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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CAL — Kkliniczna utrata przyczepgdznotkankowego

CBCT - (ang. Cone Beam Computed Tomography) tonfiagi@mputerowa z vaizka

promieniowania w ksztatcie stka; tomografia wolumetryczna
ELISA — (ang. Enzyme-linked immunosorbent assagt immunoenzymatyczny
EPS - (ang. extracellular polymeric substance) zgwkomorkowa substancja polimerowa
Gl — wskanik dzigstowy
HBD — defensyna beta
HNP — defensyna alfa
IFN-y — interferon gamma
IL-1pB — interleukina 1-beta
LPS — lipopolisacharyd
P — liczba zbow z aktywmn choroly prochnicovwy
PD lub PPD — glhokas¢ kieszonek przygnych
PL.1 — wska&nik ptytki nazbnej

PUW - liczba, ktora jest sumzebOw z prochnig pierwotry lub wtorrg (P), zbow

usungtych z powodu préchnicy (U) oraztmow, w ktérych stwierdza siwypetnienia (W)
PUWP — liczba PUW, odnosza s¢ do odpowiednich powierzchni
TNF-a — czynnik martwicy nowotworow alfa
U — liczba zbow usungtych z powodu préchnicy
W — liczba zbow wypetnionych

WHO —Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. WSTEP

1.1. Préchnica gbow

Wsréd gatunkédw mikroflory jamy ustnej cztowieka opigah zostato 770 bakterii
[HOMD, 2018], u kadej osoby w jamie ustnej wygiuje okoto 200-300 gatunkow. Okoto
57% tych mikroorganizméw jest hodowlanych i posiadawy gatunkowe, 13% nie posiada
nazwy, ale mgna je hodowéd a 30% jest niehodowlane i nie posiada nazwy [\ermwsp.,
2018]. Sekwencjonowanie 16S rRNA wykazale, 96% wszystkich bakterii jamy ustnej
nalezy do 11 rodzajow i jednej rodziny, sklasyfikowanyehpieciu gromadach: Firmicutes
(rodzaje Sreptococcus, Granulicatella, rodzina Veillonellaceae), Proteobacteria (rodzaje
Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (rodzaj€orynebacterium, Rothia, Actinomyces),
Bacteroidetes (rodzajerevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas) i Fusobacteria (rodzaj
Fusobacterium) [Zaura i wsp., 2009]. Dewhirst i wsp. opisali @tkbwo szost istotry
gromaa@ Spirochaetes z rodzajefmeponema [Dewhirst i wsp., 2010]. Bakterie kolonizuj
rézne obszary jamy ustnej, m.in.cl®, szczeliny dzstowe, gzyk, btore $luzowg
policzkéw i podniebienia. W przypadku dysbiozy, I€zzaburzér mikroflory jamy ustnej
niektore bakterie staj sie czynnikiem etiologicznym choréb, takich jak préoa)
choroby dziset i przyzbia [Paster i wsp., 2006; He i Shi, 2009].

Préchnica egbdw jest przewlelt choroly bakteryjs, w ktérej dochodzi do
demineralizacji oraz rozpadu proteolitycznego tkaneardych zba [Faustova i wsp.,
2018]. Istotm role w rozwoju prochnicy posiada biofilm ptytki ngmej. Biofilm jest ztaong
struktug mikroorganizméw oraz produkowanych przez nie sgt organicznych
i nieorganicznych. W plytce nelanej wystpuja takze sktadnikisliny, ztuszczone komorki
nabtonka i leukocyty oraz macierzdaca zewntrzkomérkovg substang polimerowg (EPS,
ang. extracellular polymeric substance). EPS jéssranin polisacharydéw, biatek, kwasow
nukleinowych, lipidow i innych zwizkdéw. EPS jest trojwymiarogv struktug taczacs
komorki mikroorganizmow i zapewnigga stabilng¢ biofilmu. EPS chroni rownie obecne
w niej bakterie i czasami grzyby przed czynnikangwgetrznymi, takimi jak stres
srodowiskowy, odwodnienie, substancje przeciwbakteryw tym antybiotyki [Vu i wsp.,
2009; Fleming i Wingender, 2010]. Produkcja EP&zam.in. od obecr&i dostarczanych



z paywieniem wglowodanéw, gtébwnie sacharozy. Bogate energetyczwigzanie
glikozydowe mgdzy ugrupowaniami glukozy i fruktozy w sacharoziestircza energii
potrzebnej do syntezy EPS. Homopolisacharydy glykamzywane g glukanami
I wytwarzane 8 przez glukozylotransferazy, g&omopolisacharydy fruktozy nazywang s
fruktanami i wytwarzaneasprzez fruktozylotransferazy. W produkcji glukanéiorg udziat
bakterie z rodzajuSreptococcus i Lactobacillus, za w produkcji fruktandw bakterie
Sreptococcus i Actinomyces [Monsan i wsp., 2001; Rozen i wsp., 2001; Barpenti
Rodrigues, 2011].

Tworzenie piytki nagbnej jest procesem wieloetapowym i bardzo dynanyiczn
Proces ten rozpoczynacesijuz po kilku sekunddt od czasu oczyszczeniachbw.
W pierwszym etapiegb zostaje pokryty tzw. btonknabyt utworzory przez czsteczkisliny,

w tym glikoproteiny, biatka bogate w proinmucyny i kwas sjalowy. Btonka nabyta chroni
z¢by przed czynnikami magymi wywotat erozg szkliwa, a jednoczaie umaliwia adhezg
bakterii do zbow. W cigu pierwszych 4 godzin ngpuje zasiedlanie btonki przez
pojedyncze ziarniaki Gramedatnie, ktoére nammajac sk tworzg mikrokolonie.
W p&niejszym okresie bakterie, gtowni&reptococcus sanguis, S oralis, S mitis,
S gordonii, S mutans i Actinomyces viscosus produkug sktadniki macierzy, co prowadzi
do powstania biofilmu [Pasich i wsp., 2013; Kaleg&as i wsp., 2014]. Na etapach
poczitkowych najwaniejsz role w ptytce nagbnej odgrywaj bakterie Gram-dodatnie,
gtéwnie z rodzajowSreptococcus, Gemella i Granulicatella. Z czasem wzrasta liczba
pateczek Gram-dodatnich z rodzajédetinomyces i Corynebacterium. Wraz z rozwojem
biofilmu, w plytce nagbnej dochodzi do zmian biochemicznych i pojawiajc bakterie
beztlenowe, gtdwnie Gram-ujemne z rodzajemevotella, Porphyromonas, Capnocytophaga

I Fusobacterium [Aas i wsp., 2005; Hojo i wsp., 2009; Huang i wsp011; Chatas i wsp.,
2015].

Zgodnie z ekologicznhipotez ptytki nazbnej, na rozwoj préchnicy majwptyw
interakcje pomidzy bakteriami biofiimu (Rycina 1) [Marsh, 2016].owstanie zmiany
préchnicowej uwarunkowane jest wspotistnieniem rmexte podstawowych czynnikdw
(Rycina 2):

* wystepowaniem bakterii préchnicotwaorczych,
» podasg okreslonych weglowodanow (gtéwnie sacharozy, glukozy, fruktozy),

» podatndcig tkanek zbow na dziatanie kwasow,



» odpowiednio diugim czasem dziatania w/w czynnikd@rgdshaw i Lynch, 2013;
Marsh, 2016].

Zwiekszona Obojgtne S. sanguinis,
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Rycina 1. Ekologiczna hipoteza ptytki nelanej (na podstawie [Marsh, 2016]).
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TWORCZE
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Rycina 2. Schemat podstawowych czynnikow etiologicznych pnicy

(na podstawie [Fejerskov i Manji, 1990; Selwitzsmw, 2007]).



Poza wyej wymienionymi czynnikami, wptyw na rozwéj proclgimap réwniez:
dieta (obecn& biatek, cukréw, fluoru, jonéw wapniowych i fosfax@avych), skitadsliny
(m.in. zawarté¢ mucyn, biatek bogatych w prolin biatek przeciwdrobnoustrojowych),
jej przeptyw i zdolné¢ buforowa, dziatanie substancji przeciwbakteryjnyatake higiena
jamy ustnej, status socjoekonomiczny, edukacjane ifMoynihan i Petersen, 2004; Selwitz
i wsp., 2007].

Préchnica gow ma podtee wieloczynnikowe i uwzana jest za chorgb
cywilizacyjmg. Jest ona jednz najczstszych chordb wieku dzieciego [Wojcicka i wsp.,
2012]. W wieku przedszkolnym odsetek dzieci z prich wynosi do 85%, Zau dzieci
miedzy 6 a 7 rokientycia prawie 100% [Pawka i wsp., 2010]. W badaniaatierenie Polski
wykazano, ze prochnica dotyka 37,7% 3-latkbw, w grupie dzideietnich czstos¢
wystepowania prochnicy wynosi od 64,6 do 87,6%, natomia&dd dzieci 12-letnich
choroba ta wyspuje & u 98,08% z nich [Milewska i tuczaj-Cepowicz, 200daminska
i wsp., 2016]. Préchnica jest rownipowszecha choroly u osob dorostych i stanowi u nich
najczstsz przyczyre utraty zbow [Hyde i wsp., 2017]. Istgtprocesu prochnicowego
jest miejscowa demineralizacja szkliwa,edjca wynikiem degradacji krysztatdw
hydroksyapatytu. Proces ten rgstie w biofilmie ptytki nazbnej, w ktérym dochodzi do
miejscowego zakwaszendieodowiska zba. Wpltyw na ten proces maj.in. liczba i gatunki
bakterii, szybké¢ uwalniania, lepk&t i zdolnags¢ buforowasliny, obecnaé¢ fluoru w szkliwie
i plytce nazbnej, rodzaj diety i cmtotliwos¢ spazywania cukréw [Featherstone, 2008;
Velsko i wsp., 2017]. Obgenie pH plytki nagbnej poniej 5,5 powoduje rozpuszczanie
fosforanbw wapnia zawartych w hydroksyapatycie iowadzi do utraty substancji
mineralnych zbow. Miejscowe dziatanie kwasow w odpowiednio dingizasie prowadzi do
demineralizacji powierzchni¢ba i rozwoju prochnicy a tak do powikia takich jak
zak&enie miazgi gba, czy zapalenie przgtzia [Featherstone, 2004; Selwitz i wsp., 2007;
Struzycka, 2014].

Uwaza sk, ze bakteriami odgrywagymi najwaniejsz role w powstawaniu
prochnicy § paciorkowceSreptococcus mutans [Clarke, 1924; Loesche, 1996]. Obecnie
wiadomo, ze wplyw na rozwdj tej choroby mgjtakze inne paciorkowce m.inS. mitis,

S sanguis i S intermedius [Sansone i wsp., 1993; van Ruyven i wsp., 2006}i€8dzono
rowniez, ze U pacjentow z obecfma S mutans, gatunki z rodzaju Atopobium,
Propionibacterium i Lactobacillus mogy by¢ obecne w istotnie wkszej liczebnéci niz

S mutans [Becker i wsp., 2002; Aas i wsp., 2008]. XNa role w rozwoju préchnicy
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mog odgrywa& tez gatunki z rodzaju\eillonella, Bifidobacterium, Propionibacterium

i Actinomyces [Aas i wsp., 2008; Stiycka, 2014]. Natomiast, w oflsie prochnicy
z¢binowej wzrasta liczba bakterii wzginie i bezwzgjdnie beztlenowych, natecych
do rodzajow: Actinomyces, Bifidobacterium, Prevotella, Eubacterium, Lactobacillus,
Parvimonas i Rothia [Marsch i Martin, 2009; Takahashi i Nyvad, 2016y ubytkach
préchnicowych wykazano rowrieobecné¢ Enterococcus faecalis oraz bakterii z rodzaju
Scardovia [Thomas i wsp., 2012; Wade, 2013]. W badaniacheidérnych z zastosowaniem
analizy 16S rRNA wykazana,e dominujcymi mikroorganizmami w gbokiej prochnicy
sa S mutans i bakterie z rodzajuLactobacillus, Prevotella, Selenomonas, Dialister,
Fusobacterium, Bifidobacterium i Pseudoramibacter [Munson i wsp., 2004; Chhour i wsp.,
2005].

