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SANTRUMPOS

AAP — Amerikos periodontology akademija (angl. American Academy of
Periodontology)

ACR — Amerikos reumatology kolegija (angl. American College of
Rheumatology)

AGE - glikeminiai produktai (angl. Advanced glycation end products)
Anti—CCP — antikiinai prie§ ciklinj citrulinizuotg peptida

Anti-PPAD — antik@inai prie§ peptidilarginino deiminazg

AT — atvirkstinés transkripcijos reakcija

AT-kPGR — kiekybing¢ atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé
reakcija

AUC - plotas po ROC kreive (angl. area under the ROC curve)
bDMARDSs — biologiniai ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai
vaistai (angl. biologic disease— modifying antirheumatic drugs)

BOP — kraujavimo po zondavimo indeksas (angl. bleeding on probing)
CD — cukrinis diabetas

CDC - ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl. Center for Disease
Control)

COX - ciklooksigenzé (angl. Cyclooxygenase)

CRB - reaktyvusis C baltymas

DAMP — su pazeidimu susijusios molekulinés struktaros (angl. damage—
associated molecular patterns)

DAS28 — ligos aktyvumo indeksas vertinant 28 sgnarius (angl. Disease
Activity Score)

DMARD:s — ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai (angl.
disease— modifying antirheumatic drugs)

DVS — danteny vagelés skystis

EFP — Europos periodontology federacija (angl. European Federation of
Periodontology)

EM — ektralgstelinis matriksas

ENG — eritrocity nusédimo greitis

FC — raiSkos skirtumas kartais (angl. fold change)

GK — gliukokortikosteroidai

HAQ - sveikatos vertinimo klausimynas (angl. health assessment
questionnaire)



HbA1lc — glikozilintas hemoglobinas

HLA — audiniy suderinamumo antigenai (angl. human leukocyte antigen)
HS — vandenilio sulfitas

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

iRNR — informaciné RNR

IxB — slopinantys baltymai

KMI — kiino masés indeksas

KNL — kaulo netekimo lygis

LPS — lipopolisacharidai (angl. lipopolysaccharide)

mMiRNR — mikroRNR (angl. microRNA)

MMP — matrikso metaloproteinazé

NF—«B — branduolio veiksnys kapa B (angl. nuclear factor kappa light
chain enhancer of activated B cells)

NVNU — nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo

OPG — osteoprotegerinas

PAMP — su patogenais susijusios molekulinés strukttiros (angl. pathogen—
associated molecular patterns)

PD — periodontitas

PJN — periodonto jungties netekimas

PPAD - peptidilarginino deiminazg¢

PRR — patogeny atpazinimo receptorius (angl. pattern recognition
receptor)

RA — reumatoidinis artritas

RAID — reumatoidinio artrito ligos poveikio klausimynas (angl.
Rheumatoid Arthritis Impact of Disease)

RANKL — branduolio faktoriaus kappa B ligando receptoriy aktyvatorius
(angl. Receptor activator of the nuclear factor kappa B ligand)

RF — reumatoidinis faktorius

SD - standartinis nuokrypis

SDMARDs - sintetiniai ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai
(angl. synthetic disease— modifying antirheumatic drugs)

SKS — sirdies ir kraujagysliy sistema

TLR — Toll tipo receptorius (angl. toll- like receptor)

TNF-0 — naviko nekrozés faktorius a (angl. Tumor necrosis factor o)
VAS — vizualiné analogijos skalé

ZG — zondavimo gylis
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1. IVADAS
1.1 JZzanga

Periodontitas (PD) yra infekciné liga, apibiidinama jungiamojo audinio
uzdegimine destrukcija, dél kurios netenkama periodonto jungties ir
rezorbuojamas alveolinis kaulas. PD yra labiausiai paplitusi 1étiné uzdegiminé
liga, kurios daznis siekia iki 70 proc. suaugusiyjy populiacijos, priklausomai
nuo amziaus ir tyrimuose naudojamy diagnostiniy kriterijy [1]. Periodontito
paplitimas didéja proporcingai gyventojy amziui [2]. Atsizvelgiant j
populiacijos senéjimo tendencija bei didéjant] rizikos veiksniy pasirei§kima,
ateityje galima tikétis didéjancio PD paplitimo. PD yra viena pagrindiniy
danty netekimo priezas¢iy [3]. Si liga yra siejama su daznesniu kity sisteminiy
ligy pasireiskimu. Létinis anaerobiniy bakterijy kiekio padidéjimas burnoje
siejamas su didesne rizika sirgti bakterinés kilmés pneumonija, létine
obstrukcine plauciy liga bei kitomis kvépavimo sistemos ligomis ir véZziniais
susirgimais [4]. Periodonto patogeniniy bakterijy patekimas j kraujotaka
prisideda prie ateroskleroziniy pakitimy formavimosi, didina infekcinio
endokardito bei infarkto iSsivystymo rizikg [5]. Visgi, yra manoma, kad
didziausia neigiamg poveikj organizmui periodontitas sukelia dél mazo
intensyvumo létinio uzdegimo, kuris moduliuoja imuninés sistemos veiklg ir
tokiu biidu didina rizika sirgti jvairiomis ligomis, jskaitant endokrininius ir
autoimuninius susirgimus [6].

Viena labiausiai su periodontitu siejamy autoimuniniy ligy yra
reumatoidinis artritas (RA) [7]. RA paplitimas bendrojoje populiacijoje siekia
0,3-1 proc., tuo tarpu, tikimybé sirgti RA yra didesné PD sergantiems
asmenims [8, 9]. Periodonto patologijos klinikiné eiga koreliuoja su RA ligos
intensyvumu, 0 po sékmingo periodontologinio gydymo, stebimas RA
epidemiologiniais tyrimais nustatomos asociacijos tarp PD ir RA yra
grindziamos S§iy ligy patogenezés panasumais [12]. Abi ligos yra
charakterizuojamos  padidéjusia  uzdegiminiy citokiny  produkcija
paskatinancia jungiamojo ir kaulinio audinio rezorbcija [13]. Taip pat, PD ir
RA biuidingi bendri aplinkos rizikos bei genetiniai veiksniai, jskaitant zmogaus
leukocity antigeny (angl. human leukocyte antigen, HLA) ir DRB1 geno alelio
raiSka [14]. Tobuléjant tyrimo metodams atskleidziama vis daugiau PD ir RA
sgsajy, visgi, itin kompleksiné abiejy ligy patogenezé dar néra iki galo istirta.

Pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama epigenetiniam geny raiskos
reguliavimui, kuris galimai turi jtakos daugelio ligy etiopatogenezei. Vienas
i§ epigenetiniy reguliavimo mechanizmy yra su mikroRNR (miRNR) susijes
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postranskripcinis geny raiSkos moduliavimas. MiRNR yra nekoduojanciy,
viengrandziy RNR klasé. Brandi miRNR vidutiniSkai yra sudaryta i§ 19-25
nukleotidy. Siuo metu duomeny bazése uzregistruota mazdaug 2600 miRNR,
i$ kuriy validuota daugiau nei 1100 miRNR [16]. miRNR daugiausiai
neigiamai veikia genus taikinius, slopindamos tolimesne¢ specifiniy
informaciniy RNR (iRNR) transliacija bei baltymy sintezg. Apie 60 proc.
zmogaus baltymus koduojanciy geny raiska reguliuoja miRNR, todél miRNR
yra neatsiejamos nuo daugelio organizme vykstanéiy fiziologiniy ir
patologiniy procesy [17]. miIRNR trikumas arba perteklius yra aptinkamas
jvairiy ligy atveju, o cirkuliuojan¢iy miRNR kiekio nustatymas yra laikomas
vienu perspektyviausiy diagnostiniy metody.

Sio disertacijos darbo metu buvo siekiama nustatyti su PD susijusias
miRNR, kuriy kiekio jvertinimas organizmo skysciuose ateityje galéty buti
taikomas PD diagnostikai. Tyrimo metu taikyta veiksmy seka naudojama
kituose panaSaus pobtidzio tyrimuose [18]. Pirmiausia, visuminés miRNR
raiSkos metodu, kuriuo galima vertinti 2569 miRNR raiska, buvo nustatytas
danteny miRNR raiskos profilis ir palyginti miRNR raiskos skirtumai tarp
periodontito pazeisty ir sveiky danteny. Remiantis §iame tyrimo etape gautais
duomenimis buvo atrinkta 15 potencialiai su periodontitu susijusiy miRNR.
Siy miRNR raika vertinta didesnéje danteny méginiy imtyje. Danteny
audinyje keturios (miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p)
labiausiai su PD susijusios ir su jvairiais klinikiniais-patologiniais PD
rodikliais koreliavusios miRNR buvo atrinktos tolesniam tyrimui bei
diagnostinio potencialo vertinimui organizmo skysciuose: danteny vagelés
skystyje (DVS), seilése ir kraujo plazmoje. Visuose tyrimo etapuose buvo
atsizvelgiama j RA diagnoze, RA klinikinius-patologinius rodiklius bei RA
gydymui skiriamy vaisty vartojima, siekiant tiksliau identifikuoti su uzdegimu
susijusias miRNR bei potencialiai pagilinti §iuo metu turimas fundamentalias
Zinias apie PD ir RA tarpusavio rysj.

1.2 Darbo naujumas ir aktualumas

Su periodontitu susijusiy molekuliy nustatymas yra aktualus dél keleto
priezasCiy. Visy pirma, molekuliniy zymeny identifikavimu seilése ar DVS
paremta neinvazyvi periodontito diagnostika yra aktuali siekiant sukurti
alternatyvius periodontologinés buklés jvertinimo metodus, neparemtus
klinikine apziiira ir periodontologiniu iStyrimu. Tikétina, kad neinvazyvis
diagnostiniai metodai padidinty pacienty bendradarbiavimg, o lengvai
prieinama, savalaiké PD diagnostika sumazinty PD daroma zala organizmo
sveikatai. Taip pat, molekuliniy zymeny identifikavimas ateityje galéty bati
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taikomas siekiant jvertinti rizikg sirgti periodontitu ar kuriant miRNR
paremtus terapinius preparatus. Specifinés miRNR i§ kity molekuliniy PD
zymeny iSsiskiria savo nebaltymine kilme, maza molekuline mase, dideliu
stabilumu organizmo skysCiuose bei nebrangia gamyba. Visgi, bendras
organizme aptinkammy miRNR kiekis yra didelis ir kinta skirtinguose
audiniuose, o Sios molekulés yra susijusios su jvairiomis ligomis, todél
reikalingi kompleksiniai tyrimai, kuriuose yra vertinamos miRNR sgsajos su
PD jvairiose terpése ir yra atsizvelgiama | galimg gretutiniy ligy ar kity
modifikuojanciy veiksniy jtakg miRNR raiskai.

Sio biomedicininio tyrimo metu pirma kartg vienoje tiriamyjy imtyje buvo
atlieckamas su PD susijusiy miRNR nustatymas danteny audinyje ir atrinkty
miRNR kiekio jvertinimas danteny vagelés skystyje, seilése ir kraujo
plazmoje. Remiantis iki Siol publikuotos mokslinés literatiros duomenimis,
miRNR sgsajos su PD buvo vertintos tik vienoje ar dviejose terpése (pvz.,
kraujo plazmoje ir (ar) seilése) [19]. Misy tyrimo metu surinkti duomenys
leidzia palyginti skirtingy organizmo skys¢iy miRNR pokyc¢iy désninguma ir
diagnostines savybes. Taip pat, autoriy Ziniomis, tai yra pirmasis tyrimas,
kuriame buvo vertinamos RA ir RA gydymui skiriamy vaisty vartojimo
sgsajos su miRNR raiska dantenose.

1.3 Darbo tikslas ir uzdaviniai
Darbo tikslas

Nustatyti su periodontitu susijusias MiRNR, jvertinti §iy miRNR
diagnostinj potencialg periodontito diagnostikai, tiriant serganc¢iyjy danteny
vagelés skystj, seiles ir kraujo plazmg, bei iStirti miRNR sasajas su

reumatoidiniu  artritu  ir  klinikiniais-patologiniais  periodontito  bei
reumatoidinio artrito rodikliais.

Uzdaviniai

1. Istirti visuminj miRNR raiskos profilj periodontito paZeistuose ir
sveikuose danteny audiniuose, jvertinti sgsajas su reumatologine
bikle.

2. Atrinktas miRNR validuoti didesnéje danteny méginiy imtyje ir
jvertinti miRNR raiskos ry$j su periodontitu bei reumatoidiniu artritu

rodikliais, tiriant danteny vagelés skystj, seiles ir kraujo plazma.
11



4. Jvertinti miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p
diagnostinj potencialg periodontito diagnostikai, tiriant danteny
vagelés skystj, seiles ir kraujo plazma, bei palyginti skirtingy éminiy
diagnostines savybes.

1.4 Tyrimo hipotez¢ ir ginamieji teiginiai

Tyrimo hipotezé — miRNR raiSka danteny audinyje bei miRNR kiekis
danteny vagelés skystyje, seilése ir kraujo plazmoje yra susijes su periodontitu
ir reumatoidiniu artritu bei $iy ligy klinikiniais-patologiniais rodikliais, o
atrinkty miRNR kiekio jvertinimas organizmo skysCiuose gali turéti
reik§mingg diagnosting vertg periodontito diagnostikai.

Ginamieji teiginiai:

1. Visuminé miRNR raiska periodontito pazeistuose danteny audiniuose
skiriasi nuo sveiky danteny audiniy MiRNR raiSkos ir yra susijusi su
reumatologine bukle.

2. Periodontito pazeistuose danteny audiniuose miR-145-5p, miR-140-
3p ir miR-195-5p raiska yra reik§mingai padidéjusi ir koreliuoja su
PD klinikiniais-patologiniais rodikliais.

3. Danteny vagelés skystyje ir kraujo plazmoje esanc¢iy miR-140-3p,
miR-145-5p ir miR-146a-5p, o seilése — mMIiR-145-5p Kiekis
reikSmingai siejasi su PD ir (arba) Klinikiniais-patologiniais PD
rodikliais.

4. Vertinant miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p
kiekj, danteny vagelés skystyje Siy miRNR diagnostinés savybés
periodontito diagnostikai yra geresnés nei seilése ar kraujo plazmoje.
DVS miR-140-3p/-145-5p/-146a-5p derinio diagnostiné verté yra
didesné nei pavieniy miRNR.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Periodonto audiniy ligos, periodontito paplitimas

Periodontas (gr. mepi peri-, reiskia ,,apie, aplink®, -odont, reiskia —
»dantis®) — tai dant] supanciy audiniy kompleksas sudarytas i§ danteny,
alveolés kaulo, periodonto raiscio ir Saknies cemento. Periodonto pagrindiné
funkcija — danties jtvirtinimas alveolés kaule. Periodonto audiniai gali biiti
skirstomi j virStininius bei krastinius periodonto audinius. Apie Saknies
vir§ting esanciy audiniy uzdegimas sukeltas danties Saknies kanale esanciy
mikroorganizmy yra vadinamas vir§ininiu periodontitu [20]. Siame
moksliniame darbe terminas ,,periodontitas“ yra vartojamas apibudinant
periodonto audiniy pazeidimus paveikiancius krastinj periodontg. Pagrindinés
krastinio periodonto ligos yra gingivitas ir periodontitas. Gingivitas yra
apibudinamas kaip griztamas uzdegimas dantenose. Gingivito metu
nepazeidziamos kitos periodonto struktiros (alveolés kaulas, periodonto
raistis, Saknies cementas) dél to, sustabdzius uzdegima, pazeisti audiniai gali
atsinaujinti. Periodontitas yra 1étiné infekciné liga apibiidinama jungiamojo
audinio uzdegimine destrukcija, dél kurios netenkama periodonto jungties ir
rezorbuojasi alveolinis kaulas. Periodontito sukelti pazeidimai yra negrjztami
ir ligos negydant, ilgainiui susilpnéja periodonto funkcijos ir prarandami
dantys.

Bendras PD daznis siekia nuo 10 - 70 proc. populiacijos [1]. PD paplitimo
daznio skirtumai tarp tyrimy yra susij¢ su taikomais diagnostiniais kriterijais,
amziaus skirtumu bei geografiniais ypatumais. Kassebaum N. ir
bendraautoriai 2014 m. atliko sisteming straipsniy apie periodontito paplitima
apzvalga, kurioje apibendrino 72 tyrimy duomenis i§ 37 skirtingy pasaulio
Saliy, apimancius beveik 0,3 milijono tiriamyjy, vyresniy nei 15 mety [21].
Apzvalgoje teigiama, kad sunkia periodontito forma serga 11,2 proc. pasaulio
gyventojy. Sunkus periodontitas yra 6 pasaulyje labiausiai paplitusi liga,
paveikianti 743 milijono gyventojy. PD paplitimas didé¢ja proporcingai
gyventojy amziui — nustatyta, kad 68 proc. vyresniy nei 65 mety gyventojy
Jungtinése Amerikos Valstijose serga vidutiniu ar sunkiu periodontitu [22].
Remiantis Skudutytés ir bendraautoriy atliktu tyrimu (2000 m.), Lietuvoje PD
nustatytas 82 proc. 35-44 mety amziaus asmeny ir 95 proc. 65-74 mety
amziaus asmeny [23].

Periodonto ligy epidemiologinis vertinimas yra itin apsunkintas dél
skirtingy diagnostiniy kriterijy taikymo. Per pastaruosius desimtmecius buvo
sukurtos bent kelios periodonto ligy klasifikacijos. Naujy klasifikaciniy
kriterijy jvedimas apsunkina PD ligos paplitimo palyginimg tarp tyrimy.
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Moksliniuose tyrimuose itin pla¢iai buvo taikoma 1989 m. Pasaulio sveikatos
organizacijos pasitlyta klasifikacija, paremta CPI / CPITN (angl. Community
Periodontal Index / Community Periodontal Index of Treatment Needs)
indeksu. Si sistema jgalina per salyginai trumpg laika jvertinti didelés apimties
tiriamyjy imtj. Klasifikacija buvo paremta i§ esmés zondavimo gylio (ZG)
jvertinimu ir nebuvo atsizvelgta j periodonto jungties netekimg (PJN), danteny
recesijas, danty paslankuma, o tai galéjo turéti jtakos diagnozés tikslumui
[24]. 1999 metais Amerikos periodontology akademija (angl. American
Academy of Periodontology, AAP) pasitlé patobulintg klasifikacijos versija.
Sioje klasifikacijoje esminis kriterijus buvo periodonto jungties netekimo
lygis [25]. Pastarojoje klasifikacijoje PD buvo skirstomas j létinj ir agresyvy,
atsizvelgiant | PD ligos klinikinius pozymius. Dar viena epidemiologiniuose
tyrimuose placiai taikoma klasifikacija — JAV ligy kontrolés ir prevencijos
centro (angl. Center for Disease Control, CDC) kartu su AAP pateikta CDC /
AAP Klasifikacija. PD diagnozei nustatyti buvo atsizvelgiama j du
pagrindinius kriterijus — ZG ir PIN. Daugelis iki $iol atlikty moksliniy tyrimy
naudojo vieng i§ ankscCiau apraSyty klasifikaciniy kriterijy arba pasiiilé savo
PD atvejo apibrézima. Siekiant patobulinti ir patikslinti periodonto ligy
klasifikacija, 2017 m. AAP kartu su Europos periodontology federacija (angl.
European Federation of Periodontology, EFP) pasitlé naujausia
klasifikacijos versija, kuri §iuo metu yra placiai taikoma [26]. Si klasifikacija
buvo vieSai pristatyta 2018 m., todél neretai ji yra vadinama 2018 m.
periodonto ligy klasifikacija. Klasifikacijos autoriai nustaté, jog truksta
irodymy teigti, kad PD ir agresyvus periodontitas turi reikSmingy skirtumy,
todél $ios ligos buvo apjungtos ir bendrai pavadintos periodontitu. Taip pat,
buvo pristatytos PD stadijos ir klasés. Stadijos atspindi periodonto ligos
sunkuma. Stadijy jvertinimui atsizvelgiama j PJN, periodontito netekty danty
skaiCiy, okliuzijos sutrikimus ir kitus veiksnius. Klasés yra skirtos jvertinti PD
ligos progresavimg ir paremtos kaulo netekimo lygio (KNL) ir amziaus
santykiu, dokumentuotu PJN ir kitais kriterijais. Itin svarbu, kad Sioje
klasifikacijoje iSskirta sveiky periodonto audiniy su ankstesniu periodonto
jungties netekimu savoka. Tokiu budu, PD sirge ir sékmingai iSgydyti
pacientai gali buti priskiriami periodontologiSkai sveiky asmeny grupei.
Atsizvelgiant | tai, jog 2018 m. klasifikacija turi reik§mingy pranasumy
lyginant su ankstesnémis, ir yra paskutiné pripaZzinta, biitent $i klasifikacija
buvo taikyta Siame biomedicininiame tyrime.

Visos aprasytos klasifikacijos remiasi klinikiniy periodontologinés biiklés
rodikliy jvertinimu, jskaitant ZG, PJN, KNL. Vertinant vien tik $iuos rodiklius
neretai negalima tiksliai nustatyti PD ligos aktyvumo bei néra galimybés
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jvertinti tikimybés sirgti PD ateityje. Pastaruoju metu vis daugiau démesio
skiriama neinvazyviai PD diagnostikai naudojant DVS arba seiliy méginius.
Taip pat, netriiksta tyrimy, kurie vertinty su PD susijusiy molekuliy
koncentracijg kraujo plazmoje. I$ $iy paminéty terpiy, DVS yra glaudziausiai
susijusi su periodonto audiniais, nes DVS susidaro filtruojantis audiniy
skyséiui pro jungties epitelio lasteles. DVS sudétis ir kiekis yra tiesiogiai
proporcingas uzdegimo aktyvumui periodonto audiniuose. [vairios
diagnostiSkai aktualios molekulés ir Igstelés yra vertinamos DVS, siekiant
jvertinti jy diagnosting verte, jskaitant periodonto patogenus (Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ir kt.) [27], bakterijy
metabolizmo produktus (sieros junginiai, specifinés proteazés) [28],
uzdegimo zymenis (matrikso metaloproteinazés (MMP), neutrofily elastazé,
Sarminé fosfatazé ir kt.) [29], audiniy irimo metu i$siskirian¢ias molekules
(kolageno fragmentai ir kt.) [30] bei kitus junginius. Visgi, DVS surinkimas
yra susij¢s su tam tikru diskomfortu pacientams. Dél Sios priezasties seilés
tiriamos kaip alternatyvus neinvazyvios PD diagnostikos metodas. Seilése
aptinkamos jvairios lokaliai i§skiriamos organinés kilmés medziagos jskaitant
baltymus, metabolitus bei geneting medziaga. Kooijman G. vadovaujama
tyréjy grupé patentavo baltymy kombinacijy identifikavima seilése, siekiant
nustatyti lengva ir pazengusj periodontitg [31]. Kiekybiskai ir kokybiskai
nustatoma baltymy piruvato kinazés, MMP-9, S100 kalcj suriSancio baltymo
A9, S100 kalcj suriSanc¢io baltymo A8, hemoglobing sudarancias grandines 3
kombinacija. Taip pat, siekiant atskirti lengva PD nuo pazengusios ligos,
Chatterjea S. patentavo IL-1p, IL-6, MMP-9, MMP-3 baltymy kombinacijos
seilés kokybinj ir kiekybinj identifikavima [32]. Visgi, tiek seilése, tiek DVS
daugelio pavieniy medziagy diagnostinés savybés ne visais atvejais yra
pakankamos klinikiniam pritaikymui, todél tyrimai $ioje srityje yra vykdomi
toliau [33].

2.1.1 Periodonto ligy patogenezé
Mikroorganizmy reiksmé periodontito patogenezéje

Pagrindinis periodonto ligy etiologinis veiksnys yra mikroorganizmai,
reziduojantys ant danty esan¢iame minks$tajame apnaSe. Minkstojo apnaso
formavimasis apima keleta etapy. IS karto po danty nuvalymo prie danties
pavirsiaus ima jungtis seiliy glikoproteinai, keratinai, mucinai, fosfoproteinai
ir kiti baltymai, kurie suformuoja mazdaug 1 mm storio organinj sluoksnj,
vadinama pelikule [34]. Dalis burnoje laisvai reziduojanciy bakterijy —
Streptococcus spp., Actinomyces spp., Veillonella spp., Lactobacillus spp. —
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turi specialius membranos receptorius, kuriy pagalba gali jungtis prie
pelikulés baltymy. Sie ,,pirminiai kolonizatoriai* sudaro salygas toliau jungtis
kity rasiy bakterijoms — P. Intermedia, Capnocytophafia spp., F. Nucleatum,
P. gingivalis ir kt. [35]. Bakterijy kolonijoje ima formuotis nauji metaboliniai
keliai — vieny mikroorganizmy metabolitai yra panaudojami kity
mikroorganizmy, didéja kolonijos apimtis, kinta pH, mazéja deguonies
gradientas, susidaro salygos daugintis obligatiniams anaerobams [35].
Heterogeniska danty apnaso mikroaplinka sudaro palankias salygas jvairiy
rusiy mikroorganizmams daugintis. Pilnai subrendusiame minkstajame
apnase, skirtingy autoriy duomenimis, nustatoma daugiau nei 700 jvairiy
mikroorganizmy rasiy [36, 37]. Minkstagjame apnase be bakterijy aptinkama
ir jvairiy gryby, pirmuoniy bei virusy [38]. Pastarojo meto tyrimai atskleidé,
kad jvairios mieliagrybiy rasys, jskaitant Candida parapisilosis, Rhodotorula
spp., Candida dubliniensis, Candida tropicalis ir Candida albicans,
reik§mingai prisideda prie periodonto ligy patogenezés [39]. Saveikaudama
su P. gingivalis per adhezija vykdancius baltymus, Candida albicans paveikia
P. gingivalis geny raiSkg bei didina Sios bakterijos virulentiskumg [40]. Taip
pat, Candida albicans iSorinés sienelés komponentai skatina P. gingivalis
invazija ] epitelines lasteles, taciau tiksliis veikimo mechanizmai néra Zinomi
[41].

S. Socransky ir bendraautoriy 1998 m. atliktas tyrimas atskleidé, kad
dalis bakterijy yra susijusios genetiskai ir funkciskai, dél to jos buvo priskirtos
vadinamiesiems kompleksams [42]. Geltonojo, zaliojo ir violetinio
komplekso bakterijos (Streptococcus spp., Actinomyces ir kt.) vienos i
pirmyjy pradeda augti ant besiformuojancio danty apnaso [43]. Oranzinio
komplekso mikroorganizmy (Campylobacter gracilis, C. rectus, C. showae,
E. nodatum, F. nucleatum subspecies, F. periodonticum, P. micros, P.
intermedia, P. nigrescens, S. constellatus) pradeda daugéti apnasui brestant.
Tai i§ esmés gramneigiami obligatiniai ar fakultatyviniai anaerobiniai
mikroorganizmai. Tuo tarpu, raudonajam kompleksui priskiriamos bakterijos
— P. gingivalis , T. denticola, T. forsythia — neretai yra aptinkamos kartu dél
jas siejan¢iy glaudziy metaboliniy rysiy [44]. Sios bakterijos daZniausiai
aptinkamos su oranzinio komplekso patogenais, dél to manoma, kad
raudonojo komplekso mikroorganizmy daugéjimas yra paskutinis danty
apnaso brendimo etapas. P. gingivalis , T. denticola, T.forsythia yra stipriai
kiSenémis ir kraujavimo po zondavimo — dél to jos yra vadinamos
pagrindiniais periodonto patogenais [45].
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Dalis apnaSo mikroorganizmy, o ypa¢ raudonajam kompleksui
priskiriamos bakterijos, glaudziai kontaktuoja su danteny vagelés epiteliu ir
skatina periodonto audiniy destrukcija. P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia
i8skiria proteolizinius fermentus, kuriy poveikyje ardomi aplinkiniy audiniy
baltymai, o susidariusias aminortigstis mikroorganizmai metabolizuoja [45].
Didzioji dalis (85 proc.) audinius ardan¢io poveikio yra priskiriama P.
gingivalis  i$skiriamoms cisteino proteazéms (angl. gingipains), kuriy
poveikyje suardomi fibroblastus ekstralasteliniame matrikse (EM)
fiksuojantys baltymai — fibronektinas ir tenascinas-C [46, 47]. Tai lemia
fibroblasty atpalaidavimg i§ EM ir jy palaipsniskg irima, kas reikSmingai
prisideda prie periodonto audiniy destrukcijos.

Dalis bakterijy proteaziy poveikyje susidariusiy metabolity provokuoja
imuninj atsakg bei prisideda prie tolesnio periodonto audiniy ardymo ir
periodontito progresavimo. Vandenilio sulfitas (HS) susidaro apnaSo
bakterijoms skaidant aminortigstj L-cisteing bei glutationg. HS yra aktyvus
sieros junginys, i kurj monocitai reaguoja iSskirdami uzdegiminius citokinus
IL-1B ir IL-18 [48]. Taip pat, HS paskatina fibroblasty apoptoze bei geba
ardyti organizmo baltymy sulfidines jungtis [49]. Tuo tarpu, skaidydamos L-
metationg, bakterijos j aplinkg isskiria kitus aktyvius, audiniy ardyma
skatinancius, sieros junginius: metilmerkaptang, dimetilo disulfida, dimetilo
sulfidg [50]. Be sieros junginiy, periodonto patogeny veikla lemia kity
metabolity kiekio didéjima periodonto audiniuose, jskaitant amoniako,
piruvato bei jvairiy trumpagrandziy riebaly rugsciy (propiono, acto, sviesto,
skruzdziy, pieno ir kt.) [51-54]. Sie metabolitai gali lemti epiteliniy Igsteliy ir
fibroblasty apoptoze, slopinti epitelio fibroblasty augimag bei paskatinti
aktyviy deguonies formy susidaryma [55]. Be tiesioginio neigiamo poveikio
aplinkiniams audiniams, Sie metabolitai kei¢ia apnaso pH, bei oksidacijos-
redukcijos potencialg bei sudaro palankias salygas obligatiniy anaeroby
dauginimuisi.

Imuninio atsako svarba periodontito patogenezéje

Jgimto imuninio atsako lastelés — makrofagai, dendritinés lastelés bei
neutrofilai  — pirmiausiai  atpazjsta danty apnase reziduojancius
mikroorganizmus [56, 57]. Sios lastelés reaguoja j jvairias su patogenais
susijusias molekulines struktiiras (angl. pathogen-associated molecular
patterns, PAMP) bei su pazeidimu susijusias molekulines struktiiras (angl.
damage-associated molecular patterns, DAMP). Pagrindiniai PAMP yra
bakterijy sienelés lipopolisacharidai (LPS), lipoteichoiné¢ ragstis,
peptidoglikanai, N-formilmetioninas bei lipoproteinai. Tuo tarpu, DAMP
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i8siskiria vykstant lgsteliy nekrozei, kai vidulasteliniai komponentai patenka j
aplinkinius audinius [58, 59].

PAMP ir DAMP atpazinimas vyksta per lasteliy membranose esancius
patogeny atpazinimo receptorius (angl. pattern recognition receptors, PRR).
Zmogaus organizme yra zinomi penki PRR tipai, i§ kuriy pagrindinis yra Toll
receptorius (angl. toll-like receptor, TLR) [60]. Gramneigiamy bakterijy LPS
yra atpazjstami per TLR4 receptoriy, tuo tarpu gramteigiamy bakterijy
lipoteichoiné raigstis jungiasi su TLR2 receptoriumi [61]. PAMP saveika su
Toll receptoriumi aktyvina signalo perdavimo kelius, kurie reguliuoja
skirtingus transkripcinius ir potranskripcinius procesus. Branduolio veiksnys
kapa B (angl. nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells,
NF-kB) priklauso indukuojamyjy transkripcijos veiksniy Seimai, kurie neretai
vadinami pagrindiniais Zmogaus uzdegimo mediatoriais [62]. NF-xB gali biti
aktyvinamas dviem biuidais — kanoniniu ir nekanoniniu / alternatyviu.
Kanoniniu biidu NF-xB aktyvuojamas, kai nuo jo atsijungia slopinantys
baltymai (IxB), dél ligandy saveikos su jvairiais receptoriais, jskaitant jau
minétus Toll receptorius bei citokiny, TNF Seimos, T-lIgsteliy ir B-lgsteliy
receptorius [63]. Alternatyviuoju budu NF-kB aktyvuojamas, kai ligandas
susijungia su TNF Seimos specifiniais receptoriais: LTPR, BAFFR, CD40 ir
RANK [64,65]. Aktyvuotas NF-kB patenka j Igstelés branduolj ir prisijungia
prie specifinés DNR srities bei paskatina geny taikiniy transkripcija.
Priklausomai nuo Iasteliy tipo, NF-kB aktyvacija lemia jvairiy uzdegiminiy
citokiny (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 naviko nekrozés faktoriaus o (angl.
Tumor necrosis factor o, TNF-a), chemokiny (MCP-1, IL-18, RANTES, MP-
2, CXCL1, CXCL10), anti-apoptoziniy veiksniy, adhezijos molekuliy
produkcijg [62]. Pavyzdziui, jgyto imuninio atsako lgstelés — makrofagai —
aktyvuoti per TLR4 receptoriy saveikg su LPS, diferencijuojasi j M1 potipj
[66]. M1 makrofagai iSskiria IL-1, IL-6, IL-12, TNF-o citokinus bei
chemokinus [67]. Siy mediatoriy poveikyje vyksta neutrofily migracija j
pazeidimo vieta, jgyto imuniteto lasteliy diferenciacija bei aktyvacija.

