnog biljega CD45 u uzorcima gingive sudionika iz kontrolne skupine i skupine s
parodontitisom (ANOVA test). PovrSine izrazajnih domena su analizirane kao prosjecne
vrijednosti ispitivanih ¢imbenika za pojedinu skupinu (kontrole, parodontitis) prikazanih
frakcijski na skali od 10-255 px i zbirno. Razina znacajnosti (a) je postavljena na a = 0,01

(*** p< 0,01; Ferie = 6,686878); (* grani¢ne vrijednosti, razina znacajnosti o = 0,05).

Cimbenik Tkivni odjeljak F P
Sdk1 UKUPNO 2,931137 0,087518
EPITEL 0,002173 0,962838
STROMA #3*: 24,348604 1,103><10'6
CD45 UKUPNO* 4,461122 0,035180
STROMA #3*:* 8,483681 0,003747
A Sdk1 B CD45
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Slika 7 Prosje¢ne grupne vrijednosti ukupnih i stromalnih izrazajnih domena Sdkl (A) i
opceg upalnog biljega CD45 (B) izrazene u postotcima od ukupne povrsine histoloskih rezova
iz uzoraka gingive iz kontrolne skupine 1 uzoraka gingive iz skupine s parodontitisom. Za

Sdk1 je dodatno prikazan i odnos prosje¢ne povrSine epitelnih 1 stromalnih izrazajnih domena
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za kontrolnu 1 ispitnu skupinu. Statisticki znacajna razlika medu skupinama pronadena je
usporedbom prosje¢ne povrSine izrazajne domene Sdkl u subepitelnoj stromi (*¥** p =
0,002389, a = 0,01) uz napomenu da se dvije grupe statisticki znacajno razlikuju i prema
prosjecnoj distribuciji upalnog infiltrata u subepitelnoj stromi (*** p = 0,003747, a. = 0,01). (*

grani¢ne vrijednosti, razina znacajnosti a = 0,05).

Analizom korelacije izrazaja Sdk1 1 CD45 pomocu testa linearne regresije pokazalo
se da izrazaj Sdk1 uopce ne korelira sa izrazajem CD45 u zdravoj gingivi (r = 0,999970; p =
0,090655), dok u gingivi oboljelih od parodontitisa postoji snazna pozitivna korelacija (r =
0,999842; p = 1,64866x107) (tablica 3). Ovakav rezultat upuéuje da bi Sdk1 mogao djelovati

kao proupalni ¢imbenik u regulaciji upalnog odgovora kod oboljelih od parodontitisa.

Tablica 3. Korelacija izrazaja Sdkl (nezavisna varijabla) 1 opceg upalnog biljega CD45
(zavisna varijabla) u subepitelnoj stromi uzoraka gingive ispitanika iz kontrolne skupine i
skupine s parodontitisom (test linearne regresije). Za analizu su KkoriStene prosjecne
vrijednosti stromalnih izrazajnih domena ispitivanih ¢imbenika za pojedinu skupinu (kontrole,
parodontitis) prikazanih frakcijski na skali od 10-255 px. Razina znacajnosti (o) je postavljena

na o= 0,01 (*** p <0,01); (+ pozitivna korelacija, — negativna korelacija, / nema korelacije).

KONTROLE Modificirani r* = 0,999970 Significance (o = 0,01)
CIMBENIK  Koeficijent Std. greska  P-vrijednost KORELACIJA CIMBENIK
CD45 0,001153  3,4873E-05 8,69889x10™" y-intercept CD45
Sdk1 0,001101 0,000648 0,090655 / Sdcl
PARODONTITIS Modificirani r* = 0,999842 Significance (a = 0,01)
CIMBENIK  Koeficijent  Std. greska  P-vrijednost ~KORELACIJA CIMBENIK
CD45 0,007491 0,000401  2,03439x10™* y-intercept CD45