Pomimo obecnej wiedzy dotygzj bakterii prochnicotwdrczych za modelowy
patogen wywotujcy prochnie¢ nadal uwaza sk Sreptococcus mutans. W pocatkowej
demineralizacji szkliwa oproc2 mutans biorg udziat m.in.S. sanguis i S sobrinus), ktérych
wirulencja zwjzana jest z trzema wdawosciami:

* metabolizowaniem cukréw z pgwienia do nierozpuszczalnych polisacharydow,
ktdre mag wptyw na kolonizagj powierzchni zbow,
e produkcp duzych ilosci kwaséw organicznych (gtéwnie kwasu mlekowego)

z weglowodanow (kwasogengé),

» tolerancy na r@ne czynnikisrodowiskowe, szczegolnie niskie pH (kwasoludno

[Matsui i Cvitkovitch, 2010; Kargiski i Szkaradkiewicz, 2013].

Demineralizacja szkliwa ¢bow jest procesem chemicznym. Rozpuszczanie
hydroksyapatytu maa przedstawiw postaci wzoru:

Cayo(PQy)s(OH), + 10 H — 10 Ca + 6 H(PQ)* + 2 HO

Demineralizacja szkliwa powodowana jest przez veyhane przez bakterie kwasy
(mlekowy i octowy), ktore rozpuszcaahydroksyapatyty szkliwa. Wapi fosforany na
powierzchni szkliwa oraz w biofilmie ptytki prowaglzlo buforowania i rozwoju zmiany
podpowierzchniowej szkliwa, obserwowanej jako biplama. Kontynuacja tego procesu
prowadzi do zniszczenia powierzchni szkliwa i p@msh ubytku [Manton i wsp., 2013].

Na podstawie obrazu klinicznego préchnicy, zaawamasia zmian lub ich
lokalizacji wyr@nia sk rézne podziaty préchnicy (Rycina 3). Z klinicznego gtinwidzenia
istotny jest podziat zmian prochnicowych na aktywneaktywne, od ktérego zéaig sposob

leczenia. Zmiag prochnicow uznaje si za aktywm w przypadku stwierdzenia utraty
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przeziernéci i potysku szkliwa z jego biatym lubzoitym przebarwieniem. Podczas
sondowania zmiany najeiej stwierdza si obecndé¢ ptytki bakteryjnej na jej powierzchni,
a sama zmiana jest chropowata. Zmiana nieaktywaaakteryzuje si bialg lub brzows

plamg o twardej, gtadkiej i btyszgzej powierzchni [Sktadnik i wsp., 2005].

4 N

PODZIAL
PROCHNICY

< J

/ Ze wzglkdu na \ ée wzglkdu na obr% / Ze wzglkdu na \

przebieg: kliniczny: zaawansowanie
zmiany
1. Ostra 1. Wtérna prochnicowej:
2. Przewlekta 2. Nietypowa
3. Zatrzymana 3. Ukryta 1. Pocztkowa
4. Kwitngca 2. Powierzchowna
g- Okrezna 3. Srednia

b S e SRR

Rycina 3.Podziat préchnicy (na podstawie [Kettler, 1994cKmarek, 2004;
Fejerskov i Kidd, 2006]).

W praktyce stomatologicznej wyndia st rézne podziaty oraz postacie préchnicy,
biorgc pod uwag przebieg, obraz kliniczny i zaawansowanie zmiayciifa 3) [Kettler, 1994;
Kaczmarek, 2004; Fejerskov i Kidd, 2006].

Podziat ze wzgldu na przebieg:
e prochnica ostra - najegciej u oséb mtodych, u ktoérych szerokie kanalikbiny
utatwiajg szybki rozwoj choroby;

» préchnica przewlekta - gtdwnie u 0s6b dorostyctarszych, ma wolny przebieg;
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prochnica zatrzymana 1o zmiana, ktorej rozwoj zostat zatrzymany qHzi

np. intensywnym zabiegom higienicznygbsw.

Podziat ze wzgldu na obraz kliniczny:

proéchnica wtorna - rozwija @i w zebach przy wypetnieniu, ktore ulegto
rozszczelnieniu;

prochnica nietypowa - wygtuje w zbach martwych, mae st pojawic w zebach
leczonych kanatowo;

prochnica ukryta - rozwija sipod szkliwem i mena g wykry¢ tylko na zdgciu
radiologicznym;

préchnica kwitgca - rozwija st nagle i dotyka na raz wieletzdw, czsto pojawia
sie U 0sOb spoywajacych duzej ilosci stodyczy i stodkich napojow;

prochnica okgzna - rozwija sj przy szyjkowej cgsci zeba lub w ob¢bie korzenia,
préchnica butelkowa - wygbtuje u matych dzieci i atakujelay przednie;

prochnica korzenia - rozwija ¢sigtdwnie u o0sob, ktére w wyniku choréb rpaj

odstonete szyjki zbow, pierwszej kolejnixi atakuje cement korzeniowy.

Podziat ze wzgldu na stadium rozwoju:

prochnica pocstkowa - pocztkowe, odwracalne stadium choroby, w ktérym nie
nasgpito jeszcze uszkodzenie szkliwa;

prochnica powierzchniowa - dochodzi do nieodwraegtnuszkodzenia szkliwa;
préchnicasrednia - uszkodzenia dochaddo zbiny;

prochnica giboka - ubytek siga miazgi zbowej, mae doprowadzi do obumarcia

Z¢ba i stanu zapalnego przyma.

Podziat ze wzgidu na zaawansowanie zmian:

D1 - zmiana w szkliwie, ale bez ubytku;
D2 - zmiana w szkliwie, z minimalnym ubytkiem;
D3 - zmiana sigajgca zbiny;

D4 - zmiana sigajgca miazgi.

12



Zgodnie z wytycznymiSwiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) préchnicat@w
oceniana jest na podstawie liczby PUW, ktora jestaszebow z prochnig pierwotry lub
wtorng (P), Zbow usungtych z powodu préchnicy (U) orazlmw, w ktorych stwierdza si
obecnd¢ jednego lub wicej wypemidg, ale bez prochnicy wtdrnej. Liczba PUW iao
odnost sie do zbow lub do poszczegdélinych ich powierzchni (PUWP)o®eénie aktywnéri
préchnicy naley uwzgkdniac réwniez wskanik dzigstowy (Gl) i ptytki nazbnej (PLI)
[WHO, 2013].

1.2. Przewlekie zapalenie prjma

Przewlekte zapalenie przgtma (chronic periodontitis) jest chorplbkanek dzista,
kosci zgbodotu, ozbnej i cementu korzeniowego. Nagéeiej przewlekte zapalenie przyza
jest poprzedzone zapaleniem gt i zwgzane z brakiem higieny jamy ustnej pacjenta.
Zapalenie przygia prowadzi z czasem do utraty tkanek pebya (utraty przyczepu
tagcznotkankowego i zaniku koi wyrostka zbodotowego) i ostatecznie do wypadangaG@wv
[Szkaradkiewicz i Karpiski, 2013]. Do najwaniejszych czynnikdw ryzyka rozwoju
przewleklego zapalenia prajzda nalesa: mikroorganizmy jamy ustnej, gtownie Gram-
ujemne bakterie beztlenowe, czynniki genetyczninpa tytoniu, picie alkoholu, zakanie
HIV, niedobor witaminy C, osteoporoza, cukrzycatries [Vargas Segura i wsp., 2015].
Wedtug najnowszych danych zapalenie pebya jest chorodp wystkpujaca u ponad 10,8%
populacji, czyli 743 milionéw ludzi w wieku 15-9atl[Frencken i wsp., 2017].

Obecnie, uznaje gize choroby przygbia s znacacym czynnikiem ryzyka choréb
uktadu sercowo-naczyniowego, takich jak: chorobadokrwienna serca, chorobatnic
obwodowych, miadzyca, zawat mgsnia sercowego oraz infekcyjne zapalenie wsierdzia
[Miskiewicz i Szparecki, 2010; Carramolino-Cuéllawsp., 2014; Dietrich i wsp., 2017].
Jednoczénie, wykazano wzajemn zalenos¢ miedzy chorobami przybia a cukrzys.
Choroby przyzbia wptywap na pogorszenie kontroli glikemii, natomiag¢ kontrolowana
cukrzyca prowadzi do szybszej utraty przyczegmrrnotkankowego, zaniku ko wyrostka
z¢bodotowego i destrukcji tkanki przgtzia [Preshaw i wsp., 2012; Zhou i wsp., 2015].

Przewlekie zapalenie przyfaia jest najcgstsz postaci choréb przyzbia. Czstas¢
wystepowania i intensywni choroby zwgksza s¢ wraz z wiekiem. Przewlekie zapalenie
przyzbia maze wystpowa w postaci zlokalizowanej lub uogdlnionej. W zalesci od
stopnia zaawansowania wma je podziei na tagodne, srednio zaawansowane
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(umiarkowane) i zaawansowanecggdie). Objawami przewlekiego zapalenia praya s:
wysiek z kieszonki dzjstowej, krwawienie z daset przy szczotkowaniu, olaizi bél dzigset,
nieprzyjemny zapach z ust, utrata przyczepoznotkankowego, zanik koi wyrostka
zebodotowego, recesja dget, rozchwianie i przemieszczanie abéw [Gorska, 2015].

W zainicjowaniu periodontitis bierze udziat biaofil ptytki nazbnej, natomiast
w rozwoju choroby istotne znaczenie ma zaburzomwiedz immunologiczna gospodarza
[Costalonga i Herzberg, 2014; Chukkapalli i wsp018]. U os6b nieprzestrzegaych
higieny jamy ustnej dochodzi do szybszego namn@é s¢ bakterii i rozwoju ptytki
nazbnej naddzjstowe] a nasgpnie poddzistowej. W okresie dojrzewania ptytki rgonej
zmienia s¢ liczba i zjadliwa¢ bakterii przyzbia, ktore kolonizyj tkanki przyzbia
[Mombelli, 2003].

Socransky i Haffajee sklasyfikowali bakterie podzglgdem ich patogenroi
wzgledem przygbia w peciu giéwnych kompleksachzottym, zielonym, czerwonym,
pomaraczowym i fioletowym. Obecnie wyidia st dodatkowo szdsty kompleks - niebieski
(Rycina 4, Tabela 1).

Kompleks niebieski
Kompleks fioletowy

Gatunki z rodzaju
Veilonella parvula

Actinomyces
Actinomyces odontolyticus

Kompleks iétty
Kompleks pomaranczowy
Gatunki z rodzaju Gatunki z rodzaju
Streptococcus Campylobacter
Eubacterium nodatum
Strept sellat Kompleks czerwony
Kompleks zielony

Rycina 4.Klasyfikacja bakterii poddzstowych w kompleksach Socransky'ego
(na podstawie [Socransky i wsp., 1998a; Socranskspi, 1998b]).
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Tabela 1.Klasyfikacja i znaczenie bakterii odpowiedzialnyzhchoroby przysia

(na podstawie [Socransky i Haffajee, 2002; Limaspw 2015]).