Igyto imuninio atsako aktyvavimas itin svarbus periodontito
patogenezéje. Epitelyje reziduojancios antigeng pateikiancios T lastelés yra
aktyvuojamos uzdegiminiy citokiny. Jos vystosi j skirtingus T Iasteliy
potipius, priklausomai nuo jy gaminamy citokiny. Thl gamina IL-2, IFN-y,
bei RANK (priskiriamos lasteliniam imunitetui), Th2 gamina IL-4, IL-5, IL-
10 (priskiriamos humoraliniam imunitetui) [68]. T Iastelés sustiprina
uzdegiminj atsaka produkuodamos citokinus, kurie paskatina didesne
neutrofily migracijg j pazeidimo vietg bei stimuliuoja B lasteles. Pastarosios
lastelés dauginasi sudarydamos klonus bei diferencijuojasi j plazmines
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lasteles gaminanc¢ias imunoglobulinus (Ig) [69]. IgG jungiasi su periodonto
patogenais ir padeda fagocituojancioms lasteléms atpazinti patogeninius
mikroorganizmus [70].

Aktyvuotos imuninés lastelés jvairiais budais stengiasi sunaikinti
periodonto patogenus. Neutrofilai fagocituoja IgG Zymétus mikroorganizmus
bei i$skiria j aplinkg MMP-8. Pastaroji ardo ne tik periodonto patogenus, bet
ir ekstralgstelinio matrikso baltymus. Neutrofily aktyvumas turi reik§Smingos
itakos periodontito progresavimui. Tiek esant neutrofily hiperaktyvacijai, tiek
ir neutrofily nepakankamumui vystosi sunkus, greitai progresuojantis
periodontitas [71]. Normos ribose neutrofilai apriboja pazeidimo vieta ir
neleidzia periodonto patogenams plisti ] gilesnius audinius. Fagocity
tiesioginé Zala periodonto audiniams tik i§ dalies paaiskina imuninio atsako
svarba periodontito progresavimui.

Yra zinoma, kad padidéjusi uzdegiminiy citokiny produkcija turi jtakos
apie dantis esancio kaulinio audinio homeostazei. Fiziologinémis saglygomis
egzistuojanti pusiausvyra tarp kaula formuojanciy lasteliy (osteoklasty) ir
kaulg ardanciy lasteliy (osteoklasty) yra sutrikdoma dél padidéjusios
osteoklasty aktyvacijos. Osteoklastai formuojasi i§ monocity-makrofagy
linijos hematopoetiniy pirmtaky, kurie migruoja j pazeidimo vieta pagal 1L-8
gradientg [72]. Osteoklasty pirmtaky diferenciacija paskatina branduolio
faktoriaus kappa B ligando receptoriy aktyvatorius (RANKL). RANKL
jungiasi su preosteoklasty pavirSiuje esanciu RANK receptoriumi ir tokiu
biuidu paskatina osteoklasty diferenciacija ir aktyvacija [73]. Esant normaliai
kaulinio audiniu homeostazei nuo RANKL-RANK sgveikos apsaugo
receptorius osteoprotegerinas (OPG), kuris sujungia ir inaktyvuoja RANKL
liganda. Dél padidéjusios TNF-a ir IL-1 uzdegiminiy citokiny koncentracijos,
padidéja RANKL sintezé osteoklastuose, sutrinka RANKL ir OPG balansas,
dél ko paskatinama osteoklasty diferenciacija ir aktyvacija bei vyksta kaulinio
audinio rezorbcija [74, 75]. Taip pat, TNF-a slopina kaulg atstatanciy
osteoblasty funkcijg ir tokiu bidu dar labiau i$balansuojama kaulinio audinio
homeostazé [76].

Idealiomis salygomis, jgimto ir jgyto imuniteto aktyvacijos sukelta
audringa uzdegiminé reakcija turéty sunaikinti patogenus. Visgi, dél tam tikry
periodonto patogeny gebéjimo ,,iSsisukti nuo imuninés sistemos bei dél
bendro mikroorganizmy kolonijos atsparumo, uzdegimo metu periodonto
audiniuose patogeninés bakterijos néra sunaikinamos. Vyksta nuolating
imuniniy lgsteliy aktyvacija, uzdegiminiy mediatoriy produkcija bei vystosi
létiné uzdegiminé bukleé.
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2.1.2 Periodontito rysys su kitomis ligomis

Periodonto patologijos neigiamas poveikis organizmui neapsiriboja
periodonto audiniais. Siuo metu yra nustatyta keletas patogeneziniy keliy,
kuriais periodonto patogenai veikia toliau nuo danties esancius audinius ir
organus (1 pav.).

Alzheimerio lign

Periodontitas

i patekimas { kvépavi
takus ir virskinamajj traka

Endotelio funkefjos sutrikimas

Pn

Bakteriemii
Sirdies ir kraujagysliu ligos

Mato intensyvumo uzdegimas

Nealkoholiné suriebéjusin
kepenu liga _
: Uminés fazés baltymu sintezé

Metaboliniai sutrikimai Cukirinis diabetas

Uzdegiminé
Zarnyno liga

Néstumo blogosios
iseitys

Alial és sutrikimai

P

Osteoklasty pirmataky
liekio padidéjimas Ligos siejams su periodontitu

R idinis artritas

Periodonto patogenu plitimo keliai

Su periodontitu siejami poky¢iai organizme

1 pav. Periodontito rySys su sisteminémis ligomis (pritaikyta pagal
Hajishengallis ir kt., 2021) [6].

Bakterijy patekimas j kvépavimo takus ir virskinamajj trakq

Viename miligrame bakterinio apnaso yra 108 vienety mikroorganizmy [77].
Sie mikroorganizmai ilgainiui i§plinta burnoje, patenka j vir§kinamajj trakta
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ar kvépavimo takus. Zinoma, kad Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Actinomyces israelii, Capnocytophaga species, Eikenella corrodens,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis ir Streptococcus
constellatus aspiracija j plau¢ius gali sukelti baktering pneumonija [78, 79].
Iprastai, nosiarykléje reziduojantys mikroorganizmai j plaucius nepatenka deél
gynybiniy mechanizmy — kosulio, virpamojo epitelio geb&jimo pasalinti
mikroorganizmus bei imuninés sistemos veiklos. Visgi, dél jvairiy gretutiniy
susirgimy ar vartojamy vaisty, nusilpus apsauginiams mechanizmams
padidéja bakterijy patekimo i plaucius rizika. Taip pat, periodontito metu ]
kvépavimo takus aspiruojami citokinai bei bakteriniai fermentai. Bakterinés
kilmés proteazés pazeidzia kvépavimo taky virpamajj epitelj ir pagerina
bakterijy adhezija prie epitelio. Tuo tarpu, su seilémis aspiruoti uzdegiminiai
citokinai provokuoja uzdegiminj atsaka plauciuose dar prie§ patenkant
patogeniniams mikrooganizmams [80]. 2016 m. Cagnani ir bendraautoriy
atliktoje sisteminéje apzvalgoje teigiama, jog yra stiprus rySys tarp
periodontito ir aspiracinés bakterinés pneumonijos [81]. Tuo tarpu, bakterijy
patekimas ] burng ir virSkinamajj trakta didina navikiniy susirgimy rizika.
Periodonto patogeny iSprovokuotas uzdegiminis atsakas lemia laisvyjy
radikaly iSsiskyrima, kurie sukelia DNR pazaidas bei vyksta lipidy
peroksidacija ir trikdomas postransliacinis baltymy modifikavimas [82].
Zinoma, kad periodontitas iki 5 karty padidina rizika sirgti burnos
plokscialgsteline karcinoma. IStyrus karcinomos pazeistus burnos ir stemplés
audinius nustatyti itin dideli P. gingivalis kiekiai [83, 84].

Bakterijy patekimas j sisteming kraujotakq

Dantis ir periodonto audinius supa gausus kraujagysliy tinklas.
Periodontitui pazeidus jungiamojo ir epitelinio audinio vientisuma, atsiranda
galimybé bakterijoms patekti | aplinkines kraujagysles ir iSplisti j sistemine
kraujotaka. Zinoma, kad kasdieniy procediiry metu (kramtymo, danty valymo)
ar odontologiniy procediiry metu (profesionalios burnos higienos, danty
Salinimo ir kt.) vyksta bakterijy patekimas j sisteming kraujotaka —
bakteriemija. Bakteriemijos apimtis priklauso periodontito sunkumo,
periodontito pazeisty danty skaiciaus bei nuo procediiros pobtudzio. Sunkus,
daugel] danty pazeidgs periodontitas gali lemti mazdaug plastakos plocio
infekcijos ,,varty” susidaryma [85]. Manoma, kad bitent dél periodontito
daugiausia bakterijy patenka j sisteming kraujotaka, nepaisant to, kad
zmogaus organizme yra daugiau sri¢iy, kuriose gausiai reziduoja bakterijos.
Pavyzdziui, Zarnyne aptinkama itin gausi bakteriné mikroflora sunkiau
patenka ] kraujotaka, nes mikroorganizmai nuolatos keliauja vir$kinamuoju
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traktu dél Zarnyno peristaltikos. Tai sumaZzina galimybe paZeisti apsauginj
epitelinj barjera. Tuo tarpu, net ir patekusios j sisteming kraujotaka Zarnyno
bakterijos per kepeny varty vena yra nugabenamos j kepenis, kuriose
specializuoti makrofagai (angl. Kupffer cells) fagocituoja patogenus ir
neleidzia jiems toliau plisti po organizmg [85]. Periodontito atveju i
kraujotaka patekusios bakterijos gali plisti po organizmg, nes jos néra taip
efektyviai fagocituojamos. P. gingivalis gali patekti j epitelines, endotelines,
lygiojo raumens lasteles bei | makrofagus ir tokiu budu iSvengti imuninio
atsako [86]. Periodonto patogeny (P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia, T. forsythia) DNR aptinkama aterosklerozinése
plokstelése besiformuojanciose jvairiose Sirdies ir kraujagysliy sistemos
(SKS) vietose [87]. Aterosklerozinés plokstelés susidaro vykstant uzdegimui
endotelyje, kurj iSprovokuoja pazaida, mazo tankio lipoproteiny agregacija,
hipertenzija ar kiti veiksniai [88]. In vitro tyrimais nustatyta, kad P. gingivalis
iSskiriamos iSorinés sienelés vezikulés paskatina trombocity agregacija,
tromby formavimasi bei provokuoja uzdegiminj atsakg [89]. 2016 m.
Mougeot ir bendraautoriy atliktame tyrime nustatyta, kad SKS ligomis
sergantiems pacientams, net sveiky arterijy (kurios naudojamos koronariniy
kraujagysliy Suntavimui) sienelése aptinkama P. gingivalis [90]. Tuo tarpu,
bet kokia predisponuojanti SKS sistemos pazaida dar labiau padidina bakterijy
adhezijos tikimybe ir apimtj. Pavyzdziui, esant Sirdies mitralinio voZtuvo
prolapsui, stenozei, aortos voztuvo regurgitacijai ar esant protezuotiems
voztuvams reik§mingai padidéja infekcinio endokardito rizika dél periodonto
patogeny agregacijos jskaitant Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Eikenella corrodens, Streptococcus species, Capnocytophaga, Neisseria,
Lactobacillus [91]. Bendrai, Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligos yra iki 50
proc. daznesnés periodontitu sergantiems pacientams [91].

Periodonto patogenai i§ SKS gali patekti j jvairius organizmo audinius.
2019 metais atliktas tyrimas atskleidé, kad Alzheimerio liga serganciy
pacienty smegenyse ir cerebrospinaliniame skystyje aptinkama P. gingivalis
DNR bei Sios bakterijos i$skiriamy cisteino proteaziy [92]. Autoriai, norédami
sumazinti klaidingai teigiamo rezultato tikimybe, jvertino ir kitos organizme
reziduojancios bakterijos, H. Pylori, genetinés medziagos kiekj smegenyse,
tadiau jos neaptiko nei viename méginyje. Sis atradimas sustiprina prielaida,
kad periodonto patogeny patekimas j sisteming kraujotakg ir iSplitimas po
organus ir audinius yra didesnis nei kity mikroorganizmy, kuriuos organizmas
geba efektyviai neutralizuoti [85]. Atsizvelgiant | periodonto patogeny
virulentiSkumag ir zinant, kad Alzheimerio ligos patogenezei reikSmingos
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jtakos turi uzdegiminiai procesai, pastarasis atradimas padeda geriau suprasti,
kodél periodontitas yra pripazintas Alzheimerio ligos rizikos veiksnys [93].
Remiantis epidemiologiniais tyrimais, periodontitas buvo siejamas su
prieslaikiniu gimdymu ir mazu naujagimio svoriu jau daugelj mety [94].
Pastarojo meto tyrimuose teigiama, kad periodontitas padidina prie$laikinio
gimdymo ir mazo kudikio svorio rizikg [95-97]. In vitro tyrimais nustatyta,
kad P. gingivalis, kuris su sistemine kraujotaka patenka j placenta, paskatina
placentos trofoblasty apoptoz¢ [98]. Dél sutrikdytos vaisiaus kraujotakos
didéja jvairiy néStumo blogyjy iseiéiy tikimybé — vaisiaus augimo sutrikdymo,
prieslaikinio gimdymo, mazo naujagimio svorio, néstuminio diabeto. Tai, jog
periodontito neigiamas poveikis kenkia ankstyvuoju néstumo periodu,
patvirtina tyrimai, kuriais nustatyta, jog periodontologinis gydymas néstumo
prie§ néStumag atliktas periodontologinis gydymas reikSmingai sumazina
bloguyjy néstumo iseiciy tikimybe.

Létiné uzdegimine buklé

Umus uzdegimas, kuris greitai ir efektyviai pasalina patogenus yra itin
naudingas apsauginis mechanizmas. Visgi, uzsitgses uzdegimas, kurio metu
patogenai néra sunaikinami, bet imuning sistema yra nuolatinai aktyvuojama,
neigiamai veikia organizma. Létinio uzdegimo metu nuolat produkuojamos
aktyviosios deguonies formos, kurios ilgainiui pazeidzia aplinkinius audinius
ir lasteles bei sukelia DNR pazaidas. Taip pat, pazeistos lastelés bei
aktyvuotos imuninés lgstelés nuolatos isskiria uzdegiminius citokinus.
Nustatyta, kad IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, PGE2, IFN-y ir kiti citokinai i§
periodonto audiniy patenka j sisteming¢ kraujotaka [100, 101]. Be to, j
kraujotaka patekusios pacios bakterijos ar jy virulentiSkumo veiksniai
paskatina citokiny produkcijg toliau nuo periodonto esanciuose audiniuose
[102]. Sisteminéje kraujotakoje padidéjusi citokiny koncentracija nulemia
aminés fazés baltymy sinteze — reaktyviojo C baltymo (CRB), komplemento
komponenty, fibrinogeno ir kt. [102]. Sie veiksniai savo ruoztu veikia jvairius
organizmo procesus jskaitant imuninj atsakg bei hormony pusiausvyrg ir
paskatina vadinamuosius ardymo (,,anabolinius) procesus, kurie siejami ne
tik su jvairiomis ligomis, bet ir su bendru organizmo senéjimu [103].

Svarbu paminéti, kad anksCiau aprasytas bakterijy patekimas |
virS§kinamajj trakta, kvépavimo takus ar sisteming kraujotaka visada lydimas
létinés uzdegiminés buklés. Visgi, kai kurios ligos su periodontitu labiausiai
siejamos butent dél létiniy uzdegiminiy procesy, o ne dél tiesioginio
periodonto bakterijy patekimo j audinius ar organus.
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Cukrinio diabeto (CD) patogenezéje reikSmingg vaidmenj turi uzdegiminiai
procesai. Padidéjusi IL-6 ir TNF-a koncentracija serume siejama su padidinta
rizika sirgti Il tipo (nuo insulino nepriklausomu) CD [104]. IL-6 ir TNF-a yra
pagrindiniai CRB sintezg kepenyse skatinantys citokinai. CRB neigiamai
veikia insulino signalinius kelius bei didina rezistentiSkumg insulinui [105].
Tyrimais nustatyta, kad CRB, nepriklausomai nuo kiino masés indekso (KMI)
bei fizinio aktyvumo, reik§mingai padidina CD iSsivystymo rizikg [106]. Tuo
tarpu, prielaida, kad CRB padidéja dél pacios ligos atmesta, nes nustatyta, kad
I tipo (nuo insulino priklausomu) CD sergantiems pacientams néra nustatoma
padidéjusi CRB koncentracija [107]. Visos létinés uzdegiminés biklés,
didinan¢ios CRB koncentracija, didina rizika susirgti II tipo CD, jskaitant
periodonto patologija. Remiantis 2018 m. atlikta sistemine tyrimy apZzvalga,
periodontitas didina glikozilinto hemoglobino (HbAlc) ir gliukozes kiekj
kraujyje bei ikidiabetiniy bukliy daznj, o sunkus periodontitas reikSmingai
padidina rizikg sirgti IT tipo CD [108]. Tuo tarpu, pacientams jau sergantiems
CD dé¢l periodontito nustatomas didesnis HbA 1c kiekis bei didéja su diabety
susijusiy komplikacijy rizika. Po sékmingo periodontologinio gydymo
stebima sumazéjusi serumo CRB ir HbAlc koncentracija [109]. Diabeto
salygoti kraujagysliniai pakitimai bei imuninés sistemos funkcijos
sutrikdymas savo ruoztu neigiamai veikia periodontito eigg. Taip pat, dél CD
padidéja glikeminiy produkty (angl. Advanced glycation end products, AGE)
koncentracija periodonto audiniuose [105]. Makrofagai specialiy receptoriy
pagalba reaguoja j AGE i$skirdami IL-1f, TNF-a, IL-6, sutrikdomas RANKL
/ OPG balansas ir paskatinamas intensyvesnis kaulinio audinio irimas [110,
111]. Dél $iy reik8mingy sasajy tarp CD ir periodontito jvairios Europos ir
Amerikos asociacijos pateiké rekomendacijas medicinos srities specialistams,
kuriose akcentuojama periodonto patologijos jtaka CD eigai ir komplikacijy
i§sivystymo tikimybei [105].

Nepaisant akivaizdzios neigiamos periodonto patologijos jtakos visam
organizmui, periodontita su jvairiomis sisteminémis ligomis siejanciy
jrodymy lygmuo skiriasi. Neretai periodontita su gretutinémis ligomis sieja
bendri rizikos wveiksniai, socialiniai-ekonominiai ypatumai, genetiné
predispozicija ar pan. Visgi, tobuléjantys tyrimo metodai, atrandamos naujos
medZziagos ar nustatomi nauji patogenetiniai mechanizmai leidzia kai kuriy
ligy sasajas laikyti itin reikSmingomis ir galimai net atskleidzia priezastinius
rySius. Vienos i$ tokiy, glaudziai susijusiy ligy — periodontitas ir reumatoidinis
artritas.
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2.2 Reumatoidinis artritas

RA - yra sisteminé autoimuniné liga, pasireiSkianti létiniu,
progresuojan¢iu, destrukciniu sgnariy uzdegimu [112]. Tai daZniausia
uzdegiminé sgnariy liga, kuri paveikia mazdaug 1 proc. visos populiacijos
[113]. Ligai progresuojant vystosi jvairls pazeisty sanariy funkcijos
sutrikimai dél kuriy pacienty judesiai tampa riboti ir skausmingi, kas ilgainiui
lemia asmeny darbingumo praradimg ir itin neigiamai veikia gyvenimo
kokybe. Negydoma liga gali sukelti gyvybei pavojingas komplikacijas. RA
ligos eiga priklauso nuo diagnozés nustatymo laiko ir nuo medikamentinio
gydymo tinkamumo [114].

RA diagnozé nustatoma remiantis ACR / EULAR (angl. American
College of Rheumatology / European League Against Rheumatism)
kriterijais, kurie apima klinikinés buiklés jvertinimg, CRB, eritrocity nusédimo
grei¢io (ENG) nustatyma, bei serologinius tyrimus, kuriais vertinama
reumatoidinio faktoriaus (RF) ir anti-CCP kiekis [115]. Atsizvelgiant  tai ar
serume aptinkama anti-CCP ir RF, liga skirstoma j seropozityvy arba
seronegatyvy reumatoidinj artritg. Reumatoidinis faktorius aptinkamas ne tik
sergant RA, dél to yra mazai specifiskas $iai ligai. Pastaruoju metu daugiau
démesio skiriama anti-CCP nustatymui serume, nes Sie autoantikiinai yra itin
specifiski RA (98 proc.) [7]. Apie 67 proc. RA serganéiy pacienty serume
aptinkami anti-CCP [116]. Didziajai daugumai asmeny (70 proc.) anti-CCP
gali buti aptinkami serume keletg mety prie§ RA ligos diagnozavimg [117].
Ligos klinikinés eigos vertinimui naudojamas ligos aktyvumo indeksas (angl.
Disease Activity Score, DAS 28) [118]. DAS28 vertinama 28 sanariy
patinimas ir skausmingumas bei nustatoma ENG ir (arba) CRB koncentracija.
Skausmo jvertinimui naudojama vizualiné analogijos skalé (VAS) [119].
Ligos gydymui naudojami medikamentiniai preparatai, slopinantys uzdegima
ir imuninj atsaka: nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo (NVNU),
gliukokortikosteroidai (GK), biologiniai ligos eiga modifikuojantys
antireumatiniai vaistai ( angl. biologic disease-modifying antirheumatic
drugs, bDMARDs), sintetiniai ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai
vaistai (angl. synthetic disease-modifying antirheumatic drugs, SDMARDS)
[120].

RA etiologija ir patogeneze néra tiksliai Zinoma, nes apima kompleksine
jvairiy aplinkos, infekciniy, hormoniniy veiksniy bei genetinio polinkio
sgveika. Nepaisant to, galima i$skirti kelis patogenezinius mechanizmus, kurie
turi reikSmingos jtakos ligos atsiradimui ir progresavimui — autoantikiiny
formavimasis ir uzdegiminiai procesai.
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Autoantikiinai gali susidaryti dél organizme vykstancio baltymy
citrulinizavimo. Peptidilarginino deiminazé yra nuo kalcio priklausomas
fermentas, kuris vykdo postransliacing baltymy modifikacija ir pakeicia
teigiamai jkrauta aminoriigSti argining j kriivio neturinfia aminorigst]
citruling. Dél to sumazéja baltymo teigiamas kriivis, did¢ja hidrofobiskumas
ir keiiasi baltymo trimaté strukttra. Citrulinas néra koduojamas DNR ir
baltymy sudétyje atsiranda tik dél deiminaziy vykdomos modifikacijos.
Citrulinizuoti baltymai organizme atlieka itin svarbias funkcijas, jskaitant
epidermio formavimasi (filagrinas), smegeny vystymasi (mielino bazinis
proteinas) bei geny ekspresijos reguliavima per chromatino remodeliavima
[121-123]. Zinomi 5 tipai citrulinizacija vykdan¢iy PPAD fermenty. Itin
mazai zinoma apie PPAD lokalizacija audiniuose ir lgstelése bei apie Siy
fermenty aktyvacija. Manoma, kad PPAD aktyvuojamas uzdegiminiy bikliy
metu bei dalyvauja lgsteliy apoptozéje, nekrozéje ir netozéje. Pastarasis
procesas apima neutrofily gaminamas ektralgstelines gaudykles, sudarytas i$
chromatininés struktiiros, skirtos gaudyti jvairius mikroorganizmus, ir yra
laikomos vienu pirmyjy gynybos linijy pries patogenus [123]. Citrulinizuoti
baltymai aptinkami sinoviniame skystyje osteoartito, reaktyviojo artrito metu
bei po trauminiy pazeidimy, taip pat aptinkami tonzilése 1étinio tonzilito metu
bei zarnyne sergant uzdegimine zarnyno liga [124-126]. Taigi, uzdegiminiy
bukliy metu padidéjus PPAD aktyvacijai gali bati citrulinizuojami jvairts
organizmo baltymai, jskaitant fibring, vienting, fibronekting, a-enolaze, II tipo
kolagena, histonus ir kt. [127]. Kintant citrulinizuoty baltymy trimatei
struktirai, atsidengia nauji antigeny epitopai, kurie atpazjstami antigena
pateikianciy lgsteliy [128]. Antigenai pateikiami B Igsteléms, kurios dauginasi
sudarydamos klonus ir diferencijuojasi j imunoglobulinus gaminanéias
plazmines lasteles. Diferenciacijos metu vyksta mutacijos, dél kuriy kinta
imunoglobuliny gebéjimas identifikuoti ir jungtis su antigenais. Manoma, kad
dél Siy mutacijy dalis naujai susiformavusiy imunoglobuliny nebeatpazjsta
citrulinizuoty baltymy kaip organizmo komponenty ir tai gali prisidéti prie
autoimuninio atsako [129].

Ilgai trunkantis, progresuojantis uzdegimas reik§mingai prisideda prie RA
ligos patogenezés. Dél padidéjusios imuniniy Iasteliy (T ir B limfocity,
makrofagy, neutrofily, dendritiniy lasteliy ir kt.) migracijos ir aktyvacijos
sanarinéje ertméje vyksta uzdegiminiy citokiny produkcija. Dél perteklinés
TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-17, granulocity-makrofagy kolonijas stimuliuojancio
faktoriaus bei RANKL ekspresijos, sinovijos fibroblastai bei chondrocitai
i8skiria kolageng ardancius fermentus (matrikso metaloproteinazes) bei vyksta
osteoklasty aktyvacija [130]. Visa tai lemia sgnario kremzIés ir kaulo irima.
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2.2.1 Reumatoidinio artrito ir periodontito sgsajos

Periodontito ir reumatoidinio artrito sasajos yra tiriamos jau daugiau nei
puse amziaus, o tobuléjantys tyrimo metodai padeda atskleisti vis daugiau Sias
ligas siejanciy etiologiniy ir patogeneziniy rysiy [131]. Manoma, kad tarp PD
ir RA egzistuoja abipusis rySys. Nustatyta, kad RA sergantys pacientai turi
didesng periodontito i§sivystymo rizika, didesnj periodonto jungties netekimo
lygi bei daugiau prarasty danty, lyginant su RA neserganciais asmenimis
[132], jvairiy RA ir PD molekuliniy biozymeny (pvz.: IL-21, resistino,
adipokino ir kt.), kuriy koncentracijos koreliuoja tarpusavyje [133-135].
Visgi, RA gydymui skiriami sisteminiai prieSuzdegiminiai vaistai bei TNF-a
inhibitoriai mazina uzdegima periodonto audiniuose ir tokiu biudu gali
maskuoti tikrajj RA poveikj periodontitui [136-138]. Tuo tarpu, periodontito
jtaka RA yra mazai abejotina. Ilgalaikiai moksliniai tyrimai atskleidé, kad
periodontitas didina RA iSsivystymo rizikg [139, 140]. Sunkiu periodontitu
sergantiems pacientams buvo nustatomas didesnis RA ligos aktyvumas
remiantis DAS28 kriterijais, lyginant su lengvesnémis periodontito formomis
serganéiais pacientais ar i§vis neserganciais periodontitu [141]. Periodontito
jtaka RA klinikinei eigai grindziama tyrimais, kuriais nustatoma, kad,
pagerinus periodontologine bukle, pageréja ir RA eiga. Ortiz (2009 m.) bei
Al-Katma (2007 m.) ir bendraautoriy atlikti tyrimai atskleidé, kad po
konservatyvaus periodontologinio gydymo sumazéja TNF-a koncentracija bei
ENG ir DAS28 rodikliai [142, 143], RA gydymui naudojami biologiniai
preparatai reikSmingai pagerino RA eigg tik sunkiu periodontitu
nesergantiems pacientams [145].

Manoma, kad genetiné predispozicija iki 50 proc. padidina rizikg sirgti
PD ir RA [146, 147]. RA ligai jtakos turi keliolika geny nukleotidy
polimorfizmy, dél kuriy kinta imuninés sistemos veikla, jskaitant NF-kB
signalinj kelig (REL, TNFAIP3, TRAF1) ar T lasteliy aktyvacijg (PTP22,
AFF3, CD28, CD40, CTLA4, IL2RA, 1L2, IL-21, STAT4) ir kt. [112].
Nustatyta, kad kai kuriy geny polimorfizmai padidina rizika sirgti kartu RA ir
periodontitu: 1L-1B (rs1143634), KCNQ1 (rs2237892), IFNy (rs2430561)
[148-150]. Kitas svarbus abi ligas siejantis veiksnys — audiniy suderinamumo
antigenai — HLA. Lasteliy pavirSiuje aptinkami HLA padeda imuninei
sistemai identifikuoti, kurios lastelés priklauso organizmui. Tam tikri HLA-
DRBI1 geno aleliai, dél kuriy kinta HLA-DR receptoriaus beta grandinés
struktiira bei imuninés sistemos gebéjimas identifikuoti organizmo lgsteles,
reikSmingai padidina RA iSsivystymo rizika bei lemia sunkesne ligos eiga
[151]. Ypatingai Sie genetiniai pakitimai padidina rizika sirgti seropozityvia
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RA forma, nes zenkliai padidéja autoantikiiny prie$ citrulinizuotus baltymus
koncentracija. HLA-DBR1 geno polimorfizmas taip pat padidina rizika sirgti
periodontitu iki 2 karty ir yra siejamas su greitai progresuojancia periodontito
forma [114, 152]. Tiek periodontito, tiek RA atveju tam tikri HLA-DBR1
geno aleliai lemia didesn¢ kauling destrukcija.

RA ir PD sieja bendras rizikos veiksnys — rikymas. Periodontito atveju
dél rukymo kinta danty apnaso mikrobiomo sudétis, nes daugéja
gramneigiamy anaerobiniy periodonto patogeniniy bakterijy [153]. Taip pat,
kinta imuninis atsakas, didéja neutrofily bei proteoliziniy fermenty
(metaloproteinaziy, elastazés ir kt.) aktyvacija, o tai lemia didesnj periodonto
audiniy ardymg [153]. Rakymas siejamas su didesne uzdegiminiy citokiny
koncentracija. Dél IL-1, IL-6 kiekio padidéjimo bei RANKL / OPG balanso
poky¢iy paskatinama osteoklasty aktyvacija bei kaulo irimas [154]. Be to, dél
susilpnéjusios kraujotakos blogéja organizmo reparacinés savybés, kas
prisideda prie periodontito progresavimo [155]. RA atveju dél rikymo didéja
PPAD aktyvumas plauciuose ir didéja baltymy citrulinizacija [156]. Kaip jau
minéta, citrulinizuoti baltymai, ypa¢ pacientams su genetine predispozicija,
ilgainiui gali lemti imuninés tolerancijos praradimg, autoantikiiny
formavimasi bei padidinti rizika sirgti seropozityvia RA forma [157].

P. gingivalis peptidilarginino deiminazés svarba PD ir RA

P. gingivalis yra vienintelis zinomas mikroorganizmas turintis fermenta
peptidilarginino deiminaz¢. PPAD skiriasi nuo Zzinduoliy organizme
aptinkamos PAD, nes néra priklausoma nuo kalcio bei gali citrulinizuoti
baltymus esant auk$tesniam pH [158]. PPAD taip pat geba citrulinizuoti laisva
argining, prieSingai nei PAD, kuris modifikuoja tik baltymy sudétyje esantj
argining. PPAD geba citrulinizuoti ir C-argining. P. ginigvalis argininui
specifiSkomis cisteino proteazémis skaido baltymus ties aminoriigStimi
argininu, o susidar¢ peptidai su C-argininio liekana yra citrulinizuojami PPAD
[159]. P. gingivalis $tamai, neturintys argininui specifisky proteaziy, nevykdo
baltymy citrulinizacijos, taigi, galima teigti, kad PPAD yra priklausomas nuo
minéty proteaziy veiklos. Cisteino proteazés skaido jvairius aplinkinius
organizmo baltymus, jskaitant fibrinogeng, a-enolaze, fibring, vimenting bei
bradikining, epitelinj augimo faktoriy, o susidare peptidai yra citrulinizuojami
[160]. Taip pat zinoma, kad PPAD geba vykdyti autocitrulinizacija [161]. 7 i§
18 PPAD arginino aminortugs¢iy gali bati citrulinizuotos [159].

Manoma, kad PPAD yra itin svarbus P. gingivalis fermentas, padedantis
siam mikroorganizmui iSgyventi organizme nepalankiomis salygomis.

Citrulinizacijos metu iSsiskiria energija, kurios susidarymui nereikalingas
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deguonis. Tokiu baidu palengvinamas P. gingivalis augimas anaerobinémis
salygomis. Susidargs Salutinis produktas — amoniakas — padeda P. gingivalis
palaikyti reikiama pH, net ir keiciantis burnos pH, pavyzdziui, danty valymo
metu. Tuo tarpu, priklausomai nuo citrulinizuojamo baltymo skiriasi ir
biologinis poveikis. Epitelinio augimo faktoriaus deiminavimas sutrikdo Sio
citokino veiklg bei 1étina pazeisto epitelio gijimg [162], PPAD deiminuoja
komplemento komponentg C5a, o susidariusi citrulinizuota sio baltymo forma
daug sunkiau jungiasi su C5a receptoriais [163]. D¢l to reik§mingai sumazéja
neutrofily chemotaksis bei fagocitozé. Tyrimais nustatyta, kad PPAD
fermento koncentracija tiesiogiai neigiamai koreliuoja su neutrofily aktyvumu
[164]. Manoma, kad fibrinogeno citrulinizacija mazina kraujo kreSuma, 0
bradikinino skaidymas ir citrulinizacija yra svarbiis reguliuojant pazeisty
periodonto audiniy apriipinimg krauju ir plazmos baltymais.