Sdk1 0,223765 0,050875  1,64866x10° + Sdecl
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Poznavanje nacina reguliranja imunoloskih mehanizama i upalnog odgovora klju¢no
je za razumijevanje patogeneze slozenih bolesti, kao $to je parodontitis. Patogeneza
parodontnih bolesti posredovana je upalnim odgovorom na bakterije u zubnom biofilmu.
Postoje dokazi da su specifiéni mikrobi povezani s progresivnim oblicima parodontitisa;
medutim, prisutnost tih mikroorganizama i u zubnom biofilmu kod pojedinaca sa zdravim
parodontom, upucuje na to da je destrukcija potpornih tkiva u uznapredovalim oblicima
parodontitisa prije svega posljedica poremecéene regulacije upalnog odgovora domacina
neovisno o mikrobnom sastavu zubnog biofilma (26). Do danas su ulozZeni zna¢ajni napori u
istrazivanje ukljucenosti stanica domacina i upalnih medijatora u regulaciju upalnog odgovora
u parodontitisu (27). S druge strane, uloga strukturnih proteina i komponenata izvanstani¢nog
matriksa u patogenezi parodontitisa jo§ uvijek je slabo istrazena iako je, primjerice, poznato
da se obrasci izrazaja pojedinih Sdk-i (i nekih drugih HSPG-ova) u zdravoj gingivi i gingivi
oboljelih od parodontitisa razlikuju (19). Na dodatnu vaznost tih nalaza upucuju rezultati
novijih istrazivanja o mehanizmima regulacije akutnog i kroni¢nog upalnog odgovora na
eksperimentalnim zivotinjskim modelima kojima je potvrdeno da su pojedini Sdk-i (poput
Sdk1) aktivno uklju¢eni u razliCite faze tijeka upale od formiranja gradijenata upalnih
medijatora (citokini, kemokini), ekstravazacije leukocita, nakupljanja upalnog infiltrata u
ciljnim tkivima do rezolucije upalnog odgovora i cijeljenja tkiva (17). Vazno je napomenuti
da se Sdk1 ne moze isklju¢ivo smatrati pro-upalnim, odnosno protu-upalnim ¢imbenikom, jer
je njegov utjecaj na odvijanje upalnog odgovora ovisan o tipu agensa/nokse koji/koja izaziva
upalni odgovor, vrsti tkiva i strukturnim promjenama u tkivu u kojemu se upalni odgovor
odvija, ali 1 o0 molekularnim mehanizmima koji reguliraju intenzitet izrazaja Sdk1 te koli¢inu i
sastav HS GAG lanaca kojima je Sdk1 prirodni nosa¢ (17). Shodno tome, da bi se rezultati
ovog istrazivanja mogli bolje protumaciti, potrebno je detaljnije opisati prirodu uloge Sdk1 u
regulaciji pojedinih aspekata upalnog odgovora.

Na osnovu prvih istrazivanja fizioloskih funkcija Sdk1 na ,.knock out* miSevima za
Sdk1 (Sdk1™), kod kojih je za razliku od normalnih miSeva izrazaj Sdk1 u svim tkivima
inhibiran, postojale su naznake da Sdk1 moze biti negativni regulator upalnog odgovora (28).
Naime, ¢ak 1 bez iniciranja tkivnog oStec¢enja fizikalnim, kemijskim ili infektivnim agensima,
u nekim tkivima Sdk1”" migeva (poput mreZnice) primije¢eno je spontano formiranje infiltrata
upalnih stanica §to nije bio sluaj kod normalnih miseva (29). Rezultati naknadnih
istrazivanja na Sdk1”” miSevima u sklopu razli¢itih eksperimentalnih modela za neinfektivne i
infektivne upalne bolesti, samo su potvrdili da Sdk1 doista moZe modulirati regrutaciju

leukocita u pocetnim fazama upalnog odgovora - od nakupljanja leukocita u krvnim zilama 1
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ekstravazacije, do migracije na mjesto tkivnog oStecenja i formiranja upalnog infiltrata.
Primjerice, na modelu kontaktnog dermatitisa, Sdk1”" miSevi su u usporedbi s normalnim
miSevima pokazali znatno jacu upalnu reakciju popra¢enu obilnijim edemom koji se sporije
povlacio, te potvrdenu histoloSkim nalazom obilnijeg leukocitnog infiltrata u dermisu (28).
Sli¢na obiljeZja pojatanog upalnog odgovora kod Sdkl” miSeva opisana su i u razli¢itim
modelima cijeljenja rana, pogotovo lezija velikih krvnih zila (30).

