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Parodontne bolesti

Upalne parodontne bolesti jedne su od
naj ged¢ih bolesti ljudskog organizma, a na-
staju kao imunoloski odgovor organizma
na mikroorganizme biofilma na povrini
zuba i njihove produkete (1, 2). Variraju od
relativno benignih oblika bolesti potpor-
nog zubnog tkiva pod nazivom gingivitis,
pa sve do agresivnog i kroni¢nog parodon-
tiisa koji ne samo da mogu uzrokovati
gubitak zubi, ve¢ predstavljaju prijetnju
cjelokupnom zdravlju organizma (3). Po-
stavljanje dijagnoze i utvrdivanje opsega
bolesti temelji se na klinitkom pregledu
pacijenta i analizi rendgenskih snimaka,
Mjerenje parodontoloskih parametara i
indeksa kao $to su dubina sondiranja, re-
cesija gingive, krvarenje pri sondiranju i
prisutnost zubnog plaka sastavni su dio

parodontologkog pregleda pacijenta (4).

LAA
l

ldenﬁﬁcir;ni proteini
PROTEIN A
PROTEIN B
PROTEIN C
PROTEIN D

Slika 1. Osnovni koraci obrade uzoraka za masenu spektrometri-
Ju. Priprema uzorka, separacijo proteina, tripticka digestija, raz-
‘11’1001Uc peptida i analiza podataka. Preuzeto iz (9).
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Upotreba novih analitickih tehnologija u
istraZivanjima parodontnih bolesti mogla
bi dovesti do pronalaska biomarkera i tako
omogucéiti otkrivanje osoba s rizikom od
razvoja parodontnih bolesti, rano postav-
ljanje dijagnoze te razlikovanje bolesnoga

odnosno zdravoga parodonta (5).

Proteomika

Proteini su slozene makromolekule
koje obavljaju niz vaznih uloga u orga-
nizmu. Sudjeluju u strukturnoj izgradnyji,
metabolickim procesima i prijenosu si-
gnala. Naziv protein dolazi od grcke rijeci
proteios §to znadi primaran, najvazniji (6).
Svi proteini koji se eksprimiraju u organiz-
mu, ukljuéujudi i njihove izmjene tijekom
vremena te u razli¢itim okolnostima kroz
koje stanica odnosno organizam prolazi,
¢ine proteom (7). Proteomika proucava
cjelokupni set proteina nekog
organizma, opisuje njihovu
zastupljenost, posttranslacij—
ske modifikacije odredenog
proteina, distribuciju, funkciju
i interakciju s ostalim makro-

molekulama (8).

Proteomska  istraZivanja
provode se pomocu razli¢itih
tehnologkih i metodoloskih
pristupa, medutim, ne posto-
ji nijedna tehnologija koja bi
bila prikladna za jedinstvenu
primjenu. JTako se pristup u
pripremi i analizi uzoraka ra-
zlikuje od istraZivanja do istra-
Zivanja svima im je zajednicki
niz Roraka koji bi se mogli
podijeliti u tri glavne cjeli-
ne: priprema uzorka, analiza
uzorka u masenom spektro-
metru i obrada podataka (9).
Prvi korak pripreme uzorka je

frakcioniranje, ¢j. rastavljanje

uzorka na sastavne dijelove. Zatim slijedi
separacija proteina, najcesce dvodimenzi-
onalnom poliakrilamidnom gel elektrofo-
rezom, Tim postupkom temeljem razlika
u molekularnoj masi i izoelektri¢noj tocki
pojedinih proteina dolazi do njihovog raz-
dvajanja u uzorku. Prije unoSenja uzorka
u maseni spektrometar proteini se trip-
titkom digestijom rastavljaju na peptide.
Peptidi ulaze u maseni spektrometar gdje
slijedi njihova derekcija, identifikacija i
kvantifikacija. Ra¢unalo spojeno na mase-
ni spektrometar vrsi identifikaciju protei-

na pomocu razli¢itih programa za obradu

podataka (Slika 1) (10,11).

Proteomska istraZivanja parodon-

tnih bolesti

Tijekom posljednja dva desetljeca u
stomatologiji su provedena brojna pro-
teomska istraZivanja u svrhu detaljnijeg
razumijevanja fizioloskih i patofizioloskih
procesa u usnoj Supljini, Analizirani su
proteomi stanica, primjerice fibroblasta i
cementoblasta, kao i pojedinih mikroorga-
nizama te njihovih interakcija u subgingiv-
nom biofilmu (12,13). Takoder su istrazi-
vane bolesti zuba i usne $upljine kao §to su
karijes, Sjogrenov sindrom, oralni karcino-

mi te parodontne bolesti (14,15,16).

Kod parodontnih bolesti analizirane su
proteinske ekspresije ptije i poslije terapije
kroni¢nog parodontitisa te proteomi paci-
jenata u fazi odrzavanja (17,18). Takoder
su usporedivani proteomi zdravih pojedi-
naca s osobama oboljelim od agresivnog
parodontitisa (19). Posebno su zanimljiva
istraZivanja proteina u eksperimentalno
izazvanom gingivitisu, Grant i sur, uspore-
divali su uzorke sulkusne tekuéine tijekom
razvoja i smirivanja gingivitisa u Zelji da se
identificiraju novi proteini i upalni mar-
keri parodontnih bolesti. U navedenom
istrazivanju eksperimentalno izazvanog
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gingivitisa identificirano je 186 ljudskih i