Manoma, kad P. gingivalis yra pagrindinis PD ir RA siejantis
etiopatogenezinis veiksnys. Sitlomos kelios hipotezés, paaiskinanéios §io
patogeno vaidmenj autoimunizacijoje (2 pav.). Kaip jau minéta, PPAD
citrulinizuoja C-galo arginino liekang. Kadangi, organizmo PPAD nesugeba
citrulinizuoti Sioje padétyje esancio arginino, atsidengia nauji epitopai.
Keliama hipotezé, kad Sie epitopai reaguoja su T-lastelémis ir paskatina
antikliny susidaryma, kurie reaguoja tick su PPAD citrulinizuotais baltymais,
tiek ir su organizmo baltymais. Ireland ir bendraautoriy atliktas in vivo tyrimas
(2006 m.) su pelémis i§ dalies pagrindzia §ig hipoteze [165]. Buvo nustatyta,
kad C-gale citrulinizuotas lizocimas susijungé su T-lasteliy receptoriais. Sios
sgveikos pasekmé buvo autoantikiiniy susidarymas, kurie galéjo jungtis ne tik
su citrulinizuotu lizocimu, bet ir su nepaveiktu lizocimu. Tikétina, kad C-gale
citrulinizuoti peptidai susidare i§ suskaidytos enolazés ir fibrinogeno gali
lemti imuninés tolerancijos praradima ir autoantikiiniy formavimasi asmenims
su genetine predispozicija. Kita hipotezé kaip P. gingivalis dalyvauja
autoimunizacijoje grindziama PPAD gebéjimu vykdyti autocitrulinizacijag RA
serganCiy pacienty serume aptikti IgG specifiskai besijungiantys su
citrulinizuotu PPAD. Tuo tarpu, P. gingivalis $tamas su neaktyviu PPAD
nebuvo susijes su $iy specifiniy IgG sinteze [159]. 40 proc. RA serganciy
pacienty nustatyti antikiinai prie§ PPAD (anti-PPAD) [158]. Zinant, kad
antiktinai prie§ citrulinizuotus baltymus geba jungtis nespecifiskai, yra
manoma, kad anti-PPAD gali biiti nepriklausomas etiologinis veiksnys,
prisidedantis prie autoimunizacijos, o anti-PPAD koncentracija turéty buti
vertinama epidemiologiniuose tyrimuose. Trecioji hipotezé grindziama jau
anks¢iau minétu uzdegimo poveikiu PPAD fermentams. Zinoma, kad PAD-2
ir PAD-4 yra aptinkami danteny audiniuose, o jy koncentracija ir aktyvumas
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Suaktyvéjusi organizmo deiminaziy veikla lemia citrulinizuoty baltymy
kiekio padidéjima bei vyksta citrulinizuotais baltymais padengty periodonto
patogeny fagocitoze, kas paskatina antikiiny formavimasi. Dar viena hipoteze,
kuri atskleidzia kaip P. gingivalis dalyvauja autoimunzacijoje, néra tiesiogiai
susijusi su deiminazémis. Zinoma, kad P. gingivalis citozolyje aptinkama
enolazé yra 97 proc. identiSka citrulinizuotai Zzinduoliy a-enolazei, Zinomai
kaip citrulinizuotas enolazés peptidas-1 [168]. Taigi prie§ bakterinés kilmés
enolazg susidare antikiinai gali kryzmiskai reaguoti su zinduoliy enolaze.
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2 pav. Periodontito s3sajos su reumatoidiniu artritu (pritaikyta pagal Jajoo ir
kt., 2020) [169]. (A) Neutrofily netozés metu atpalaiduojamos
peptidilarginino  deiminaziy (PAD) bei P. gingivalis i§skiriamy
peptidilarginino deiminaziy (PPAD) poveikyje vyksta baltymy citrulinizacija
ir susidaro autoantikiinai prie§ ciklinj citrulinizuota peptida (anti-CCP); (B)
Neutrofily nektoze, kuri lemia su pazeidimu susijusiy molekuliniy struktiiry
(DAMP) issiskyrima; (C) P. gingivalis isprovokuotas imuninis atsakas ir
uzdegiminiy citokiny kiekio padidéjimas.

30



2.2.2 Reumatoidinio artrito gydymui skiriami vaistai ir jy poveikis
periodontitui

Ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai (angl. disease-
modifying antirheumatic drugs, DMARDSs) yra RA gydymui skirty vaisty
grupé. Anks¢iau RA gydymui buvo naudojami jvairtis empiriniu bidu atrinkti
preparatai (aukso druskos, hidroksichlorokvinas ir kt.). Siuo metu placiai
gydymui naudojami DMARDs skirstomi j sintetinius cheminius junginius
(metotreksatas, sulfasalazinas, leflunomidas, otofacitinibas) ir biologine
terapija.

Metotreksatas skiriamas gydyti aktyvy RA. Tai — folio rigsties
antagonistas, kuris priklauso citotoksiniy-antimetaboliniy preparaty grupei.
Metotreksatas konkurenciniu biidu slopina fermenta dihidrofoliato reduktaze
ir tokiu budu slopina DNR sinteze. Kliniskai metotreksatas pasizymi
prie$uzdegiminiu ir imunosupresiniu poveikiu. Sis preparatas gali biti
vartojamas kaip monoterapija arba kartu su kitais DMARDs. Sulfasalazinas
yra aminosalicilo riigstis pasizyminti prieSuzdegiminiu poveikiu. Veikiamas
storajame zarnyne esanciy bakterijy, Sulfasalazinas skyla j mesalazing ir
sulfapiriding. Sis preparatas slopina ciklooksigenaze ir lipoksigenaze, dél ko
sumazéja prostaglandiny, leukotrieny ir kity uzdegiminiy mediatoriy sintezé
[170]. Leflunomidas — selektyvus imunosupresantas, pasizymintis
antiproliferaciniu ir prieSuzdegiminiu poveikiu. Leflunomidas vartojamas
autoimuniniy ligy gydymui bei po organy transplantacijy, siekiant sumazinti
organo atmetimo rizikg. Aktyvusis leflunomido metabolitas slopina fermenta
dihidroorotatdehidrogenaze. Sio fermento funkcijos sutrikdymas sukelia
pirimidiny trokuma ir tokiu budu slopina T lgsteliy proliferacija [171].
Ciklosporinas yra imunosupresiniu poveikiu pasiZzymintis peptidas. Sis
preparatas, kaip ir lefulomidas, taip pat slopinta T lasteliy proliferacija. Be to,
ciklosporinas slopina osteoklasty formavimasi ir tokiu budu slopina kaulo
irima [172]. Prednizolonas yra sisteminio poveikio kortikosteroidas. Sis GK
skiriamas gydyti jvairias biikles, jskaitant sunkius alerginius bei véZzinius
susirgimus, odos, Sirdies ir kraujagysliy bei kvépavimo sistemos ligas.
Veikdamas per intralgstelinius gliukokortikoidy receptorius, prednizolonas
slopina jvairiy uzdegiminiy geny transkripcija.

Biologiné terapija apima baltymus ir antikiinus, kuriais specifiSkai
veikiama tam tikry imuniniy komponenty veikla ar koncentracija. Siai vaisty
grupei  priskiriami  infliksimabas, adalimumambas, etanerceptas,
golimumabas, rituksimabas, abataceptas ir kt. Sie vaistai neretai yra vartojami
kartu su metotreksatu, nes jy skyrimas indikuotinas, kai gydymas vien

metotreksatu ar kitais ligg modifikuojanciais vaistais yra neveiksmingas.
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Etanerceptas jungiasi su TNF-a ir lifotoksiny receptoriais ir konkurenciniu
budu slopina $iy citokiny poveikj [173]. Adalimumabas — monokloninis TNF
antikiinas, kuris specifiniu bidu jungiasi prie TNF-a ir inaktyvuoja ji. Sie
preparatai, kartu su infliksimabu, certolizumabu ir golimumabu vadinami
TNF inhibitoriais, nes tikslingai slopina TNF-o biologinj poveikj [174].
Abataceptas — fuzinis baltymas, moduliuojantis nuo T-lIasteliy priklausoma
antikiiny gamybg. Abatacepto imunosupresinés savybés yra stipresnés nei
TNF inhibitoriy [175, 176].

tyrimais. Mayer su bendraautoriais nustaté (2009 m.), kad TNF inhibitoriumi
infliksimabu gydytiems RA sergantiems pacientams buvo stebima mazesné
periodontito sukelta kauliné rezorbcija, lyginant su RA serganciais pacientais,
kuriems nebuvo taikyta biologiné terapija ar reumatologiSkai sveikiems
asmenims [177]. Taip pat, infliksimabas buvo susij¢s su mazesne TNF-a
koncentracija danteny vagelés skystyje. Kitame tyrime, vertinant periodonto
biukle pries ir po gydymo infliksimabu, nustatyta, kad $io biologinio preparato
taikymas buvos susijes su reik§mingai mazesniu periodonto jungties netekimu
ir tai neturé¢jo jokio teigiamo poveikio danteny uzdegimui ar kiSeniy
zondavimo gyliui [178]. Tiriant kito TNF inhibitoriaus — adalimumabo — jtaka
periodonto audiniy biklei, nustatytas reikSmingas danteny uzdegimo
sumazéjimas, kuris kliniSkai pasireiské sumazéjusiu  Kraujavimu po
zondavimo bei maZesniu kiSeniy zondavimo gyliu, bet nepastebéta periodonto
jungties netekimo pokyc¢io [179].

Itin reiikSmingu poveikiu periodonto audiniams pasizymi IL-6
inhibitorius — tocilizumabas. RA sergantiems pacientams, prie§ skiriant §j
preparatg buvo atliktas klinikinis periodontologinés ir reumatologinés biiklés
vertinimas bei buvo nustatyta serumo IL-6 ir MMP-3 koncentracija [180]. Po
8 savai¢iy gydymo tocilizumabu atliktas pakartotinis klinikinis bei
laboratorinis iStyrimas ir patvirtinta visapusiskai reikSmingai pageréjusi
periodonto audiniy biiklé: sumazéjo danteny indeksas (p <0,01), kraujavimo
po zondavimo indeksas (BOP) (p<0,003), ZG (p<0,0001) ir PJN
(p<0,005). Taip pat, nustatyta sumazéjusi serumo IL-6, MMP-3 bei
citrulinizuoty baltymy koncentracija. Jdomu, kad geriausi periodontologinés
buklés rodikliai nustatyti tiems pacientams, kuriems buvo stebimas
reik§mingiausias RA biiklés pageréjimas.

RA gydymui neretai skiriami nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo.
Ciklooksigenaze (COX) 1 slopinantys NVNU vadinami neselektyviais
NVNU. Jiems priskiriami aspirinas, ibuprofenas, naproksenas, piroksikamas
ir kt. COX-2 slopinantys vaistiniai preparatai vadinami selektyviais NVNU
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arba ,koksibais“. COX-2 inhibitoriams priskiriami meloksikamas,
nimesulidas, celekoksibas ir kt. Tiek COX-1 tiek ir COX-2 inhibicija
teigiamai veikia periodonto audiniy biikle ir mazina audiniy uzdegima. Deja,
§iy vaisty poveikis yra trumpalaikis ir, nustojus vartoti NVNU, teigiamy
rezultaty nebestebima [181].

RA eigai koreguoti skiriami jvairts sisteminiai preparatai, pasizymintys
skirtingu poveikiu periodonto audiniams. Ne biologiniy RA ligos eiga
modifikuojanciy preparaty poveikis yra itin menkai iStirtas, dél to tikslus
poveikis periodonto audiniams neaiskus. Be to, biologiniy preparaty poveikis
skiriasi priklausomai nuo vaisty veikimo pobiidzio. TNF inhibitoriai turi
nezymy teigiama poveikj periodonto audiniams, nors efektas skiriasi
priklausomai nuo konkretaus vartojamo preparato, o IL-6 inhibitoriai itin
reikSmingai sumazina periodonto jungties netekima, kiSeniy zondavimo gylj,
kraujavimo po zondavimo indeksg bei uzdegiminiy mediatoriy serumo
koncentracija.

2.3 miRNR

Epigenetikos mokslas studijuoja paveldimus geny funkcijos pokycius,
nesusijusius su branduolio DNR nukleotidy seky pokyciais. Vienas i
epigenetiniy reguliavimo mechanizmy geny raiSkos moduliavimas susijes su
mikroRNR arba miRNR (angl. microRNA, miRNA). Tai — mazos,
nekuoduojancios, viengrandés RNR, susidedancios i§ 19-25 nukleotidy.
miRNR specifiskai jungiasi prie iIRNR ir daZniausiai neigiamai veikia tolesne
specifiniy iRNR transliacijg bei baltymy sinteze. Beveik 60 proc. zmogaus
baltymus koduojanciy iRNR transkripty raiska priklauso nuo prie jy
prisijungusiy miRNR, todél miRNR neatsiejama nuo daugelio organizme
vykstanciy fiziologiniy ir patologiniy procesy reguliavimo [17]. miRNR
trukumas arba perteklius susij¢s su atitinkamy baltymy sintezés pokyciais, dél
to miRNR itin placiai tiriamos kaip alternatyvus metodas jvairiy biikliy bei
ligy diagnostikai ir gydymui.

2.3.1 miRNR biogenezé

miRNR yra endogeninés kilmés molekulés. miRNR koduojantys genai
vadinami MIR, o atsizvelgiant j jy lokalizacija, MIR genai gali biiti introniniai,
egzoniniai ir tarpgeniniai [182]. Apie pus¢ miRNR geny yra iSsidéste
tarpgeniniuose regionuose ir turi savo promotorius. Introninés MIR yra
i8sidésc¢iusios kity geny nekoduojanciose srityse ir dazniausiai jos yra
transkribuojamos kartu su genu j kurj yra jsiterpusios. Egzoninés MIR
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aptinkamos nekoduojanéiy geny egzonuose ir (arba) intronuose [183]. miRNR
biogenez¢ vyksta dviem biidais: kanoniniu ir nekanoniniu.

Kanoniné miRNR biogenezé. Kanoninis biogenezés kelias yra pagrindinis
miRNR sintezés budas (3 pav.) Kanoniniu keliu susiformuoja 99 proc. visy
miRNR. Vykdydama miRNR geny transkripcija, branduolyje RNR
polimerazé II (RNR Pol II) sudaro pirminj miRNR transkripta (pri-miRNR).
Pirminis transkriptas yra keliy §imty nukleotidy ilgio, kurio antriné strukttra
yra panasi j plauky smeigtuka (angl. hairpin) [184]. Si struktiira atpaZjstama
mikroprocesoriaus komplekso, kuris sudarytas i§ RNaziy Il Drosha ir
baltymo DGCR (angl. double-stranded RNA-binding domain, Pasha). Pasha
/ Drosha kompleksas atkerpa apie ~60 — 70 nukleotidy ilgio miRNR pirmtaka,
vadinamg pre-miRNR [185]. Prekursoriné miRNR (angl. pre-mRNA),
susijungusi su baltymu Eksportinu-5 bei RanGTP (angl. Ras-related nuclear
protein — guanosine-5-triphosphate) yra iSneSama i§ branduolio j citoplazmag
tolesniam brendimui [184]. Citoplazmoje prekursoriné miRNR jungiasi su
RNaze Il Dicer bei TRBP. Sis kompleksas pasalina prekursorinés miRNR
segtuko kilpa ir susidaro apie ~22 nukleotidy ilgio miRNR dupleksas. Viena
i§ duplekso grandiniy jungiasi su Argonaute baltymais (Zzmogaus organizme
aptinkami Agol-4) ir susidaro miRISC (angl. RNA-induced silencing
complex) [186]. Su Argonauty Seimos baltymais susijungusi Viengrandé
miRNR yra laikoma subrendusia miRNR. Kita duplekso grandiné, nesujungta
1 kompleksg, dazniausiai suardoma.
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3 pav. miRNR biogenezés schema (pritaikyta pagal Winter ir kt., 2009) [187].

Nekanoniné miRNR biogenezé. miRNR biogenezé¢ nekanoniniu keliu
skiriasi nuo kanoninio kelio dalyvaujanciy baltymy kombinacijomis.
I$skiriami du pagrindiniai nekanoniniai keliai: nuo mikroprocesoriaus Pasha
/ Drosha nepriklausomas ir nuo Dicer nepriklausomas kelias. I§ iRNR introny
susidaran¢ios miRNR, kurios bresta nedalyvaujant mikroprocesoriaus
kompleksui ir vadinamos mitronais. Struktdriskai mitronai panaSiis |
prekursorines miRNR, todél tolesnis jy brendimas yra panaSus — prie jy
branduolyje jungiasi Eksportinas-5, o | citoplazma patek¢ mitronai
apdorojami Dicer. Tuo tarpu, nuo Dicer nepriklausomu nekanoniu keliu
brestan¢ios miRNR pirmiausia branduolyje apdorojamos mikroprocesoriaus
kompleksu. Susidar¢ endogeniniai plauky smeigtuko formos transkriptai yra
per trumpi, kad bty kerpami Dicer, todél prie Ago baltymy prisijungia visas
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smeigtuko formos transkriptas. Ago baltymai ir ribonukleazé PARN sukarpo
transkripta iki funkciSkai aktyvios formos [188]. Nekanoniais miRNR
biogenezés keliais susidaro tik apie 1 proc. miRNR ir daugelis jy negausiai
aptinkamos bei nekonservatyvios [189].

2.3.2 miRNR veikimo mechanizmai

Brandi miRNR jungiasi prie netransliuojamo iRNR transkripto 3 galo ir
inicijuoja iRNR kirpimg arba slopina transliacija. miRNR bei baltymy
komplekso prisijungimas veikia kaip tiesioginé kliditis, kuri trukdo
ribosomoms prisijungti prie iRNR ir vykdyti baltymy transliacija. Kitais
atvejais, miRNR baltymy komplekso prisijungimas veikia kaip Zymé iRNR
transkripto deadenilinimui ir metilinty guaninino nukleotidy nuémimui, kas
lemia iRNR suskaldyma. Tikslus veikimo mechanizmas priklauso nuo
miRNR 2-8 nukleotidy reguliacinio regiono sekos (angl. seed region) ir
komplementarumo su taikinio iRNR — kuo tiksliau miRNR atitinka iRNR
seka, tuo didesné tikimybé, kad iRNR transkriptas bus kerpamas [190]. Visgi,
daugelis miRNR ir iRNR sgveiky Zmoniy organizme yra nepilnai
komplementarios. Tokiu atveju dalyvaujant GW182 ir PABC baltymams,
iRNR transkriptas yra deadenilinamas katalizuojanciais deadenilaziy
kompleksais — PAN2-PAN3 ir CCR4-NOT. Prie deadenilinty iRNR
prisijungia DCP2 baltymas (angl. decapping protein 2), kuris pasalina 5’m’G
kepurg. Galiausiai tokia iRNR degraduojama veikiant egzoribonukleazei 1
(XRN1).

MIRNR gebéjimas slopinti geny raiska yra pladiai iStirtas, taciau
tyrimais jrodyta, kad Ago2 ir FXRI1 (angl. fragile-x-mental retardation
related protein 1) baltymai gali jungtis prie ARE (angl. AU-rich elements)
regiony 3'UTR srityse ir tokiu biidu aktyvinti transliacija [191]. Esant
aminoriig§¢iy truikumui, miRNR aktyvina genus prisijungdamos prie iRNR
transkripty koduojanciy ribosominius baltymus. Tokiu budu, organizme
susidarius specifinéms saglygoms, miRNR gali aktyvinti transliacija [192].

2.3.3 miRNR vaidmuo imuninio ir uzdegiminio atsako reguliavime

miRNR itin reikSmingai prisideda prie imuninés sistemos funkcijy

homeostazés palaikymo moduliuvodamos imuniniy Iasteliy brendima,

proliferacija, diferenciacija, aktyvacija ir kitus procesus [193]. Kaip aprasyta

ankséiau, jgimto imuninio atsako reguliavime itin svarby vaidmen;j turi TLR

receptoriai, kurie atpaZjsta antigena ir inicijuoja signalo perdavima per

uzdegiminiy mediatoriy kaskadg. Tai lemia uzdegiminiy citokiny
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koncentracijos padidéjima ir tolesnj uzdegiminio atsako skatinima. Sio
proceso etapai reguliuojami miRNR [193]. Imuniniame atsake dalyvaujanciy
NK lasteliy (angl. natural killer), kuriose nevyksta Dicer ar DGCR8 baltymy
raiSka sutrinka miRNR brendimas, o tai pasireiskia sutrikusia NK receptoriy
aktyvinimo funkcija [194]. Dicer baltymo trikumas dendritinése Langerhanso
lastelése pasireiskia padidéjusiu $iy lasteliy apaptozés lygiu ir bendru kiekio
sumaz¢jimu. Tuo tarpu, jgyto imuninio atsako reguliavime miRNR poveikis
pasireiSkia per T ir B lasteliy vystymosi ir diferenciacijos procesy
reguliavimg. Panasiai kaip ir Langerhanso lasteliy atveju, esant Dicer baltymo
trikumui (pavyzdziui, atsiradusiam dél Dicer baltyma koduojancio geno
delecijos), vyksta ankstyva T lasteliy apoptozé ir bendras Siy Iasteliy kiekio
sumazéjimas. Panasiu principu Dicer ir Ago2 baltymy trikumas neigiamai
veikia ir B lasteliy diferenciacija ir lemia funkciskai aktyviy B Igsteliy kiekio
sumaz¢jimg. Dicer ir Drosha baltymy kiekio sumazéjimas Treg lastelése yra
susijes su ankstyvu autoimuniniy ligy vystymusi [195]. Pateiktuose
pavyzdziuose apraSomas neigiamas poveikis imuninés = sistemos
funkcionavimui, kai triksta miRNR brendimui butiny baltymy ir sutrinka
daugelio miRNR raiska. Visgi, pavieniy miRNR kiekio padidéjimas ar
sumazgéjimas taip pat turi reikSmingos jtakos imuninio ir uzdegiminio atsako
moduliavimui.

Nustatyta, kad uzdegimo intensyvumui periodonto audiniuose bei
osteoklasty diferenciacijai didele jtaka daro kelios deSimtys pakitusios raiskos
miRNR [196]. Keletas diagnostiniu ir terapiniu pozitriu perspektyviy
mMiRNR: miR-146a, miR-218, miR-34a, miR-223, miR-142-3p, miR-148a.
Periodonto patogeny lipopolisacharidai, TNF-a, IL-1p inicijuoja miR-146a
kiekio padidéjimg per NF-kB aktyvacijg. miR-146a slopina IL-1p, IL-6, IL-8
sintez¢ ir mazina uzdegimo intensyvumg. Sumazéjusi miR-146a raiSka
siejama su patologine kaulo rezobcija [197]. Eksperimentiniu biidu padidinta
miR-146a koncentracija reikSmingai sumazina uzdegiming reakcija
periodonto audiniuose [198]. Zinoma, kad miR-218 slopina TNF receptoriy ir
NF-xB signalinio kelio aktyvumg ir neigiamai veikia osteoklasty
diferenciacija bei mazina kaulo rezorbcija [199]. miR-34a slopina
osteoklastams specifisko augimo veiksnio Tgif2 (angl. Transforming growth
factor-beta-induced factor 2) raiska ir mazina osteoklasty aktyvacija per
RANKL signalo slopinimg [200]. Mokslo tyrimais nustatytas miR-223
padidéjimas danteny audiniuose sergant periodontitu [201]. miR-142-3p
kiekio padidéjimas slopina monocity diferenciacija | makrofagus bei
dendritiniy lgsteliy diferenciacija j osteoklastus. Tokiu biidu miR-142-3p
slopina 3 pagrindiniy osteoklasty pirmtaky (monocity, makrofagy ir
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dendritiniy lasteliy) virtimg osteoklastais [202]. miR-148a reikSmingai
padidéja M-CSF ir RANKL induokuotos osteoklastogenezés metu. Peléms su
sumazéjusiu kauly tankiu skiriant miR-148a antagonista buvo slopinama
kaulo rezorbcija ir atstatytas fiziologinis kauly tankis [203].

2.3.4 Cirkuliuojancios miRNR

MiRNR yra nedidelés molekulés, kurios iSlieka iSskirtinai stabilios
daugelyje organizmo skyscCiy, jskaitant kraujo plazma ir seruma, seiles,
Slapima ir kt.[204]. IS lasteliy | organizmo skyséius patenkancios miRNR
funkcionuoja sudarydamos jvairius kompleksus su baltymais, o tai lemia jy
padidéjusj atsparumg nukleaziy poveikiui (4 pav.). UzZlgstelingje aplinkoje
aptinkamos miRNR yra supakuojamos j membranines pusleles, kurios skiriasi
savo dydziu ir susidarymo pobiidziu. Mikropiislelés yra ~ 50 — 1000 nm
dydzio lipidinés puslelés, kurios susidaro i§ lgsteliy membranos miRNR
atsiskyrimo metu. Egzosomos yra ~30 — 100 nm dydZio struktiiros, kurios
susidaro keliy pisleliy struktiiroms (angl. multivesicular bodies) susijungus
su plazmine lgstelés membrana [206]. MIRNR gali bati supakuotos j
apoptotinius kiinelius bei didelio tankio lipoproteiny (angl. high density
lipoprotein) daleles arba miRNR gali jungtis su Ago $eimos baltymais.
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“ Baltymu kompleksai (Ago2)

4 pav. Cirkuliuojanéiy miRNR transportavimas kraujotakos sistema
(pritaikyta pagal Zampetaki ir kt., 2012) [205].

Jau minétas miRNR potencialas reguliuoti jvairiy organizmo procesy
homeostaze bei itin palankios diagnostinés savybés (nedidelis molekulés
dydis, miRNR stabilumas uzlastelingje aplinkoje ir kt.) Iéme tai, jog miRNR
yra vienos placiausiai tiriamy diagnostiniy medziagy. Uzdegimas periodonto
audiniuose yra susijes su uzdegiminiy mediatoriy ir miRNR raiskos poky¢iais.
Sie vidulasteliniai miRNR kiekio poky¢iai gali biti aptinkami ir uzlastelingje
aplinkoje, pavyzdziui danteny vagelés skystyje, seilése ar kraujo plazmoje
[19]. Visgi iki Siol atlikti tyrimai pateikia prieStaringus rezultatus ir ypaé
truksta tyrimy, kuriuose toje pacioje imtyje biity jvertinti miRNR raiskos
poky¢iai dantenose ir ty paciy miRNR kiekio pokyciai uzlastelinéje aplinkoje,
iskaitant DVS, seiles ir kraujo plazma.
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3. TYRIMO METODIKA
3.1 Tyrimo dizainas ir tiriamyjy jtraukimas j tyrima

Biomedicininio tyrimo metu taikytas vienmomentinis skerspjivio
metodas. Tiriamyjy jtraukimo j tyrima laikotarpiu 2018-2020 m., patogiosios
netikimybinés atrankos metodu asmenys buvo kviec¢iami dalyvauti tyrime,
atsizvelgiant | jtraukimo ir atmetimo kriterijus (1 lentelé¢). Tiriamyjy
jtraukimas vienu metu vyko dviejuose tyrimo centruose: Vilniaus universiteto
ligoninés Zalgirio klinikoje (VUL ZK) ir Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky (VUL SK) Reumatologijos centre. Siekiant suformuoti RA
serganéiy pacienty palyginamaja grupe, VUL SK | tyrimg buvo kvie¢iami tik
asmenys su patvirtinta RA ligos diagnoze, remiantis Amerikos reumatology
kolegijos (angl. American College of Rheumatology, ACR) 2010 m. kriterijais
[115]. Visi asmenys, sutike dalyvauti tyrime buvo nukreipiami j VUL ZK
periodontologinés biklés jvertinimui ir galutiniam jtraukimui j tyrimg.
Tiriamyjy atranka vyko, kol buvo suformuota i§ anksto numatyta 240 asmeny
imtis. Tiriamyjy atrankos bei bendra tyrimo schema pateikta 5 paveiksle.

VUL Zalgirio klinika
Tiriamuju kvietimas dalyvauti tyrime

l 146 asmenys. sutike dalyvauti tyrime

VUL Santaros klinikos

Tiriamuju jtraukimas i tyrima remiantis

jtraukimo ir atmetimo kriterijais

94 RA sergantys asmenys.
sutike dalyvauti tyrime

Tiriamuju kvietimas dalyvauti tyrime atsizvelgiant
i RA diagnoze
Reumatinés buiklés vertinimas

Periodontologinés buklés vertinimas
Anketiné apklausa

Biologiniu méginiy surinkimas

+ Dantenu audinys

+ Dantenu vagelés skystis

+  Seiliy méginiai

+ Kraujo plazmos méginiai

[ tyrima kvieciami tik asmenys. kuriems RA diagnozé
patvirtinta remiantis ACR/EULAR 2010 m.
diagnostikos kriterijais

i Biologiniai méginiai

YU Gyvybes lllOkSlll centras Galutiné tyrimo imtis — 240 asmenu. Serganciuju (+) ir sveikuy (—)
tirlamujy pasiskirstymas atsizvelgiant  PD ir RA diagnoze:
Biologiniy méginiy laboratoriniai tyrimai L. PD+RA+ 64 asmenys
+ Visuminés RNR raiskos analizé danfenu audinyje 2. PD+RA- 84 asmenys
+ Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné 3. PD-RA+ 30 asmeny
grandininé reakcija danteny audinyje, danteny vagelés 4. PD-RA- 62 asmenys

skystyje. seilése ir kraujo plazmoje

5 pav. Tiriamyjy jtraukimo, iStyrimo, tyrimo etapy schema bei tyrimo imties
duomenys.
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Mokslinio tyrimo klinikinis etapas, kurj sudaré periodontologinés biiklés
vertinimas, anketiné apklausa (demografiniai duomenys, periodontologinei
biklei jtakos galintys turéti veiksniai), biologiniy méginiy surinkimas bei RA
pacienty reumatologinés biiklés vertinimas buvo atlickamas VUL ZK bei
VUL SK, bendradarbiaujant su gyd. reumatologais. Tyrimo laboratorinis
etapas, kurj sudare miRNR raiskos ir kiekio vertinimas biologiniuose
méginiuose, buvo atlickamas VU Gyvybés moksly centre (VU GMC),
bendradarbiaujant su mokslininkais atliekanciais genetinius tyrimus.

Tyrimui iSduotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos
komiteto leidimas (2018-02-06, Nr. 158200-18-992-500).

1 lentelé. Pacienty jtraukimo j tyrimg ir atmetimo Kriterijai.

Itraukimo kriterijai

Atmetimo Kkriterijai

Bendrieji:

e  Vyresni nei 18 mety asmenys

e Asmenys, sutinkantys dalyvauti
tyrime ir pasira$¢ informuoto
asmens sutikimo formag

PD serganciy asmenu grupés

itraukimo Kriterijai:

e PD diagnozé patvirtinta remiantis
2018 mety klasifikaciniais
kritertijais, paskelbtais
pasaulinése periodonto ir
periimplantiniy ligy ir bukliy
dirbtuvése (angl. World
Workshop on the classification of
Periodontal and Peri-implant
Diseases and Conditions)

RA sergandiuy asmenu grupés
itraukimo Kriterijai:

e RA diagnozé patvirtinta remiantis
ACR/EULAR 2010 m.
diagnostikos kriterijais (arba 1987
m. ACR RA diagnostikos
kriterijais, jei diagnozé nustatyta
iki 2010 m.)

e Jaunesni nei 18 m. asmenys

e Sergantieji autoimuninémis
nereumatinémis ligomis

e NéStumas

e Létinés dekompensuotos
patologijos (pvz., Sirdies
nepakankamumas, kepeny ciroze ir
kt.)

e Diagnozuotas navikinis susirgimas
burnos ir veido srityje

e Pastaryjy 6 ménesiy laikotarpyje
atlikta profesionali burnos higiena
arba periodontologinis gydymas

e Pilna adentija

e  Medikamentinis gydymas, kuris
gali turéti reikSmingos jtakos
klinikinei periodonto patologijos
iSraiSkai: kalcio kanalo blokatoriai,
antiepiletiniai prepratai,
ciklosporinai.
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3.2 Tyrimo imties dydzio skai¢iavimai

Imties dydis buvo apskai¢iuotas nustatant minimaly reikalingg biologiniy
méginiy kiekj miRNR raiskos ir kiekio sgsajy tyrimui. SkaiCiavimai atlikti
siekiant iSlaikyti minimalia 80 proc. kriterijaus galia bei 5 proc. o
reik§mingumo lygj (o = 0,05):

- miRNR raiskos danteny audinyje sasajoms su PD jvertinimui, siekiant

atskleisti vidutinio dydzio skirtumus tarp grupiy (efekto dydis, d =
0,6), buvo reikalinga bent 72 danteny biopsijy imtis. Skai¢iavimai
atlikti atsizvelgiant j anksciau atliktus panaSaus pobudzio tyrimus
[207, 208].

- miRNR kiekio organizmo skysciuose sasajoms su PD jvertinimui,
darant prielaida, kad miRNR kiekio skirtumai tarp grupiy bus
vidutiniai (d = 0,4), buvo reikalinga bent 156 biologiniy méginiy
imtis. Siekiant atskleisti mazus skirtumus ar koreliacijas (d = 0,2),
buvo reikalinga 193 méginiy imtis.

Atsizvelgiant | tai, kad tik kokybiskai ir kiekybiskai tinkami biologiniai
méginiai gali biti naudojami galutinei duomeny analizei ir, siekiant ilaikyti
apskaicCiuotus imties dydzio parametrus, j tyrimg buvo jtraukta ~20 proc.
daugiau tiriamyjy, suformuojant galuting 240 asmeny imtj.