Vecina uloga Sdkl u regulaciji upalnog odgovora posredovane su HS GAG lancima
koji su vezani za ektodomenu proteinskog nosa¢a Sdkl. HS GAG lanci imaju afinitet za
razliCite tipove liganada ukljucujuci 1 medijatore upale (kemokini, citokini) (31). Prema tome,
sposobnost Sdk1 da sudjeluje u formiranju gradijenata upalnih medijatora (i da na taj nacin
posreduje u nakupljanju i ekstravazaciji leukocita iz krvnih zila) prije svega ovisi o koli¢ini,
sastavu 1 tkivno uvjetovanim modifikacijama strukture HS GAG lanaca vezanih za
ektodomenu Sdk1. Na taj na¢in, odnosno promjenama afiniteta i ukupnog kapaciteta HS GAG
lanaca za vezivanje upalnih medijatora, Sdk1 moZe posredovati u nakupljanju 1 ekstravazaciji
leukocita iz krvnih Zila u pocetnim fazama upalnog odgovora (17). Medutim, uloga Sdkl u
formiranju gradijenata upalnih medijatora ovisi i o tzv. enzimatskom cijepanju ektodomene
Sdk1 (eng. syndecan shedding) (32). Slicno enzimatskom fragmentiranju HS GAG lanaca,
cijepanje ektodomene Sdkl potpomaZe oslobadanje tkivnih zaliha i distribuciju upalnih
medijatora u tkivu Sto pozitivno djeluje na stvaranje njihovog gradijenta i usmjeravanje
leukocita na mjesto upale. Jednako tako, cijepanje ektodomene Sdkl ima vaznu ulogu i u
razbijanju gradijenata upalnih medijatora tijekom rezolucije upalnog odgovora i cijeljenja
tkiva (17). Vaznost enzimatskog cijepanja ektodomene u navedenim aspektima upalnog
odgovora potvrdena je na eksperimentalnim modelima akutne ozljede plu¢a bleomicinom i
endotoksi¢nog $oka — za razliku od normalnih mi§eva, u plu¢ima Sdk1”" miseva je perzistirao
difuzni neutrofilni infiltrat 1 bilo je vidljivo znatno oStecenje tkiva, dok su u endotoksi¢nom
Soku bili onemogucéeni i rezolucija upalnog odgovora i adekvatno cijeljenje tkiva zbog cega
su Sdk1”” misevi ugibali (33).

Zanimljivo je, medutim, da su Sdkl” miSevi istovremeno otporniji na infekcije
razli¢itim mikrobnim patogenima u odnosu na normalne miseve. Pojedini mikrobni patogeni
op¢enito koriste svojstvo HSPG-ova kao nosata HS GAG lanaca za koje se vezu prilikom
prodora u tkivo — in vitro istrazivanja stanica u kulturi koje su modificirane na na¢in da ne
mogu sintetizirati HS GAG lance ili neke HSPG-ove stani¢ne povrsine (ukljucujuéi i Sdkl
¢ime je smanjena dostupnost HS GAG lanaca na povrSini stanice), pokazala su porast