Kompleks Bakterie Rola w chorobach przyzbia

Sreptococcus sanguis

Z0tty S. gordonii Wczesna kolonizacja
S intermedius
Niebieski Gatunki z rodzajActinomyces Woczesna kolonizacja

Capnocytophaga gingivalis
. C. ochracea o
Zielony _ Wtorna kolonizacja
C. sputigena

Campylobacter concisus

Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia

P. nigrescens
Peptostreptococcus micros Wtérna kolonizacja.
Pomaraczowy Sreptococcus constellatus Poprzedzaj kolonizacg przez
Eubacterium nodatum bakterie kompleksu czerwonego

Campylobacter showae

C. gracilis
C. rectus
. \eillonella parvula Most pomedzy kompleksem
Fioletowy _ _ _
Actinomyces odontol yticus pomaraczowym i czerwonym

Tannerella forsythia Wtérna kolonizacja.
Czerwony Porphyromonas gingivalis Gtowne patogeny zwkane

Treponema denticola z krwawieniem przy sondowaniu

Najbardziej patogenny w zapaleniu prgya jest kompleks czerwony, skiagay
si¢ z Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia i Treponema denticola. Bezpdrednio
zwigzany z kompleksem czerwonym jest kompleks ponwewy, do ktérego
nalezg: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros
i Campylobacter rectus. Pozostate kompleksy odznacgaie niskim ydz umiarkowanym
ryzykiem rozwoju zapalenia przglzia [Socransky i wsp., 1998a; 1998b]. Klinicznie
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bakterie kompleksu zielonego iz6ttego 9§ zwigzane =z ptytkimi kieszonkami
przyzbnymi (gkbokas¢ kieszonek PPD < 3 mm), a patogeny kompleksu paimaocavego
i czerwonego z zaawansowachoroly przyzbia i gkbszymi kieszonkami przgbnymi

(PPD > 4 mm) [Sbordone i Bortolaia, 2003].

Haffajee i wsp. wykazalize w przypadku ptytki nabnej naddzistowej po siedmiu
dniach od zastosowania profesjonalnego czyszczeeiww dochodzi do ponownego
powstania biofilmu, co skutkuje rozwojem kompleks@akteryjnych podobnych do tych
w biofilmie ptytki poddzastowe]. Wraz ze wzrostem #oi ptytki nazbnej zmienia si
rowniez mikrosrodowisko ptytki, sktad mikroflory i wzrasta liczbiaakterii beztlenowych.
Jednoczénie, nasipuje zaawansowane zapalenie pebya oraz recesja i paghienie

kieszeni przygbnych [Haffajee i wsp., 2008; 2009].

1.3. Defensyny

Istotne znaczenie w jamie ustnej odgrywima i jej sktadniki. Slina sktada si
z wydzieliny gruczotowslinowych, ptynu dzistowego, resztek pokarmowych, ztuszczonych
komorek nabtonka, bakterii i ich metabolitow. Gigmm sktadnikiem sliny jest woda.
Pozosta} cze$¢ stanowq sktadniki organiczne i nieorganiczne. Do skfadmikdrganicznych
nalezg biatka (immunoglobuliny, albuminy, glikoproteingnzymy), niebiatkowe substancje
azotowe (mocznik, kwas moczowy, aminokwasy, kreag) weglowodany, lipidy oraz
hormony [de Almeida Pdel i wsp., 2008; Carpent@13. Wiele substancji wygbujacych
w §linie posiada aktywnid przeciwdrobnoustrojogv Naleza do nich m.in. stateryna,
histatyny, lizozym, laktoperoksydaza i defensynyafsh i wsp., 2015].

Defensyny s krotkimi peptydami kationowymi, o matej masie gsieczkowej
(3-5 kDa) z 6-8 resztami cysteinowymi, ktére twp4 wewntrzczsteczkowe wjzania
dwusiarczkowe [Chen i wsp., 200&ytowska i wsp., 2011]. Defensyny cechusic
zdolnacig do zabijania bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujecinygrzybow oraz wirusow
[Mattar i wsp., 2016; Polesello i wsp., 2017; Kuaskiova i wsp., 2017; Park i wsp., 2018].
Niektore z nich maj tez dziatanie przeciwnowotworowe [Yoshimoto i wsp.,030 Kida-
Takaoka i wsp., 2014]. Na podstawie wpgiwania, dtugéci i budowy tacuchow
peptydowych oraz pokenia cysteiny wyrgnia st a-, B- i 0-defensyny [Karpiski i
Szkaradkiewicz, 2013; Greer i wsp., 2013]. Obecmigamy okoto 550 defensyn
[www.defensins.bii.a-star.edu.sg]. Dotychczas amsa2a-defensyn (HNP1-4, HD5-6, NP1
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i 5, kryptydyna 3 i 4, RMAD3-4), 23-defensyn (HBD1-4, SBD1-2, TAP, LAP, EBD,
BNBD1-13, PBD1-2, mBD-1) oraz &defensyn (retrocyklina 1, 2, RTD1-3) [Niegiedzka-
Rystwej i Deptuta, 2008]. U cztowieka wyptije 7 defensyn alfa (HNP1-4, HD5-6 i NP5),
oraz 11 defensyn beta (w tym napméejsze HBD1-4) [Niedwiedzka-Rystwej i Deptuta,
2008; Jarczak i wsp., 2013]. Sekwengminokwasow wybranych defensyn cztowieka

przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2.Sekwencje aminokwasowe wybranych defensyn cztaaviek
(na podstawie [Bowdish i wsp., 2006]).

a-Defensyny

HNP-1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP-2 CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP-3 DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP-4 VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRV

p-Defensyny

HBD-1 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKACCK
HBD-2 TCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP
HBD-3 GIINTLOQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

MQRLVLLLAVSLLLYQDLPVRSEFELDRICGYGTARCRKKCRSQE
YRIGRCPNTYACCLRKWDESLLNRTKP

HBD-4

1.3.1. Defensyny alfa

Defensyny alfa (Rycina 5, Tabela 3) nazywane defensynami klasycznymi.
Wystepuja powszechnie u ssakow. Do chwili obecnej opisanot@l80 o-defensyn. U
cztowieka wykazano obecfiosiedmua-defensyn, z ktorych cztery produkowane gtéwnie
w ziarnistgciach granulocytow (HPN-1, HPN-2, HPN-3 i HPN-4),pazostate trzy w
komédrkach Panetha jelita cienkiego (HD-5, HD-6 i9)[fNiedzwiedzka-Rystwej i Deptuta,
2008; Jarczak i wsp., 2013].
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Tabela 3.Charakterystyka wybranych defensyn alfa cztowigleapodstawie
[Zytowska i wsp., 2011; Jarczak i wsp., 2013; Su&apmmona i wsp., 2015;
Niedzwiedzka-Rystwej i Deptuta, 2008; Droin i wsp., 20)09

Nazwa Genijego Miejsce _ _ )
o o . Dziatanie Produkcja
defensyny umiejscowienie ekspresji
DEFA1
HNP-1 _ _
(8p23.1) Przeciwbakteryjne,
DEFA2 _ przeciwgrzybicze,
HNP-2 Neutrofile, o Konstytutywna
(8p23.1) przeciwwirusowe,
monocyty, .
DEFAS _ przeciwnowotworowse
HNP-3 makrofagi,
(8p23.1) i
komorki NK
Przeciwbakteryjne,
HNP-4 DEFA4 (8p23) przeciwgrzybicze, | Konstytutywna
przeciwwirusowe
DEFAS ) _ ) Konstytutywna;
HD-5 Komorki Przeciwbakteryjne |
(8p23.1) | indukowana w
Panetha, komork : : _
DEFA6 Przeciwbakteryjne, | zakaeniach
HD-6 nabtonka pochwy o _
(8p23.1) przeciwwirusowe bakteryjnych

Ludzkie defensyny alfa wykazyjdziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe. Defensyny HNP neutralizuj niektére enzymy
bakteryjne, takie jak toksynaaglika i dlatego mog chront gospodarza przedniertelnymi
skutkami zakzenia [Kim i wsp., 2005]. Wykazanoze defensynyo posiadaj rozna
aktywna¢ bakteriobojcz. Najsilniejsze dziatanie przeciwkd3aphylococcus aureus
wykazuje defensyna HNP-2 a najstabddNP-4. Natomiast przeciwkdscherichia coli
i Enterobacter aerogenes najsilniej dziata HNP-4, a najstabiej HPN-1 i HBNFEricksen
I wsp., 2005]. HNP-4 dziata tak przeciwkoE. coli, Enterococcus faecalis oraz grzybom
Candida albicans [Wilde i wsp., 1989]. Natomiast defensyny HNP-ZHD-5 wykazuj
wysokg aktywna¢ wobec bakterii Gram-ujemnych, podczas gdy defem$yD-6 dziata tylko
wobec Bacillus cereus [Ericksen i wsp., 2005]. Wykazange stzenie HNP-1 jest wisze
w $linie u pacjentéw z chorobami jamy ustnej, takielk jiszaj ptaski, leukoplakia i rak
ptaskonabtonkowy w przeciwistwie do zdrowych osob [Dunsche i wsp., 2001]. Wy,
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ze poziom HNP-1 do 3 wzrasta u pacjentow z przewlaktapaleniem przybia, niezalenie
od stanu zaawansowania. W postaci umiarkowanejzkiej zapalenia przybia poziomy
HNP1-3 w supernatantastiny wynosity odpowiednio 628 + 378 pg/ml i 784 A® pg/ml,
z& w grupie kontrolnej osob zdrowych 246 + 148 pgfhbfman i wsp., 2008]. Dale i wsp.
wykazali, ze poziom alfa-defensyn HNP1-3 jest odwrotnie slawany z préchnig zebow.
Autorzy zasugerowali,ze HNP13 mazna wykorzystd do oceny ryzyka prochnicy
w populacji ogodlnej [Dale i wsp., 2006]. Mechanizdriatania przeciwbakteryjnego
a-defensyn wyjénit De Leeuw i wsp., ktérzy udowodnilize biatka te wizg sie z
prekursorem syntezyciany komorkowej, lipidem I, przez co negtije zahamowanie
syntezysciany komérkowej patogenow. Prawdopodobnie, dlategtefensyny s bardziej

skuteczne wobec bakterii Gram-dodatnichdefensyny [De Leeuw i wsp., 2010].

Rycina 5. Dimer defensyny HNP-1. Model wykonany przyyaiu oprogramowania
SWISS-MODEL [https://swissmodel.expasy.org/], nadstawie sekwencji
aminokwasowej uzyskanej z bazy UniProt [https://wwwprot.org/].

Niektore defensynyn posiadaj aktywna¢é przeciwwirusowy poprzez interakej
z receptorami powierzchniowymi komorki. Defensyn\NP prowadz do zahamowania
replikacji lub transkrypcji wirusa [Chang i wspQ@5; Klotman i Chang, 2006]. HNP i HD-5
mog hamowa& rozwoj wirusa grypy i wirusa brodawczaka ludzkie@ldPV) [Klotman

i Chang, 2006; Wu i wsp., 2003]. HNP1 wykazuje tiziatanie przeciwwirusowe wobec
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HSV-1, HSV-2 (herpes simplex virus-1 i 2), VSV (i@8ar stomatitis virus) oraz wirusa
grypy i CMV (cytomegalovirusa) [Daher i wsp., 1986]

1.3.2. Defensyny beta

U ludzi pierwsz B-defensyr, a mianowicie HBD-1 (Rycina 6, Tabela 4) odkryto
w 1995 roku [Bensch i wsp., 1995]. Wgstije ona w komorkach nabtonkowych tchawicy,
oskrzeli, drég oddechowych, przyusznic, biailyzowej policzkow, ¢zyka i dziset take
w jelicie cienkim, trzustce, nerkach, prostacaglrach, pochwie, macicy, jajowodachzysku
i grasicy Eytowska i wsp., 2011]. Poréwnanie miejsca syntegfedsyn alfa i beta w jamie
ustnej czlowieka przedstawiono na Rycinie 7. Obeamnanych jest ok. 19p-defensyn,
w tym 48 wysgpujacych u cztowieka.p-defensyny posiadajsz&c¢ reszt cysteinowych,
natomiast w HBD1-4 cztowieka stwierdzono wysokawartd¢ reszt lizyny i argininy
[Pazgier i wsp., 2006].