3.3 Periodontologinés biiklés vertinimas

Periodontologiné biiklé buvo vertinama atliekant burnos apzitirg bei pilng
periodontologinj ir rentgenologinj iStyrima. Bendro pobtidzio burnos
gleivinés apzitira buvo skirta jvertinti gleivinés pakitimus, kurie gali turéti
neigiamos jtakos tyrimo rezultatams, jskaitant erozijas, opas, aftas, fistules,
navikinius pakitimus, autoimuninés kilmés gleivinés pokyCius ir kt.
Periodontologinis iStyrimas buvo atlickamas naudojant periodontologinj
zondg su spalviniu zyméjimu kas 3 mm. Visi dantys, iSskyrus protinius dantis,
buvo zonduojami Sesiuose taskuose. Periodontologinio i$tyrimo metu buvo
vertinama: ZG, PJN, BOP, apnasy indeksas, piiliavimas i§ periodontologiniy
kiSeniy, danty paslankumas, furkacijy defektai, netekty danty ir implanty
skaiCius. Rentgenologinis iStyrimas buvo skirtas jvertinti rentgenologiskai
stebimg KNL, furkacijy pazeidimus, endodontinés kilmés Zidiniy buvima.
Periodontologiné diagnozé buvo nustatyta remiantis 2018 metais paskelbta
pasaulinése periodonto ir periimplantiniy ligy ir bukliy dirbtuvése (angl.
World Workshop on the classification of Periodontal and Peri-implant
Diseases and Conditions) priimta klasifikacija [26]. Periodontito atvejis
diagnozuojamas esant periodonto jungties netekimui interproksimaliniuose
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pavirSiuose prie dviejy ar daugiau ne greta esanciy danty arba nustacius
bukaliniy pavirsiy PJN > 3 mm bei ZG > 3 mm prie dviejy ar daugiau danty.
Nustacius periodontito diagnoze buvo jvertinamas ligos sunkumas pagal
stadijas, atsizvelgiant ] klasifikacinius kriterijus: didZiausig periodonto
jungties netekimo lygj, rentgenologinj kaulo netekimo lygj, danty netekimag
dél periodontito (2 lentelé).

2 lentelé. Periodontito klasifikacija pagal stadijas.

Klasifikaciniai | Periodontito stadijos
kriterijai
| stadija Il stadija | Il stadija | IV stadija
Didziausias 1-2 mm 3-4 mm >5mm >5mm
jungties
netekimo lygis
Rentgenologinis | Vainikinis Vainikinis | Siekia Siekia
kaulo netekimo | Saknies Saknies vidurinj ar | vidurinj ar
lygis tre¢dalis tre¢dalis vir§ininj vir§iininj
(<15 proc.) | (15-33 Saknies Saknies
proc.) tre¢dalj tre¢dalj
Danty Néra danty netekimo dél | <4 netekti | > 5 netekti
netekimas periodontito dantys dél | dantys dél
periodontito | periodontito

Periodontito diagnozés neatitinkantys pacientai buvo priskiriami
periodontologiskai sveiky pacienty grupei. Siai kategorijai priskirti pacientai
su sveikomis dantenomis ir periodonto audiniais bei pacientai su gingivitu.
Kliniskai sveikos dantenos ir periodonto audiniai bei gingivitas gali biiti
diagnozuojami ir stebint periodonto jungties bei kaulo netekimg (3 lentelé).
Atraminiy periodonto audiniy netekimas gali biiti nustatomas po sékmingo
periodontologinio gydymo arba nesergant periodontitu (pavyzdziui, atsirades
del danteny recesijy ar chirurginio klinikinio vainiko prailginimo procediiros).
3 lenteléje pateiktus klasifikacinius kriterijus atitike pacientai tyrimo tikslais
buvo priskirti periodontologiskai sveiky asmeny grupei.
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Periodontologinei biiklei jtakos galintys turéti veiksniai bei demografiniai
duomenys buvo vertinami anketos pagalba. Buvo vertinama: danty valymo
daznis, tarpdanciy Sepetélio ar tarpdanciy sitilo naudojimas, apsilankymy pas
odontologa daznis, taikomas medikamentinis gydymas, gretutiniai susirgimai,
alkoholio vartojimas, ruikymo daznis, tigis, svoris.

3.4 Reumatologinés buiklés jvertinimas

RA sergantiems asmenims, kuriems diagnozé patvirtinta remiantis ACR
2010 m. Kkriterijais [115] buvo atliktas iSsamus reumatologinés buklés
VAS, ligos pradzia, diagnozés nustatymo data, skausmingi / suting /
deformuoti sanariai, Siuo metu taikomas RA gydymas, gydymo trukme, prie$
tai taikytas RA gydymas, gretutinés ligos [118, 119].

Tiriamiesiems buvo atlikta anketiné¢ apklausa sudaryta i$ klausimyny:
reumatoidinio artrito ligos poveikio klausimynas (angl. Rheumatoid arthritis
impact of disease, RAID) ir sveikatos vertinimo klausimynas (angl. health
assessment questionnaire, HAQ) [209, 210].

3.5 Biologiniy méginiy surinkimas

Is tiriamyjy, sutikusiy dalyvauti tyrime buvo renkami biologiniai
meéginiai: danteny audinys, DVS, seilés, kraujo plazma. Surinkti biologiniai
méginiai buvo apdorojami ir laikomi — 20 °C temperatiiroje iki transportavimo
i VU GMC Zmogaus genomo tyrimy laboratorija miRNR raiskos ir kiekio
nustatymui.

3.5.1 Danteny audinio surinkimas

PD sergantiems pacientams danteny audiniai buvo renkami
konservatyvaus periodontologinio gydymo metu. Atlikus pasirinktos srities
nuskausminimg vietiniu anestetiku, ties giliausia periodontologine kiSene
buvo atlieckamas podanteniniy konkrementy Salinimas rankiniais ir
ultragarsiniais instrumentais. Procediros metu kiurete surinkti danteny
audiniai (apie 2 mm?) buvo patalpinami j sterily 2,5 ml mégintuvélj su
-RNAlater* (Thermo Fisher Scientific, TFS) tirpalu, kuris stabilizuoja audinio
RNR apsaugodamas nuo endogeniniy RNR skaidanc¢iy fermenty veiklos.

Periodontologiskai sveikiems tyrimo dalyviams periodonto audiniai buvo
renkami esant indikacijoms atlikti chirurgines intervencijas — chirurginj
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klinikinio vainiko prailginimg, mukogingivaling plastikg, gingivektomija.
Nustacius, kad pasirinktos srities danteny audiniai neturi klinikiniy uzdegimo
pozymiy (edemos, eritemos, kraujavimo po zondavimo), naudojant vietinj
anestetikg buvo paimama apie 2 mm? danteny audinio ir patalpinama j sterily
2,5 ml mégintuvélj su ,,RNAlater” (TFS) stabilizuojanéiu tirpalu.

3.5.2 Danteny vagelés skyscio surinkimas

Periodontologiskai sveikiems tiriamiesiems danteny vagelés skystis buvo
renkamas ties centriniy kandZiy gomuriniais pavirSiais, o PD sergantiems
pacientams danteny vagelés skystis buvo renkamas ties giliausiomis
periodontologinémis kiSenémis. Pasirinktoje vietoje, ant danty esantis apnasas
ir seilés buvo nuvalyti naudojant vatg bei sritis buvo nusausinama oro srove ir
izoliuojama vatos voleliais. | pasirinkty danty danteny vageles buvo jvedami

v v
ovve

vve

stabilizuojanciu tirpalu.
3.5.3 Seiliy surinkimas

Tiriamieji buvo informuoti, kad 2 valandas iki numatyto tyrimo negalima
valgyti, gerti, riikyti ir valyti danty. Tiriamieji iSspjové burnoje esancias seiles
bei 1 minut¢ skalavo burng su distiliuotu vandeniu. Pragjus 5 min po
skalavimo vandeniu, tiriamieji naujai susidariusias seiles iSspjove | sterily
inda. Surinkus 4-5 ml seiliy, jos buvo centrifuguojamos 15 min 2600 x g.
IScentrifugavus, naudojant automating vienkarting pipetg, 1 ml seiliy
supernatanto buvo atskiriama nuo nuosédy. Seiliy supernantantas buvo
patalpinamas j sterily 2 ml mégintuvélj, j kurj buvo jdedama RNazés slopikliy
,SUPERase-In“ (Ambion Inc).

3.5.4 Kraujo plazmos surinkimas

Laboratorinés medicinos specialistai atliko kraujo plazmos surinkima,
kuris buvo atliekamas standartine adata i$ periferinés venos renkant kraujg j
10 ml talpos mégintuvélj su EDTA antikoaguliantu. IS karto po kraujo
paémimo kraujas buvo centrifuguojamas 15 min 2600 x g kambario
temperattroje. IScentrifugavus, naudojant automating vienkarting pipetg,
kraujo plazma buvo atskiriama nuo eritrocity bei leukocity masés ir
patalpinama j sterilius 2 ml mégintuvélius.
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3.6 Biologiniy méginiy genetiniai tyrimai

Biologiniy méginiy genetiniai tyrimai buvo atlieckami VU GMC Zmogaus
genomo tyrimy laboratorijoje. Dalis surinkty biologiniy méginiy buvo
panaudota metodo optimizavimui ir pavadinta Zzvalgomuoju tyrimu.
Zvalgomojo tyrimo imtis buvo apskai¢iuota remiantis anks¢iau atliktais
panasios tematikos tyrimais [211, 212], siekiant i§laikyti minimalig 80 proc.
kriterijaus galig bei 5 proc. o reik§mingumo lygj (o.= 0,05) numatytam efekto
dydziui (d = 0,8). Apskaiciavus, jog reikalinga bent 42 biologiniy méginiy
imtis j Zvalgomajj tyrima, buvo jtrauktas 61 tiriamasis.

Po metodologiniy korekcijy (zr. 2.6.1.), atliktas tyrimas su maksimalia
meéginiy imtimi ir pavadintas pagrindiniu tyrimu.

3.6.1 Visuminés RNR skyrimas

Uzsaldyti danteny audiniai buvo mechaniSkai homogenizuojami iki
smulkiy milteliy naudojant grastuvélg ir piestele. IS susmulkinto danteny
audinio buvo skiriama visuminé RNR naudojant TRIzolI™ (Invitrogen, TFS,
JAV) reagenta pagal gamintojo rekomendacijas. Seiliy, DVS ir kraujo
plazmos méginiy RNR skyrimui buvo naudojamas miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) rinkinys, remiantis gamintojo protokolu.

Isskirta RNR Kkoncentracija ir kokybiniai parametrai buvo tiriami
NanoDrop 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific) ir Qubit 4 (Invitrogen,
TFS) fluorometru. Qubit 4 prietaisu buvo tikrinama iSskirtos RNR
koncentracija (Qubit RNA High Sensitivity Assay Kit) ir RNR integralumas
(RNA Integrity and Quality assay). Tolimesniuose tyrimuose buvo naudojama
tik pakankamos koncentracijos ir geros kokybés RNR.

3.6.2 Visuminés RNR raiskos analizé

Visuminés miRNR raiskos tyrimui buvo atrinkti gerai charakterizuoty
tiriamyjy danteny méginiai — periodontologiskai sveiki asmenys tur€jo
kliniskai sveikas dantenas be ankstesnio periodonto audiniy netekimo, o
periodontitu sergantys pacientai sirgo sunkiu (IVV stadijos) periodontitu.
Zvalgomojo tyrimo metu visuminés miRNR raikos vertinimo metu buvo
pastebétas aukstas foninis fluorescencijos lygis, kurj galimai lémé didelis
kiekis neprisijungusio dazo. Papildomai atlikus neprisijungusio dazo valyma
kolonélémis gautas gardeliy fluorescencijos lygis buvo daug mazesnis (6
pav.). Atsizvelgiant ] tai, pagrindinio tyrimo metu nusprgsta mikrogardeliy
analize atlikti su neprisijungusio dazo valymo etapu.
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6 pav. Mikrogardeliy foninis fluorescensijos lygis be neprisijungusio dazo
valymo (A) ir su neprisijungusio dazo valymu kolonélémis (B, C).

miRNR raiskos analizé buvo atlikta naudojant 100 ng visuminés RNR.
Tiriamoji medziaga buvo maiSoma su sintetine kontroline miRNR (Spike-In
solution, Agilent Technologies), defosforilinama, denatiruojama ir Zymima 3-
pCp cianinu, laikantis miRNA Microarray System with miRNA Complete
Labeling and Hyb Kit (AT) protokolo. Zyméti méginiai isdZiovinti
koncentratoriuje, resuspenduoti ir hibridizuoti ant Human microRNA
Microarray 8 x 60K formato mikrogardeliy (Agilent Technologies).
Hibridizacija vykdyta 20 val. 55 °C temperattroje hibridizavimo krosnyje.
Mikrogardelés plautos geny raiskos gardeliy plovimo buferiu rinkiniu (Agilent
Technologies) ir nedelsiant skenuotos Agilent SureScan skeneriu. Buvo
naudojama specializuota programiné jranga: skenavimui — Agilent
Microarray Scan Control, zaliy miRNR raiskos duomeny iSgavimui — Feature
Extraction software v10.7, o miRNR raiskos statistinei analizei — GeneSpring
GX v.14.9. Statistiniam palyginimui naudotas nepriklausomy imciy t-
kriterijaus testas, skirtumai laikyti statistiS§kai reikSmingais, kai P reik§mé <
0,050, o raiskos kiekis kartais sieké bent 1,5 karto.
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3.6.3 Komplementarios DNR sintezé

Komplementari DNR (kDNR) reikalinga miRNR analizei danteny
audiniuose ir organizmo skysCiuose buvo sintetinama atvirkStinés
transkripcijos (AT) reakcijos metodu.

miRNR raiSkos validavimui danteny audinio méginiuose reikalinga
kDNR buvo sintetinama AT reakcijos metu, naudojant TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit rinkinj ir specifinj RT Primer Pool pradmeny mi$inj
(Applied Biosystems, ABI, TFS), remiantis gamintojo protokolu. ] paruosta,
sumaiSyta ir iScentrifuguota reakcijos misinj, kurj sudaré 10 x AT reakcijos
buferis, deoksinukleotidy misinys (100 nM), minéty pradmeny miSinys,
atvirkstiné transkriptazé MultiScribe™ (50 U/uL), RNaziy inhibitorius (20
U/uL) ir vanduo be nukleaziy, buvo jnesta 350 ng visuminés RNR ir 5 min
inkubuota ant ledo (4 lentel¢). AtvirkStiné transkripcijos reakcija buvo
vykdoma gamintojo rekomenduojamu rezimu: 30 min 16 °C, 30 min 42 °C, 5
min 85 °C.

4 Lentelé. Atvirkstinés transkriptazés reakcijos miSinio komponentai
kiekvienai reakcijai

Komponentas Taris (uL)
AT reakcijos pradmeny miSinys 6,00

10 x AT reakcijos buferis 1,50
Deoksinukleotidy misinys (100 nm) 0,3
Atvirkstiné transkriptazé 3,00
MultiScribe™ (50 U/ul)

RNaziy inhibitorius (20 U/ul) 0,19
Vanduo be nukleaziy 1,01
Bendras tiiris 12,00

miRNR tyrimui seiliy, DVS ir kraujo plazmos méginiuose reikalingos
kDNR sintetinimo procediirai taip pat naudotas TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit rinkinys, bet vietoje pradmeny misinio buvo naudojami
atrinkty miRNR (miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p, -195-5p) smeigtuko formos
pradmenis TagMan® MicroRNA Assay (gamintojo kodai: 002234, 002278,
000468 ir 000494, atitinkamai), remiantis gamintojo protokolu (viskas i§ ABI,
TFS). Remiantis gamintojo rekomendacijomis, buvo ruoSiamas pradinis
reakcijos misinys, kurj sudaré 10 x AT reakcijos buferis, deoksinukleotidy
misinys (100 nm), atvirkstiné transkriptazé MultiScribe™ (50 U/ul), RNaziy
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inhibitorius (20 U/ul) ir vanduo be nukleaziy (5 lentel¢). ] paruos$ty ir
iScentrifuguota reakcijos misinj buvo jneSama 1,5 pl kiekvienai atrinktai
miRNR specifiniy AT reakcijos pradmeny ir 2,5 pl visuminés RNR.
Meégintuvélis su galutiniu reakcijos misiniu buvo iscentrifuguojamas ir
inkubuojamas termocikleryje gamintojo rekomenduojamomis
temperatirinémis salygomis. Susintetinta kDNR i§ karto buvo naudojama
tolesniuose tyrimo etapuose arba iki panaudojimo saugoma — 20 °C
temperatiroje.

5 Lentelé. AT reakcijos miSinio komponentai kiekvienai reakcijai

Komponentas Taris (ul)
10 x AT reakcijos buferis 0,75
Deoksinukleotidy misinys (100 nm) 0,07
Atvirkstiné transkriptaze 0,50
MultiScribe™ (50 U/ul)

RNaziy inhibitorius (20 U/ul) 0,10
Vanduo be nukleaziy 2,08
Bendras tiiris 3,50

3.6.4 Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé reakcija

Tyrime kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé
reakcija (AT-kPGR) taikyta miRNR raiskos poky¢iy validavimui danteny
audiniuose ir miRNR kiekio nustatymui seilése, DVS ir kraujo plazmoje.

miRNR raiskos validavimas AT-kPGR metodu danteny audiniuose buvo
atlickamas, naudojant pagal vartotojo uzsakyma pagamintas mazo tankio
TagMan gardeles (angl. Customized TagMan® Low Density Arrays, (ABI,
TFS)). Gardelémis vienu metu 8 méginiuose galima vertinti 16 miRNR raiska,
atliekant po tris pakartojimus. Kiekvienam méginiui buvo ruoSiamas atskiras
reakcijos miSinys, sudarytas i§ 2 x TagMan Universal Master Mix Il, No
AmpErase UNG, vandens be nukleaziy ir kDNR. | paruostos gardelés
uzpildymo rezervuarg buvo suleista 100 pl reakcijos misinio ir centrifuguota
2 min 2000 rpm greiciu. Gardelés uzsandarintos ir patalpintos | Vii4d 7™ Real-
Time PCR sistemg ir naudojant Viid7™ 7 Software vI.2 programing jranga,
numatytomis sglygomis paleidziama reakcijos vykdymo programa.
miRNR kiekio nustatymui seiliy, DVS ir kraujo plazmos méginiuose AT-
kPGR metodu buvo naudojami pradmeny ir zondy misiniai TagMan™
MicroRNA Assays, remiantis gamintojo protokolu. Kiekviena atrinkta miRNR
buvo tiriama atliekant tris pakartojimus. ] 10 pl tiryje vykdomos reakcijos
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sudétj jeina 2 x TagMan™ Universal Master Mix I, No AmpErase UNG, 20
x TagMan™ MicroRNA Assay (abu i§ ABI, TFS), 1,33 pl KDNR produkto ir
vanduo be RNaziy. Reakcija vykdoma Viid 7™ Real-Time sistema (ABI, TFS),
naudojant ViiA7 Software v1.2 programing jranga gamintojo numatytomis
salygomis.

3.7 Statistiné analizé

Kiekybiniai kintamieji buvo aprasomi nurodant vidurkj + standartinj
nuokrypj (SD), kokybiniai kintamieji — dazniy lenteles ir (arba) procenting
iSraiskg. Kintamyjy normalusis pasiskirstymas buvo tikrinamas taikant
Shapiro-Wilk kriterijy. Dviejy nepriklausomy parametriniy kiekybiniy
kintamyjy palyginimui taikytas t-kriterijaus testas, tuo tarpu, neparametriniai
Kiekybiniai kintamieji lyginti Mann-Whitney U kriterijumi. Kokybiniai
duomenys lyginti taikant Chi kvadrato kriterijy arba Fisher tikslyjj testa.
Koreliacijoms tarp kintamyjy apskaiciuoti taikytas Spirmeno koreliacijos
koeficientas.

Visuminés miRNR raiskos statistiné analiz¢ atlikta naudojant GeneSpring
GX v14.9 (Aligent Technologies) programing jrangg. RaiSkos skirtumai
palyginti taikant nepriklausomy imciy t-kriterijaus testa. Skirtumai laikyti
statistiSkai reikSmingais, kai P reik§mé buvo < 0,05, o raiSkos skirtumas (angl.
fold change, FC) kartais sieké bent 1,5 karto.

miRNR kiekio jvertinimu organizmo skys¢iuose naudota GenEx software,
v7.0 (MultiD Analyses AB, Svedija) programiné jranga. Gauti duomenys buvo
normalizuoti pagal sinteting kontrole — cel-miR-39. Gauti duomenys buvo
normalizuoti ir konvertuoti j logaritmine skale (log.). Analizé tarp tiriamyjy
grupiy atlikta naudojant t-kriterijaus testg ir Spirmeno koreliacijy analize.

miRNR diagnostinis potencialas jvertintas atlikus ROC (angl. Receiver
Operating Characteristic) kreiviy analize¢ ir apskai¢iuojant jautruma,
specifiSkumg bei ploto po kreive jvertj AUC (angl. area under the ROC
curve). Atlikus regresing analiz¢ apskai¢iuotas miRNR deriniy diagnostinis
potencialas.

Duomeny analizei papildomai naudota GPower 3.1.9 (University of
Dusseldorf, Vokietija), GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, Inc., San
Diegas, JAV) SPSS 20.0 (IBM, Armonkas, Niujorkas, JAV) programinés
jrangos. Visais atvejais skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai P-
reik§mé buvo < 0,050.
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3.8 Doktoranto ir kity tyréjy indélis

Doktorantas Adomas Rovas parengé biomedicininio tyrimo protokola,
dalyvavo jtraukiant tiriamuosius ] tyrimg, atliko tiriamyjy klinikinj
periodontologinés biklés iStyrimg, anketine apklausa. Adomas Rovas atliko
tiriamyjy biologinés medziagos surinkimg ir biologinés medZziagos paruosima
genetiniams tyrimams. Doktorantas atliko dalj (~ 30 proc.) genetiniy tyrimy.
Doktorantas atliko genetiniy tyrimy rezultaty analiz¢, naudojant specializuota
programing jrangg. Doktorantas buvo pagrindinis autorius rengiant tris
mokslinius straipsnius paremtus gauty duomeny analize. Pristaté gautus
duomenis mokslinése konferencijose.

Kita genetiniy tyrimy dalj atliko Dr. Kristina Snipaitiené ir Benita
Buragaité-Staponkiené. Tyré¢jos iSmokino doktoranta kaip atlikti genetinius
tyrimus bei interpretuoti gautus rezultatus naudojant specializuotg programine
jranga. Dr. Kristina Snipaitien¢ ir Benita Buragaité-Staponkiené taip pat
prisidéjo prie rezultaty analizés ir apraSymo mokslinése publikacijose.

Gydytojos reumatologés Eglé Punceviciené ir prof. dr. Irena Butrimiené
dalyvavo jtraukiant tiriamuosius j tyrimg bei dokumentavo tiriamyjy
reumatologinés biiklés duomenis bei prisidéjo prie reumatologiniy parametry
analizeés ir apraSymo mokslinése publikacijose.

Prof. dr. Sonata Jarmalait¢é buvo pagrindiné biomedicininio tyrimo
konsultanté. Profesoré buvo atsakinga uz genetiniy tyrimy dalj, taip pat
vertino parengtas publikacijas, pateiké vertingas pastabas dél publikacijy
turinio ir pateikimo spaudai.

Prof. dr. Alina Puriené buvo darbo vadové atsakinga uz biomedicininio
tyrimo dizaing bei eiga. Profesoré pateiké vertingas pastabas, susijusias su
tiriamyjy atranka, periodontologinés buklés vertinimu, duomeny analize, taip
pat kritiSkai vertino mokslines publikacijas ir pateiké vertingas pastabas dél
publikacijy turinio ir pateikimo spaudai.
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4. REZULTATAI
4.1 Demografiniai ir klinikiniai tiriamyjy duomenys

I$ viso | biomedicininj tyrimg buvo jtraukta 240 asmeny (5 pav.).
Remiantis periodontologinio istyrimo duomenimis, asmenys atitinkantys PD
atvejo apibrézima buvo priskirti periodontitu serganciy tiriamyjy grupei (PD+,
N = 148). I$ jy beveik pusé (N = 68, 45,95 proc.) sirgo sunkia ligos forma (I11-
IV stadijos), 46 asmenys (31,08 proc.) sirgo vidutinio sunkumo PD (Il
stadijos) ir 34 (22,97 proc.) sirgo lengva ligos forma (I stadijos). Vidutinis PD
pacienty amzius jtraukimo j tyrimg metu buvo 53,92 + 10,44 metai. Jtraukimo
laikotarpiu tyrime sutike dalyvauti ir periodontologiniam iStyrimui atvyke
asmenys, kurie neatitiko PD atvejo kriterijy, buvo priskirti periodontologiskai
sveiky tiriamyjy grupei (PD-, N = 92). Palyginamosios grupés amziaus
vidurkis jtraukimo j tyrimg metu buvo 47,53 + 14,01. Bendrojoje populiacijoje
stebimos PD paplitimo sgsajos su vyresniu amziumi bei vyriska lytimi
atsiskleidé ir tyrimo imtyje nustacius statistiSkai reikSmingai didesnj amziy
bei didesnj procenta vyriskos lyties atstovy tarp PD serganciyjy. ISsami
aprasomuyjy ir klinikiniy-patologiniy duomeny analizé pateikta 6 lenteléje.

6 lentelé. Tiriamyjy demografinés ir klinikinés-patologinés charakteristikos.

Kintamasis PD+ (N =148) | PD- (N =92) P reik§mé
Amzius (metai) 53,92 £ 10,44 47,53 £ 14,01 < 0,001
Lytis (moterys / vyrai) 118/30 83/9 0,047
Periodontologinés biiklés

rodikliai:

PJN (mm) 2,15+0,94 1,09+0,7

ZG (mm) 2,68 £ 0,55 1,97 £0,29 <0,001
BOP (%) 44,03 £ 16,91 13,23 £ 5,58

KNL (%) 26,05+836 | 14,91+4,71

Netekti dantys (N) 4,94 + 454 2,47 + 2,97

Periodontito stadijos (N, %):

| stadija 34 (22,97)

I stadija 46 (31,08)

111 stadija 23 (15,54) ) )

IV stadija 45 (30,41)

Il ar IV stadija 68 (45,95)

Apsilankymy pas odontologa

daZnis (N):

Kartg per metus ar reciau 101 59 0,574
Du ar daugiau karty per metus 47 33
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6 lentelé. Tiriamyjy demografinés ir klinikinés-patologinés charakteristikos
(tesinys).

Kintamasis PD+ (N = 148) | PD- (N =92) P reik§mé
Danty valymo daznis (N):

Kartg per dieng arba reciau 39 18 0,276
Du ar daugiau karty per dieng 109 74

Tarpdanciy valymas (N):

Taip 103 81 0,001
Ne 45 11

Rikymas (N):

Taip 28 5

Ne 79 65 0.005
Ankscéiau riké 41 22

Alkoholio vartojimas (N):

Karta per sa?/altgt 23 14 0,920
Kartg per ménesj 82 49

Niekada 43 29

ISsilavinimas (N):

Vlduvrlny./5|s . o 28 7 0,046
Aukstasis neuniversitetinis 34 21

Aukstasis universitetinis 86 64

KMI (kg/m?) 25,46 + 4,08 24,33 +4,13 0,039

Duomenys pateikti nurodant vidurkj + standartinj nuokrypj arba N, proc.
Skirtumai tarp periodontitu serganc¢iy (PD+) ir periodontologiskai sveiky
tiriamyjy (PD-) pateikti nurodant P reikSme, statistiskai reikSmingi skirtumai
paryskinti. Santrumpos: BOP — kraujavimo po zondavimo indeksas; KMI —
kiino masés indeksas, KNL — rentgenologiskai stebimas kaulo netekimo lygis;
N — tiriamyjy skai¢ius; PD — periodontitas; PJIN — periodonto jungties
netekimo lygis; ZG — zondavimo gylis.

4.2 Periodontito ir reumatoidinio atrito klinikinés eigos sasajos

Biomedicininio tyrimo metu buvo siekiama jvertinti PD ir RA Kklinikinés
eigos sasajas. Siam tikslui jgyvendinti j tyrima buvo jtraukti 94 asmenys,
kuriems VUL SK Reumatologijos centre buvo diagnozuotas RA. Jvertinus RA
tirlamyjy periodontologing bukle, nustatyta, kad 64 (68,09 proc.) sirgo PD ir
30 (31,91 proc.) buvo periodontologiskai sveiki. RA serganéiy tiriamyjy
demografinés ir klinikinés-patologinés charakteristikos pateiktos 7 lenteléje.
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7 lentelé. RA serganciy tiriamyjy (N = 94) demografinés ir klinikinés-
patologinés charakteristikos.

Kintamasis Verté
AmzZius (metai) 54,15+ 11,04
Lytis (moterys / vyrai) 85/9

RA ligos aktyvumas remiantis DAS28 reikSme (N, %):

Didelis 25 (26,60)
Vidutinis 48 (51,06)
Nedidelis 7 (7,45)
Remisija 14 (14,89)
DAS28 419+1,42
RAID 4,45+ 2,27
HAQ 0,86 + 0,62
RA trukmé (metais) 12,83 + 10,49
Vaisty vartojimas (N):

bDMARDs 46
SDMARDs 63

GK 60
bDMARDs derinant su sDMARDs 37
bDMARD:Ss derinant su GK 29

Duomenys pateikti nurodant vidurkj + standartinj nuokrypj arba N, proc.
Santrumpos: bDMARDs - biologiniai ligos eigg modifikuojantys
antireumatiniai vaistai; DAS28 - ligos aktyvumo indeksas; GK -
gliukokortikosteroidai; HAQ - sveikatos vertinimo klausimynas; N —
tiriamyjy skai¢ius; PD — periodontitas; RA — reumatoidinis artritas; RAID —
reumatoidinio artrito ligos poveikio klausimynas; sSDMARDs — sintetinai ligos
eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai.

RA ligos bei RA gydymui skiriamy vaisty vartojimo sasajos su PD
klinikine eiga buvo vertintos PD sergan¢iy asmeny imtyje, tiriamuosius
skirstant pagal reumating bukle j PD ir RA sergancius asmenis (PD+RA+, N
= 64, 43,24 proc.) bei PD sergancius reumatologiskai sveikus tiriamuosius
(PD+RA-, N = 84, 56,76 proc.). Tiriamyjy amzius ir lytis tarp grupiy
statistiSkai reikSmingai nesiskyré. ISsami demografiniy, antropometriniy
duomeny analizé pateikta S1 priedy lenteléje. Nurodytoje tiriamyjy imtyje PD
klinikinés eigos sunkumg vertinant pagal 2018 m. periodonto ir
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periimplantiniy ligy ir bukliy klasifikacijos kriterijus, nebuvo nustatyta
reik§mingo PD sunkumo stadijy skirtumo tarp PD+RA+ ir PD+RA- grupiy.
Tuo tarpu, PD ligos sunkuma apibiidinant remiantis vidutinémis
periodontologinio iStyrimo metu vertinamy rodikliy reikSmémis, buvo
nustatyta, kad vidutinis ZG buvo reikSmingai didesnis tarp abiem ligomis
serganciy pacienty (8 lentelé). Taip pat, PD sergantys RA pacientai buvo
neteke daugiau danty lyginant su reumatologiskai sveikais PD serganciais
asmenimis (6,27 = 4,79 lyginant su 3,93 + 4,08, P = 0,001).

8 lentelé. Periodontologinés buklés palyginimas tarp periodontitu ir
reumatoidiniu artritu serganciy tiriamyjy (PD+RA+) bei periodontitu
serganéiy reumatologiskai sveiky asmeny (PD+RA-).

Kintamasis PD+RA+(N = 64) | PD+RA-(N =84) . Fi )
reikSmeé

Periodontito stadijos (N,%):

| stadija 14 (21,88 %) 20 (23,81 %)

Il stadija 22 (34,38 %) 24 (28,57 %)

111 stadija 8 (12,50 %) 15 (17,86 %) 0,765

IV stadija 20 (31,25 %) 25 (29,76 %)

Il ar IV stadija 28 (43,75 %) 40 (47,62 %)

Periodontologinés biklés

rodikliai:

PJN (mm) 2,31+£0,9 2,02+£0,95 0,057

ZG (mm) 2,81+0,59 2,58 £ 0,49 0,009

BOP (%) 44,14 + 16,68 43,95+ 17,18 0,281

KNL (%) 26,91 + 8,32 25,42 + 8,34 0,947

Netekti dantys (N) 6,27 £ 4,79 3,93+4,08 0,001

Duomenys pateikti nurodant vidurkj + standartinj nuokrypj arba N, proc.

Skirtumai pateikti nurodant P reikSme, statistiSkai reikSmingi skirtumai
paryskinti. Santrumpos: BOP — kraujavimo po zondavimo indeksas; KNL —
rentgenologiSkai stebimas kaulo netekimo lygis; N — tiriamyjy skai¢ius; PIN
— periodonto jungties netekimo lygis; ZG — zondavimo gylis.

Tiriamyjy serganciy PD ir RA grupéje sunkios ar vidutinés eigos PD (II-
IV stadija) buvo daugiau nei dvigubai daznesnis tarp pacienty serganciy
aktyvia RA liga lyginant su RA remisijoje esanciais tiriamaisiais (88,89 proc.
lyginant su 42,86 proc., P =0,042) (7 pav.).
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7 pav. Reumatoidinio artrito (RA) ligos aktyvumo sasajos su periodontito
(PD) sunkumu. Nurodyta procentiné iSraiska vidutiniu-sunkiu PD (lI-1V
stadijos) serganciy pacienty, priklausomai nuo RA ligos aktyvumo
kategorijos.