otpornosti na infekciju Herpes simplex virusom (34). Za razliku od toga, neke bakterije poput
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Pseudomonas aeruginosa su razvile sposobnost cijepanja ektodomena HSPG-ova stani¢ne
povrsine u svrhu zastite od djelovanja obrambenih stanica. Primjerice, u modelu ubodne rane
roznice inficirane Pseudomonas aeruginosom, kod Sdk1” miSeva infekcija je eliminirana
puno brze u odnosu na normalne miseve iako je koli¢ina neutrofilnog infiltrata u roznici bila
gotovo identi¢na (25). Pretpostavlja se da se, zbog povisene tkivne koncentracije slobodnih
ektodomena Sdk1 na koje su vezani negativno nabijeni HS GAG lanci, suprimira djelovanje
neutrofila ¢iji su citotoksini uglavnom pozitivno nabijene molekule. Infektivna komponenta
igra vaznu ulogu 1 u patogenezi parodontitisa, pa stoga podaci iz navedenih istrazivanja mogu
upucivati 1 na to da su obrasci izrazaja Sdk1 u zdravoj gingivi opisani ovdje, vazna obiljezja
upalnog odgovora parodontnog tkiva u svrhu adekvatne kontrole infekata iz mikrobnog
biofilma. Naime, zbog gotovo neznatnog izrazaja Sdk1 u subepitelnoj stromi te, u usporedbi s
oralnim epitelom, slabijeg izrazaja Sdkl u sulkusnom epitelu koji se nalazi u izravnom
kontaktu s povr§inom zuba, moze se pretpostaviti da se cijepanje ektodomene Sdkl u tim
tkivnim odjeljcima zdrave gingive ne odvija u vecoj mjeri, Sto opet olakSava djelovanje
obrambenih stanica (poglavito neutrofila) u suzbijanju potencijalnog prodora infekta.
Nazalost, imunohistokemijsko bojenje protutijelom na Sdk1 nije prikladna metoda kojom se u
tkivima mogu vizualizirati obrasci cijepanja ektodomene Sdk1, buduci da se sva komercijalna
protutijela na Sdk1l vezu isklju¢ivo za epitop na ektodomeni, pa prema tome jednako boje
intaktni Sdk1 kao 1 slobodnu ektodomenu Sdk1 (25).

U zakljucku, rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da bi Sdk1 mogao djelovati kao
potencijalni pro-upalni ¢imbenik u regulaciji upalnog odgovora kod oboljelih od
uznapredovalog generaliziranog parodontitisa. Izrazaj Sdkl u subepitelnoj stromi bolesne
gingive je pojacan u odnosu na izrazaj Sdk1 u subepitelnoj stromi zdrave gingive, a ta razlika
je 1 statisticki znacajna. Takoder, izrazaj Sdk1 u bolesnoj gingivi je pozitivno korelirao sa
izrazajem opceg upalnog biljega CD45 pomocu kojega je vizualizirana prisutnost upalnog
infiltrata. Pozitivna korelacija potvrdena je analizom povrSine 1 prostorne distribucije
izrazajnih domena Sdkl i CD45. Sdkl je Siroko zastupljen u tkivima i s obzirom da na
obrasce njegovog izrazaja jednako tako mogu utjecati i promjene u strukturi tkiva (osobito
one vezane za distribuciji stanica u pojedinim tkivnim odjeljcima budu¢i da Sdkl pripada
skupini stani¢nih HSPG-ova), ispitana je 1 povezanost njegovog izrazaja sa promjenama u
obrascima celularnosti uzoraka gingive. U zdravoj gingivi ta je korelacija bila negativna, a u
bolesnoj gingivi je bila pozitivna. Za to¢nije tumacenje ovog nalaza bit ¢e potrebno napraviti
dodatna strukturna bojenja osim onih na H/E. Ukupno gledajuci, ovi rezultati se poklapaju s

rezultatima prethodnih istraZivanja kojima je potvrdeno da izrazaj Sdkl uvelike ovisi o
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histoloskoj slici upale u gingivi tijekom parodontitisa, a slicne promjene u obrascima izrazaja
Sdk1 su opisane i u drugim kroni¢nim upalnim bolestima tvrdih tkiva poput osteoartritisa
(17).