B-defensyny wykazygj rézne spektrum dziatania, najgziej jednak g aktywne
wobec bakterii i dredzakéw. HBD-2 i HBD-3 § szczegolnie aktywne wobec patogenow
tlenowych, podczas gdy tylko 21,4% do 50% baktééiztlenowych jest wediwych
na dziatanie tych biatek [Joly i wsp., 2004]. Badawykazaty,ze tylko trzy B-defensyny
HBD-1, HBD-2 i HBD-3 ulegaj ekspresji w jamie ustnej, gtdwnie w nabtonku adet,
jezyka i podniebienia [Dale i Krisanaprakornkit, 2D0HBD-1 ulega cigtej ekspres;ji
i odgrywa roé w regulacji normalnej flory jamy ustnej, podczadygHBD-2 i -3 g
indukowane w odpowiedzi na mediatory prozapaln&fiaukire IL-1p, czynnik martwicy
nowotworéw TNFe, interferon IFNy) oraz lipopolisacharydy bakteryjne (LPS) patogendéw
przyzbia (Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis) [Krisanaprakornkit i wsp.,
1998; Dale i Krisanaprakornkit, 2001]. Jedndeee, indukowany przez stan zapalny HBD-2
odgrywa ro¢ w ochronie przeciw zakaniu Candida albicans [Abiko i wsp., 2002].

HBD-1 okrdlany jest jako supresor nowotworow, prowadzi do istep dla raka
utraty ekspresji lub jej zmniejszenia. Spadek eksgpr mMRNA HBD-1 wykazano
w zmianach przednowotworowych i raku jamy ustnegzow liniach komorkowych raka
ptaskonabtonkowego jamy ustnej w poréwnaniu do rabnych komorek nabtonka [Roéhrl
i wsp., 2010; Funderburg i wsp., 2007]. Natomiast, przypadku HBD-2 i HBD-3
stwierdzono niejednoznaczne wyniki. W niektorychdd@ach wykazano zwekszory

ekspresj HBD-2 w raku przetyku [Shi i wsp., 2014] i HBD-3 mowotworach gtowy i szyi
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[Kesting i wsp., 2009; Shuyi i wsp., 2011],$z&v innych stwierdzono spadek ekspres;i

HBD-1 i HBD-2 na liniach komorkowych nowotworéw jgmustnej [Joly i wsp., 2009]

oraz HBD-1 w tkankach uzyskanych od pacjentow Zzerak ptaskonabtonkowym jamy

ustnej [Wenghoefer i wsp., 2008].

Tabela 4.Charakterystyka wybranych defensyn beta cztow{akapodstawieZytowska
2011; Jarczak 2013; Suarez-Carmona 2015; Westlzka-Rystwej 2008; Droin 2009]).

Nazwa Genijego o B _ _ _
o ~ | Miejsce ekspresiji Dziatanie Produkcja
defensyny| umiejscowienie
Komorki
nabtonkowe ptluc,
DEFB1 drég moczowych, _ .
HBD-1 . Przeciwbakteryjne Konstytutywna
(8p23.1) tozysko, nerki,
trzustka, tchawica
prostata
Komorki
nabtonkowe skory _ .
DEFB4A o Przeciwbakteryjne,
HBD-2 ptuc, jelit, drog _
(8p23.1) przeciwnowotworows
moczowo-
ptciowych
__ Indukowana
Komorki
przez
nabtonkowe nosa ) )
_ ) mikroorganizmy
DEFB103 migdatkow, ) _ _
HBD-3 ) . Przeciwbakteryjne lub cytokiny
(8p23.1) trzustki, oskrzeli,
. o prozapalne
slina, wydzielina
pochwowa
dra,zotadek,
DEFB104 = ' ! _ .
HBD-4 macica, ptuca, Przeciwbakteryjne
(8p23.1) i
nerki
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Rycina 6. Defensyna HBD-1. Model wykonany przyyeciu oprogramowania
SWISS-MODEL [https://swissmodel.expasy.org/], ndgtawie sekwencji
aminokwasowej uzyskanej z bazy UniProt [https://wwmwprot.org/].
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Rycina 7.Poréwnanie miejsca syntezy defensyn alfa i bej@mie ustnej cztowieka.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okemie poziomow defensyn winie
dorostych osab.
Badania prowadzono realizgjnas¢pujace cele szczego6towe:

1. Ocena stzenia alfa- i beta-defensyn shinie zdrowych dorostych osob.

2. Ocena stzenia alfa- i beta-defensyn $linie dorostych oséb w przebiegu procesu

prochnicowego ghow.

3. Ocena stzenia alfa- i beta-defensyn Wlinie dorostych oséb z przewlektym

umiarkowanym zapaleniem przyma.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Grupy badawcze

Na badania uzyskano zgo&omisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu Uchwata n7A3.

Badaniami ohjto 135 dorostych pacjentéw (62 kobiety i 72ateyzn) w wieku
20-45 lat. Struktur grup badawczych przedstawiono na Rycinie 8. Wypécjentéw do
poszczegdlnych grup badawczych zostat dokonanyodatawie badania stomatologicznego
w oparciu o przyjte kryteria [Nyvad i Fejerskov, 1997; Ismail i wsg007; WHO, 2013;
Gorska, 2015].

Grupe 1 stanowito 25 os6b wolnych od prochnicy i chopiayzbia, spetniajcy
kryteria whczenia: wskanik PUW < 5 (ubytki prochnicowe, eby usungte i zby
wypetnione), P (ubytki préchnicowe) = 0.

Grupe 2 stanowito 85 pacjentow z aktywmprochnig zebéw (PUW> 5) (Rycina 9
i 10), ktorych podzielono na trzy podgrupy:

o 2A zawieragca 25 0s0b z niskintensywngcig prochnicy (PUW 5-8,9),
» 2B zawierajca 30 0sOb z umiarkowarnintensywndcia prochnicy (PUW 9-13,9),
» 2C zawiergjca 30 0s6b z wysakintensywndcia préchnicy (PUW > 13,9).

Do grupy 3 nalgato 25 pacjentow z przewleklym umiarkowanym zapaien
przyzbia, wolnych od proéchnicy lub z bardzo njskintensywndcia préochnicy,
spetniajcy kryteria: CAL (Kkliniczna utrata przyczepuacknotkankowego) 3-4 mm,
PD (gkbokas¢ kieszonekp 5i <7, PUW < 5.

Do bada zostali zakwalifikowani pacjenci ogolnie zdrowijienpodagcy w
wywiadzie wys¢powania chorob ogolnych oraz nie przyjawy lekow przeciwbakteryjnych

w ostatnich 3 tygodniach.
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Badani:
135 dorostych
pacjentéw
wwieku 20-45 [at

Podgrupa 2A(25 osob)
niska intensywnosc
PUW=5289
Podgrupa 2B (30 osadb)
umiarkowana intensywnosc
PUW=09-139

Rycina 8. Grupy pacjentow zakwalifikowanych do bada

Rycina 9. Pacjent z licznymi ubytkami préchnicowymi.
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Rycina 10.Ubytek prochnicowy na powierzchiijacej zbow 37 i 38.

Kryteria wykluczenia z badebyty nastpujace:

* rozpoznanie choroby ogdélnoustrojowej lub grzyhamy ustnej,

* palenie tytoniu,

* leczenie ogdlne lub miejscowe antybiotykiem, chaarapeutykiem lub stosowanie
ptukanek przeciwbakteryjnych a tak profesjonalnych zabiegow higienizacyjnych

w gabinecie stomatologicznym w okresie ostatnicity@odni poprzedzagych
badanie.

3.2. Materiat badawczy

Materiat do badastanowity probki petnegjliny spoczynkowej pobrane od pacjentéw
w godzinach porannych, po uptywie co najmniej dwgolzin od positku i/lub myciachow.
Probki od pacjentow byly pozyskiwane przed rozgoesn leczenia stomatologicznego.
Sling pobierano do sterylnych probéwek typu Falcon. dfase 2 ml pobranejsliny
umieszczano w jatowych probdéwkach i wirowano (3@&0./min., 30 min., w temp. 4°C).
Supernatanty odwirowanej peinginy przechowywano w temperaturze -70°C do czasu
wykonania oznacze

26



3.3. Badanie stomatologiczne

Kliniczne badanie stomatologiczne obejmowato baglarpodmiotowe oraz
przedmiotowe. Badanie podmiotowe dotyczyto m.instyowania u pacjentow kryteriéw
wigczenia i wykluczenia. W badaniu przedmiotowym dakam oceny higieny jamy ustnej,
intensywndci prochnicy i stanu przybia.

Aktywnos¢ prochnicy zostata okéona na podstawie zmodyfikowanych kryteriow
Swiatowej Organizacji Zdrowia [Nyvad i Fejerskov,9I® Ismail i wsp., 2007; WHO, 2013].
Pacjenci zostali zakwalifikowani do grupy z prodaaniaktywry (caries active) wedtug
nastpujacych kryteriow:

* liczba PUWZ> 5,

* liczba P> 1 (préchnica, skladowa liczby PUWZ).

Stan ugbienia oznacza siiterami:

e P - 2zb z jednym lub kilkoma ubytkami prochnicy pierwgtnéub wtérnej, zb
Z czasowym wypetnieniem,

e U - zb utracony lub usugiy z powodu prochnicy,

e W - 2zgb z jednym lub wiksz liczbg wypetnier, bez prochnicy wtérnej lub pokryty
kororg z powodu préchnicy,

* Z-o0znaczaze badanogby state [Wilczyiska-Borawska i wsp., 2013].

Umiarkowane zapalenie prayza okréglono na podstawie nagtujagcych kryteridw
wg Swiatowej Organizacji Zdrowia i grupy roboczej Amkajskiej Akademii
Periodontologicznej [WHO, 2013; Goérska, 2015]:

* wskanik dzigstowy Gl > 0,
* wskanik potazenia i utraty przyczepu¢znotkankowego CAL 3-4 mm,
* 2 zby z kieszonkami o gbokasci PD>51<7 mm.

W 2017 roku pojawita sinowa klasyfikacja choréb przgtaia [Tonetti i wsp., 2018],
jednak z powoduze wielu pacjentéw zostato zbadanych do tego czaguwtycznych
z 2013 roku, nie zdecydowane sia zmiag kryteriow oceny tkanek przygbia.

Obecné¢ stanu zapalnego dgta oceniano na podstawie wgkika dzpstowego
Gl (Gingival Index) wedtug Loe i Silness [LOe i ®8ss, 1963a; 1963b]. Kryteria oceny
opierap si¢c na zmianach jakgiowych dzgsta:
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0 - brak objawow zapalenia i zmiany zabarwieniasiaj
1 - tagodny stan zapalny z niewiglkmiarg zabarwienia dasta,
2 - umiarkowane zapalenie z zaczerwienieniem, ¢iiiem i krwawieniem podczas
badania soryg
3 - ckzkie zapalenie ze znacznym zaczerwienieniem, etdm, skionnécia do
krwawienia samoistnego oraz obegrig owrzodzé dzigset [Wilczynska-Borawska
i wsp., 2013].
Stan dzista punktuje si w obrbie czterech powierzchni otaczeych kady zab. Nas¢pnie,
po dodaniu punktdéw i podzieleniu sumy przez 4 atraje s¢ wartaici wskaznika dla danego
Z¢ba.