Taip pat, RA remisija buvo susijusi su mazesniu PJN lyginant su
aktyvesne RA ligos forma (1,67 = 0,78 mm lyginant su 2,39 + 0,89 mm, P =
0,045). RA pacientams, kurie savo biklg, apibréztg RAID, vertinusiems kaip
sunkesng, buvo budingas didesnis vidutinis PIN (2,43 + 0,9 mm lyginant su
1,87 £ 0,8 mm, P = 0,046). Ivertinus RA gydymui skiriamy medikamenty
(bDMARDs, sDMARDs, GK) sgsajas su PD eiga, nustatyta, kad biologiné
terapija buvo susijusi su mazesnémis vidutinémis periodontologiniy rodikliy
reik§mémis, taciau tik BOP pokytis buvo statistiSkai reikSmingas (9 lentelé).
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9 lentelé. Periodontitu ir reumatoidiniu artritu serganiy pacienty
periodontologinés buklés rodikliy palyginimas, priklausomai nuo biologinés

terapijos skyrimo.

Pacientai Pacientai
. . gydomi negydomi P
Kintamasis bDMARDs bDMARDs | reikimé
(N = 26) (N =38)
Periodontologinés
biklés rodikliai:
PJIN (mm) 2,11 +0,80 2,45 + 0,95 0,133
ZG (mm) 2,72+0,43 2,88 £ 0,67 0,269
BOP (%) 38,46 + 12,76 48,03 £ 18,05 0,016
KNL (%) 24,85 + 7,05 28,33 +£8,90 0,101
Netekti dantys (N) 5,50 + 3,76 6,79 + 5,37 0,294

Duomenys pateikti nurodant vidurkj = standartinj nuokrypj. Skirtumai
pateikti nurodant P reikSme, statistiSkai reikSmingi skirtumai paryskinti.
Santrumpos: bDMARDs - biologiniai ligos eiga modifikuojantys
antireumatiniai vaistai.

4.3 Zvalgomasis miRNR sgsajy tyrimas

Zvalgomasis miRNR sasajy tyrimas atliktas maZesnégje (N = 61)
biologiniy méginiy imtyje, siekiant optimizuoti metodologija ir tiksliau
suplanuoti pagrindinio tyrimo eigg. Siekiant atrinkti PD specifines miRNR,
kurias biity galima nustatyti organizmo skys¢iuose, pirmiausia atlikta
visuminé miRNR analizé¢ 4 sveiky ir 4 PD pazeisty danteny meéginiuose.
Nustatytos 53 statistiS$kai reik§mingai pakitusios raiskos miRNR, i§ kuriy 30
(56,60 proc.) miRNR raiska buvo padidéjusi periodontito pazeistuose danteny
audiniuose. Tarp padidéjusios raiskos miRNR issiskyré miR-199a-5p ir miR-
3198, kuriy raiSka buvo atitinkamai padidéjusi 23,9 ir 31,9 karto. AT-KPGR
metodu validavus reik§mingai tarp uzdegiminiy (N = 30) ir sveiky danteny
audiniy (N = 31) besiskirian¢ias ir su jvairiais periodontologinés biklés
klinikiniais rodikliais koreliuojan¢ias miRNR, buvo atrinktos 4 miRNR (miR-
199a-5p, miR-483-5p, MiR-3198, MiR-4299), kuriy kiekis buvo jvertintas
DVS, seilése ir kraujo plazmoje. Nustatyta, kad asmeny serganciy PD danteny
vagelés skystyje miR-3198 kiekis buvo reik§mingai padidéjes (FC = 1,7, P =
0,019) bei turéjo reikSmingg AUC verte periodontito diagnostikai (AUC =
0,72, P =0,008). DVS aptinkamy miR-3198 ir miR-4299 derinio AUC verté
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periodontito diagnostikai sieké 0,86 (P < 0,001). Vertinant tiriamyjy seiliy
méginius nustatyta, kad miR-199a-5p kiekis buvo reikSmingai padidéjes 11,3
karto (P = 0,045) sunkiu PD serganéiy tiriamyjy seilése, palyginus su
periodontologiskai sveiky asmeny seiliy méginiais. Tuo tarpu, PD serganciy
asmeny plazmoje nustatyta sumazéjusi miR-199a-5p koncentracija (FC = -
4,8, P = 0,008) lyginant su periodontologiskai sveiky asmeny plazmos
méginiais. Kraujo plazmoje aptinkama miR-199a-5 turéjo reikSmingg AUC
verte periodontito diagnostikai (AUC = 0,66, P = 0,032).

4.4 Pagrindinis miRNR sasajy tyrimas

Pagrindinis miRNR sasajy tyrimas atliktas taikant zvalgomuoju tyrimu
patikrinta ir optimizuotg veiksmy seka. Tiriamojoje populiacijoje su PD
labiausiai susijusios miRNR buvo atrinktos atliekant visuminés raiskos tyrima
16 danteny méginiy ir validuojant atrinktus taikinius 80 danteny méginiy
imtyje. Atrinkty miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekis buvo
vertinamas kiekybiskai ir kokybiskai tinkamy organizmo skys¢iy imtyje: DVS
(N = 210), seilése (N = 173), kraujo plazmoje (N = 221). Bendra miRNR
tyrimo schema pateikta 8 paveiksle.
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Visuminé miRNR raiskos analizé
16 danteny méginiy
PD+N=§ PD-N=8

Atrinkta 15 miRNR:

miR-30a-5p, miR-125a-3p, miR-126-5p,
miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p,
miR-155-5p, miR-195-5p, miR-423-5p,
miR-550a-3-5p, miR-575, miR-630, miR
-765, miR-1273g-3p, miR-3917

Identifikuotu pokyéiy validavimas AT-
kPGR metodu

80 danteny méginiy
PD+ N =48; PD-N =32

Atrinktos 4 miRNR:
miR-140-3p, miR-145-5p,
miR-146a-5p, miR-195-5p

Atrinkty miRNR nustatymas AT-kPGR

metodu

210DVS meginiy
PD+N=134PD-N=76

173 seiliy méginiy
PD+N=115;PD-N=58

221 kraujo plazmos méginiy
PD+N=138,PD-N=83

8 pav. miRNR tyrimo schema.
4.4.1 Visuminé miRNR raiskos analizé danteny audiniuose

Visuminé miRNR raiskos analizé atlikta tiriant 8 PD pazeistus bei 8
sveikus danteny audinius. Abicjose grupése 4 tiriamieji sirgo RA. I§ 2569
miRNR, kuriy raiska gali bati vertinama pasirinktu tyrimo metodu, buvo
analizuojamos tik tos miRNR, kuriy raiska buvo nustatyta > 25 proc. méginiy
(N =760 miRNR) (9A pav.). Gauti duomenys buvo vertinami lyginant PD
serganciy ir periodontologisSkai sveiky asmeny miRNR raiskos skirtumus
visuose 16 danteny biopsijy bei atskirai lyginant méginius atsizvelgiant j PD
ir RA diagnozg.
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9 pav. miRNR raiskos profilis periodontitu (PD) serganciy ir neserganciy
tiriamyjy danteny audiniuose. (A) miRNR, kuriy raiska vyko > 25 proc.
méginiy; (B) miRNR, kuriy raiskos pokytis buvo statistiskai reik§mingas (FC
> 1,5, P <0,050).

miRNR raiskos palyginimas tarp PD+ ir PD- tiriamyjy grupiy. Palyginus
miRNR raiska PD pazeistuose ir sveikuose danteny audiniuose (PD+, N=8
lyginant su PD-, N=8) nustatytos 177 miRNR, kuriy raiska buvo statistiskai
reikSmingai pakitusi bent 1,5 karto (9B pav.). Daugumos miRNR (N = 140,
79,10 proc.) raiska buvo padidéjusi periodontito pazeistuose audiniuose,
jskaitant 8 miRNR (miR-3609, -4539, -378c, -4441, -30c-2-3p, -30a-3p, -
5008-5p, -4697-5p), kuriy raiska buvo padidéjusi daugiau nei 10 karty. I 37
miRNR, kuriy raiska buvo sumazéjusi PD pazeistuose audiniuose, i$siskyré
miR-3065-3p, kurios raiSkos sumazéjimas sieké 19 karty. Pilnas reikSmingai
pakitusiy miRNR sarasas pateiktas S2 lentelgje.

Reumatologiskai sveiky tiriamyjy miRNR raiskos palyginimas. Siekiant
jvertinti. miRNR specifiSkumg periodontitui, buvo palyginti PD pazeisti
audiniai su sveikais danteny audiniais tarp RA neserganciy pacienty (PD+RA-
, N = 4 lyginant su PD-RA-, N = 4) ir nustatyta 118 reikSmingai pakitusios
raiSkos miRNR. Daugumos miRNR (N = 77, 65,25 proc.) raiska buvo
padidéjusi, jskaitant 13 miRNR, kuriy raiska buvo iSaugusi > 10 karty (miR-
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378c, -450a, 3064, 3192-3p, ir kt.). IS sumazéjusios raisSkos miRNR tik Sesiy
miRNR (miR-197-5p, -203a-3p, -210-3p, -375, -1246, -6746-5p) raiska buvo
mazesné > 3 kartus PD pazeistuose audiniuose (S3 lentelé).

PD ir RA serganciy tiriamyjy miRNR raiskos palyginimas. miRNR
sasajos su uzdegiminémis ligomis vertintos lyginant PD ir RA sergancius
pacientus su periodontologiskai bei reumatologiSkai sveikais tiriamaisiais
(PD+RA+, N = 4 lyginant su PD-RA-, N = 4). Buvo nustatytos 29 pakitusios
raiSkos miRNR, i§ kuriy dauguma (N=22, 75,86 proc.) buvo padidéjusios
raiSkos, jskaitant miR-550a-3-5p, -140-3p, -765 ir kt. Trijy miRNR (miR-
378c, - 3609, -4436b-3p) raiskos pokytis sieké > 10 karty. I§ sumaZéjusios
raiSkos miRNR issiskyré miR-3065-3p, kurios raiskos pokytis sieké -11,3
karto (S4 lentel¢).

miRNR raiskos sgsajos su RA. Palyginus tik RA sergan¢iy asmeny sveikus
danteny audinius su reumatologiskai sveiky tiriamyjy sveikais danteny
audiniais (PD-RA+, N = 4 lyginant su PD-RA-, N = 4) nustatytos 56
pakitusios raiskos miRNR. Priesingai nei PD atveju, RA serganciy asmeny
danteny audiniuose daugumos miRNR raiska (N = 50, 89,29 proc.) buvo
sumazéjusi, jskaitant miR-4539 ir miR-3620-5p, kuriy raiSka buvo pakitusi >
20 karty. Dar desimties miRNR (miR-34c-5p, -424-3p, -551b-3p, -3065-5p ir
kt.) raiskos pokytis sieké nuo 10 iki 20 karty. IS 6 padidéjusios raisSkos miRNR
i8siskyré miR-4701-5p, kurios raiska padidéjo 34 kartus (S5 lentel¢).

miRNR raiskos désningumas ir atranka validavimui. Dalies miRNR
reik§mingas pokytis buvo pakartotinai nustatomas keliose palyginamosiose
grupése. ISsiskyré miR-140-3p, kurios reikSmingi pokyciai nustatyti visuose
palyginimuose: miR-140-3p buvo padidéjusi PD+RA-, PD+RA+ bei
sumazgjusi PD-RA+ méginiuose lyginant juos su PD-RA-. Daugiau nei pusés
(N =16, 55,17 proc.) miRNR, kuriy pakitusi raiska stebéta lyginant PD+RA+
su PD-RA-, reiksmingi raiSkos poky¢iai buvo nustatyti ir PD+RA- palyginime
su PD-RA-. Tuo tarpu, PD-RA+ palyginimas su PD-RA- atskleidé, kad tik 4-
iy 18 56-iy miRNR reikSmingi raiskos poky¢iai buvo nustatyti ir PD+RA- bei
PD+RA+ palyginimuose su PD-RA- (10 pav.).
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10 pav. ReikSmingai besiskirian¢iy miRNR raiskos palyginimas tarp trijy
palyginamyjy grupiy atsizvelgiant j periodontito (PD) ir reumatoidinio artrito
(RA) diagnoze.

Ivertinus miRNR raiskos skirtumus tarp PD paZzeisty ir sveiky danteny
audiniy bei atsizvelgiant | palyginamyjy grupiy analizés metu gautus
duomenis, buvo atrinktos labiausiai su periodontitu susijusios 15 miRNR
(miR-30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -140-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p, -195-
5p, -423-5p, -550a-3-5p, -575, -630, -765, -1273g-3p, ir -3917) tyrimui
didesnéje danteny méginiy imtyje (N = 80) AT-KPGR metodu.

4.4.2 miRNR raiskos validavimas danteny audiniuose

Visuminés rai§kos analizés metodu atrinkty 15 miRNR raiska buvo
tiriama 48 PD pazeistuose ir 32 sveikuose danteny audiniuose. PD serganciy
pacienty grupéje 23 asmenims buvo diagnozuotas RA, o periodontologiskai
sveiky tiriamyjy grupéje — 7 asmenims.

miRNR raiskos palyginimas tarp tiriamyjy grupiy. PD pazeistuose
danteny audiniuose buvo nustatytas 9 miRNR raiskos padidéjimas, jskaitant
reikSminga miR-140-3p (FC = 1,3, P = 0,013) ir miR-145-5p (FC=1,9, P <
0,001) raiskos pokytj. Siy miRNR raiskos padidéjimas fiksuotas ir visuminés
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raiSkos analizés metu. I§ 6 sumazéjusios raiSkos miRNR, reik§mingas pokytis
nustatytas miR-125a-3p (FC = -2,4, P = 0,001) atveju (11A pav.). miR-140-
3p ir miR-145-5p reikSmingas raiskos padidéjimas taip pat fiksuotas
reumatologiskai sveiky tirlamyjy PD pazeistuose danteny audiniuose
(PD+RA-, N = 25 lyginant su PD-RA-, N = 25) (11B pav.). Minétame
palyginime reikSmingas raiSkos sumazéjimas uzdegiminiuose danteny
audiniuose nustatytas tik miR-630 (FC = -1,7, P = 0,02) atveju. Lyginant RA
sergan¢iy asmeny PD paZeistus audinius su reumatologiskai sveiky tiriamyjy
sveikais danteny audiniais (PD+RA+, N = 23 lyginant su PD-RA-, N = 25),
pakartotinai nustatytas miR-140-3p raiSkos padidéjimas (FC =1,5,P=0,017)
PD pazeistuose audiniuose. Tuo tarpu, PD paveiktuose audiniuose
reikS§mingai sumazéjusios buvo miR-125a-3p (FC = -2,3, P = 0,015) ir miR-
1273g-3p (FC =-1,5, P = 0,013) (11C pav.).
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11 pav. Santykiné miR-125a-3p, miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir
mMiR-195-5p raiska danteny audiniuose. (A) miRNR raiska lyginant
periodontito (PD) pazeistus audinius ir sveikus danteny audinius; (B) miRNR
raiSkos palyginimas tarp PD pazeisty ir sveiky danteny audiniy vertinant tik
reumatologiskai sveiky pacienty méginius; (C) miRNR raiskos palyginimas
PD ir reumatoidiniu artritu (RA) serganéiy tiriamyjy dantenose bei sveiky
tiriamyjy sveikose dantenose. Juodi bruksniai Zymi mediang.
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koreliavo su miR-145-5p (PJN, r = 0,43, P < 0,001; ZG, r = 0,44, P < 0,001;
BOP, r =0,41, P <0,001; KNL, r = 0,46, P < 0,001; netekti dantys, r = 0,27,
P =0,018; PD stadijos, r = 0,51, P < 0,001), miR-140-3p (ZG, r = 0,28, P =
0,013; BOP, r = 0,30, P = 0,007; KNL, r = 0,24, P = 0,032; PD stadijos, r =
0,24, P = 0,031) bei neigiamai koreliavo su miR-30a-5p (PJN, r =-0,23, P =
0,040; PD stadijos, r = -0,24, P = 0,035), miR-125a-3p (PJN, r = -0,25, P =
0,026; ZG, r = -0,30, P = 0,008; BOP, r =-0,30, P = 0,006; KNL, r =-0,24, P
=0,036; PD stadijos, r =-0,27, P = 0,015) ir miR-423-5p (PJN, r =-0,24, P =
0,035; ZG, r =-0,24, P = 0,032; KNL, r = -0,24, P = 0,031). Buvo nustatytos
penkiy miRNR reikSmingos koreliacijos su didesniu RA ligos aktyvumu,
remiantis DAS28 jverciu: miR-140-3p (r = 0,51, P = 0,004), miR-145-5p (r =
-0,39, P =0,034), miR-195-5p (r = 0,41, P = 0,026), miR-550a-3-5p (r = 0,37,
P = 0,046), miR-630 (r = -0,48, P = 0,008). Sesios miRNR koreliavo su RA
gydymui skiriamy medikamenty vartojimu: sDMARDSs su miR-140-3p (r = -
0,38, P = 0,039), GK su miR-630 (r = 0,38, P = 0,037), miR-1273g-3p (r = -
0,42, P = 0,019), miR-3917 (r = -0,37, P = 0,042), bDMARDSs su miR-125a-
3p (r=0,46, P =0,011), miR-140-3p (r = -0,56, P = 0,001) ir miR-195-5p (r
= -0,37, P = 0,044). Pazymétina, kad miR-140-3p, miR-195-5p, miR-630
atveju, reikSmingos koreliacijos su RA ligos aktyvumu ir RA gydymui
skiriamy preparaty vartojimu buvo prieSingos krypties. PanaSi prieSingos
krypties koreliacija pastebéta ir tarp PD ligos sunkumo bei bDMARDs
vartojimo miR-140-3p bei miR-125a-3p atveju.
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12 pav. miRNR raiskos danteny audinyje koreliacija su klinikiniais-
patologiniais bei demografiniais rodikliais. Nurodytas Spirmeno koreliacijos
koeficientas, reikSmingos koreliacijos pazymétos zvaigzdute (*). Santrumpos:
bDMARDs — biologiniai ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai;
BOP — kraujavimo po zondavimo indeksas; DAS28 — RA ligos aktyvumo
indeksas; GK - gliukokortikosteroidai; HAQ - sveikatos vertinimo
klausimynas; KMI — kiino masés indeksas; KNL — rentgenologiskai stebimas
kaulo netekimo lygis; PD — periodontitas; PJN — periodonto jungties netekimo
lygis; RA — reumatoidinis artritas; RAID — reumatoidinio artrito ligos
poveikio klausimynas; SDMARDs — sintetinai ligos eiga modifikuojantys
antireumatiniai agentai; ZG — zondavimo gylis.

Detalesné miRNR sgsajy analizé su PD ligos klinikine eiga buvo atlikta
vertinant skirtumus tarp PD stadijy bei PJN, ZG, BOP, KNL ribiniy verc¢iy.
Pacienty serganciy IV ir III stadijos sunkiu PD danteny méginiuose nustatyta
2,2 karto padidéjusi miR-145-5p (P < 0,001) bei 1,3 karto padidéjusi miR-
140-3p (P = 0,026) ir 2,2 karto sumazéjusi miR-125a-3p (P = 0,007) raiska
lyginant su sveikais danteny audiniais. Vidutinio sunkumo (II stadijos) PD
serganciy pacienty dantenose nustatyta reikSmingai pakitusi miR-125a-3p (FC
=-3,5, P =0,014) ir miR-195-5p (FC = 1,7, P = 0,039) lyginant su sveikais
danteny audiniais. Lengvos formos (I stadijos) PD lyginant su sveikomis
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dantenomis nebuvo nustatyta reik§mingy miRNR raiSkos poky¢iy. miRNR
raiSkos sgsajos su PD klinikiniy parametry ribinémis vertémis pateikta 13
paveiksle.
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13 pav. Santykiné miR-125a-3p, miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir
miR-195-5p raiska, lyginant ribines periodontologiniy rodikliy vertes: (A)
periodontito jungties netekimo lygio (CAL); (B) zondavimo gylio (ZG); (C)
kraujavimo po zondavimo indekso (BOP); (D) rentgenologinio kaulo
netekimo (KNL). Juodi bruksniai Zymi mediang.

RA ligos aktyvumas ir RA gydymui skiriamy vaisty vartojimas buvo
susijes su miRNR raiska danteny audinyje. Aktyvia RA ligos forma serganciy
pacienty (DAS28 > 3,2) dantenose nustatyta 2,7 karto mazesné miR-145-5p
(P =0,023), 1,8 karto mazesné miR-1273g-3p (P =0,012) ir 2,5 karto didesné
miR-575 (P = 0,045) raiska lyginant su pacientais serganéiais gerai
kontroliuojama RA (DAS28 < 3,2). RA gydymui skiriami bDMARDs buvo
susije su sumazéjusia miR-140-3p (FC = -1,6, P = 0,004), miR-195-5p (FC =
-1,6, P = 0,035) ir padidéjusia miR-125a-3p (FC = 2,6, P = 0,017), o

67



SDMARDSs — su padidéjusia miR-126 (FC = 1,46, P = 0,03) ir sumaZéjusia
miR-1273g-3p (FC = -1,4, P = 0,045) raiska.

miRNR atranka tyrimui organizmo skysciuose. Atsizvelgiant | tyrimo
imtyje nustatytas sasajas su PD diagnoze ir ligos klinikine eiga bei remiantis
publikuotais duomenimis, tyrimui organizmo skysciuose (DVS, seilése,
kraujo plazmoje) buvo atrinktos miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir
miR-195-5p.

4.4.3 miRNR analizé danteny vagelés skystyje

DVS miRNR tyrimui naudota 210 tinkamos kokybés meéginiy su
pakankama miRNR koncentracija. IS jy, 134 méginiai surinkti ties
giliausiomis periodontologinémis kiSenémis i§ PD serganciy asmeny ir 76
DVS méginiai surinkti i§ sveiky danteny vageliy.

MiRNR Kiekio palyginimas tarp tiriamyjy grupiy. Tiriamyjy, serganciy
PD, danteny vagelés skystyje buvo nustatytas reikSmingas miR-146a-5p (FC
=-1,3, P <0,001) kiekio sumazéjimas lyginant su periodontologiskai sveikais
tiriamaisiais. Siy miRNR reik$mingi poky&iai nustatyti ir lyginant PD bei RA
serganéiy pacienty DVS su sveikais asmenimis (PD+RA+, N = 34 lyginant su
PD-RA- N = 38): miR-145-5p (FC = 1,3, P = 0,042), miR-146a-5p (FC = -
1,4, P =0,001).

miRNR raiskos sgsajos su klinikiniais ir patologiniais rodikliais.
Apzvalginé koreliacijy analizé su PD ir RA klinikiniais rodikliais atskleidé,
kad DVS miR-140-3p ir miR-145-5p silpnai teigiamai koreliavo su daugeliu
PD parametry budingy sunkesnei ligos eigai (14 pav.), panasi tendencija buvo
stebima tiriant $iy miRNR raiSka danteny audinyje. Tuo tarpu, DVS miR-
146a-5p neigiamai koreliavo su PD ligos rodikliais: PIN (r =-0,29, P <0,001),
ZG (r=-0,26 , P <0,001), BOP (r =-0,30, P < 0,001), KNL (r =-0,27, P <
0,001) ir netekty danty skai¢iumi (r = -0,23, P = 0,001). miR-146a-5p
reik§mingai teigiamai koreliavo su bDMARDSs (r = 0,29, P = 0,008).
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PJN

ZG

BOP
KNL
Netekti dantys
PD stadijos
DAS28
RAID
HAQ | -012 | -0.01 | 0.06 | 0.06
sDMARDs 0 0.05 | 0.06 | -0.09
GK | 012 | 007 | -003 | -0.15
bDMARDs | 013 | -0.15 0
Rakymas | 0.14%| -0.04 | -005 | 0.01
KMI 0 005 | 012 | 0.07

Amzius | 008 | 002 | -0.14%| 0.07
Lytis (mot.) | -0.09 | -0.15% -0.01

Koreliacijos koeficientas

14 pav. miRNR kiekio DVS koreliacija su klinikiniais-patologiniais bei
demografiniais rodikliais. Nurodytas Spirmeno koreliacijos koeficientas,
reik§mingos koreliacijos pazymétos zvaigzdute (*). Santrumpos: bDMARDs
— biologiniai ligos eiga modifikuojantys antireumatiniai vaistai; BOP —
kraujavimo po zondavimo indeksas; DAS28 — RA ligos aktyvumo indeksas;
GK — gliukokortikosteroidai; HAQ — sveikatos vertinimo klausimynas; KMI
— kiino masés indeksas; KNL — rentgenologiSkai stebimas kaulo netekimo
lygis; PD — periodontitas; PJN — periodonto jungties netekimo lygis; RA —
reumatoidinis artritas; RAID — reumatoidinio artrito ligos poveikio
klausimynas; sSDMARDs - sintetiniai ligos eiga modifikuojantys
antireumatiniai agentai; ZG — zondavimo gylis.

Sasajos tarp miRNR DVS kiekio ir BOP bei KNL buvo stebimos ir
grupuojant tiriamuosius pagal $iy rodikliy ribines vertes. Didesnis kraujavimo
po zondavimo indeksas (BOP > 33 proc.) buvo susijes su miR-146a-5p kiekio
sumaz¢jimu (FC =-1,3, P <0,001). Taip pat, stebima didesné alveolinio kaulo
rezorbcija (KNL > 20 proc.) buvo susijusi su miR-140-3p (FC = 1,2, P =
0,004) kiekio padidéjimu bei miR-146a-5p (FC =-1,4, P <0,001) sumazéjimu
tiriamyjy DVS. PD kliniking eiga apibtadinant stadijomis buvo nustatyta, kad
sunkiausios formos PD (IV stadija) buvo susijusi su miR-140-3p (FC=1,2, P
= 0,002), miR-145-5p (FC = 1,5, P = 0,007), miR-146a-5p (FC = -1,7, P <
0,001) DVS kiekio poky¢iais lyginant su PD neserganciy asmeny DVS. Visi
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reik§mingi skirtumai tarp miRNR kiekio ir PD stadijy grafiSkai pavaizduoti
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15 pav. miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p kiekis
danteny vagelés skystyje priklausomai nuo periodontito (PD) sunkumo
stadijy. Horizontalios linijos diagramos viduje Zymi normalizuoty duomeny
mediana, reik§mingi skirtumai pazyméti atitinkamai: * P <0,050, ** P <0,010

ir ***p <0,001.

4.4.4 miRNR kiekio tyrimas seiliy méginiuose

Istyrus miRNR kiekj 173 seiliy méginiuose, nustatyta, kad PD serganciy
asmeny (N = 115) seilése miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekis
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reikSmingai nesiskyré nuo periodontologiskai sveiky tiriamyjy (N = 58)
seilése aptinkamo kiekio.

miRNR raiskos sqgsajos su klinikiniais ir patologiniais rodikliais.
Detalesnés analizés metu vertinant PD klinikiniy parametry ribiniy verc¢iy
asociacijas buvo nustatyta, kad miR-145-5p kiekis seiliy méginiuose buvo
reik§mingai susijes su BOP ir ZG. Pacienty, kuriy kraujavimo po zondavimo
indeksas buvo > 33 proc., seilése nustatytas miR-145-5p kiekio padidéjimas
(P = 0,042), lyginant su asmenimis, kuriems nustatyta mazesné indekso
reik§mé. Taip pat, didesnis nei 3 mm vidutinis ZG buvo susijes su 1,5 karto
padidéjusiu miR-145-5p kiekiu (P = 0,034), lyginant su mazesniu vidutiniu
ZG. Pazymétina, kad seiliy méginiuose nustatytos miR-145-5p sasajos su PD
klinikiniy parametry ribinémis vertémis buvo panasios su danteny méginiuose
nustatytomis sgsajomis, taciau kiekybinis pokytis seilése buvo mazesnis (16

pav.).
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16 pav. miR-145-5p kiekio palyginimas seiliy méginiuose ir danteny audinyje
atsizvelgiant i (A) vidutinj zondavimo gylj (ZG) ir (B) kraujavimo po
zondavimo indeksg (BOP). Horizontalios linijos diagramos viduje Zymi
normalizuoty duomeny mediang.

4.4.5 miRNR kiekio tyrimas kraujo plazmoje

Kraujo plazmoje miRNR kiekis buvo jvertintas 221 méginyje, i$ jy 138
paimti i§ PD serganciy asmeny ir 83 paimti i§ periodontologiskai sveiky
tiriamuyjy.

miRNR kiekio palyginimas tarp tiriamyjy grupiy. Lyginant su
periodontologiskai sveikais tiriamaisiais, PD sergan¢iy asmeny kraujo
plazmoje buvo padidéjes miR-140-3p kiekis (P = 0,030). Pazymétina, kad
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mMiR-140-3p kiekio padidéjimas taip pat buvo nustatytas PD pazeisty danteny
méginiuose.

kliniking eigg vertinant pagal periodontologinés buklés rodiklius buvo
nustatyta, kad sunkesnés eigos PD buvo susijes su miR-145-5p kiekio
sumazéjimu ir miR-146a-5p kiekio padidéjimu kraujo plazmoje (17 pav.)
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17 pav. miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p kiekio
palyginimas kraujo plazmoje lyginant ribines periodontologiniy rodikliy
vertes: (A) periodontito jungties netekimo lygio (CAL); (B) zondavimo gylio
(ZG); (C) kraujavimo po zondavimo indekso (BOP); (D) rentgenologinio
kaulo netekimo (KNL). Juodi briik§niai Zymi mediana.

4.4.6 Cirkuliuojanciy miRNR diagnostinio potencialo vertinimas

DVS, seilése ir kraujo plazmoje tirty miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -
195-5p diagnostinis potencialas jvertintas atlikus ROC analize, apskai¢iuojant
plota po ROC kreive (AUC) bei jvertinant jautruma ir specifisSkuma kiekvienai
miRNR ir jy deriniams.
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Lyginant PD sergan¢ius asmenis su periodontologiskai sveikais
tirilamaisiais DVS atveju, miR-146a-5p jautrumas buvo 61,2 proc.,
specifiskumas — 60,5 proc., o AUC sieké 0,63 (P = 0,002). Siekiant jvertinti
diagnosting verte skirtingo sunkumo PD stadijomis identifikuoti, atlikta
analizé palyginus tik sunkiu PD (III-1V stadija) bei tik vidutiniu ar lengvu PD
(II, T stadija) sergancius asmenis su periodontologiskai sveikais asmenimis.
Nustatyta, kad nei viena i§ tirty miRNR nepasizyméjo reikSmingu
diagnostiniu potencialu vidutinés ar lengvos formos PD atveju. Tuo tarpu,
lyginant sunkia PD forma serganciuosius su PD neserganciais asmenimis, 3 i§
4 tirty miRNR pasizyméjo reikSminga AUC verte: miR-140-3p (AUC =
0,614, jautrumas — 58,33 proc., specifiskumas — 57,89 proc., P = 0,022) (18A
pav.), miR-145-5p (AUC = 0,621, jautrumas — 56,67 proc., specifiSkumas —
56,58 proc., P = 0,016) (18B pav.) ir miR-146a-5p (AUC = 0,702, jautrumas
— 66,67 proc., specifiskumas — 65,79 proc., P < 0,001) (18C pav.). Atlikus
logisting regresing analizg ir apjungus miR-140-3p, miR-145-5p ir miR-146a-
5p, gautas didziausias diagnostinis potencialas: vertinant PD buvimg (AUC =
0,655, jautrumas — 62,69 proc., specifiskumas — 61,84 proc., P < 0,001), I-1
stadijos PD (AUC = 0,612, jautrumas — 60,81 proc., specifiskumas — 60,53
proc., P =0,018) ir I1I-1V stadijos PD (AUC = 0,709, jautrumas — 66,67 proc.,
specifiSkumas — 65,79 proc., P < 0,001) (18E pav.).
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18 pav. Danteny vagelés skystyje (A-E) ir kraujo plazmoje (F) cirkuliuojanéiy
miRNR ROC kreiviy analizé. Santrumpos: PD — periodontitas; AUC — plotas
po ROC kreive.

Seilése nei pavienés miRNR nei jy deriniai neturéjo statistiSkai
reikSmingos diagnostinés vertés. Tuo tarpu, kraujo plazmoje visy tirty miRNR
derinys buvo reik§mingai susijes su PD ir su I-1l bei 1111V stadijos liga (18F
pav.).
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5. REZULTATU APTARIMAS
5.1 Periodontito paplitimas, PD ir RA klinikinés eigos sasajos

Periodontitas yra itin placiai paplitusi 1étiné uzdegimingé liga, taciau ligos
daznis skirtingy tyrimy duomenimis varijuoja nuo 10 proc. iki 70 proc..
Tyrimuose apraSomas PD paplitimo daznis skiriasi dél skirtingy diagnostiniy
kriterijy taikymo PD ligai nustatyti bei dél tiriamyjy amZiaus skirtumo. Siame
tyrime taikant 2018 m. periodonto ir periimplantiniy ligy klasifikacijoje
pateiktus PD atvejo diagnostinius kriterijus, PD buvo nustatytas 61,7 proc.
tiriamyjy. Taip pat, literatiroje apraSomas PD daznio rySys su amziumi buvo
stebimas misy tyrimo imtyje, nes vidutinis PD serganciy asmeny amzius buvo
didesnis uz periodontologiskai sveiky asmeny amziaus vidurkj (atitinkamai
53,92 m. ir 47,53 m.). Nepaisant akademinéje bendruomenéje islickancios
diskusijos dél tikslaus PD ligos paplitimo, manoma, kad PD dazniausiai
diagnozuojamas tik pazengusiose ligos stadijose [213]. Siame tyrime i3 148
asmeny, kuriems buvo diagnozuotas PD, beveik pusé 45,9 proc. sirgo sunkia
ligos forma. Laiku nediagnozuota liga progresuoja sukeldama vis sunkesnius
klinikinius simptomus, tokius kaip kraujavima ir piliavimg i§ periodonto
kiSeniy, danty paslankumo didéjimg bei danty praradima. Tyrimais jrodytas
rySys tarp PD ir danty netekimo buvo stebimas ir miisy tiriamojoje imtyje, nes
PD sergantys tiriamieji buvo neteke dvigubai daugiau danty lyginant su
periodontologiskai sveikais asmenimis. Danty netekimas yra siejamas su
kramtymo, estetiniais bei fonetiniais sunkumais bei bendrai pablogéjusia
gyvenimo kokybe ir sumazéjusiu darbingumu [214]. Visgi, PD sukeliama zala
neapsiriboja pokyciais burnoje. Mokslinéje literatiiroje daugéja jrodymy, kad
PD yra susijes su didesne RA, aterosklerozés, cukrinio diabeto ir kity ligy
rizika bei su sunkesne §iy ligy klinikine eiga [6]. Atsizvelgiant j didelj PD
paplitimg bei ligos daroma Zzalg, 2018 m. iSleistose gairése buvo
akcentuojamas poreikis gerinti ankstyvaja PD ligos diagnostika ieSkant
molekuliniy diagnostiniy ligos Zzymeny [26]. Sio tyrimo pagrindinis tikslas
buvo identifikuoti periodontitui specifines miRNR ir jvertinti jy diagnostinj
potencialg organizmo skysciuose.