Sdk1 opcenito ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze tkiva, medutim, priroda te
uloge uvelike ovisi o zbivanjima u tkivu koja mogu utjecati na fizioloske funkcije ovog
HSPG-a mijenjanjem njegovog ukupnog izrazaja u pojedinim tkivnim odjeljcima, sastava
vezanih HS GAG lanaca, te enzimatskim cijepanjem ektodomene. Jednako tako, nesporno je
da je Sdk1 ujedno 1 vazan regulator upalnog odgovora, ali jo§ uvijek je otvoreno pitanje na
koji nain se znanja o tome mogu iskoristiti u svrhu novog terapijskog pristupa lijeCenju
degenerativnih kroni¢nih upalnih bolesti poput parodontitisa. U pregledanoj literaturi postoje
istrazivanja o posebnoj skupini tzv. HS mimetika koji se ugraduju na ciljna mjesta u
ektodomeni ili citoplazmatskoj domeni proteinskog nosaca Sdk1 (35, 36). Na taj na¢in mogu
se modulirati interakcije Sdk1 sa drugim receptorima za komponente izvanstani¢nog matriksa
1 nekim Cimbenicima rasta, odnosno aktivnost signalnih puteva koji reguliraju razlicite
stani¢ne procese poput proliferacije, migracije i apoptoze (37, 38). Za sada, djelovanje ovih
supstanci je ispitivano u svrhu procjene njihovog utjecaja na ponasanje tumorskih stanica u
razli¢itim oblicima karcinoma, medutim daljnja istrazivanja o njihovoj uc¢inkovitosti u nekim

drugim bolestima poput upalnih bolesti tek trebaju uslijediti.
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Parodontitis je kroni¢na bolest slozene etiologije koja zahvaca potporno tkivo zuba
uzrokuju¢i njegovu postepenu degradaciju. Do danas su ulozeni zna¢ajni napori u istrazivanje
ukljucenosti stanica domacina i medijatora upale u regulaciji upalnog odgovora koji se smatra
odgovornim za degradaciju potpornih tkiva zuba i posljedi¢an gubitak zubi u parodontitisu.
Sdk1 je uklju¢en u regulaciju razlicitih aspekata upalnog odgovora, od formiranja gradijenata
upalnih medijatora i regrutacije leukocita, do rezolucije upale i cijeljenja tkiva, medutim,
njegova uloga u patogenezi parodontitisa za sada je nedovoljno istrazena.
Cilj ovog istrazivanja je bio analizirati obrasce izraZzaja Sdkl te njthovu povezanost sa
strukturnim promjenama u gradi parodontnog tkiva 1 prisustvom upalnog infiltrata na
uzorcima gingive zdravih ispitanika i onih kojima je dijagnosticiran uznapredovali

generalizirani parodontitis.

Na osnovi rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti sljede¢i zakljuccei:

1. Sdkl ima statisticki znacajno razliCite obrasce izraZaja u gingivi zdravih ispitanika 1
gingivi oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

2. lzrazaj Sdk1 pozitivno korelira sa prisutnoScu upalnog infiltrata u subepitelnoj stromi
gingivi oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

3. lIzrazaj Sdkl pozitivno korelira sa promjenama obrazaca ukupne celularnosti u tkivu
gingive oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

4. Sdkl bi mogao imati kompenzatornu ulogu u regulaciji upalnog odgovora kod
oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

5. S obzirom da je Sdkl opcenito ukljuen u regulaciju razli¢itih aspekata upalnog
odgovora, moduliranje aktivnosti Sdk1 se moZe iskoristiti za lijecenje generaliziranog
parodontitisa, iako je za opravdanost ovakvog pristupa potrebno provesti daljnja

istrazivanja u ulozi u Sdk1 u patogenezi ove bolesti.
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Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je bio opisati i usporediti obrasce izrazaja sindekana 1 (Sdk1) te njihovu
povezanost sa strukturnim promjenama u gradi parodontnog tkiva i prisustvom upalnog
infiltrata na uzorcima gingive zdravih ispitanika i onih kojima je dijagnosticiran

uznapredovali generalizirani parodontitis.