Utrat tkanek przygzbia okréglono na podstawie pomiaru paknia przyczepu
tacznotkankowego CAL (Clinical Attachment Level) orgizbokdsci kieszonek PD (Pocket
Depth). Do badania CAL i PD zastosowano sopédriodontologicza WHO 621 Hu Friedy.
Pomiaru klinicznej utraty przyczepuacknotkankowego dokonywano przy $§ze
powierzchniach kadego z zbow. Warté¢ CAL obliczano na podstawie pomiaru odlegio
od pojczenia szkliwno-cementowego do dna kieszonkjsdawej. Uzyskane dane stanowity
podstaw do obliczenia warti srednich CAL u poszczegoélnych pacjentow. Natomiast,
obecnd¢ kieszonek patologicznych w umiarkowanym zapalgmayzbia stwierdzano, gdy
u badanego znaleziono jedno lub¢edj miejsc z gibokascig kieszonek> 5 i < 7 mm.
Wskanik PD ocenia odlegkd pomidzy brzegiem dzsta, a dnem kieszonki datowej
[Jaaczuk, 2004; Wolf i wsp., 2006].

U pacjentow z umiarkowanym zapaleniem pebya wykonywano dodatkowo zgjia
rentgenowskie pantomograficzne. &g pantomograficzne umliwia ocery stanu uzbienia
(Rycina 11) oraz dokladnocer stanu przygbia (Rycina 12). U wybranych pacjentéw
wykonano réwnie zdjecia z tomografii komputerowej wolumetrycznej - CB(Hycina 13).
CBCT (Cone Beam Computed Tomography) jest rodzajemografii komputerowej
z wigzka promieniowania w ksztalcie sika. W porownaniu do klasycznej tomografii
komputerowej jest szybsza, bezpieczniejsza a pacjetizymuje nisz dawk
promieniowania jonizacego. Obecnie CBCT jest najdokiadnigjsmetod, obrazowania
i diagnozowania w stomatologii [Venkatesh i EIluR017].
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Rycina 11.Przyktadowe zdjcia pantomograficzne pacjentow z licznymi

ubytkami prochnicowymi.
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Rycina 12.Przyktadowe zdjcia pantomograficzne pacjentéw z umiarkowanym

zapaleniem przydbia.
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Rycina 13.Przyktadowe zdjcia z tomografii komputerowej (CBCT) pacjentow

z zapaleniem przybia.
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3.4. Zasada oznaczenia poziomow defensyn

Oznaczanie poziomoéw defensyn wykonano $linie spoczynkowej uzyskanej

od pacjentéw metedmmunoenzymatyczn(ELISA).

Pozioma-defensyn (HNP 1-3) oznaczano stasuzestaw HNP1-3, Human, ELISA

kit (Hycult Biotechnology, Hbt, Uden). Pepbwano wedtug zaledegroducenta:

1. Przygotowanie probek badasiy (Rozdziat 3.2.).

2. Umieszczenie w studzienkach ptytki titracyjney p00 ul standardw, probek

i kontroli.

. Inkubacja przez 1 godz., temp. 25°C.
. Plukanie 4-krotne studzienek 2@buforu ptucacego.
. Dodanie 10@ rozcieaczonego znacznika do #@ej studzienki.
. Inkubacja przez 1 godz. w temp. pokojowej.
. Plukanie 4-krotne studzienek 2@uforu ptucacego.
. Dodanie 10@ rozcieaczonej streptawidyny-peroksydazy do#laj studzienki.

© ©® N o 0o A W

Inkubacja przez 1 godz. w temp. pokojowe.

10. Ptukanie 4-krotne studzienek 2d(uforu ptucacego.

11. Dodanie 10@l substratu TMB do kalej studzienki.

12. Inkubacja w zaciemnionym miejscu przez 30 mitemp. pokojowe;j.

13. Dodanie 10@l roztworu Stop hamagego reakeg do kadej studzienki.

14. Pomiar absorbancji poszczegolnych probek piagadci fali A = 450 nm, przy
zastosowaniu czytnika Elisa 250 (BioMerieux) (Ryci).

Do oznaczenia poziomirdefensyny 1 zastosowano zestaw Human Beta-defénsin
BD-1 ELISA Kit (EIAab) (Rycina 15). Pogbowano wedtug zaleagroducenta:

1. Przygotowanie probek badaskqy.

2. Umieszczenie w studzienkach ptytki titracyjnej @00 pl standardow, probek i
kontroli.

3. Inkubacja przez 2 godz., temp. 37°C.

4. Usunécie ptynu ze studzienek. Dodanie 1@Droztworu Detection Reagent A do
kazdej studzienki.

5. Inkubacja przez 1 godz., temp. 37°C.
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6. Plukanie 3-krotne studzienek 4@ibuforu ptucacego.

7. Dodanie 10@u roztworu Detection Reagent B dozlej studzienki.

8. Inkubacja przez 1 godz., temp. 37°C.

9. Plukanie 3-krotne studzienek 4@ibuforu ptucacego.

10. Dodanie 9@l roztworu substratu do kdej studzienki.

11. Inkubacja w zaciemnionym miejscu przez 15-30.memp. 37°C.

12. Dodanie 5@l roztworu Stop hamyggego reakej do kadej studzienki.

13. Pomiar absorbancji poszczegoinych probek ptagaodci fali A = 450 nm, przy
zastosowaniu czytnika Elisa 250 (BioMerieux).

Do oznaczenia poziomgrdefensyny 2 zastosowano zestaw Human beta-Def@nsin

(BD-2) ELISA Kit (Alpha Diagnostic International)Rfcina 16). Pogpowano wediug
zalecé producenta:

1. Przygotowanie probek badaskqy.

2. Umieszczenie w studzienkach ptytki titracyjnej pOO pl standardow, probek i

kontroli.

. Inkubacja przez 1 godz., temp. 25°C.
. Ptukanie 4-krotne studzienek.
. Dodanie 10@ roztworu Anti-BD-2 Detecting Antibody do kedej studzienki.
. Inkubacja przez 1 godz., temp. 25°C.
. Plukanie 4-krotne studzienek.
. Dodanie 10@ roztworu konjugatu streptawidyny-HRP daozllej studzienki.

© 00 N O o1 b~ W

. Inkubacja przez 30 min., temp. 25°C.

10. Ptukanie 5-krotne studzienek.

11. Dodanie 10Ql substratu TMB do kadej studzienki.

12. Inkubacja w zaciemnionym miejscu przez 15 ntemp. 25°C.

13. Dodanie 10@l roztworu Stop hamyggego reake do kadej studzienki.

14. Pomiar absorbancji poszczegoinych probek ptagadci fali A = 450 nm, przy
zastosowaniu czytnika Elisa 250 (BioMerieux).
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Rycina 15.Zestaw Human Beta-defensin 1, BD-1 ELISA Kit (EbAa@o oznaczania

poziomup-defensyny 1.
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Rycina 16.Zestaw Human beta-Defensin-2 (BD-2) ELISA Kit (ApDiagnostic

International) do oznaczania pozioffuaefensyny 2.

3.5. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne wykonat Pan Dr Roman Ardan zydd¥atu Nauk
Ekonomicznych Politechniki Koszakkiej.

W podstawowe] analizie statystycznej przedstawiémeanie wartéci, odchylenia
standardowe i zakres. Ponadto, zbadano stopispotzalénosci miedzy wskanikami
klinicznymi a pomiarami defensyn. Dla wszystkichegii wska&nikoéw Klinicznych oraz
trzech pomiaréw defensyn zbadananiée srednich pozioméw ngdzy grupami. W tym celu
zastosowano test ANOVA z popraavkVelcha dla nierownych wariancji oraz post-hoc test
HSD Tukeya.

Badania statystyczne przeprowadzono za pgmpakietu statystycznego ,R”.
Rd&znice uznawano za istotne statystycznie, przy [@08.0,
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki badania stomatologicznego pacjentow

Uzyskane w badaniachrednie wartéci, odchylenia standardowe i zakres
wskaznikow stomatologicznych dla kdej z grup pacjentow przedstawiono w Tabelach 5 i 6
Ze wzgkdu na specyfik grup badawczych i ich doboru, nie analizowano gday nimi

roznic wartgci wskanikéw stomatologicznych.

Tabela 5.Wartasci badanych wskanikow stomatologicznych w grupie 1 (pacjenci wolni
od prochnicy i choréb przygbia), grupie 2 (pacjenci z aktywiprochnig zebow) oraz

w grupie 3 (pacjenci z umiarkowanym zapaleniem ptaia).

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
N=25 N=85 N=25

PUW
Srednia (Odch.std.) 3,720 (1,061) 11,25074) 2,960 (1,207)
Zakres 1,000 - 5,000 4,000 - 22,000 0,000 - 4,000
P
Srednia (Odch.std.) 0,000 (0,000) 4,64%3718) 2,120 (1,166)
Zakres 0,000 - 0,000 1,000 - 15,000 0,000 - 4,000
CAL
Srednia (Odch.std.) 0,636 (0,291) 0,72270) 3,492 (0,233)
Zakres 0,200 - 1,200 0,200 - 1,300 3,100 - 3,900
PD
Srednia (Odch.std.) 1,376 (0,638) 1,8783%0) 6,060 (0,545)
Zakres 0,300 - 2,600 0,500 - 3,800 5,000 - 6,900
Gl
Srednia (Odch.std.) 0,344 (0,092) 0,73266) 1,060 (0,284)
Zakres 0,200 - 0,500 0,200 - 1,600 0,500 - 1,600
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Tabela 6.Wartdsci badanych wskanikdw stomatologicznych w podgrupach grupy 2

(pacjenci z aktyws préchnig: z nisky intensywndcia - podgrupa 2A, z umiarkowan

intensywndcia - podgrupa 2B i z wysakintensywndcia - podgrupa 2C).

Podgrupa 2A Podgrupa 2B Podgrupa 2C
N=25 N=30 N=30
PUW
Srednia (Odch.std.) 6,360 (1,186) 10,967 (1,245) 635,1,903)
Zakres 4,000 - 8,000 9,000 - 13,000 14,000 - 22,000
P
Srednia (Odch.std.) 2,680 (1,180) 5,333 (2,123) G ,@)966)
Zakres 1,000 - 6,000 1,000 - 9,000 2,000 - 15,000
CAL
Srednia (Odch.std.) 0,708 (0,278) 0,680 (0,309) 009217)
Zakres 0,300 - 1,300 0,200 - 1,300 0,400 - 1,200
PD
Srednia (Odch.std.) 1,412 (0,574) 1,693 (0,759) @,403842)
Zakres 0,500 - 2,400 0,600 - 3,600 0,600 - 3,800
Gl
Srednia (Odch.std.) 0,424 (0,139) 0,783 (0,322) D@3372)
Zakres 0,200 - 0,700 0,300 - 1,500 0,400 - 1,600

4.2. Wyniki badania poziomow defensyn

W przeprowadzonych badaniach stwierdzon® w grupie 3 - pacjentow
z umiarkowanym zapaleniem przymga wystpowaly istotne statystycznie najusze
poziomy alfa-defensyn HNP1-3 oraz beta-defensyn HBD HBD-2, w poréwnaniu
do wynikéw uzyskanych w grupie 1 - kontrolnej i g 2 - pacjentow z préchnic
Poziomy HNP1-3 byly okoto 3-krotnie vigze w grupie 3 umi w pozostatych grupach
pacjentow. Jednocgeie, stzenia HNP1-3 nie rinity sic pomidzy grum 1 a podgrupami
grupy 2. Poziomy HBD-1 byly okoto 4-krotnie wsze w grupie 3 @i w pozostatych
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grupach pacjentéw. Jednoéme, stzenia HBD4 nie r@nity sie pomidzy grup 1

a podgrupami grupy 2. Najeksze zranicowanie wynikdw stwierdzono w oznaczeniach

HBD-2. Poziomy HBD-2 byty okoto 1,5 raza wsze w podgrupie 2B (PUW 9-13,9)
i 2C (PUW > 13,9) w poréwnaniu do grupy 1 (kontedln podgrupy 2A (PUW 5-8,9).
Jednoczénie, stzenia HBD-2 byly okoto dwukrotnie wgze w grupie 3 (umiarkowane
zapalenie przybia) niz w grupie 1 (kontrolna) i podgrupie 2A (PUW 5-8@&pz 0,5 raza
wyzsze w grupie 3 giw podgrupie 2B (PUW 9-13,9) i 2C (PUW > 13,9).