Atsizvelgiant | miRNR molekuliy svarbg uzdegiminio ir imuninio atsako
moduliavime, | §j biomedicininj tyrima buvo jtraukti pacientai, sergantys
autoimunine liga — reumatoidiniu artritu. RA pacienty jtraukimas buvo
aktualus siekiant tiksliau identifikuoti su uzdegimu susijusias miRNR bei
galimai i$plésti Siuo metu turimas zinias apie PD ir RA tarpusavio sgsajas. I$
94 jtraukty j tyrimg RA serganéiy pacienty, 68,1 proc. sirgo PD. Didelis PD
paplitimo daznis tarp RA pacienty nustatytas ir kituose tyrimuose ir sieké nuo
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68 iki 97 proc. [11, 215, 216]. 2020 m. atliktoje sisteminéje apZvalgoje ir
meta-analizéje jvertinta > 1 min. tiriamyjy imtis ir nustatyta, kad PD
sergantiems asmenims rizika sirgti RA buvo didesné (SS 1,7, P < 0,001) [9].
Taip pat, tyrimais nustatyta, kad sunkesné PD ligos forma yra susijusi su
didesniu RA ligos aktyvumu, o periodontologinis gydymas sumazina RA
ligos aktyvuma bei biocheminiy uzdegimo Zymeny koncentracija [10,11].
Misy tyrimo imtyje taip pat buvo stebima reik§minga asociacija tarp $iy ligy
klinikinés eigos — vidutiné ar sunki PD forma buvo dvigubai daznesné tarp
didelio aktyvumo RA serganciy pacienty lyginant su RA remisijoje esanciais
pacientais (88,9 proc. lyginant su 42,9 proc., P = 0,042). Taip pat, RA
remisijoje esantiems pacientams buvo biidingas maZesnis periodonto
atraminiy audiniy netekimas. Pastarojo meto tyrimai pateiké jrodymy, kad PD
gali turéti priezastinj poveikj RA iSsivystymui ir ligos sunkumui. Vieno i$
pagrindiniy periodonto patogeny, P. gingivalis, i§skiriamas fermentas PPAD
geba deiminuoti aplinkinius periodonto baltymus. Tai lemia naujy
citrulinizuoty epitopy atsiradima, kurie gali jungtis su imuninés sistemos
Iastelémis bei paskatini autoantikiiny raiska [128]. Ziurkéms dirbtinai sukélus
PD, buvo nustatyta padidéjusi anti-CCP ir RF koncentracija serume bei
periodonto  audiniuose  [217]. Jvairiuose epidemiologiniuose  bei
eksperimentiniuose tyrimuose ir sisteminése apzvalgose laikomasi bendros
nuostatos, kad PD neigiamai veikia RA ligos eiga, o Siam teiginiui paantrina
ir miisy imtyje stebétos asociacijos.

Tuo tarpu, RA jtaka periodonto audiniams vertinantys tyrimai pateikia
priestaringus rezultatus [12]. Tokio pobtdzio tyrimai atlieckami lyginant RA
serganCiy ir neserganiy asmeny periodontologing bukle bendroje
populiacijoje arba tik tarp asmeny su diagnozuotu PD. Kai vertinama RA jtaka
bendroje populiacijoje (t.y., j tyrimg jtraukiant ir periodontologiskai sveikus
asmenis), daugelis tyrimy atskleidzia, kad RA yra susijes su sunkesne PD eiga
[218, 219]. Visgi, kai vertinamos RA asociacijos su PD tik PD serganciy
asmeny imtyje, neretai néra nustatoma reikimingy sasajy [12]. Sio
biomedicininio tyrimo klinikinés dalies analizé bitent ir buvo orientuota j RA,
kaip PD eiga modifikuojan¢io veiksnio, vertinima. Siuo tikslu palygintas PD
pacienty ligos sunkumas tarp serganCiy ir neserganc¢iy RA. PD sunkumag
apibiidinant pagal 2018 m. periodonto ligy klasifikacijoje apraSytas ligos
sunkumo stadijas, nebuvo nustatyta reik§mingy sgsajy su reumatologine
bukle. Visgi PD klinikine eiga vertinant pagal objektyvius periodontologinio
i§tyrimo duomenis, nustatyta, kad RA pacientams biidingas didesnis vidutinis
kiSeniy zondavimo gylis bei didesnis netekty danty skai¢ius, lyginant su
reumatologiskai sveikais tiriamaisiais. Remiantis Hussain ir kolegy 2020 m.
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atlikta sistemine apzvalga ir metaanalize, RA nebuvo susijes su sunkesne
periodontologine biikle PD serganciy asmeny imtyje [12]. Apzvalgos autoriai
pripazjsta, kad Siam rezultatui jtakos galéjo turéti RA pacienty vartojami
biologiniai ligos eiga modifikuojantys vaistai. Nustatyta, kad bDMARDs
reikSmingai mazina uzdegiminiy mediatoriy koncentracija kraujyje, o
citokiny kiekio sumazéjimas nustatomas ir DVS [177, 220]. Taip pat, anti-
TNF-a gydomiems pacientams biidingas mazesnis kraujavimo po zondavimo
indeksas bei kiseniy zondavimo gylis [177, 220]. Sio tyrimo metu taip pat
atskleistos sasajos tarp bDMARDS ir geresnés periodontologinés buiklés, nes
nustatyta, kad PD ir RA serganciy pacienty grupéje bDMARDS buvo susije
su vidutiniskai mazesnémis PJN, ZG, KNL vertémis bei reikSmingai mazZesniu
kraujavimo po zondavimo indeksu. Sie duomenys papildo Hussain ir kolegy
iSsakyta prielaida, kad RA galimai turi neigiamos jtakos PD eigai, taCiau
medikamentinis RA gydymas teigiamai veikia ir periodonto audinius, todél
RA ligos jtaka PD yra nustatoma ne visuose tyrimuose.

5.2 miRNR sgsajy tyrimas, miRNR raiskos analizé danteny audinyje

Biomedicininio tyrimo metu potencialiai su PD susijusios, diagnostine
verte turin¢ios miRNR buvo identifikuojamos atlieckant miRNR sgsajy tyrima
danteny audinyje bei jvertinant modifikuojanciy veiksniy jtaka — RA ir RA
gydymui skiriamy vaisty vartojimo. Siam tikslui jgyvendinti buvo pasirinkta
panasSiuose tyrimuose taikyta veiksmy seka [221, 222]. Pirmiausiai, danteny
audinyje buvo vertinama 2569 miRNR raiska mikrogardeliy metodu.
Atsizvelgiant ] miRNR raiskos skirtumus tarp PD pazeisty ir sveiky danteny
audiniy, atrinkta 15 miRNR, kurios vertintos AT-kPGR metodu didesnéje
imtyje danteny méginiy. Atrinkus 4 miRNR, galimai susijusias su PD, jy
kiekis bei diagnostiné verté buvo vertinama organizmo skys¢iuose. Autoriy
Ziniomis tai pirmasis tyrimas, kurio metu vienoje tiriamyjy imtyje buvo
vertinami miRNR raiSkos pokyciai danteny audinyje bei miRNR kiekio
pokyciai DVS, seilése ir kraujo plazmoje. Taip pat, anks¢iau nebuvo vertintos
RA bei RA gydymui skiriamy vaisty vartojimo sgsajos su miRNR raiska
danteny audinyje.

Danteny audinyje atliktus visuminés miRNR raiskos vertinimg, nustatyta,
kad PD pazeistus audinius lyginant su sveikais danteny 177-iy miRNR raiSka
skyrési statistiSkai reikSmingai (FC > 1,5 karto, P < 0,050). I8 jy, 79,1 proc.
buvo padidéjusios raiskos. Stoecklin-Wasmer ir kolegy 2012 m. atliktame
tyrime iStyrus 16 danteny méginiy mikrogardeliy metodu, kuriuo galima
vertinti 1349 miRNR raiSka, nustatytos 91 padidéjusios raiskos ir 68
sumazéjusios raiSkos miRNR periodontito paZeistuose audiniuose [221].
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Minéto tyrimo visuminés raiS$kos rezultatai i§ dalies sutapo su misy tyrimo
metu nustatytu miRNR raiskos padidéjimu PD audiniuose, ypa¢ miR-30a-5p,
-125a-3p, -126a-5p, -140-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p, -195-5p, -575, -765,
-3917 bei desimties kity miRNR atveju, kai Xie ir kolegy 2011 m. atliktame
tyrime 20 danteny méginiy vertinta 1769 miRNR raiSka ir nustatyta 91
miRNR raiskos padidéjimas (jskaitant miR-126, miR-195-5p ir kt.) bei 34
miRNR rai$kos sumazéjimas [212]. 2020 m. atliktoje sisteminéje apzvalgoje
ir meta-analiz¢je, kurioje buvo vertinami visi tinkamos kokybés tyrimai apie
miRNR sasajas su PD, buvo teigiama, kad daugelis tyrimy visuminés miRNR
raiSkos metodu nustato bendra miRNR raiskos padidéjimg PD pazeistuose
audiniuose [19]. Svarbu paminéti, kad daugelis anks¢iau atlikty tyrimy
dantenose visuminés raiSkos metodu vertino maziau nei 2569 miRNR, kurios
buvo tirtos Siame biomedicininiame tyrime. Taip pat, daugeliu atveju imties
dydis naudojamas visuminei analizei buvo panaSus arba mazesnis. Sisteminés
apzvalgos autoriai teigé, kad rezultatai tarp studijy skiriasi ir juos yra sunku
palyginti dél tyrimy heterogeniSkumo, tac¢iau miR-146a-5p bei miR-142-3p
i8siskyré kaip dazniausiai reikSmingai su PD susijusios miRNR. Pazymétina,
kad miR-146a-5p PD pazeistuose audiniuose gali buti padidéjusios arba
sumazéjusios raiskos. Sio biomedicininio tyrimo visuminés analizés tyrimu
nustatyta 2,1 karto padidéjusi miR-146a-5p raiska PD paveiktuose audiniuose
(P =0,016).

Remiantis 2021 m. atlikta sistemine apzvalga ir metaanalize, iki §iol tik 6
tyrimai verting miRNR sasajas su PD atsizvelgé | galima modifikuojanciy
veiksniy (nutukimo, cukrinio diabeto, iSeminés Sirdies ligos) jtakg [223].
Nagqvi ir kolegy 2019 m. atliktas tyrimas atskleidé, kad tarp nutukima turinéiy
tiriamyjy PD buvo susijes su 41 pakitusios raiskos miRNR, o tarp normaly
KMI turinéiy tiriamyjy — 21 pakitusios raiSkos miRNR [224]. Perri ir kolegy
atliktame tyrime (2011 m.) vertintos 88 miRNR raiskos danteny audinyje ir
nustatyta, kad dalies miRNR raiSkos padidéjimas buvo didesnis tarp PD
serganciy ir antsvorj turiné¢iy asmeny, lyginant su PD serganéiais asmenimis
be antsvorio [225]. Paminéti tyrimai ir kiti tyrimai verting modifikuojanciy
veiksniy jtakg miRNR sgsajoms su PD teigia, kad buklés, kurios yra siejamos
su padidéjusiu uzdegiminiu atsaku periodonto audiniuose turi jtakos miRNR
raiSkai. Miisy tyrime taip pat nustatyti reikSmingi visuminés miRNR raiskos
skirtumai atsizvelgiant ] pacienty reumatologing biikle. Palyginus su
sveikomis dantenomis, PD pazeistuose audiniuose nustatyta pakitusi 29
miRNR raiska tarp RA sergan¢iy asmeny ir 118 miRNR tarp reumatologiskai
sveiky tiriamyjy. Svarbu, kad RA pacienty sveikas dantenas palyginus su
reumatologiskai sveiky tiriamyjy sveikomis dantenomis, buvo nustatytos 56
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pakitusios raiSkos miRNR. PrieSingai nei PD atveju, didzioji dalis (89,3 proc.)
MIRNR buvo sumazéjusios raiskos RA serganéiy asmeny dantenose. Miisy
tyrimo duomenys i$ dalies sutampa su anks¢iau minétuose tyrimuose pateikta
prielaida, kad buklés, kurios turi jtakos uzdegiminio atsako moduliavimui, yra
susijusios su miRNR raiskos poky¢iais danteny audinyje, visgi negalima
vienareik§miskai teigti, kad RA siejamas su uzdegiminiy miRNR raiskos
padidéjimu.

Didesn¢je danteny audiniy imtyje (N = 80) vertinant 15 miRNR raiska
AT-KPGR metodu buvo nustatyta, kad miR-140-3p, miR-145-5p, miR-195-
5p buvo susijusios su PD ir (arba) ligos sunkumu. miR-145-5p raiska PD
pazeistuose audiniuose buvo reikSmingai padidéjusi 1,9 karto bei teigiamai
koreliavo su visais sunkesnei PD eigai biidingais klinikiniais rodikliais (PJN,
ZG, BOP, KNL, r = 0,41 - 0,46, P <0,001). Liu ir kolegy 2020 m. atliktame
in vitro tyrime nustatyta, kad danteny epitelyje miR-145-5p raiSka koreliavo
su TNF-o koncentracija, o bendras miR-145-5p raiskos padidéjimas yra
tiesiogiai proporcingas TNF-o kiekiui [226]. Musy tyrime taip pat buvo
stebima koreliacija tarp miR-145-5p raiskos ir PD sunkumo stadijy (r = 0,51,
P < 0,001), o didziausias raiskos skirtumas uzfiksuotas lyginant sunkiu PD
(IV ir III stadijos) sergancius tiriamuosius su periodontologiskai sveikais
asmenimis (FC = 2,2, P < 0,001). Manoma, kad miR-145-5p yra svarbi
kaulinio audinio formavimuisi, nes $§ios miRNR slopinimas paskatina
osteogening diferenciacijg [227]. Remiantis pastaryjy mety tyrimais, miR-
140-3p taip pat gali dalyvauti kaulo remoduliacijoje skatindama osteoblasty
diferenciacija per Wnt ir TGF-B signalinius kelius [228, 229]. Siame
biomedicininiame tyrime, miR-140-3p raiskos padidéjimas buvo stebimas PD
rodikliais (ZG, BOP, KNL, r = 0,24 - 0,30, P < 0,050) ir PD stadijomis (PD
stadijos, r = 0,24, P = 0,031). Misy tyrimo imtyje, miR-195-5p taip pat buvo
susijusi su sunkesnés eigos PD. Manoma, kad miR-195-5p taip pat dalyvauja
kaulinio audinio homeostazéje. Chang ir kolegy 2017 m. atliktame tyrime
nustatyta miR-195-5p buvo susijusi su osteogeninés diferenciacijos slopinimu
periodonto audiniuose [230]. Panasy neigiamg miR-195-5p poveikj kaulo
remoduliacijai atskleidé ir Griinhagen bei kolegy atliktas tyrimas (2015 m.),
radgs, kad padidéjusi miR-195-5p raiska sutrikdo kauly morfogeninio baltymo
funkcijas [231]. Siame tyrime be sasajy su PD ligos sunkumu, miR-195-5p
koreliavo ir su sunkesne RA ligos eiga (r = 0,41, P =0,026). Pazymétina, kad
miR-140-3p ir miR-195-5p raiska dantenose buvo mazesné tarp biologiniais
RA ligos eiga modifikuojanéiais preparatais gydomy pacienty. Sio tyrimo
metu nebuvo atlieckamas gydymui skiriamy medikamenty kumuliacinés dozés
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skai¢iavimas bei vaisty vartojimo trukmés vertinimas, todél gauty rezultaty
priezastinis rySys turéty biiti vertinamas atskiru tyrimu. Visgi, Siame tyrime
nustatytos asociacijos tarp b DMARDS vartojimo ir miRNR raiskos paantrina
prielaidai, kad bDMARDs teigiamai veikia periodonto audinius, o Sis poveikis
gali biti nustatomas ir per miRNR raiska.

Dalies validavimui atrinkty miRNR - miR-30a-5p, miR-125a-3p, miR-
423-5p, miR-630, miR-1273g-3p - raiska buvo sumazéjusi PD pazeistuose
juy issiskyré miR-125a-3p, kurios raiska uzdegiminése dantenose buvo
sumaz¢jusi 2,4 karto bei neigiamai koreliavo su daugeliu sunkesnés PD eigos
rodikliy. Tyrimais nustatyta, kad miR-125a-3p sumaz¢jimas yra susijgs su
navikiniy Igsteliy proliferacija [232], intensyvesniu uzdegimu RA paZzeistose
sinovijaus Igstelése [233] bei danties pulpos audiniuose [234]. Sios miRNR
diagnostinés ir terapinés savybés pladiai tiriamos onkologijoje [235, 236]. Tuo
tarpu, periodontologijos srityje, Kamal ir kolegos (2020 m.) nustaté miR-
125a-3p kiekio padid¢jima tiriamyjy serganciy PD seilése mikrogardeliy
metodu, visgi, autoriai teigia, kad tai yra preliminarus tyrimas ir rezultatai turi
bti interpretuojami atsizvelgiant j tai, kad identifikuoti pokyciai nebuvo
validuoti AT-kPGR metodu [237]. Siame tyrime biitent validavimo metu buvo
atskleistas miR-125a-3p raiskos sumazéjimas, nepaisant to, kad mikrogardeliy
tyrimas atskleidé miR-125a padidéjimg PD pazeistuose audiniuose.

Atliktame tyrime miRNR identifikavimui pasirinkta analizé
mikrogardelémis ir identifikuoty poky¢iy validavimas AT-KPGR metodu yra
placiausiai naudojami tyrimo metodai panaSaus pobudzio tyrimuose [18].
Visgi, ne visi mikrogardelémis identifikuoti pokyc¢iai buvo validuoti AT-
KPGR metodu, 0 miR-125a-3p atveju Siais metodais netgi nustatyta prieSinga
raiSka PD pazeistuose audiniuose. Panasts neatitikimai tarp mikrogardeliy ir
AT-KPGR rezultaty gauti ir kituose tyrimuose, o tai galimai susije su $iy
metody technologiniais aspektais [238-240]. Dalis panasiy tyrimy, kurie
siekia jvertinti miRNR sgsajas su PD ir nustatyti §iy miRNR kiekj organizmo
skysCiuose ne visais atvejais atlieka mikrogardelémis nustatyty pokyciy
validavimg AT-kPGR metodu arba vertina miRNR sgsajas tiesiogiai
pasirinktoje terpéje (pvz., kraujo plazmoje ar seilése) be miRNR analizés
danteny audinyje [18]. Siekiant kuo objektyvesniy rezultaty, Siame tyrime
organizmo skys¢iuose buvo vertintos tik tos miRNR, kuriy raiska buvo
padidéjusi danteny audinyje. Trys i$ keturiy atrinkty miRNR (miR-140-3p,
mMiR-145-5p, miR-195) buvo reikSmingai padidéjusios PD paZeistuose
audiniuose tiek vertinant mikrogardeliy, tiek ir AT-kPGR metodu. Tuo tarpu,
ketvirtosios atrinktos miRNR (miR-146a) padidéjusi raiska PD paZzeistuose
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audiniuose fiksuota tik mikrogardeliy metodu. Visgi, miR-146a-5p yra viena
i§ labiausiai su PD siejamy mMiRNR nepaisant to, kad tyrimai nustato $ios
miRNR padidéjimg ir sumazéjimag PD pazeistuose audiniuose [19].

5.3 miRNR analiz¢ organizmo skysc¢iuose

miRNR analizé DVS, seilése ir kraujo plazmoje buvo atlikta vertinant
miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio sgsajas su PD klinikiniais ir
patologiniais rodikliais bei apskaic¢iuojant §iy miRNR diagnostinj potencialg.
DVS issiskyré kaip labiausiai miRNR raiskg dantenose atkartojanti
diagnostiné terpé. Tai galimai susij¢ su DVS formavimusi, nes DV'S susidaro
audiniy skysciui filtruojantis j danteny vagele per jungties epitelio Iasteles.
DVS sudétis ir kiekis kinta priklausomai nuo danteny biklés, esant uzdegimui
— DVS kiekis didéja bei jame padauggja jvairiy uzdegiminiy mediatoriy
koncentracija [241]. Siame tyrime nustatytas miR-140-3p bei miR-145-5p
raiSkos padidéjimas PD pazeistuose audiniuose taip pat buvo stebimas ir
danteny vagelés skystyje. miR-140-3p ir miR-145-5p kiekis DVS koreliavo
su daugeliu klinikiniy rodikliy biidingy sunkesnei PD eigai, 0 didziausias $iy
miRNR kiekis nustatytas sunkiu PD serganciy asmeny danteny vagelés
skystyje. Saito ir kolegy 2017 m. atliktas tyrimas taip pat atskleidé padidéjusia
miR-145-5p koncentracija PD serganCiyjy asmeny DVS [242], kai Kkituose
tyrimuose, kurie analizavo su PD susijusiy miRNR DVS koncentracija,
nevertintas miR-140-3p ir miR-145-5p kiekis. Idomu tai, kad masy tyrime
nustatytas reik§mingas mMIiR-146a-5p kiekio sumazéjimas PD sergandiy
asmeny DVS bei Sios miRNR neigiama koreliacija su daugeliu sunkesnei PD
eigai budingy rodikliy. miR-146a-5p yra itin pladiai tiriama
periodontologijoje dél Sios miRNR dalyvavimo uZdegiminio atsako
moduliavime. Manoma, kad miR-146a-5p neigiamu grjztamuoju ry$iu slopina
TNF-o raiskg veikdama per NF-kB signalinj kelig [243]. Nustatyta, kad
monocitines lgsteles paveikus LPS padidéja miR-146a-5p raiSka, kuri mazina
NF-«xB kelio aktyvacijg ir slopina uzdegiminj atsakg [244]. Si apsauginé
monocity savybé svarbi apsisaugant nuo ilgai trunkancio, létinio uzdegimo.
Atsizvelgiant | tai, anks¢iau buvo daryta prielaida, kad miR-146a-5p kiekio
sumaz¢jimas gali biiti susijgs su ilgai trunkanciomis létinémis uzdegiminémis
buklémis tokiomis kaip PD [208]. Eksperimentiniu tyrimu su pelémis
nustatyta, kad intraveniniu biidu leidziama miR-146a-5p sumazina TNF-a,
Mcp-1 ir IL-6 koncentracija dantenose [198]. Atsizvelgiant | ankstesniy
mokslo tyrimy duomenis, galima daryti prielaidg, kad miR-146a-5p
koncentracija kinta skirtingose uzdegimo stadijose, o §ios miRNR trukumas
gali biiti susijes su sunkesne PD ligos eiga.
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Jvertinus atrinkty miRNR diagnostines savybes DVS, tik miR-146a-5p
turéjo reikSmingg AUC verte, o jautrumas ir specifiSkumas atitinkamai sieké
61,2 proc. ir 60,5 proc. Pavieniy molekuliy Zema diagnostiné verté
periodontologijoje aprasSyta ir ankstiniuose tyrimuose, kurie vertino
pagrindinius uzdegiminius mediatorius — IL-1p (jautrumas — 78,7 proc.,
specifiSkumas — 78,0 proc.) ir MMP-8 (jautrumas — 75,5 proc., specifiskumas
— 77,0 proc.) [33, 245]. Irodyta, kad molekuliy deriniai pasizymi geresnémis
diagnostinémis savybémis nei pavienés molekulés. Jin ir kolegy 2020 m.
atliktame tyrime 17 miRNR kombinacijos vertinimas danteny audinyje turéjo
0,996 AUC [246]. Tuo tarpu, onkologijoje klinikingje praktikoje taikomas
diagnostikos rinkinys paremtas 10 miRNR kombinacija [247]. Sio tyrimo
metu, jvertinus tirty miRNR deriniy diagnostines savybes, miR-140-3p/-145-
5p/-146a-5p derinys pasizyméjo aukséiausia AUC reik§mé — 0,665. Svarbu,
kad Siame tyrime buvo stebima tendencija, jog kai kuriy miRNR reik§mingos
asociacijos yra nustatomos tik lyginant sunkios formos PD su
periodontologiskai sveikais asmenimis (pvz., miR-140-3p ir miR-145-5p
kiekis DVS). Atsizvelgiant j tai, mes jvertinome atrinkty miRNR diagnostines
savybes sunkios (Il — IV stadijos) bei lengvos ir vidutinés (I-1l stadijos) PD
eigos atveju. Sunkios formos PD diagnostikoje, miR-140-3p, miR-145-5p ir
MiR-146a-5p turéjo reikSmingg diagnosting verte, o $iy molekuliy
kombinacija pasizyméjo auksciausia AUC reikSmé, kuri sieké 0,71.
Pazymétina, kad pavienés miRNR neturéjo reikSmingy diagnostiniy savybiy
lengvo ar vidutinio sunkumo PD atveju, taéiau miR-140-3p/-145-5p/-146a-5p
derinys pasizyméjo reikSminga diagnostine verte. Remiantis §io ir ankstesniy
tyrimy duomenimis, galima daryti prielaida, kad, siekiant pagerinti miRNR
diagnostines savybes ar siekiant nustatyti PD ankstyvose stadijose, racionalu
analizuoti didesnés apimties miRNR deriniy diagnosting verte.

Seiliy méginiuose jvertinus MiR-140-3p, MiR-145-5p, miR-146a-5p,
miR-195-5p kiekio sgsajas su PD nustatyta, kad tik miR-145-5p
koncentracijos padidéjimas buvo susijes su PD klinikiniais rodikliais (BOP ir
ZG). Sios miRNR padidéjusi raiska miisy tyrime taip pat nustatyta PD
paZeistuose audiniuose. Visgi, kity miRNR kiekis seilése nebuvo susijes su
PD bei nebuvo nustatyta reikSmingy diagnostiniy savybiy. Nors seiliy miRNR
diagnostika placiai tiriama jvairiy naviky atveju [248], periodontologijos
srityje atlikta nedaug tyrimy, o gauti rezultatai prieStaringi [223]. Fujimori ir
kolegy 2021 m. atliktame tyrime i$ 84 tirty miRNR, tik miR-381-3p buvo
reik§mingai didesnés koncentracijos tarp sunkiu PD serganciy tiriamyjy [239].
Kitame $iy tyréjy grupés tyrime nustatytos nenuoseklios miRNR sgsajos su
PD vertinant mikorgardeliy ir AT-KPGR metodu [249]. Tikétina, tai susij¢ su
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pasirinktu metodu bei seiliy méginiy paruosimu. Si prielaida patikrinta Han ir
kolegy atliktame tyrime (2020 m.), kuriame buvo lyginta, kaip skiriasi miRNR
diagnostiné verté tiriant bendrg seiliy miRNR kiekj arba vertinant tik i§ seiliy
i8skirty egzosomy miRNR kiekj [250]. Tyréjai atskleidé, kad vertinant bendra
seiliy miRNR kiekj nebuvo nustatyta reikSmingy miRNR sasajy su PD. Tuo
tarpu, vertinant tik egzosomy miRNR kiekj, miR-140-5p, miR-146a-5p ir
MiR-628-5p buvo reikSmingai padidéjusios tiriamyjy serganéiy PD seiliy
méginiuose. Misy tyrime buvo taikytas bendro seiliy miRNR kiekio
jvertinimas didziausioje iki Siol aprasytoje seiliy méginiy imtyje, bet,
nustatytos tik pavienés asociacijos tarp miR-145-5p kiekio ir PD klinikiniy
rodikliy. Tikétina, kad tolesnius tyrimus Sioje srityje buty tikslinga atlikti ne
tik vertinant kity miRNR sgsajas, bet ir taikant alternatyvius miRNR
i8skyrimo metodus.

Sio tyrimo metu taip pat jvertintos atrinkty miRNR sasajos PD
serganciyjy kraujo plazmoje. DVS bei seiliy atveju miRNR poky¢iai galimai
susij¢ su tiesioginiu molekuliy patekimu j Sias terpes. Tuo tarpu, Kraujo
plazmoje, tikétina, pakitusi plazmos miRNR koncentracija yra labiau susijusi
su PD sukeliama létine uzdegimine bukle ar kitais antriniais padariniais.
Siame tyrime kraujo plazmoje nustatytas miR-140-3p ir miR-146a-5p kiekio
padidéjimas bei miR-145-5p kiekio sumazéjimas buvo susij¢s su PD. PanaSius
duomenis gavo Bagavad ir kolegos (2019 m.), kurie nustaté miR-146a-5p
kiekio padidéjimg [211], o Yoneda ir bendraautoriai (2019 m.) nustaté miR-
664a-3p, miR-501-5p ir miR-21-3p kiekio padidéjima PD serganciyjy serume
[240]. Musy tyrime plazmoje nustatytas miR-140-3p ir miR-146a-5p kiekio
padidéjimas taip pat buvo stebimas ir danteny audinyje. Visgi, miR-145-5p,
kuri buvo padidéjusi PD pazeistuose audiniuose, plazmoje buvo sumazgjusios
koncentracijos. Siuo metu néra publikuoty tyrimy, kuriuose toje pacioje
imtyje buty vertinama miRNR raiSka dantenose ir koncentracija kraujo
plazmoje. Tuo tarpu, Kamal ir kolegy atliktas tyrimas palygino su PD
susijusiy miRNR kiekj plazmoje bei seilése ir nustaté, kad miRNR
koncentracijos bei sgsajos su PD $iose terpése skiriasi [237]. Tyréjai teigé, kad
plazmos méginiuose miRNR pasizymi geresnémis diagnostinémis savybémis.
Siam teiginiui paantrina ir misy tyrime gauti duomenys, nes plazmoje,
priesingai nei seilése, MiR-140-3p/-145-5p/-146a-5p/-195-5p derinys turéjo
reik§mingg diagnosting verte (AUC = 0,584).

Sio tyrimo dizainas susijes su keletu trikumy ir privalumy. Didelé
tiriamyjy imtis yra nehomogeniska ir buvo nustatyti amziaus, lyties ir kt.,
skirtumai tarp grupiy. Taip pat, dalies surinkty méginiy miRNR koncentracija
buvo nepakankama analizei, todél skiriasi biologiniy méginiy imties dydziai.
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Visgi, tai yra pirmasis didelés apimties tyrimas taikes nuosekly miRNR
atrinkimg PD pazeistuose audiniuose ir ty pa¢iy miRNR jvertinimg DVS,
seilése ir plazmoje. Kaip ir ankstesniuose tyrimuose, miRNR raiSka dantenose
ne visada sutapo vertinant visuminés raiskos ir AT-KPGR metodu. Vis dél to,
miR-140-3p ir miR-145-5p issiskyré kaip itin su PD dantenose susijusios
miRNR. Jvertinus 4 atrinkty miRNR kiekj DVS buvo atskleista daug sasajy,
kurios nustatytos ir dantenose — jskaitant miR-140-3p ir miR-145-5p
koreliacija su PD klinikiniais rodikliais ir kt., bet seilése buvo stebétos tik
pavienés sasajos su PD, jskaitant miR-145-5p asociacijas su BOP ir ZG. Sis
tyrimas ir ankstesni tyrimai atskleidzia, kad seilése miRNR sgsajos su PD
sunkiai nustatomos. Pazymétina, kad kraujo plazmoje miR-140-3p, miR-145-
5p ir miR-146a-5p buvo susijusios su PD, visgi kiekybiniai skirtumai
plazmoje buvo nenuoseklis lyginant su danteny audiniu. Galiausiai, RA ir
biologiniai ligos eigg modifikuojantys vaistai buvo susije su PD klinikinés
eigos rodikliais bei su miRNR raiSka danteny audinyje.
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ISVADOS

1. Visuminés miRNR raiskos metodu nustatytos 177 reikSmingai pakitusios
raiSkos miRNR lyginant periodontito paZzeistus ir sveikus danteny
audinius. Daugumos miRNR (N = 140) raiska buvo padidéjusi
periodontito paZeistuose danteny audiniuose. Tyrimo imtyje stebétos
asociacijos tarp periodontito ir reumatoidinio artrito klinikinés eigos
atsiskleidé ir per miRNR raiskos pokycius dantenose, nes buvo stebimos
tam tikry miRNR raiskos sgsajos su reumatologine bikle.