Materijali i metode

U svrhu istraZivanja uzeto je po 20 uzoraka gingive od zdravih ispitanika (kontrolna grupa) 1
od ispitanika oboljelih od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa stadija 3 i 4 (ispitna
grupa). Uzorci gingive su obradeni za imunohistokemijsko bojenje. Pravilna orijentacija
histoloskih rezova uzoraka 1 ocuvanost tkiva provjerena je H/E bojenjem. Za
imunofluorescenciju koriStena su primarna protutijela na Sdkl i op¢i upalni biljeg CD45
kojim se vizualizirala prisutnost upalnog infiltrata. [zradene su panoramske slike preparata na
kojima je raCunalno obavljena kvantifikaciranje histomorfometrijskih parametara gingive, te
povrsine izrazajnih domena 1 prostornih gradijenata intenziteta Sdkl 1 CD45 pomocu
programa AdobePhotoshop® CC i ImageJ za obradu slika. Za statistitku analizu podataka
koriSteni su Microsof Office Excel® 2016 (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA) i GraphPad
v8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Rezultati

Postoji statisticki znacajna razlika u izrazaju Sdkl u gingivi zdravih ispitanika 1 gingivi
ispitanika sa uznapredovalim generaliziranim parodontitisom. Izrazaj Sdkl je pozitivho
korelirao s prisutnos¢u upalnog infiltrata u subepitelnoj stromi gingive oboljelih od
uznapredovalog generaliziranog parodontitisa. Takoder, prikazana je i pozitivna korelacija
izrazaja Sdk1 sa promjenama u obrascima ukupne celularnosti u tkivu gingive kod oboljelih

od uznapredovalog generaliziranog parodontitisa.

Zakljucak

Sdk1 bi mogao imati komenzatornu ulogu u regulaciji upalnog odgovora kod oboljelih od
uznapredovalog generaliziranog parodontitisa. S obzirom da je Sdkl opcenito ukljucen u
regulaciju razli¢itih aspekata upalnog odgovora, moduliranje aktivnosti Sdk1 se u buduénosti
moze iskoristiti za lijeCenje generaliziranog parodontitisa, iako je za opravdanost ovog

pristupa potrebno provesti daljnja istrazivanja o ulozi Sdkl u patogenezi ove bolesti.
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9. SUMMARY



Diplomathesistitle: The expression of proteoglycan syndecan-1 in tissues of patients with

advanced periodontitis stages 3 and 4

Objectives: The aim of this study was to examine if the cell surface HSPG syndecan 1 (Sdcl)
could be considered as a putative regulator of inflammatory response in advanced generalized

periodontitis by analysis of Sdk1 expression patterns in healthy and diseased gingiva.

Material and Methods: For this study, the samples of gingiva from healthy participants
(controls; n = 20) and participants with advanced generalized periodontitis (test group; n =
20) were obtained and processed for immunohistochemistry. Proper orientation and
preservation of gingival tissue sections were confirmed by H/E staining. Primary antibodies
against Sdkl and CD45 (general inflammatory cell marker) were applied for
immunofluorescence staining. Quantification of histomophometric parameters and
immunofluorescence staining was performed on high-resolution panoramic images of
histological sections of gingival tissue using AdobePhotoshop” CC and ImagelJ software. For
the statistical analysis of data, Microsof Office Excel® 2016 (Microsoft Corp, Redmond, WA,
USA) and GraphPad v8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) were used.

Results: The expression of Sdk1 in samples of gingiva from healthy participants and those
with advanced generalized periodontitis displayed statistically significant difference. The
expression of Sdk1 was positively correlated with the presence of inflammatory infiltrate in
subepitehlial stroma of gingiva from participants with advanced generalized periodontitis.
Furthermore, the expression of Sdk1 was positively correlated with structural tissue changes
related to perturbations of celularity in gingiva from participants with advanced generalized

periodontitis.

Conclusion: Sdk1 might act as a compensatory factor for regulation of inflammatory
response in advanced generalized periodontitis. With regard to previously described
regulatory roles of Sdkl in many aspects of inflammatory response, modulation of Sdkl
activity could be utilized in the future as an alternative approach for treatment of generalized
periodontitis. However, further studies are still needed in order to disclose the precise

involvement of Sdk1 in pathogenesis of generalized periodontitis.
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