Szczegodtowe dane przedstawiono w Tabeli 7 i 8 neaRycinach 17-19.

Tabela 7.Poziomy alfa-defensyn HNP1-3 oraz beta-defensy®#B HBD-2 w grupie 1

(pacjenci wolni od préchnicy i chordb przyma), grupie 2 (pacjenci z aktywmpréchnig
z¢bbw) oraz w grupie 3 (pacjenci z umiarkowanym zep&m przyzbia).

Roznice
Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 istotne
statystycznie
N=25 N=85 N=25 p
HNP1-3
Srednia 320,240 288,047 982,320 1vs. 3
(Odch.std.) (137,702) (139,138) (324,117) 2vs. 3
Zakres 112,000 - 574,00068,000 - 627,000 506,000 - 1674,000 p < 0,001
HBD1
Srednia 41,760 48,588 161,400 1vs. 3
(Odch.std.) (18,782) (23,983) (42,955) 2vs. 3
Zakres 11,000 - 76,000 6,000 - 117,000 82,000 ;o p < 0,001
HBD2
Srednia 353,880 490,776 684,400 1vs. 2
(Odch.std.) (98,363) (177,113) (197,872) p <0,01;
lvs.3
Zakres 232,000 - 564,000176,000 - 925,000 331,000 - 1032,000 2vs. 3
p < 0,001
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Tabela 8.Poziomy alfa-defensyn HNP1-3 oraz beta-defensy®#B HBD-2
w podgrupach grupy 2 (pacjenci z aktyprochnig: z nisky intensywndcia - podgrupa 2A,

z umiarkowan intensywndcia - podgrupa 2B i z wysakintensywndcia - podgrupa 2C).

Roznice
Podgrupa 2A Podgrupa 2B Podgrupa 2C istotne
statystycznie
N=25 N=30 N=30 Y
HNP1-3
Srednia 273,240 301,200 287,233
(Odch.std.) (155,899) (149,391) (115,219) -
Zakres 75,000 - 612,000 68,000 - 627,000 112,00(5;000
HBD1
Srednia 44,360 52,333 48,367
(Odch.std.) (22,847) (26,864) (21,965) ]
Zakres 6,000 - 87,000 16,000 - 117,000 17,0000(EB8,
HBD2
Srednia 376,240 541,033 535,967 1vs. 2
(Odch.std.) (117,020) (174,065) (182,197) 1vs. 3
Zakres 176,000 - 541,0048,000 - 881,000 268,000 - 925,000 p<0,01
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Grupa 1 Podgrupa 2A Podgrupa 2B Podgrupa 2C Grupa 3
Kontrolna (PUW 5-8,9) (PUW 9-13.9) (PUW =13.9) Periodontitis

Rycina 17.Poziomy alfa-defensyn HNP 1-3 w badanych grupacjemtow.
* - réznica istotna statystycznie wzdlem innych grup/podgrup (p < 0,001).

Grupa 1 Podgrupa 2A Podgrupa 2B Podgrupa 2C Grupa 3
Kontrolna (PUW 5-8,9) (PUW 9-13.9) (PUW =13.9) Periodontitis

Rycina 18.Poziomy beta-defensyny HBD-1 w badanych grupaciep&w.
* - rOznica istotna statystycznie wzdlem innych grup/podgrup (p < 0,001).
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Grupa 1 Podgrupa 2A Podgrupa 2B Podgrupa 2C Grupa 3
Kontrolna (PUW 5-8,9) (PUW 9-13,9) (PUW=13.9) Periodontitis

Rycina 19.Poziomy beta-defensyny HBD-2 w badanych grupaciep&w.
* - réznica istotna statystycznie wzdlem innych grup/podgrup
(szczegobtowe dane przedstawiono w Tabeli 7 i 8).

4.3. Wyniki badania korelacji poradzy wskgnikami klinicznymi

oraz poziomami defensyn

Wyniki badania korelacji poratlzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD
i Gl) oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) przedstamoon Tabelach 9-14.

Oznaczenia poziomow istotém byty nastpujace:
s p<0,0001; ****
 p<0,001: ***
e p<0,01: *

« p<0,05 *

Na poziomie istotnéi p < 0,01 istotne wspotczynniki korelacji wykapajedynie
w Grupie 2 (pacjenci z aktywnpréchnig z¢béw) poméedzy poziomem HBD-2 a PUW
(r=0,33) oraz pomzy stzeniem HBD-1 a Gl (r=0,31). W obu przypadkach wgsivata
korelacja dodatnia, co oznaczze wraz ze wzrostem wakm wskanika klinicznego

nastpowat wzrost stzenia badanej defensyny.
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Tabela 9.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i Gl)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjent@mupy 1 (osoby

wolne od prdéchnicy i choréb przgtaia).

PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW

P

CAL -0,11

PD -0,13 0,2

Gl -0,08 0,44* -0,22

HNP1-3 | 0,09 0,01 0,01 -0,02

HBD-1 | 0,38 -0,12 -0,08 -0,06 | -0,24

HBD-2 | 0,15 0,13 | -0,42* | -0,06 | -0,07 0,07

W grupie 1 wskanik P=0 (brak zmiennii), wobec tego nie bylo nibwe, aby wyliczyé
wspotczynnik korelacji.

Tabela 10.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i GI)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjent®mupy 2 (pacjenci

z aktywry prochnig zgbow).
PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW
P 0,51 %***
CAL 0,1 0,07
PD 0,47%*** 0,12 0,07
Gl 0,54*** | 0,34** -0,1 0,29**
HNP1-3 0,01 -0,03 0,02 0,11 -0,02
HBD-1 0,05 0,03 -0,1 0,17 0,31**| -0,04
HBD-2 0,33** 0,18 0,04 0,19 0,18 0,17 0,05
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Tabela 11.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i GlI)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjent@nupy 3 (pacjenci

Zz umiarkowanym zapaleniem przyma).

PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW
P 0,68***
CAL -0,19 -0,33
PD 0,19 -0,02 0,05
Gl 0,06 0,09 0,3 -0,21
HNP1-3 0,02 0,08 -0,15 -0,2 0,07
HBD-1 0,14 0,1 -0,07 0,17 0,11 -0,06
HBD-2 0,27 0,09 0,23 0,19 0,24 -0,08 0,25

Tabela 12.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i GI)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjentpadgrupy 2A,

Z niskg intensywndcia préchnicy.

PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW
P 0,56**
CAL 0,17 -0,07
PD -0,15 -0,44* 0,02
Gl 0,12 0,35 0,05 -0,08
HNP1-3 -0,33 -0,24 0 0,1 -0,09
HBD-1 0,05 -0,02 -0,05 0,27 0,07 0,14
HBD-2 -0,09 0,14 -0,22 -0,2 -0,29| -0,01 0,2
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Tabela 13.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i GI)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjentpadgrupy 2B,

z umiarkowan intensywnd@cia préchnicy.

PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW
P 0
CAL -0,08 0,08
PD 0,24 0,35 -0,03
Gl -0,29 -0,23 -0,18 -0,1
HNP1-3 0,14 -0,04 0 0,16 -0,24
HBD-1 -0,08 -0,06 -0,13 0,24 0,36*| -0,28
HBD-2 0,23 -0,23 0,16 0,09 -0,1 0,37* -0,1

Tabela 14.Wyniki korelacji pom¢dzy wskanikami klinicznymi (PUW, P, CAL, PD i GI)
oraz s¢zeniami defensyn (HNP1-3, HBD-1 i HBD-2) u pacjentpadgrupy 2C,

z wysok intensywndcia préchnicy.

PUW P CAL PD Gl HNP1-3 | HBD-1
PUW
P 0,37*
CAL -0,21 0,07
PD 0,01 -0,32 0
Gl 0,27 0,26 -0,34 0,19
HNP1-3 -0,08 -0,04 0,12 0,08 0,14
HBD-1 -0,02 -0,01 -0,09 0,06 0,40*| 0,08
HBD-2 -0,09 0,06 0,02 0,14 0 0,01 0,02
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5. DYSKUSJA

Slina jest czynnikiem ochronnym w jamie ustnej, @@ wplyw na utrzymanie
homeostazy. Sktada ¢siona w 94-99,5% z wody. Pozostate sktadniki to tarige
organiczne i nieorganiczne, warurdeg jej widciwosci. Sg to m.in. peptydy, ¥rod ktoérych
obecnie zidentyfikowano szerpkgane peptydéw endogennych posiagajch dziatanie
przeciwbakteryjne. Najlepiej poznanymai alfa- i beta-defensyny, ktore zostaty opisane jw te
rozprawie doktorskiej. Oprécz defensylina zawiera réwnig laktoferyny, glikoproteiny,
histatyny, stateryny, cystatyny oraz immunogloby[i8zydlarska i wsp., 2008].

Wedtug niektérych autorow, “przeciwbakteryjne pelyt slinowe s substancjami,
ktére mog zmient spojrzenie na etiologii leczenie wielu chorob w odvie jamy
ustnej” [Chroma, Ewa Iwanicka-Grzegorek, 2009]. ¥/codkrywane s nowe biatka
przeciwbakteryjne, dlatego poznanie ich $glawosci oraz mechanizmow dziatania beo
przyczynt sie do opisania nowego leku. Szczegolne znaczeniey pogiada te substancje
w przypadku zakaen bakteriami opornymi na antybiotyki. Naturalne, kot biatka
o0 wiaciwosciach przeciwbakteryjnych, odgryvaapgromn role w homeostazie mikrobioty
jamy ustnej oraz w zapobieganiu choréb pebya. Analiza sfzen alfa- i beta-defensyn
oraz innych biatek magych wigciwosci przeciwbakteryjne mie by istotna w ocenie
ryzyka i podatnéci pacjenta na prochniczgbow i choroby przygbia [Szydlarska i wsp.,
2003].