16 bakrerijskih proteina, no autori se nisu

odluéili istaknuti imena potencijalnih bio-

markera, ved su zakljuéili da su potrebna

daljnja istrazivanja u tom podruéju s vedim

brojem pacijenata, odnosno uzoraka (16).
U istraZivanjima parodontnih bolesti

pretezito su analizirani uzorci sulkusne

tekudine i sline, medutim, postoje i drugi

bioloski uzorci koji se mogu upotrijebi-

ti kao 3to su krv, biopsijski uzordi tkiva i

mikroorganizmi (Slika 2) (5). Neinvazivni

postupci uzorkovanja sulkusne tekuéine i

sline ¢ine ih pogodnim materijalima za

istrazivanja. Sulkusna tekuéina oslikava

sastav krvnog seruma, a sadr#i i kompo-

nente parodontnog tkiva i mikroorganiza-

ma dzZepa (20). Stabilna je i visoko speci-

ficna za mjesto prikupljanja zbog Cega se

unutar istog pacijenta oboljelog od paro-

dontne bolesti moze uzeti

uzorak sa zdravog i bolesnog

mjesta i time iskljuciti pro-

blem biologke varijabilnosti.

Nadalje, puliranjem, odno-

sno spajanjem viSe uzoraka

istog stanja u jedan, poveca-

va se vjerojatnost pronalaska

proteina prisutnih u malim

koncentracijama (21). Sve

navedeno ¢ini sulkusnu re-

kuéinu izvrsnim uzorkom za

proteomska istraZivanja.

Slina je takoder uzorak
koji se tehni¢ki jednostav-
no prikuplja, medutim 90%
proteinskog sastava sline &ine
proteini Zlijezda slinovnica pa
ona nije specifiéna za mjesto
prikupljanja, Uz to, dio proteoma sline
Cine proteaze koje uniStavaju druge prote-
ine i tako smanjuju moguénost otkrivanja
potencijalnih biomarkera. Jo§ jedan nedo-
statak salivarnih uzoraka je promjenjivost
sastava i koncentracije salivarnog proteo-
ma tijekom dana te ovisno o dobi i opéem
zdravlju pacijenta (22, 23).

Uzorci parodontnog tkiva su poput
sulkusne tekucine specifiéni za mjesto
uzorkovanja te nadilaze biolosku vari-
jabilnost, Medutim, uzorkovanje paro-

dontnog tkiva invazivan je postupak, a
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metode obrade i pripreme uzorka za pro-
teomske analize vrlo su kompleksne (24),

Najceséi proteini proteomskih istrai-
vanja parodontnih bolesti

Broj identificiranih proteina u pro-
teomskim istraZivanjima parodontnih
bolesti raste iz dana u dan te je sve vige
onih ¢ija ekspresija izaziva posebnu pa-
znju. Medu novootkrivenim proteinima
pojedini pokazuju zanimljivo ponasanje
te se istiu kao potencijalni biomarkeri

parodontnih bolesti.

Vrlo zanimljiv protein ¢ije se ime sve
viSe namede je Azurocidin, Nalazi se u
citoplazmi neurrofila, pokazuje antimi-
krobnu aktivnost protiv gram negativnih
bakeerija, sudjeluje u aktivaciji imunolo§-
kog odgovora i povecava propusnost en-

dotela pospjesujuéi nastanak edema (25).

mikroorganizmi

Slika 2. Biolo:hi wzorci dostupni za proteomsha istrazivanja parodon
tnib bolesti. Prouzeto iz (24).

On pokazuje pojadanu ekspresiju u paro-

dontitisu te ga neki istrazivaéi smatraju

mogucim markerom za ranu derekciju |

bolesti (26).

Iimunoglobulini su prepoznari kao
jedna od najistaknutijih obitelji prote-
ina u parodontitisu (27). Stvaraju ih
nakdn

iz B-limfocita, a buduéi da im je zadaca

plazma-stanice transformacije

prepoznavanje i neutraliziranje stranih
antigena, imaju vaznu ulogu u lokalnom

obrambenom odgovoru (28).

Jo§ jedna zanimljiva obitelj proteina su

S-100 proteini. Buduéi da S-100 proteini
poti¢u kemotaksiju i adheziju neutrofi-
la, odnosno sudjeluju u akutnoj upalnoj
reakciji, ne zatuduje $to su est nalaz u
gingivitisu 1 parodontitisu (29).

Osim izdvojenih proteina koji su za-
stupljeniji u parodontnoj bolesti, identi-
ficirane su vrste proteina koje pokazuju
jacu ekspresiju u uzorcima zdravih paci-
jenata, primjerice proteini 14-3-3 i anek-
sini. Dok su proteini 14-3-3 va#na karika
u opcim i specijaliziranim signalnim pu-
tevima, aneksini sudjeluju u upalnom i
imunoloskom odgovoru organizma. Pret-
postavlja se da bi njihova smanjena razina
mogla biti povezana s nastankom bolesti

(26,27, 30).

Navedeno je svega nekoliko najzani-
skih istraZivanja parodontnih bolesti, no
valja ogekivari da ¢e u budué-
nosti razvoj tehnologije ina-
predak u pripremi uzoraka
dovesti do novih, mozda &k

i zanimljivijih proteina.

Zaklju¢ak
Proteomske analize
omogucuju iscrpan prikaz
ekspresije proteina u razli-
¢itim  bioloskim  uzorcima
te oznacuju napredniji pri-
Stup u istrazivanjima pro-
teoma. IstraZivanja prote-
oma novom i naprednijom
tehnologijom zasigurno su
pridonijela otkrivanju novih
spoznaja u patogenezi paro-
donenih bolesti, no nagalost i
dalje se éeka otkrivanje i imenovanie bio-
markera parodontnoga zdravlja odnosno

bolesti.
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