2. AT-kPGR metodu nustatyta padidéjusi miR-145-5p (P < 0,001) ir miR-
140-3p (P = 0,013) raiska periodontito pazeistuose danteny audiniuose.
Sunkios ir (arba) vidutinés formos periodontito atveju nustatytas didesnis
miR-145-5p, miR-140-3p, miR-195-5p kiekis dantenose. Siame
skerspjivio tyrime biologiniy vaisty vartojimas buvo susij¢s su mazesne
miR-140-3p, miR-195-5p bei didesne miR-125a-3p raiSka danteny
audiniuose.

3. Sunkiu periodontitu serganc¢iy asmeny danteny vagelés skystyje
nustatytas didesnis miR-140-3p, miR-145-5p ir mazesnis miR-146a-5p
kiekis lyginant su periodontologiskai sveiky asmeny DVS. Seiliy
méginiuose miR-145-5p kiekis buvo susijes su didesniu kraujavimo po
zondavimo indeksu bei vidutiniu zondavimo gyliu. Kraujo plazmoje miR-
140-3p ir miR-146a-5p kiekio padidé¢jimas bei miR-145-5p kiekio
rodikliais.

4. Tyrimo imtyje danteny vagelés skystyje aptinkamy miRNR diagnostinés
savybés periodontito diagnostikai buvo geresnés nei seilése ar kraujo
plazmoje aptinkamy miRNR. Danteny vagelés skystyje miR-140-3p/-
145-5p/-146a-5p derinio diagnostiné verté (AUC = 0,655, jautrumas —
62,69 proc., specifiSkumas — 61,84 proc., P < 0,001) buvo didesné nei
pavieniy miRNR.

85



PRAKTINES REKOMENDACIIOS

Klinikiniam naudojimui

Atsizvelgiant | tyrimo imtyje nustatyta didelj PD paplitima RA
sergan¢iy pacienty grupéje, asmenims, kuriems diagnozuotas RA
rekomenduojama atlikti periodontologinés buklés jvertinimg ir, esant
indikacijoms, skirti gydyma. Létinés infekcijos periodonto audiniuose
slopinimas yra aktualus siekiant efektyvesnés RA simptomy
kontrolés.

RA serganciy asmeny PD klinikiné iSraiSka gali buti susijusi su
biologiniy ligos eiga modifikuojanciy vaisty  vartojimu.
Rekomenduojama | tai atsizvelgti vertinant periodontologinio
gydymo rezultatus ir renkantis PD gydymo taktika.

Mokslo tikslams

DVS aptinkamy miRNR (konkre¢iai - miR-140-3p, miR-145-5p,
miR-146a-5p) diagnostinés savybés PD diagnostikai yra geresnés nei
seilése ar kraujo plazmoje aptinkamy miRNR. Siekiant sukurti
miRNR nustatymu paremta neinvazyvy PD diagnostikos metoda,
rekomenduojama tyrimus testi tiriant miRNR sgsajas su PD danteny
vagelés skystyje.

Atsizvelgiant | tai, jog Siame tyrime ir kituose publikuotuose
tyrimuose seilése nustatytos tik pavienés miRNR kiekio sgsajos su PD
Klinikiniais-patologiniais rodikliais, rekomenduojama seiliy miRNR
kiekj vertinti taikant alternatyvius miRNR i$skyrimo metodus.
miRNR deriniy diagnostinés savybés yra geresnés nei pavieniy
miRNR. Tobulinant miRNR paremtus diagnostinius metodus
rekomenduojama testi potencialiai su PD susijusiy miRNR
identifikavima ir jy deriniy diagnostiniy savybiy vertinima.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Periodontitis (PD) is an infectious disease characterized by inflammatory
destruction of the connective tissue which leads to periodontal attachment loss
and resorption of the alveolar bone. PD is one of the most common chronic
inflammatory diseases, with an estimated prevalence of up to 70% in the adult
population [1]. The prevalence of PD increases proportionally with age [2].
Given the aging trend of the population and the increasing incidence of risk
factors for PD, a higher prevalence of PD is expected in the future. PD is one
of the major causes of tooth loss, however the negative impact of the disease
is not limited to oral health [3]. Long-lasting bacterial load in the oral cavity
is associated with an increased risk of chronic obstructive pulmonary disease,
bacterial pneumonia, and other respiratory diseases as well as oral cancers [4].
PD-induced bacteremia is related to the formation of atherosclerotic plaque,
and increased risk of developing infectious endocarditis and myocardial
infarction [5]. It is believed that the inflammatory burden associated with PD
is one of the major pathological pathways linking PD with various systemic
comorbidities, namely autoimmune diseases [6].

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease which is considered
to be closely associated with PD [7]. The prevalence of RA in the general
population is 0.3—1%, whereas individuals with PD are more likely to develop
RA [8, 9]. The clinical course of periodontal pathology correlates with RA
disease activity, and following successful periodontal treatment, a decrease in
the severity of clinical symptoms of RA is observed [10, 11]. The association
between PD and RA has been widely documented with revealed similarities
in the diseases™ pathogenesis, namely the overproduction of pro-inflammatory
cytokines, connective tissue breakdown, and a chronic inflammatory state [12,
13]. Moreover, PD and RA share common environmental risk and genetic
factors [14]. Scientific advances have led to the discovery of new pathological
pathways linking PD and RA; however, the highly complex pathogenesis of
both diseases is yet to be fully unraveled.

Recently, there has been an increasing focus on the epigenetic regulation
of gene expression, which may have an impact on the etiopathogenesis of
multiple diseases. One of the epigenetic regulatory mechanisms is post-
transcriptional modulation of gene expression associated with microRNA
(miRNA). miRNAs are a group of single-stranded non-coding RNA
molecules which are directly involved in the regulation of gene expression

through post-transcriptional modulation of target messenger RNA molecules
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(mRNAs). Mature miRNA on average consists of 19-25 nucleotides.
Approximately 2,600 miRNAs are currently recorded in the databases, of
which over 1,100 miRNAs have been validated [16]. miRNAs cause
translational repression of mRNAs by initiation of mRNA degradation or
prevention of its translation. mMiRNAS are an integral part of various regulatory
networks that fine-tune RNA and, subsequently, protein expression levels
which leads to downregulation or exacerbation of multiple physiological and
pathological processes in the human body [17]. Aberrant miRNA expression
has been associated with multiple diseases and conditions, providing
therapeutic options for disease management. Moreover, disease-associated
mMiRNA deregulation is reflected in various biological fluids such as gingival
crevicular fluid (GCF), blood plasma, and saliva [19].

The aim of this dissertation was to identify miRNAs associated with PD
which could be detected in bodily fluids and utilized for PD diagnostics in the
future. The present study followed a multiphase approach employed
previously [18]. Initially a genome-wide miRNA assessment which enables
the assessment of 2569 miRNAs was performed in gingival tissue samples,
and 15 miRNAs, potentially associated with PD, were selected for further
analysis. Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
gPCR) in a larger sample of gingival tissues was performed in order to validate
microarray results. Four target miRNAs (miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p and
-195-5p) were selected for further assessment in GCF, saliva, and blood
plasma. Participants with RA were included aiming to more accurately select
inflammation-related miRNAs and to assess previously unexplored PD and
RA associations through miRNAs.

Novelty and relevance of the work

In the field of periodontology, the number of studies analyzing miRNA
associations with PD is increasing; however, multiple studies employ miRNA
analysis based only on RT-gPCR [19]. In our study, microarray analysis of
gingival tissue was performed to select PD-associated miRNAs which were
then further analyzed by means of RT-gPCR in gingival samples, saliva,
gingival crevicular fluid, and blood plasma. To the best of our knowledge, this
is the first study to encompass analysis of PD-related miRNAs in
aforementioned samples for corresponding participants. Moreover, the
association between gingival miRNA expression and RA or antirheumatic
drugs was not published previously.
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The authors believe that the findings of this study provide useful data for
future studies aiming to develop non-invasive PD diagnostic methods which
would help tackle the issue of high PD prevalence. Moreover, the study adds
to the body of knowledge linking PD with RA.

The aim of the study was to identify PD-related miRNAs and to evaluate the
diagnostic potential of target miRNAs for PD diagnostics in saliva, GCF, and
blood plasma, and to assess miRNA associations with RA and clinical-
pathological parameters of both diseases.

Tasks

1. To assess genome-wide miRNA expression profile in periodontitis-
affected and healthy gingival tissues, to evaluate associations with RA
status.

2. To validate selected miRNAs in a larger sample of gingival tissues
and to examine miRNA expression associations with PD, RA and
clinical-pathological parameters of both diseases.

3. To assess selected miRNAs (miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p
and miR-195-5p) associations with PD and clinical-pathological
parameters in GCF, saliva, and blood plasma.

4. Todetermine and compare diagnostic properties of miR-140-3p, miR-
145-5p, miR-146a-5p and miR-195-5p for PD diagnostics in GCF,
saliva, and blood plasma.

The hypothesis of the study is that the expression of miRNA in the gingival
tissue and the amount of miRNA in the GCF, saliva, and blood plasma are
associated with periodontitis, rheumatoid arthritis, and the clinical-
pathological parameters of these diseases.

Defensive statements:

1. Genome-wide miRNA expression profile differs in PD-affected and
healthy gingival tissues and it is associated with rheumatological
status.

2. The expression of miR-140-3p, miR-145-5p and miR-146a-5p is
higher in PD-affected tissues and correlates with clinical-pathological
parameters of PD.

3. The levels of miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p in GCF and
blood plasma as well as the levels of miR-145-5p in saliva are
associated with PD and / or clinical-pathological parameters of PD.
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4.

In the present sample, GCF levels of miR-140-3p, miR-145-5p, miR-
146a-5p, and miR-195-5p presented with the higher diagnostic value
as compared to saliva and blood plasma. The combination of miR-
140-3p / miR-145-5p / miR-146a-5p in GCF had better diagnostic
performance as compared to individual miRNAs.
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METHODOLOGY
Study design and inclusion of subjects in the study

In total, 240 participants undergoing dental or rheumatological treatment
at Vilnius University (VU) Hospital Santaros and Zalgiris Clinics during the
enrollment period (2018-2020) were invited to participate in the cross-
sectional study based on the inclusion and exclusion criteria (Table 1). The
enrollment of the subjects took place simultaneously in both research centers.
In order to form a comparative group of patients with RA, 94 participants with
confirmed diagnosis of RA according to the ACR/EULAR 2010 criteria [115]
were invited to participate. The study details were explained to the participants
and a written informed consent was obtained prior to enrollment. The
enrollment of participants and study design is presented in Figure 1.

VU Hospital Zalgiris clinic
Invitation to participant in the study

l 146 participants who agreed to participate

VU Hospital Santaros clinic

Participant enrollment based on
the inclusion and exclusion criteria

Invitation to participant in the study according to RA
status
Assessment of rhenmatological condition

94 participants with diagnosed
RA who agreed to participate

Assessment of periodontal status
Questionnaire

Sample Collection

+ Gingival tissue

* Gingival crevicular fluid

* Saliva

+ Blood plasma

Only participants with confirmed diagnosis of RA
according to the ACR/EULAR 2010 criteria were invited
to participate

l Biologic samples

Sample — 240 participants. Participant number with (+) and without (—)

VU Life Sciences Centre PD and RA:
1. PD+RA+ 64 participants
miRNA assessment 2. PD+RA- 84 participants

* microarray analysis of gingival tissue

* quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction: gingival tissue. gingival crevicular fluid.
saliva. blood plasma

PD-RA+ 30 participants
PD-RA- 62 participants

[

Fig. 1. Participant enrollment and study design.

The research was authorized by the Vilnius Regional Biomedical
Research Ethics Committee (February 6, 2018, No. 158200-18-992-500).
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Table 1. Criteria for inclusion and exclusion of patients.

Inclusion criteria Exclusion criteria
General: e Persons under 18 years of age
e Persons over 18 years of age o Patients with autoimmune non-
e Individuals who agree to rheumatic diseases
participate in the study and e Pregnancy
have signed an informed e Chronic pathologies (e.g., heart
consent form failure, cirrhosis of the liver,
etc.)

Criteria for inclusion for PD

roup:

e The diagnosis of PD has been
confirmed according to the
2018 classification criteria of
periodontal diseases

e Tumors of the mouth and face

e Professional oral hygiene or
periodontal treatment has been
performed in the last 6 months

e Full adentia

e Medication that may
significantly affect the clinical
manifestations of periodontal
pathology: calcium channel
blockers, antiepileptics
preparations, cyclosporins.

Criteria for inclusion for RA

roup:

e The diagnosis of RA was
confirmed according to ACR /
EULAR 2010 diagnostic
criteria

Assessment of periodontal status

Periodontal examination was performed by one researcher periodontist
and consisted of clinical examination, X-ray analysis, and a questionnaire.
Full mouth probing at six sites per tooth (mesio-buccal, mid-buccal, disto-
buccal, mesio-lingual, mid-lingual, and disto-lingual) was performed using
periodontal probe. During clinical examination the following periodontal
outcome parameters were documented: clinical attachment loss (CAL),
probing pocket depth (PPD), bleeding on probing (BOP), and number of
missing teeth. Panoramic X-rays performed at the day of examination were
used for computer-based analysis of bone loss (BL). A questionnaire was used
to assess oral health related behaviors and sociodemographic variables.

Periodontal diagnosis was determined according to the 2018 American
Academy of Periodontology (AAP) and the European Federation of
Periodontology (EFP) classification of periodontal diseases guidelines [26].
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Accordingly, participants with periodontitis presented with clinically
detectable PD-related interdental CAL at > 2 non-adjacent teeth or having a
buccal or oral CAL >3 mm with pocketing > 3 mm detectable at > 2 teeth.
Staging of PD was used to define disease severity: initial — stage I, moderate
— stage 11, severe — stage 111, advanced severe — stage IV.

Assessment of rheumatological condition

RA status assessment was performed by one researcher rheumatologist.
RA clinical status was evaluated by disease Activity Score 28 C-reactive
protein (DAS28) and a patient-derived questionnaires provided to all RA
subjects: Rheumatoid Arthritis Impact of Disease (RAID) and Health
Assessment Questionnaire (HAQ) [118, 209, 210]. RAID was used to quantify
the impact of disease and HAQ - disability in activities of daily living. Data
regarding RA treatment with glucocorticoids, conventional synthetic or
biologic disease-modifying antirheumatic drugs, was collected from medical
records.

Sample Collection

Gingival tissue sampling. Gingival tissue sampling for participants with PD
was performed from the deepest periodontal pocket during periodontal
treatment. Healthy gingival tissues were harvested during surgical crown
lengthening or other non-research-related interventional procedures. Upon
collection, gingival samples were immediately placed in aqueous RNA
stabilization solution RNAlater™ (Thermo Fisher Scientific (TFS), USA).

GCF sampling. For periodontally healthy participants, GCF was collected
from the palatal groove of maxillary incisors. For participants with PD, GCF
was collected from the deepest periodontal pockets. Prior to sample collection,
supragingival plaque and saliva were removed and the sampling site was
isolated with cotton pellets. A total of five sterile absorbent paper points were
inserted in the dental groove/periodontal pocket and left in place for 30
seconds. Any paper points contaminated with blood were discarded. Paper
points were placed in an aqueous RNAlater Stabilization Solution (TFS,
USA).

Saliva sampling. Participants were asked to refrain from drinking, eating,
smoking, and tooth brushing at least 2 hours prior to the unstimulated saliva
sampling procedure. Participants rinsed their mouth with distilled water for 1
min. At least 2 mL of saliva was collected into a sterile tube and the saliva
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was centrifuged at 2600 x g for 15 min. Afterwards, salivary supernatant was
separated from cellular phase and transferred into 2 mL sterile tubes, then
RNase inhibitor SUPERase™ (TFS, USA) was added.

Blood sampling. Blood sampling was performed by collecting 10 mL of
peripheral blood into sterile BD Vacutainer® tubes (Becton-Dickinson,
Barricor™, USA) containing dipotassium ethylenediaminetetraacetic acid
(K2 EDTA anticoagulant). Samples were centrifuged at 2000 x g for 15 min.
Plasma was separated and transferred into 2 mL sterile tubes.

RNA extraction

Total RNA from snap-frozen, ground gingival tissue samples and liquid
biopsy samples (GCF, saliva and blood plasma) were isolated using Trizol/™
(Invitrogen, TFS, USA) reagent and miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), respectively, according to manufacturers’ instructions. Following
the treatment with Trizol/™ reagent, chloroform was added to gingival tissue
lysate and centrifuged. RNA from aqueous phase was precipitated using
isopropanol, washed several times with ethanol, air-dried and re-dissolved in
RNase-free water. To QIAzol® Lysis Reagent (Qiagen) treated liquid biopsy
samples, 25 fmol synthetic spike-in control cel-miR-39 (manufacturer’s assay
ID — 000200, Applied Biosystems (ABI), TFS, USA) and chloroform was
added. Subsequent RNA purification procedure was carried out by following
manufacturer’s instructions. Purified RNA was eluted in RNase-free water.
Assessment of RNA quality and quantity was performed using NanoDrop
2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) and Qubit 4 fluorometer
(Invitrogen, TFS). Extracted RNA was stored at — 80 °C until use.

MiRNA microarray analysis

A total of 16 gingival tissue samples were used for global miRNA
expression profiling. Briefly, 100 ng of total RNA was labeled with 3-pCp
cyanine dye using miRNA Complete Labeling and Hyb Kit along with
MicroRNA Spike-In Kit (both from Agilent Technologies (AT), USA).
Labeled samples were hybridized onto Human microRNA 8 x 60K format
microarrays (AT) at 55 °C for 20 h. Scanning of the microarray slides was
performed using Agilent SureScan scanner (AT). Array images were analyzed
and further data processing was carried out using Feature Extraction v10.7
and GeneSpring GX v14.9 (both from AT) software packages, respectively.

TagMan Low Density arrays
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To evaluate the expression of selected miRNAs in 80 gingival tissue
samples, custom-designed TagMan Low Density Arrays (ABI, TFS) were
used. TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit and specific RT Primer
Pool mix (ABI, TFS) were used to reverse transcribe RNA into cDNA,
following manufacturer’s instructions for c¢DNA synthesis without
preamplification step. Reverse transcription (RT) reaction was performed in
15 pL volume and contained 350 ng of input RNA. For quantitative reverse
transcription PCR (RT-gPCR), TLDA cards were loaded with reaction mix,
containing 2x TagMan Universal Master Mix I, No UNG, nuclease-free
water and synthesized cDNA, and then run on ViiA7™ Real-Time PCR System
by using ViiA 7 Software v1.2 (all from ABI, TFS).

cDNA synthesis and Quantitative Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction

The abundance of miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p and -195-5p in GCF,
saliva and blood plasma was evaluated by the means of RT-gPCR using
TagMan® MicroRNA Assays (manufacturer’s assay IDs — 002234, 002278,
000468 and 000494, respectively, ABI, TFS). RT reaction was carried out
using TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ABI, TFS), following
manufacturers instructions. The final volume of each reaction for every gene
in every sample was 7.5 uL, containing specific stem-loop RT primers and 2.5
pL (1-10 ng) of total RNA. 1.33 puL of RT product, 2 x TagMan™ Universal
Master Mix Il, no UNG, 20x miRNA assays (both from ABI, TFS), and
RNase-free water in a final reaction volume of 10 pL were used for RT-qPCR.
All samples were run in technical triplicates on ViiA7™ Real-Time PCR
System by using ViiA 7 Software v1.2 (all from ABI, TFS).

Statistical analysis

Continuous variables were depicted as mean * standard deviation (SD).
Clinical variables were compared performing Shapiro-Wilk normality test
followed by Student t-test or Mann-Whitney U test. Categorical variables
were assessed with chi-squared test. MiRNA levels were normalized using
spiked-in cel-miR-39 and log2-transformed. Gingival miRNA expression
correlation with clinical variables was evaluated by performing Spearman
correlation analysis. The diagnostic value for identifying PD patients from
periodontally healthy participants was assessed by calculating the area under
the receiver-operator characteristic (ROC) curve (AUC). A value of P <0.050
was considered statistically significant.
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Statistical software was utilized for data analysis and sample size
calculation, including GPower 3.1.9 (University of Disseldorf, Germany),
GenEx software, v7.0 (MultiD Analyses AB, Sweden) and SPSS 20.0 (IBM,
Armonk, NY).
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RESULTS
Participant characteristics and clinical findings

A total of 240 individuals were included in the biomedical study (Fig. 1).
Participants fulfilling the definition of a PD case were regarded as a
periodontitis group (PD +, N = 148). Of these, almost half (N = 68, 45.95%)
had severe disease (stage 111-1V), 46 (31.08%) had moderate PD (stage I1), and
34 (22.97%) an initial form of the disease (stage I). The mean age of PD
patients at enrollment was 53.92 + 10.44 years. Participants not fulfilling PD
case definition were considered as periodontally healthy (PD-, N = 92). The
mean age of the periodontally healthy participant group at enrollment was
47.53 +14.01. A detailed analysis of descriptive and clinical-pathological data
is provided in Table 2.

Table 2. Demographic and clinical-pathological characteristics of the
subjects.

Variable PD +(N=48) | PD-(N=92) P
value

Age (years) 53.92+10.44 | 47.53+14.01 | <0.001

Gender (female / male) 118/30 83/9 0.047

Periodontal parameters:

CAL (mm) 2.15+0.94 1.09+£0.7

PPD (mm) 2.68 £ 0.55 197£029 | oo

BOP (%) 44.03+16.91 | 13.23+5.58 '

BL (%) 26.05 + 8.36 1491 +4.71

Lost teeth (N) 494 +4.54 247 £2.97

Stages of periodontitis (N, %):

Stage I. 34 (22.97)

Stage I1 46 (31.08)

Stage 111 23 (15.54) i i

Stage IV 45 (30,41)

Stage Ill or IV 68 (45.95)

Annual dental prophylaxis (N):

Once a year or less 101 59 0.574

Two or more times a year 47 33 '

Tooth brushing frequency (N):

Once a day or less 39 18 0.276

Two or more times a day 109 74 '
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Table 2. Demographic and clinical-pathological characteristics of the
subjects (continuation).

Variable PD +(N=48) | PD-(N=92) P

value

Approximal teeth cleaning (N):

Yes 103 81 0.001

No 45 11

Smoking (N):

Current smoker 28 5

Never 79 65 0.005

Former 41 22

Alcohol consumption (N):

Once a week 23 14

Once a month 82 49 0.920

Never 43 29

Education (N):

Secondary 28 7

Higher non-university 34 21 0.046

University education 86 64

BMI (kg/ m?) 25.46 + 4.08 24.33+4.13 0.039

Data are presented as mean + standard deviation or N, %. Differences
between periodontitis patients (PD +) and periodontally healthy subjects (PD-
) are reported with a P value, statistically significant differences are
highlighted. Abbreviations: BL - bone loss; BMI - body mass index; BOP —
bleeding on probing index; CAL — clinical attachment loss; N - number of
subjects; PD - periodontitis; PPD — probing pocket depth.

Associations between clinical status of periodontitis and rheumatoid
arthritis

Assessing the periodontological status of 94 RA patients included in the
study, 64 (68.09%) had PD and 30 (31.91%) were periodontally healthy. The
demographic and clinical-pathological characteristics of RA patients are
presented in Table 3.
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Table 3. Demographic and clinical-pathological characteristics of RA patients

(N =94).
Variable Value
Age (years) 54.15+11.04
Gender (female / male) 85/9
RA disease activity based on DAS28 score (N, %):
High 25 (26.60)
Moderate 48 (51.06)
Low 7 (7.45)
Remission 14 (14.89)
DAS28 419 +1.42
RAID 445 +2.27
HAQ 0.86 = 0.62
RA duration (years) 12.83 £10.49
Medication use (N):
bDMARDs 46
sDMARDs 63
GK 60
bDMARDSs in combination with SDMARDs 37
bDMARDSs in combination with GK 29

Data are presented as mean + standard deviation or N, %. Abbreviations:
bDMARDs - biological disease-modifying antirheumatic drugs; DAS28 -
disease activity score; GK - glucocorticoids; HAQ - Health Assessment
Questionnaire; N - number of participants; PD - periodontitis; RA rheumatoid
arthritis; RAID - Rheumatoid arthritis impact of disease; SDMARDs -

synthetic disease-modifying antirheumatic drugs.

The association of RA disease and RA treatment with the clinical course
of PD was assessed in a sample of PD patients by dividing subjects into
patients with PD and RA (PD + RA +, N = 64, 43.24%) and rheumatologically

healthy subjects (PD + RA-, N = 84, 56.76%) (Table 4).
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Table 4. Comparison of periodontal status between subjects with periodontitis
and rheumatoid arthritis (PD+ RA+) and rheumatologically healthy subjects

with periodontitis (PD + RA-).

. PD+RA+ (N | PD+RA-(N=
Variable - 64) 84) P value
Stages of periodontitis
(N, %).
Stage | 14 (21.88%) 20 (23.81%)
Stage 1l 22 (34.38%) 24 (28.57%) 0.765
Stage 11 8 (12.50%) 15 (17.86%) '
Stage IV 20 (31.25%) 25 (29.76%)
Stage Il or IV 28 (43.75%) 40 (47.62%)
Periodontal parameters:
CAL (mm) 23109 2.02 £0.95 0.057
PPD (mm) 2.81 +£0.59 2.58 +0.49 0.009
BOP (%) 4414 +16.68 | 43.95+17.18 0.281
BL (%) 26.91 +8.32 25.42 +8.34 0.947
Lost teeth (N) 6.27 +£4.79 3.93+4.08 0.001

Data are presented as mean + standard deviation or N, %. Differences are
reported with a P value, statistically significant differences are highlighted.
Abbreviations: BOP - bleeding on probing; BL - bone loss; CAL - clinical
attachment loss; PPD - probing pocket depth, N - number of subjects.

In the PD and RA groups, severe or moderate PD (stage I1-1V) was more

than twice as common in patients with active RA compared to those in RA
remission (88.89% vs. 42.86%, P = 0.042). (Fig. 2).
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Figure 2. Rheumatoid arthritis (RA) disease activity association with
periodontitis (PD) severity. Percentage of participants with moderate to severe
(Stage Il — V) as compared to initial (Stage 1) periodontitis amongst RA
patients with varying disease activity categorized according to disease activity
score (DAS28).

Also, RA patients in remission as compared to participants with higher
RA disease activity had lower mean CAL (1.67 £ 0.78 mm vs 2.39 £ 0.89 mm,
P = 0.045). Similarly, RA patients who rated their condition defined by RAID
as more severe, had a higher mean CAL (2.43 £ 0.9 mmvs. 1.87 £ 0.8 mm, P
= 0.046). Evaluating the association of RA treatment (bDMARDs,
sDMARDs, GKK) with the clinical status of PD, it was found that biologic
therapy was associated with lower scores of mean CAL, PPD, BOP, BL and
number of missing teeth, however it was only significant for BOP (Table 5).
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Table 5. Comparison of periodontal outcome parameters in patients with
periodontitis and rheumatoid arthritis with regard to the L DMARDs treatment.

Patients Patients not
Variable treated with treated with b value
bDMARDs (N | bDMARDs (N
= 26) = 38)

Periodontal

parameters:

CAL (mm) 2.11+0.80 2.45+0.95 0.133
PPD (mm) 2.72+0.43 2.88 £0.67 0.269
BOP (%) 38.46 + 12.76 48.03 + 18.05 0.016
BL (%) 24.85 +7.05 28.33+8.90 0.101
Missing teeth (N) 5.50 +3.76 6.79 £5.37 0.294

Data are presented as mean + standard deviation or N, %. Differences
between groups are reported with a P value, statistically significant differences
are highlighted. Abbreviations: bDMARDs: biologic disease-modifying
antirheumatic drugs; BOP - bleeding on probing; BL - bone loss; CAL -
clinical attachment loss; N - number of participants; PPD - periodontal
probing depth.

MiRNA associations preliminary study

A preliminary study assessing miRNA associations was performed in a
smaller sample (N = 61) of biological samples aiming to optimize the
methodology. In order to select PD-specific miRNAs that could be detected
in body fluids, a total miRNA analysis was performed on 4 samples of healthy
and 4 PD-affected gingiva. 53 statistically significant deregulated miRNAs
were identified, of which 30 (56.60%) miRNAs had higher expression in
periodontitis-affected gingival tissue. Among the upregulated miRNAs, miR-
199a-5p and miR-3198 had the highest fold change (FC) of 23.9 and 31.9,
respectively. 4 miRNAs (miR-199a-5p, miR-483-5p, miR-3198, miR-4299)
were selected and evaluated in GCF, saliva, and plasma. The amount of miR-
3198 in the GCF of subjects with PD was found to be significantly increased
(FC = 1.7, P = 0.019) and had significant AUC value for the diagnosis of
periodontitis (AUC =0.72, P = 0.008). The AUC of the combination of miR-
3198 and miR-4299 detected in GCF was 0.86 (P < 0.001). In saliva the levels
of miR-199a-5p were 11.3-fold (P = 0.045) higher among participants with
severe PD as compared to periodontally healthy subjects. Meanwhile, lower
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levels of miR-199a-5p were observed in the plasma of PD participants (FC =
-4.8, P = 0.008) as compared to periodontally healthy individuals. Plasma
miR-199a-5 had significant AUC for the diagnosis of periodontitis (AUC =
0.66, P = 0.032).

MiRNA associations main study

The main study of miRNA associations was performed utilizing the
approach optimized in the preliminary study. PD-associated miRNAs were
selected by performing genome-wide miRNA assessment in 16 gingival
samples. Results were validated by RT-gPCR analysis in a larger sample of
gingival tissues (N = 80). The levels of miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p and -
195-5p were evaluated in bodily fluids: GCF (N = 210), saliva (N = 173), and
blood plasma (N = 221). An overview of the study design is shown in Fig. 3.
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Screening phase

Miccroarray analysis

16 gingival tissue samples
PD+N=8PD-N=8

15 miRNAs selected:

miR-30a-5p, miR-125a-3p, miR-126-5
p, miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a
-5p, miR-155-3p, miR-195-5p, miR-42
3-5p, miR-530a-3-5p, miR-373, miR-6
30, miR-765, miR-1273g-3p, miR-3917

Validation phase

RT-gPCR analysis
80 gingival tissue samples

PD+ N =48; PD- N =32

4 miRNAs selected:
miR-140-3p, miR-145-3p,
miR-146a-5p, miR-195-3p

Liquid sample
assessment

RT-qPCR analysis
210 GCF samples

PD+ N =134;PD-N=76

173 saliva samples
PD+ N =115; PD- N =58

221 blood plasma samples
PD+ N =138; PD- N =83

Fig. 3. miRNA assessment overview.
Genome-wide miRNA expression profiling in gingival tissues

The initial step was to screen candidate miRNAs reflecting PD by
performing high-throughput analysis which enables the detection of 2569
miRNAs. A total of 16 gingival samples were preselected for microarray
analysis: 8 PD-affected tissues and 8 healthy gingival tissues. In both groups,
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4 patients were diagnosed with RA. Only miRNAs that were detected in >
25% of samples were used in further analysis (N = 760) (Fig. 4A)
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Fig. 4. Volcano plot and hierarchical clustering of differentially expressed
miRNASs in periodontitis-affected (PD+) (N = 8) and healthy (PD-) (N = 8)
gingival tissue samples. (A) MiRNA expression profile obtained after initial
processing of data including only miRNAs that were detected in at least 25 %
of the samples (N = 760); (B) Significantly deregulated miRNAs (fold change
> 1.5 or < -1.5; P < 0.05) between PD+ and PD- groups (N = 177). Each
column represents individual miRNA, and each row represents an individual
sample. The expression, represented by color, ranges from low (blue) to high
(red), as indicated by the scale bars.

Comparison of miRNA expression between PD + and PD- groups.
Comparison of miRNA expression in PD-affected and healthy gingival tissues
(PD +, N =8 vs. PD-, N = 8) revealed 177 significantly deregulated miRNAs.
In PD-affected tissues, the majority of miRNAs (N = 140, 79.10%) were
upregulated as compared to healthy tissues (Fig. 4B), including 8 miRNAs
(miR-3609, -4539, -378c, -4441, -30c-2-3p, -30a -3p, -5008-5p, -4697-5p)
with more than a 10-fold increase in expression.

Comparison of miRNA expression among rheumatologically healthy
participants. To assess the specificity of miRNA for periodontitis, PD-
affected tissues were compared with healthy gingival tissue collected from
patients without RA (PD + RA-, N =4 vs. PD-RA-, N = 4). One-hundred and
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eighteen significantly deregulated miRNAs were revealed. The expression of
most miRNAs (N =77, 65.25%) was increased, including 13 miRNAs with >
10-fold upregulation (miR-378c, -450a, 3064, 3192-3p, etc.). Among
downregulated miRNAs, only six (miR-197-5p, -203a-3p, -210-3p, -375, -
1246, -6746-5p) had lower > 3-fold decreased expression in PD-affected
tissues.