Prochnica ¢gbow i zapalenie przgbia  najczstszymi chorobami
ogllnoustrojowymi u ludzi. Najgémiejsze dla zdrowia o0gollnego g s bakterie
préchnicotworcze oraz mikroorganizmy byeg w zmienionych chorobowo tkankach
przyzbia. Jak dowodg badania, choroby dgmet i przyzbia maj bardzo negatywny
wplyw na organizm cztowieka. Magwptywaé na rozwdj chorob serca (wzrost ryzyka
nawet o 25-75%) oraz midzycy, ktéra jest gidbwap przyczym wysepowania ostrych
zespotdbw wiéacowych. Dzieje s tak, poniewa bakterie i ich toksyny bytage
w kieszonkach dzstowych, uszkadzajstruktury tkanki 4cznej i nabtonka. W ten sposéb
mog dostawéd sie w glgb a dzéki bogatemu unaczynieniu okolicy przyma,
rozprzestrzeniasie do odlegtych tkanek i nagdow. Bakterie jamy ustnej megprowadzé
tez do zapalenia zatok szgkowych i przynosowych, poniewanieleczona ghboka
préchnica gérnych ¢bow mae spowodowa przenikanie bakterii do otacaaych je

tkanek. Ze wzgldu na powysze, tak istotna jest profilaktyka i ¢ste badanie
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stomatologiczne, mage zminimalizowda ilos¢ chordb odogniskowych [Wasiluk, 2019].
Obecnie, udowodniono rowrige ze periopatogeny takie jakusobacterium nucleatum

i Porphyromonas gingivalis, mogs mie¢ dziatanie karcinogenne i prowadzio rozwoju raka
jamy ustnej, jelita grubego i trzustki [Kafigki, 2019].

Defensyny s biatkami magcymi istotne znaczenie w zachowaniu homeostazy
pomidzy patogenami a organizmem cztowieka. W przedsiasyi rozprawie u dorostych
os6b nie wykazano #hic w poziomie alfa-defensyn HNP1-3 pauoizy grum oséb
zdrowych (320 + 138 pg/ml) a podgrupami pacjentéprachni@ zcbow. Podobne wyniki
otrzymali Toomarian i wsp., ktérzy stwierdzili uidei brak r@nic w stzeniach HNP1-3
w grupie bez prochnicy (84,13 + 17,34 ng/ml), zgbmdica umiarkowan (86,91 + 13,61)

i prochnig ciezkg (87,07 £ 7,79) [Toomarian i wsp., 2011]. Gursowsp. wykazali przy
zastosowaniu metody ELISAze u o0sOb zdrowychérednie sgzenia defensyn HNP1-3
w $linie wynosz 43,26 pg/ml [Glrsoy i wsp., 2016]. W innych badehi stwierdzono
natomiast,ze poziomy HNP1-3 byly istotnie wgze u dzieci bez préchnicy (mediana
0.89 ug/ml) niz u dzieci z prochnig (0.5 pg/ml) [Tao i wsp., 2005]. Oznaczenia HNP1-3
zostaly wykonane tym samym zestawem, co w prezemtejwozprawie. Autorzy wykazali
rowniez, ze wysokiej intensywrii prochnicy nie towarzyszy wysoka liczba bakterii
Sreptococcus mutans w $linie. Jednocz@nie, poziom HNP1-3 nie byt skorelowany z
obecndcia S mutans [Tao i wsp., 2005]. Podobnie, Dale i wsp. zaobsevali wyzsze
stezenia HNP1-3 (1.30 + 0.22g/ ml) w grupie 0s6b bez préchnicyzni badanych pacjentéw
z prochnig (0.73 £ 0.07ug/ml) [Dale i wsp., 2006].

W literaturze pojawiaj sie takze badania defensyn, w ktorych do ich oznaczenia
zastosowano patzenie chromatografii cieczowej ze spektromeatmasovy. Wedtug Gardner
I wsp. pozioma-defensyn wynosit 1-1Qug/ml [Gardner i wsp., 2009]. W innej publikaciji
u os6b zdrowych podanec¢stnie slinowej defensyny HNP-1 wynosito 8.6 + 8yy/ml
a defensyny HNP-2 5.6 = 5,2g/ml [Goebel i wsp., 2000]. W #aych chorobach jamy
ustnej pojawig sie zmiany w poziomach defensyn alfa. W raku ptask@rdtowym jamy
ustnej poziomy HNP-1 byly nieznacznie igye (12.3 + 8.6ug/ml) niz w grupie o0s6b
zdrowych. Po leczeniu dochodzito do almmia s¢zenia tej defensyny do 6.5 + 5.@/ml
[Mizukawa i wsp., 1998]. W innych chorobach jamytng poziomy slinowej HNP-1
wynosity: w liszaju ptaskim 8.3 + 4.8g/ml, w leukoplakii 13.2 £ 7.9i)9/ml a w zapaleniu
jezyka zwhzanym z niedoboremelaza 11.4 + 4.Qg/ml. Stzenia te byly istotnie wisze

(p < 0.01) w poréwnaniu do poziomow u 0sOb zdrowy8I8 pg/ml) [Mizukawa i wsp.,
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1999]. Podwyszone poziomy HNR- stwierdzono rownieu pacjentéw z chorabBehceta
i w nawrotowym aftowym zapaleniu jamy ustnej [Kukakoasi i wsp., 2011].

W prezentowanej rozprawie doktorskiej poziomy HNPDbyly okoto 3-krotnie
wyzsze W grupie pacjentow z umiarkowanym zapaleniezyzpbia (982 = 324 pg/ml)
w poréwnaniu do wynikow uzyskanych u os6b zdrowych prochnig zebéw. Podobne
dane wykazat Hofman i wsp. W supernatantélohy pacjentéw z postagiumiarkowan
przewlektego zapalenia prayzda poziomy HNP1-3 wynosity 628 + 378 pg/ml, natasti
w postaci agzkiej 784 + 640 pg/ml. Jednoczee, w grupie kontrolnej poziom ten wynosit
246 + 148 pg/ml [Hofman i wsp., 2008]. Gtéwnymodiem defensyn HNP w nabtonku
dzigstowym u ludzi g neutrofile. Wzrost liczby granulocytow olgtjochtonnych w trakcie
choroby dziset mae prowadzat do 15-krothego zwkszenia poziomu HNP1-3 Wlinie
i ptynie dzigstowym w przypadku agresywnego zapalenia piazi | 60-krotnego
w przewlektym zapaleniu przyhia [Gorr i Abdolhosseini, 2011].

Defensyny HNP magpromowa migracg neutrofili w przyzbiu poprzez indukej
cytokin prozapalnych. Wykazanae podanie HNP1-3 u myszy prowadzi do wytwarzania
mediatoréw zapalnych: czynnika martwicy nowotwar(¥ NF-u), biatka chemotaktycznego
dla monocytéw-1 (MCP-1) i bialka zapalnego makréfaeg?2 (MIP-2). W monocytach
stymulowanych prze&aphylococcus aureus i HNP1-3 dochodzi do zwkszenia produkcji
prozapalnych TNFe i interleukiny-B (IL-1B), a jednoczéie zmniejszenia syntezy
przeciwzapalnej interleukiny-10 [Chaly i wsp., 200@&ng i wsp., 2004]. Alfa-defensyny
dziatap rowniez immunomodulujco, uczestnicgw gojeniu s ran i § w stanie zwjkszy¢
produkcg kolagenu, a tate hamowa aktywna¢ dopetniacza i indukowasmieré komorek
[Yeung i wsp., 2011].

Wykazano, ze celem dla defensyny HNP-13 $akterie Sreptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa, Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Porphyromonas
gingivalis, natomiast dla HNP-2 i HNP-33sP. gingivalis i A. actinomycetemcomitans
[Gorr i wsp., 2011]. HNP-1 i HNP-2 wykazujstabe dziatanie przeciwbakteryjne wobec
Tannerella forsythia [Lee i wsp., 2010]. Mechanizm dziatania przeciwteagnego HNP1-3
zostat opisany wobedEscherichia coli. Polega on na zwkszeniu przepuszczalfm
btony komorkowej (permeabilizacja) zewtrenej i wewrtrznej, a nagpnie zahamowaniu
syntezy DNA, RNA i biatka [Lehrer i wsp., 1989]. &kitére bakterie jak npPrevotella
intermedia wykazup oporng¢ wobec defensyn HNP1-3 [Lee i wsp., 2010]. Natoimias
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Sreptococcus pyogenes maze prowadzat do zahamowania aktywia HNP-1 [Fernie-King
i wsp., 2006].

Poziomy HBD-1 w niniejszej rozprawie byly podobrve grupie kontrolnej
i w podgrupach chorych z prochagic nie r&nity si¢ statystycznie. Jednoczee, stzenia
HBD-1 byly najwyzsze w grupie pacjentdw z umiarkowanym zapalenienyzpbia, okoto
czterokrotnie wysze nk w innych grupach i wynosity 161 + 43 pg/ml. W irmtybadaniach
przy zastosowaniu metody ELISA wykazane,u oséb zdrowyckrednie sizenia defensyny
HBD-1 wynosity 1623,85 pg/ml [Glrsoy i wsp., 201@&yly one prawie 40 razy wgze
niz w niniejszych badaniach, w ktérych wynosity 42 @ pg/ml. Ekspresja genu beta
defensyny-1 byla istotnie vigza (p<0.001) u pacjentow z przewleklym periodentitiz
u chorych z zapaleniem dset i agresywnym zapaleniem przpm [Vardar-Sengul i wsp.,
2007]. Defensyna HBD-1 dziata stabo przeciwbaktaeyjm.in. na bakteri€&usobacterium
nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4, Porphyromonas gingivalis WA83
i Prevotella intermedia 163 [Ouhara i wsp., 2005]. Wedtug innej publikaEjievotella
intermedia jest oporna na dziatanie HBD-1, w przeciigivie do Tannerella forsythia
wrazliwej na stzenie 1,25-10 uM HBD-1 [Lee i wsp., 2010].

W prezentowanej rozprawie poziomy HBD-2 w grugie- kontrolnej wynosity
354 + 98 pg/ml, zaw podgrupie 2A (PUW 5-8,9) wynosity 376 = 117 p@/artcsci
te ranity si¢ istotnie statystycznie wzglem wynikdw uzyskanych dla podgrupy 2B
(PUW 9-13,9) i 2C (PUW > 13,9), odpowiednio 541 #41i 536 = 182 pg/ml. $tenia
wykazane w grupie 3 u pacjentéw z umiarkowanym leag@m przyzbia byly najwysze
(684 + 198 pg/ml). Wartei te byly okoto 2 razy wisze w grupie 3 uiw grupie 1
i podgrupie 2A oraz 0,5 razy vigze w grupie 3 giw podgrupie 2B i 2C.

Ghosh i wsp. przedstawilze u zdrowych osélirednie wartéci (i przedziaty)
HBD-2 w slinie wynosz 9.5 (1.2-21ug/l. Oznaczenia byly wykonywane megddanapkovy
ELISA projektowan przez autorow [Ghosh i wsp., 2007]. Z kolei w iohybadaniach
przy zastosowaniu metody ELISA wykazange u os6b zdrowychsrednie stzenia
HBD-2 wynosity 170,95 pg/ml [GlUrsoy i wsp., 2016ka& w $linie zdrowych
periodontologicznie studentow 242,28 + 144,52 pgfmbrte i wsp., 2010]. U dzieci
stwierdzono niewielki wzrost poziomu HBD-2 (2,290#5 ng/ml) we wczesnej prochnicy,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej bez choréb jamyneg (2,15 £ 0,07 ng/ml) [Jurczak
i wsp., 2015]. W innych badaniach wykonanych przyciu metody ELISA stwierdzono,

ze poziomy HBD-2 u dzieci bez prochnicy wynosity &ikd,4 ng/ml, u dzieci ze wczesgn
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prochnig okoto 1,5 ng/ml, natomiast weegkiej prochnicy okoto 1,8 ng/ml. Niestety autorzy
nie przedstawili doktadnych wynikow ¢gen, mazna je odczytd z ryciny jedynie
w przyblizeniu [Colombo i wsp., 2016].

U pacjentéw z przewleklym zapaleniem prgyia srednie sgzenie HBD-2
w slinie dorostych wynosito 266,91 pg/ml, natomiast gwupie kontrolnej 99,2 pg/ml
[Yong i wsp., 2015]. Podobne wyniki przedstawilir€iea i wsp. W grupie osob ze
zdrowym przyzbiem poziomy HBD-2 wynosity poradzy 34,6-121,8 pg/ml a w grupie
z periodontitis 141,1-155,2 pg/ml. Jednagee, u 0s6b z chorabprzyzbia byly bardziej
rozpowszechnione bakterie gingivalis, P. intermedia, T. forsythia i T. denticola, jednak
wg autorow ich obecr$é nie byla zwjzana ze zwikszonymi poziomami HBD-2 [Pereira
i wsp., 2013]. W innej pracy Pereira i wsp. przedsli, ze w grupie kontrolnej poziom
HBD-2 (okoto 0,08 ug/ml) oznaczany metg@dELISA byt nizszy niz w grupie chorych
z przewleklym zapaleniem przglma (okoto 0,17ug/ml). Jednoczaie, wykazali oni,ze
leczenie periodontologiczne prowadzito do zmaego (p < 0,001) obaenia poziomu
HBD-2 u pacjentéw z periodontitis [Pereira i wsp012]. JednocZaie, najwy:sz ekspresj
HBD-2 wykazano u pacjentow z przewleklym zapalenipmyzbia, w poréwnaniu do
ekspresji u 0séb z gingivitis i 0séb zdrowych [\@ar&engul i wsp., 2007].

Wykazano, ze szczepy bakteriiFusobacterium nucleatum 21, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans Y4, Porphyromonas gingivalis WA83 i Prevotella intermedia 163
Sa wrazliwe w niskim stopniu na dzialanie HBD-2 wegeniu 1 mg/l. Natomiast,
efekt bakteriobdjczy HBD-2 wobec bakterii Gram-dimich (paciorkowce jamy ustnej
i Lactobacillus casei) stwierdzony zostat w steniu tego biatka > 10 mg/l [Ouhara i wsp.,
2005]. W innej pracy stwierdzonagze Prevotella intermedia jest oporna na dziatanie
HBD-2, natomiasflannerella forsythia byta wraliwa na 1,25-10 uM HBD-2 [Lee 2010].
Ekspresja-defensyny-2 jest indukowana przez cytokiny proaapdlL-15, IFN-y, TNF-u)

w ztozonej sciezce sygnatowej aktywowane] przez lipopolisacharydP3) bakteryjny

[Krisanaprakornkit i wsp., 2000; Moon i wsp., 2002]

49



6. WNIOSKI

1. Postp intensywnéci prochnicy zbOw nie jest zwjzany z zaburzeniami poziomow
alfa-defensyn (HNP1-3) linie.

2. Posgp intensywnéci prochnicy zbow jest zwizany z istotnie podwaszonym
poziomem beta-defensyny HBD-2 Wlinie, jednoczénie przy braku zmian

w koncentracji HBD-1.

3. W umiarkowanym przewlektym zapaleniu prayma wystpuje w élinie istotnie
zwigkszony poziom alfa-defensyn (HNP1-3) i beta-defen${BD-1 i HBD-2).

4. W przewlektym umiarkowanym zapaleniu praym wysoki poziom alfa-defensyn

(HNP1-3) wslinie maze stanowd marker diagnostyczny.
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/. STRESZCZENIE

Ocena wystpowania alfa- i beta-defensyn vélinie osob dorostych z aktywm prochnica

zebdw lub przewleklym zapaleniem przyzbia

Préchnica gbow jest przewleld choroly bakteryjry, w ktérej dochodzi do
demineralizacji oraz rozpadu tkanek twardy¢haz Istotr role w rozwoju prochnicy posiada
biofilm ptytki nazbnej, zi@ony z mikroorganizméw oraz produkowanych przez nie
substancji organicznych i nieorganicznych. Wptywroawdj prochnicy maj réwniez: dieta,
skiadsliny (m.in. zawarté¢ defensyn), jej przeptyw i zdoldé buforowa, dziatanie substancji
przeciwbakteryjnych, higiena jamy ustnej, itp.

Przewlekte zapalenie przyza jest chorolp tkanek dzista, kaci zgbodotu, ozbnej
i cementu korzeniowego. Choroba prowadzi z czasentdty tkanek przybia i ostatecznie
do wypadania ¢bow. W zainicjowaniu periodontitis bierze udziabfim ptytki nazbnej,
natomiast w rozwoju choroby éw role odgrywa zaburzona odpowiedmmunologiczna
gospodarza. Istotne znaczenie w jamie ustnej odgéima i jej skladniki, w tym substancje
o aktywndci przeciwdrobnoustrojowej. Nalg do nich m.in. stateryna, histatyny, lizozym,
laktoperoksydaza i defensyny.

Defensyny s krotkimi peptydami kationowymi, o malej masiegsteczkowej (3-5
kDa). Wiele z nich cechuje esizdolngciag do zabijania bakterii, grzybow oraz wirusow.
Niektore maj tez dziatanie przeciwnowotworowe. U cziowieka wymsije 7 defensyn alfa
(HNP1-4, HD5-6 i NP5), oraz 11 defensyn beta (w tyBD1-4).

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocengsigpowania defensyn wilinie
dorostych os6b. Badania prowadzono realizujas¢pujace cele szczegbtowe:
1. Ocena gtenia alfa- i beta-defensyn dinie zdrowych dorostych oséb.
2. Ocena stenia alfa- i beta-defensyn +linie dorostych oséb w przebiegu procesu
préchnicowego goow.
3. Ocena stenia alfa- i beta-defensyn wilinie dorostych oséb z przewleklym
umiarkowanym zapaleniem przyza

Badaniami olgjto 135 dorostych pacjentow (62 kobiety i 78ateyzn) w wieku 20-45
lat. Grug 1 stanowito 25 oséb wolnych od préchnicy i chopsbyzbia. Grug 2 stanowito
85 pacjentéw z aktywn préchnig zebow, ktorych podzielono na trzy podgrupy: 2A
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zawierajca 25 0sOb z nisk intensywndcig prochnicy, 2B - 30 os6b z umiarkowgan
intensywndciag préchnicy, 2C - 30 osob z wysplntensywndcig prochnicy. Do grupy 3
nalezato 25 pacjentéw z przewlektym umiarkowanym zapalenprzyzbia, wolnych od
prochnicy lub z bardzo nigkntensywndcig prochnicy.

Material do bada stanowity probki petnegliny spoczynkowej. Kliniczne badanie
stomatologiczne obejmowato badanie podmiotowe om@zedmiotowe. Oznaczanie
poziomow defensyn wykonano wlinie spoczynkowej uzyskanej od pacjentow metod
immunoenzymatyczn(ELISA).

W przeprowadzonych badaniach stwierdzonge w grupie 3 pacjentow
z umiarkowanym zapaleniem przymga wystpowaly istotne statystycznie najusze
poziomy alfa-defensyn HNP 1-3 oraz beta-defensyHB HBD-2. Poziomy HNP 1-3 byty
okoto 3-krotnie wysze w grupie 3 aiw pozostatych grupach pacjentéw. Poziomy HBD-2
byly okoto 4-krotnie wysze w grupie 3 @iw pozostatych grupach pacjentow. Natomiast,
w przypadku HBD-2 ich poziomy byly okoto 1,5 razyyixsze w podgrupie 2B i 2C
w poréwnaniu do grupy 1 i podgrupy 2A, oraz okotm2y wyzsze w grupie 3 aiw grupie 1
i podgrupie 2A.

Whioski:

1. Pos¢p intensywnéci prochnicy zbow nie jest zwjzany z zaburzeniami poziomow
alfa-defensyn (HNP1-3) wlinie.

2. Postgp intensywnéci prochnicy zbow jest zwazany z istotnie podwaszonym
poziomem beta-defensyny HBD- w §linie, jednoczénie przy braku zmian
w koncentracji HBD-1.

3. W umiarkowanym przewlektym zapaleniu preyia wystpuje w slinie istotnie
zwickszony poziom alfa-defensyn (HNP1-3) i beta-defen${BD-1 i HBD-2).

4. W przewleklym umiarkowanym zapaleniu praym wysoki poziom alfa-defensyn

(HNP1-3) wslinie moze stanowt marker diagnostyczny.
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8. SUMMARY

Assessment of the occurrence of alpha and beta-defns in the saliva of adults with

active tooth decay or chronic periodontitis

Tooth decay is a chronic bacterial disease in whEmineralization and breakdown of
hard dental tissues occurs. An important role e development of caries is provided by
plaque biofilm, composed from microorganisms andaoic and inorganic substances
produced by them. The diet, saliva compositionl@iding the content of defensins), its flow
and buffering capacity, the effect of antibactesabstances, oral hygiene, etc. also have an
impact on the development of caries.

Chronic periodontitis is a disease of gingivastiss, alveolar bone, periodontium and
root cement. The disease leads over time to treedbgeriodontal tissues and eventually to
tooth loss. In the initiation of periodontitis, glae biofilm is involved, while the disturbed
immune response of the host plays a major roleendevelopment of the disease. Saliva and
its components play an important role in the orality, including substances with
antimicrobial activity. These include staterin, thtss, lysozyme, lactoperoxidase and
defensins.

Defensins are short cationic peptides of low makcweight (3-5 kDa). Many of
them are characterized by the ability to kill baietefungi and viruses. Some also have anti-
cancer activity. In humans there are 7 defensippaalHNP1-4, HD5-6 and NP5), and 11
defensins of beta (including HBD1-4).

The aim of the present dissertation was to agbessccurrence of defensins in the
saliva of adults. The research was carried out thighfollowing specific objectives:

1. Assessment of the occurrence of alpha- and defexsins in the saliva of healthy
adults.

2. Assessment of the occurrence of alpha- anddefensins in the saliva of adults in the
context of the intensity of the active carious gexof teeth.

3. Assessment of the occurrence of alpha- and defemsins in the saliva of adults with
chronic moderate periodontitis.

The study included 135 adult patients (62 womed @B men) aged 20-45 years.

Group 1 consisted of 25 people free from dentalesaand periodontal disease. Group 2
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consisted of 85 patients with active tooth decayddd into three subgroups: 2A containing
25 people with low intensity of caries, 2B - 30 plowith moderate intensity of caries, 2C -
30 people with high intensity of caries. Group 8liled 25 patients with chronic moderate
periodontitis, free from caries or with very lowensity of caries.

The material for the examinations were samplesubfresting saliva. The clinical
dental examination included subject and object exation. Determination of defensin levels
was performed in resting saliva obtained from pésievith the enzyme immunoenzymatic
method (ELISA).

In the conducted studies, it was found that ingreip of 3 of patients with moderate
periodontitis there were statistically significdmghest levels of alpha-defensins HNP 1-3 and
beta-defensins HBD-1 and HBD-2. HNP 1-3 levels wapproximately 3-fold higher in
group 3 than in other groups of patients. HBD-Zlswvere approximately 4-fold higher in
group 3 than in other groups of patients. Howewethe case of HBD-2 their levels were
about 1.5 times higher in subgroups 2B and 2C coedptd group 1 and subgroup 2A, and
about 2 times higher in group 3 than in group 1 sutajroup 2A.

Conclusions:

1. The progress of the intensity of dental caresot associated with disturbances of
alpha-defensin levels (HNP1-3) in saliva.

2. The progress of the intensity of dental carseassociated with a significantly elevated
level of HBD-2 beta-defensin in saliva, at the satimee with no changes in the
concentration of HBD-1.

3. In moderate chronic periodontitis, there is gnsicantly increased level of alpha-
defensins (HNP1-3) and beta-defensins (HBD-1 an®+2Bin saliva.

4. In chronic moderate periodontitis, high levefsatpha-defensins (HNP1-3) in saliva

may be a diagnostic marker.
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