Comparison of miRNA expression in PD and RA participants. The
association of miRNAs with inflammatory diseases was assessed by
comparing patients with PD and RA with periodontally and rheumatologically
healthy participants (PD + RA +, N = 4 vs. PD-RA-, N = 4). Twenty-nine
significantly deregulated miRNAs were identified, most of which (N = 22,
75.86%) had increased expression, including miR-550a-3-5p, -140-3p, -765,
and others. The upregulation of three mMiRNAs (miR-378c, -3609, -4436b-3p)
was > 10-fold. Among downregulated miRNAs, miR-3065-3p had the highest
fold change of -11.3.

miRNA expression associations with RA. Healthy gingival tissues
collected from individuals with RA were compared with healthy gingiva of
rheumatologically healthy participants (PD-RA +, N = 4 vs. PD-RA-, N = 4)
revealing 56 deregulated miRNAs. The expression of most miRNAs (N =
50, 89.29%) was downregulated in the RA patients™ gingival tissues,
including miR-4539 and miR-3620-5p, whose expression was altered > 20-
fold. The change in expression of another ten miRNAs (miR-34c-5p, -424-
3p, -551b-3p, -3065-5p, etc.) ranged from 10 to 20-fold. Of the 6
upregulated miRNAs, miR-4701-5p had the highest fold change of 34.

miRNA expression patterns among groups. Several miRNAs were
significantly deregulated in various groups. miR-140-3p was upregulated in
PD+RA- and PD+RA+ groups while it was downregulated in the PD-RA+
group as compared to PD-RA-. More than half (N = 16, 55.17%) of the
miRNAs which were significantly deregulated in PD+RA+ comparison with
PD-RA.- also showed significant changes in PD + RA- comparison with PD-
RA-. Detailed representation of miRNA expression patterns is given in
Figure 5.
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Fig. 5. miRNA expression patterns with regard to periodontitis (PD) and
rheumatoid arthritis (RA) status.

Initial screening of miRNA expression in PD-affected tissues, revealed a
number of potentially PD-related miRNAs (miR-30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -
140-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p, -195-5p, -423-5p, -550a-3-5p, -575, -
630, -765, -1273g-3p, and -3917) which were further analyzed in an extended
cohort of 80 gingival tissues by means of RT-qPCR.

Validation of miRNA expression in gingival tissues

RT-gPCR analysis of gingival tissue samples evaluating the expression of
selected miRNAs was performed to validate genome-wide miRNA profiling
results. Forty-eight PD affected and 32 healthy gingival tissues were assessed.
Among participants with PD, 23 had RA, while among periodontally healthy
participants, 7 were diagnosed with RA.

Comparison of miRNA expression between groups. In accordance to
microarray analysis, PD-affected tissues had a higher expression of miR-140-
3p (FC = 1.3, P = 0.013) and miR-145-5p (FC = 1.9, P < 0.001), while the
levels of miR-125a-3p (FC = -2.4, P = 0.001) were lower in inflamed tissues
(Fig. 6A). Meanwhile, among participants without RA, similarly significant
upregulation of miR-140-3p and miR-145-5p in PD-affected tissues was
revealed (Fig. 6B). In the aforementioned comparison, a significant
downregulation in PD-affected gingival tissues was found only in the case of
miR-630 (FC =-1.7, P = 0.02). Furthermore, inflamed gingival tissues of RA
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patients had higher levels of miR-140-3p (FC = 1.5, P = 0.017) and lower
levels of miR-125a-3p (FC =-2.3, P = 0.015) as well as miR-1273g-3p (FC =
-1.5, P =0.013) as compared to healthy participants (Fig. 6C).
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Fig. 6. MiR-125a-3p, miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, and miR-195-
5p expression in gingival tissues collected from patients with periodontitis
(PD), rheumatoid arthritis (RA), and healthy participants. (A) MiRNA
expression comparison between PD+ and PD- groups irrespective of RA
status including all available samples. (B, C) Subgroup analysis comparing
tissues of PD patients without RA (PD+ RA-) and with RA (PD+ RA+) and
tissues of healthy participants (PD- RA-). The black lines denote median
values.

miRNA expression associations with clinical variables. To assess the
association of gingival miRNA expression with clinical and pathological
variables, a correlation matrix analysis was performed (Fig. 7). Periodontal
outcome parameters indicating worse PD clinical status correlated positively
with miR-145-5p (CAL, r = 0.43, P <0.001; PPD, r = 0.44, P <0.001; BOP, r
=0.41, P <0.001; BL, r = 0.46, P <0.001; missing teeth, r = 0.27, P = 0.018;
PD stages, r = 0.51, P <0.001), miR-140-3p (PPD, r = 0.28, P = 0.013; BOP,
r =0.30, P =0.007; BL, r =0.24, P = 0.032; PD stages, r = 0.24, P = 0.031)
and correlated negatively with miR-30a-5p (CAL, r = -0.23, P = 0.040; PD
stages, r = -0.24, P = 0.035), miR-125a-3p (CAL, r =-0.25, P = 0.026, PPD,
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r =-0.30, P =0.008, BOP, r =-0.30, P = 0.006, BL, r =-0.24, P = 0.036, PD
stages, r = -0, 27, P = 0.015) and miR-423-5p (CAL, r = -0.24, P = 0.035;
PPD, r =-0.24, P =0.032; BL, r =-0.24, P = 0.031). Significant correlations
of five miRNAs with higher RA disease activity according to DAS28 were
observed: miR-140-3p (r = 0.51, P = 0.004), miR-145-5p (r = -0.39, P =
0.034), miR-195-5p (r = 0.41, P = 0.026), miR-550a-3-5p (r = 0.37, P =
0.046), miR-630 (r = -0.48, P = 0.008). Six miRNAs correlated with
medication used for RA treatment: SDMARDs with miR-140-3p (r =-0.38, P
=0.039), GKK with miR-630 (r = 0.38, P = 0.037), miR-1273g -3p (r = -0.42,
P = 0.019), miR-3917 (r = -0.37, P = 0.042), bDMARDSs with miR-125a-3p
(r=0.46, P =0.011), miR-140-3p (r =-0.56, P = 0.001) and miR-195-5p (r =
-0.37, P = 0.044). In the case of miR-140-3p, miR-195-5p, and miR-630,
significant correlations with RA disease activity and the use of drugs for the
treatment of RA were in opposite directions. A similar opposite correlation
was observed between the severity of PD disease and the use of bDMARDs
in miR-140-3p and miR-125a-3p.
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Fig. 7. Correlation matrix analysis between gingival levels of miRNAs and

clinical variables. Spearman correlations represented by color as indicated by

the scale bar: positive correlation (red), negative correlation (blue), no

correlation (white). Significant correlations indicated as follows: * P < 0.050,

** P < 0.010. bDMARD:s - biologic disease-modifying antirheumatic drugs;

BL - bone loss; BMI - body mass index; BOP - bleeding on probing; CAL -
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clinical attachment loss; DAS28 - Disease Activity Score; GKK -
glucocorticoids; HAQ - health assessment questionnaire; PD - periodontitis;
PPD - periodontal probing depth; RAID - rheumatoid arthritis impact of
disease; SDMARD:s - synthetic disease-modifying antirheumatic drugs.

A more detailed analysis of miRNA associations with periodontal status
was performed assessing differences between PD stages and CAL, PPD, BOP,
BL cut-off values. Gingival tissues collected from participants with stage IV
and 111 severe PD, revealed a 2.2-fold increase in miR-145-5p (P <0.001) and
a 1.3-fold increase in miR-140-3p (P = 0.026) while the expression of 125a-
3p was decreased (FC =-2.2, P =0.007). Significantly deregulated miR-125a-
3p (FC=-3.5,P=0.014) and miR-195-5p (FC = 1.7, P = 0.039) were observed
in gingival tissues participants with moderate (stage 1) PD compared to
healthy gingiva. Initial (stage 1) PD was not associated with significant
changes in miRNA expression. The association between miRNA expression
and cut-off values of periodontal outcome parameters is shown in Figure 8.
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Fig. 8. Relative expression of miR-125a-3p, 140-3p, -145-5p, -146a-5p, -195-
5p in gingival tissue evaluated by means of RT-gPCR. Comparison of cut-off
points of (A) mean clinical attachment loss (CAL); (B) periodontal probing
depth (PPD); (C) bleeding on probing (BOP); (D) bone loss (BL). The black
lines denote median values.
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RA status represented by DAS28 score and the treatment with DMARDs
correlated with gingival miRNA expression. Patients with active RA (DAS28
>3.2) had 2.7-fold lower miR-145-5p (P = 0.023), 1.8-fold lower miR-1273g-
3p (P =0.012), and 2.5-fold higher miR-575 (P = 0.045) expression in gingival
tissues as compared with patients with well-controlled RA (DAS28 <3.2).
Participants receiving bDMARDs had lower levels of miR-140-3p (FC =-1.6,
P = 0.004) and miR-195-5p (FC = -1.6, P = 0.036) and higher levels of miR-
125a-3p (FC = 2.5, P = 0.017) as compared to participant who were not
receiving bDMARDSs. Meanwhile, SDMARDs were associated with levels of
miR-126 (FC = 1.46, P = 0.03) and miR-1273g-3p (FC = -1.4, P = 0.045) in
gingival tissue.

Selection of miRNAs for assessment in bodily fluids. Based on the results
of miRNA expression analysis in gingival tissues, four miRNAs, namely miR-
140-3p, -145-5p, -146a-5p and -195-5p, were selected for further assessment
in a larger sample of salivary (N=173) and blood plasma specimens (N = 221).
Downregulated miRNAs were excluded from further analysis. Inclusion of
miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p and -195-5p was based on observed increased
expression related to PD presence and/or severity as well as previously
published data.

mMiRNA analysis in GCF

The levels of selected miRNAs were assessed in 210 GCF samples: 134
samples were collected at the deepest periodontal pockets from PD patients
and 76 GCF samples were collected from healthy gingival grooves.

Comparison of miRNA levels between study groups. There was a
significant decrease in miR-146a-5p (FC = -1.3, <0.001) and an almost
significant increase in miR-145-5p (FC = 1.2, P = 0.057) levels in GCF
collected from participants with PD as compared to periodontally healthy
individuals. Significant alterations in GCF levels of miRNAs were also
observed when comparing PD and RA patients with healthy participants (PD
+ RA +, N =34 vs. PD-RA- N = 38): miR-145-5p (FC = 1.3, P = 0.042), miR-
146a-5p (FC =-1.4, P = 0.001).

miRNA GCF levels associations with clinical variables. A correlation
analysis revealed that GCF levels of miR-140-3p and miR-145-5p had a weak
positive correlation with PD outcome parameters indicating worse clinical
status of PD (Fig. 9). Meanwhile, miR-146a-5p negatively correlated with PD
outcome variables: CAL (r = -0.29, P <0.001), PPD (r = -0.26, P <0.001),
BOP (r =-0,30, P <0.001), BL (r =-0.27, P <0.001) missing teeth (r = -0.23,
P =0.001).
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Fig. 9. Correlation matrix analysis between gingival crevicular fluid miRNA
levels and clinical variables. Spearman correlations represented by color as
indicated by the scale bar: positive correlation (red), negative correlation
(blue), no correlation (white). Significant correlations indicated as follows: *
P < 0.050, ** P < 0.010. bDMARDs - biologic disease-modifying
antirheumatic drugs; BL - bone loss; BMI - body mass index; BOP - bleeding
on probing; CAL - clinical attachment loss; DAS28 - Disease Activity Score;
GKK - glucocorticoids; HAQ - health assessment questionnaire; PD -
periodontitis; PPD - periodontal probing depth; RAID - Rheumatoid arthritis
impact of disease; SDMARDs - synthetic disease-modifying antirheumatic
drugs.

Assessment of cut-off values of periodontal outcome parameters, revealed
that BOP and BL were associated with miRNA GCF levels. A higher bleeding
on probing index (BOP > 33%) was associated with a decrease in miR-146a-
5p (FC =-1.3, P <0.001). Also, more advanced alveolar bone resorption (BL
> 20%) was associated with an increase in miR-140-3p (FC = 1.2, P = 0.004)
and a decrease in miR-146a-5p (FC = -1.4, P <0.001) GCF levels. Advanced
severe PD (stage 1V) was found to be associated with miR-140-3p (FC = 1.2,
P =0.002), miR-145-5p (FC = 1.5, P = 0.007), miR-146a-5p (FC =-1.7, P <
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0.001) levels in GCF as compared to participants without PD. A detailed
representation of miRNA levels of PD stages is presented in Fig. 10.
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Fig. 10. Comparison of miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p, and -195-5p levels in
gingival crevicular fluid with regard to periodontitis severity defined by
stages. CT indicates periodontally healthy participants. The black lines denote
median values, * P < 0.050, ** P < 0.010 and *** P < 0.001.
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mMiRNA analysis in saliva

Salivary miRNA associations with PD were assessed in 173 samples.
Salivary samples collected from participants with PD (N = 115) revealed no
significant differences in the levels of miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p and -
195-5p as compared to salivary samples collected from periodontally healthy
participants (N = 58).

Salivary miRNA levels associations with clinical variables. A more
detailed analysis revealed that miR-145-5p levels were significantly
associated with BOP and PPD in saliva samples. Patients with a higher BOP
index (>33%) had a 1.3-fold increase in miR-145-5p (P = 0.042) as compared
to participants with lower BOP. Additionally, mean PPD greater than 3 mm
was associated with a 1.5-fold increase in miR-145-5p (P = 0.034) as
compared with a lower mean PPD. It should be noted that salivary miR-145-
5p associations BOP and PPD were in line with findings revealed in gingival
tissue (Fig. 11).
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Fig. 11. Comparison of miR-145-5p levels in saliva and expression in gingival
tissue based on (A) mean periodontal probing depth (PPD) and (B) bleeding
on probing index (BOP). The black lines denote median values.

mMiRNA analysis in blood plasma

Plasma miRNAs were assessed in 221 samples, of which 138 were
collected from patients with PD and 83 — from periodontally healthy
participants.

Comparison of miRNA levels between study groups. The levels of miR-
140-3p were higher in plasma samples collected from patients with PD (FC =
1.2, P =0.030) as compared to periodontally healthy participants. Notably, an
increase in miR-140-3p plasma levels was in line with miR-140-3p increased
expression in PD affected tissues.
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Plasma miRNA levels associations with clinical variables. Assessing the
severity of PD according to periodontal outcome variables, it was observed
that worse clinical status of PD was associated with increased plasma levels
of miR-145-5p and decreased levels of miR-146a-5p (Fig. 12).
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Fig. 12. Comparison of blood plasma miR-140-3p, miR-145-5p, -146a-5p,
and -195-5p levels with regard to cut-off points of (A) mean clinical
attachment loss (CAL); (B) periodontal probing depth (PPD); (C) bleeding on
probing (BOP); (D) bone loss (BL). The black lines denote median values.

Diagnostic performance of circulating miRNAs

The diagnostic potential of miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p, and -195-5p
was assessed by performing ROC analysis with AUC value calculation.

In GCF, miR-146a-5p had significant diagnostic performance analyzing
PD+ versus PD- groups (AUC = 0.63, sensitivity 61.2%, specificity 60.5%, P
= 0.002). Additional analysis was performed evaluating miRNA diagnostic
performance for mild to moderate (stage I-11) and severe (stage 11I-1V) PD
separately. While none of the assessed mMiRNAs revealed significant
diagnostic value for the assessment of mild to moderate disease, 3 out of 4
mMiRNAs had significant AUC values for severe PD diagnostics: miR-140-3p
(AUC = 0.614, sensitivity = 58.3%, specificity = 57.9%, P = 0.022) (Fig.

144



13A), miR-145-5p (AUC = 0.621, sensitivity = 56.7%, specificity = 56.6%, P
= 0.016) (Fig. 13B) and miR-146a-5p (AUC = 0.702, sensitivity = 66.7%,
specificity = 65.8%, P < 0.001) (Fig. 13C). An increase in diagnostic
performance was observed when the combination of these miRNAs was
assessed and reached significant levels for diagnostics of PD presence (AUC
= 0.655, sensitivity = 62.7%, specificity = 61.8%, P < 0.001) and mild to
moderate (AUC = 0.612, sensitivity = 60.8%, specificity = 60.5%, P = 0.018)
or severe PD (AUC = 0.709, sensitivity = 66.7%, specificity = 65.8%, P <
0.001) separately (Fig. 13E).
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Fig. 13. ROC curve analysis of GCF miRNA diagnostic performance with
regard to periodontitis (PD) severity defined by stages in GCF: (A) miR-140-
3p, (B) miR-145-5p, (C) miR-146a-5p, (D) miR-195-5p and (E) a
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combination of miR-140-3p, miR-145-5p and miR-146a-5p; (F) a
combination of miR-140-3p / -145-5p / -146a-5p / -195-5p in plasma.

In saliva, neither individual miRNAs nor their combinations had
statistically significant diagnostic value. Meanwhile, in plasma the
combination of all miRNAs revealed significant diagnostic performance (Fig.
13F).
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DISCUSSION

Prevalence of periodontitis, associations between clinical status of RA
and PD

Periodontitis is a common chronic inflammatory disease with the
incidence of the PD varying from 10% to 70%. In the present study, according
to 2018 AAP/EFP classification of periodontal diseases guidelines, PD was
diagnosed for 61.7% of participants. PD is considered an age-related disease,
which was also evident in the current study, since the mean age of individuals
with PD was higher than the mean age of periodontally healthy participants
(53.92 years and 47.53 years, respectively). In our study, 45.9% of the 148
individuals diagnosed with PD had a severe form of the disease. Meanwhile,
participants with PD had twice as many teeth lost as compared to periodontally
healthy individuals. Tooth loss is associated with masticatory, aesthetic and
phonetic difficulties, as well as a general deterioration in the quality of life
[214]. However, damage caused by PD is not limited to changes in the mouth.
There is growing evidence in the scientific literature that PD is associated with
an increased risk and a more severe clinical course of RA, atherosclerosis,
diabetes, and other diseases [6]. Given the high prevalence of PD and the
damage caused by the disease, the guidelines issued in 2018 emphasized the
need to improve early PD diagnostics by identifying molecular markers [26].
The main objective of this study was to identify PD-related miRNAs and to
evaluate their diagnostic potential in body fluids.

Given the importance of miRNA molecules in modulating inflammatory
and immune responses, patients with RA were included in this study. Of the
94 patients with RA enrolled in the study, 68.1% had PD. A high prevalence
of PD among RA patients was also found in other studies and ranged from 68
to 97% [11, 215, 216]. In a 2020 systematic review and a meta-analysis, it
was concluded that subjects with PD were at higher risk of developing RA
(SD 1.7, P <0.001) [9]. Also, studies have shown that a more severe form of
PD is associated with a higher RA activity, whereas periodontal treatment
decreases RA activity and concentration of inflammatory cytokines [10, 11].
In our study sample, there was also a significant association between the
clinical course of these diseases, with moderate to severe PD being twice as
common in patients with high-activity RA as in patients in RA remission
(88.9% vs. 42.9%, P = 0.042). Also, patients in RA remission were
characterized by lower CAL mean values. Previous studies claim that PD
adversely affects the course of RA, and this assumption is supported by the
associations observed in our sample.
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Meanwhile, studies evaluating the effect of RA on periodontal tissues
provide conflicting results [12]. In our study, the severity of PD was compared
in patients with and without RA. Describing the severity of PD according to
2018 AAP/EFP criteria, no significant association with rheumatological status
was observed. However, comparing PD outcome parameters instead of PD
stages, it was revealed that participants with PD and RA had higher mean PPD
and number of missing teeth as compared to participant with PD only. A
systematic review and meta-analysis published by Hussain and colleagues
concluded that RA was not associated with a more severe periodontal
condition in a sample of PD patients [12]. The authors of the review
acknowledge that this outcome may have been influenced by the use of
biological disease-modifying drugs in RA patients. bDMARDs have been
shown to significantly reduce concentration of inflammatory mediators in the
blood, and also a decrease in cytokine levels has been found in GCF [177,
220]. Also, patients treated with anti-TNF-a have lower BOP and PPD values
[177, 220]. This study also revealed associations between bDMARDSs and
periodontal status, as bDMARDs were associated with significantly lower
PPD. This data supports the hypothesis proposed by Hussain and colleagues
that RA may adversely affect periodontal status, but antirheumatic drugs may
have a positive effect on periodontal tissues, therefore the effect of RA on PD
is not always revealed.

MiRNA expression analysis in gingival tissue

The initial step of the study was the use of high-throughput analysis to
assess genome-wide miRNA expression profiles in gingival tissues. Largely
differential miRNA expression profiles were observed in PD-affected tissues
as compared to healthy gingiva. Out of the total of 177 significantly
deregulated miRNAs, the majority were upregulated in inflamed gingival
tissues, implying that inflammatory modulation through miRNAs is actively
involved in the pathogenesis of PD. Previously, a number of studies employed
microarray-based miRNA profiling comparing healthy and inflamed gingival
tissues varying largely in sample sizes and the number of deregulated miRNAs
[19]. Moreover, a recent systematic review assessing miRNA associations
with PD, concluded that heterogenous results between studies may be
associated with PD case definition since a sizeable number of studies were
conducted before the implementation of the current AAP-EFP classification
[251]. In the present study, aiming to improve the precision of PD-associated
miRNA identification, we utilized a credible sample of 16 tissues, while

statistical analysis involved subgroup assessment with regard to RA status
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which resulted in the selection of 15 potentially PD-associated miRNAs: miR-
30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -140-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p, -195-5p, -
423-5p, -5650a-3-5p, -575, -630, -765, -1273g-3p, and -3917.

Gingival tissue analysis by means of RT-gPCR confirmed that miR-140-
3p and miR-145-5p were significantly overexpressed in PD-affected tissues.
The upregulation of miR-140-3p and miR-145-5p was associated both with
PD presence and PD clinical status. It was observed that higher values of mean
CAL, PPD, BL and BOP were associated with an increase in miR-140-3p and
miR-145-5p levels. In accordance to our findings, previously miR-140-3p has
been shown to be upregulated in PD-affected tissues as compared to healthy
gingiva [221]. A proposed role of miR-140-3p is associated with osteogenic
differentiation and bone remodulation [228]. Similarly, miR-145-5p
negatively affects bone formation, as inhibition of miR-145-5p was associated
with promotion of osteogenic differentiation [227]. Moreover, increase in
tumor necrosis factor-o. (TNF-a) levels is associated with higher expression
of miR-145-5p [226]. Following careful consideration of miRNA involvement
in inflammation and immunity, as well as data validated by RT-gPCR
analysis, 4 miRNAs (miR-140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-195-5p)
were selected for further assessment in GCF, saliva, and blood plasma.

miRNA analysis in body fluids

Comparing diagnostic properties of target miRNAs in GCF, saliva, and
blood plasma, it was observed that GCF derived miRNAs had a higher
diagnostic value as compared to saliva or blood plasma derived miRNAs. The
levels of miR-140-3p and miR-145-5p in GCF correlated with many
periodontal outcome parameters indicating more severe PD. The study of
Saito and colleagues also revealed elevated miR-145-5p levels in GCF of PD
patients [242]. In our study, when evaluating the diagnostic properties of
selected miRNAs in GCF, only miR-146a-5p had a significant AUC, with
sensitivity and specificity of 61.2% and 60.5%, respectively. As compared to
single molecules, combinations of molecules have been shown to have better
diagnostic properties. Jin and colleagues evaluated the combination of 17
mMiRNAs in gingival tissue which had an AUC value of 0.996 [246]. In this
study, the miR-140-3p / -145-5p / -146a-5p combination in GCF had the
highest AUC value of 0.665.

In the present study, salivary levels of miR-145-5p were associated with
PPD and BOP; however, no significant AUC values for salivary miRNAs
were revealed. A pilot study by Han and colleagues demonstrated that the

salivary miRNA extracted from extracellular vesicles (EV) showed improved
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diagnostic properties as compared to miRNA extracted from whole saliva
[250]. In the mentioned study, salivary levels of miR-140-3p and miR-146a-
5p were not associated with PD presence based on whole saliva miRNA
assessment; however, both miR-140-3p and miR-146a-5p were significantly
upregulated in EV-based miRNA analysis. Similarly, another study assessed
the presence of 84 miRNAs in saliva and revealed that only the levels of miR-
381-3p were significantly higher amongst participants with severe PD [239].
Despite the fact that the current study revealed associations between salivary
mMiRNA levels and PD variables, the reference points utilized were indicative
of advanced stages of PD. Preferably, salivary miRNA-based diagnostics
should enable the detection of early PD or susceptibility to PD. For that
purpose, it is likely that salivary PD assessment may benefit from alternative
methods of miRNA assessment as compared to whole saliva miRNA analysis.

The current study revealed that alterations in plasma levels of target
mMiRNA were associated with both PD presence and PD severity based on
stages and periodontal outcome variables. The upregulation of miR-140-3p in
plasma among participants with PD was in line with the observed miR-140-
3p increased expression in gingival tissues. Meanwhile, lower plasma levels
of miR-145-5p were in contrast to detected higher miR-145-5p expression in
gingival tissues. Similarly, a recent study assessing saliva and plasma EV
miRNA levels also observed a variation of miRNA expression collected from
different samples [237]. Previously a number of studies revealed blood plasma
miRNA associations with periodontal status [19]. While the utilization of
plasma derived miRNA-based PD diagnostics remains questionable, the
consistently observable alterations in plasma miRNA levels with regard to PD
revealed in the present study and others, adds to the current understanding of
PD associations with systemic health.

Despite the large sample size and thorough approach utilized to select PD
associated miRNAs, the study has several drawbacks. There were significant
differences in participant age and sex among patients with PD and
periodontally healthy participants. Another limitation of the study is the
difference in GCF, saliva, and plasma sample sizes. Moreover, based on the
findings of this study, causal relationships could not be assessed as this study
aimed at presenting an overview which may highlight areas for further
research.
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CONCLUSIONS

Genome-wide miRNA expression analysis identified 177 significantly
deregulated miRNAs comparing PD-affected and healthy gingival tissues.
The expression of most miRNAs (N = 140) was increased in periodontitis-
affected gingival tissue. The associations between PD and RA clinical
course observed in the study sample were also revealed through
alterations in miRNA expression profile in gingival tissue.

RT-gPCR method revealed increased expression of miR-145-5p (P <
0.001) and miR-140-3p (P = 0.013) in PD-affected gingival tissues. For
participants with severe and / or moderate PD, upregulation of miR-145-
5p, miR-140-3p, miR-195-5p was observed. In this cross-sectional study,
the use of bDMARDs was associated with lower miR-140-3p, miR-195-
5p, and higher miR-125a-3p expression in gingival tissue.

Higher GCF levels of miR-140-3p, miR-145-5p, and lower levels of miR-
146a-5p were associated with severe PD. In saliva samples, miR-145-5p
levels were associated with a higher BOP and PPD. Increased plasma
derived miR-140-3p, miR-146a-5p and decreased miR-145-5p levels
were associated with PD and / or periodontal outcome parameters.

In the study sample, miRNAs detected in GCF had better diagnostic value
for PD diagnostics as compared to miRNAs detected in saliva or blood
plasma. miR-140-3p / miR-145-5p / miR-146a-5p combination in GCF
presented with better diagnostic properties (AUC = 0.655, sensitivity
62.69%, specificity 61.84%, P < 0.001) as compared to individual
miRNAs.
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LR Asmens duomeny teisinés apsaugos istatymo 10 str. 3 punktas numato, jog asmens duomenys apie
asmens sveikaty automatiniu biidu, taip pat mokslinio medicininio tyrimo tikslais gali biti tvarkomi tik
praneSus Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai. Siuo atveju Valstybing duomeny apsaugos
inspekeija privalo atlikti iSankstine patikra.

Pasibaigus tyrimui, tyréjas ar tyrimo uZsakovas privalo informuoti VRBTEK rastu apie tyrimo
pabaiga bei pateikti tyrimo ataskaitos santrauks.

Reikalavimas pateikti pranesimg apie tyrimo pabaiga bei ataskaitos santraukq isigaliojo nuo 2010 m.
geguzés 6 d. Si reikalavima rasite Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro jsakymo "Dél
leidimy atlikti biomedicininj tyrimg iSdavimo tvarkos apraso patvirtinimo" (Zin., 2008, Nr. 6-225; 2010,
Nr. 55-2706: 2011, Nr. 233-1570; Nr. 67-3184) 18' punkte ,, Leidimas atlikti biomedicininj tyrimg galioja
iki biomedicininio tyrimo paraiskoje nurodytos tyrimo pabaigos datos. Biomedicininiy tyrimy uZsakovas,
jo jgaliotas atstovas ir (ar) pagrindinis tyréjas per 30 kalendoriniy dieny privalo rastu pranesti leidimg
atlikti - biomedicininj tyrimq iSdavusiai institucijai (Lietuvos bivetikos komitetui ar regioniniam
biomedicininiy tyrimy etikos komitetui) apie tyrimo pabaigq ir per 90 kalendoriniy dieny pateikti tyrimo
vykdymo ataskaitos santrauka”.

Isakymo nuostata taikoma visiems biomedicininiams tyrimams.
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Priedy lentelés

S1 lentelé. Bendryjy charakteristiky palyginimas tarp periodontitu ir
reumatoidiniu artritu serganciy tiriamyjy (PD+RA+) bei PD serganciy

reumatologiskai sveiky tiriamyjy (PD+RA-).

Kintamasis PD+RA+ (N | PD+RA- (N P
=64) =84) reikSmé
.. . 52,70 +

Amzius (metai) 55,52 + 9,57 10,95 0,104

Lytis (moterys / vyrai) 55/9 63/21 0,148

Apsilankymy pas odontologa

daznis (N):

Kartg per metus ar re¢iau

Du a? Izlaugiau karty per o1 S0 0012

13 34

metus

Danty valymo daznis (N):

Kartg per dieng arba reciau

Du ar daugiau karty per 20 19 0.262
. 44 65

dieng

Tarpdanéiy valymas (N):

Taip 43 60 0,593

Ne 21 24

Riikymas (N):

Taip 15 13

Ne 37 42 0,087

Ankscéiau ruke 12 29

Alkoholio vartojimas (N):

Kartg per sa?/altc;. 3 20 <0001

Karta per ménesj 29 53

Niekada 32 11

I8silavinimas (N):

Vldl{rln¥3|s . o 16 12 0,008

Aukstasis neuniversitetinis 17 17

AukStasis universitetinis 31 55

KMI (kg/m?) 25,29+4,37 | 25,59+ 3,85 0,651

Duomenys pateikti nurodant vidurkj + standartinj nuokrypj arba N, proc.

Statistiskai reikSmingi skirtumai pateikti nurodant P reikSme, statistiSkai

157



reik§mingi skirtumai parySkinti. Santrumpos: KMI — kiino masés indeksas, N
— tiriamyjy skaicius; PD — periodontitas; RA — reumatoidinis artritas.

S2 lentelé. StatistiSkai reikSmingai pakitusios raisSkos miRNR lyginant
periodontito paZeistus audinius su sveikais danteny audiniais, gautos vertinant
visuming miRNR raiska.

Padidéjusios miRNR raiskos

Padidéjusi FC P reik§mé | Padidéjusi FC P reikSmeé
miR-3609 21,1 | <0,001 miR-4299 2,3 0,031
miR-4539 13,9 | 0,003 miR-6509-5p 2,3 0,006
miR-378c 13,4 | <0,001 miR-195-5p 2,3 0,038
miR-4441 12,4 | 0,003 miR-1273e 2,3 0,009
miR-30c-2-3p 11,0 | <0,001 miR-4417 2,3 0,012
miR-30a-3p 10,6 | 0,002 miR-4673 2,3 0,023
miR-5008-5p 10,3 | 0,003 miR-6769b-5p 2,3 0,001
miR-4697-5p 10,0 | 0,005 miR-6800-5p 1,6 0,042
miR-3192-3p 9,7 0,021 miR-7150 1,6 0,041
miR-424-3p 9,6 0,007 miR-151a-5p 1,6 0,025
miR-4470 8,7 0,005 miR-3679-5p 1,6 0,004
miR-3622b-5p | 8,4 < 0,001 miR-7110-5p 1,6 0,044
miR-378e 8,4 0,002 miR-6086 1,6 < 0,001
miR-3064-5p 8,2 0,015 miR-6807-5p 1,6 0,019
miR-4633-5p 7,9 0,001 miR-652-3p 1,6 0,002
miR-4418 7,7 0,023 miR-185-5p 1,6 0,043
miR-4513 6,8 0,007 miR-4646-5p 1,6 0,005
miR-6894-5p 6,8 0,007 let-7i-5p 1,6 0,026
miR-7515 6,5 0,012 miR-6124 1,6 0,003
miR-6861-5p 6,5 0,009 miR-1273g-3p 2,3 0,027
miR-4685-5p 6,4 0,001 miR-140-3p 2,3 < 0,001
miR-3202 6,4 0,005 miR-155-5p 2,2 0,019
miR-4690-5p 6,3 0,014 miR-3917 2,2 0,008
miR-4436b-3p | 6,2 0,025 miR-29¢c-5p 2,2 0,007
miR-4419b 6,1 0,006 miR-6779-5p 2,1 0,002
miR-4769-5p 6,1 0,012 miR-126-5p 2,1 0,023
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miR-4496 6,0 0,009 miR-4800-5p 2,1 < 0,001
miR-4429 5,9 0,005 miR-8071 2,1 0,002
miR-4502 5,8 0,048 miR-30a-5p 2,1 0,013
miR-4468 5,8 0,013 miR-3135b 21 0,002
miR-6837-5p 57 0,007 miR-146a-5p 2,1 0,016
miR-4538 5,6 0,018 miR-3653-3p 2,0 0,045
miR-6857-5p 55 0,019 miR-6845-5p 2,0 0,001
miR-6856-5p 4,9 0,015 miR-6789-5p 2,0 0,048
miR-3620-5p 4,9 0,047 miR-3198 19 0,017
miR-4776-5p 4,6 0,020 miR-126-3p 1,9 0,042
miR-195-3p 4,5 0,012 miR-4726-5p 19 0,039
miR-4303 4,3 0,028 miR-7846-3p 19 0,001
miR-450a-5p 4,3 0,011 miR-6869-5p 1,9 0,039
miR-4746-5p 4,2 0,037 miR-1587 19 0,002
miR-330-3p 4,2 0,006 miR-6785-5p 1,9 0,028
miR-206 4,1 0,043 miR-1236-5p 1,9 < 0,001
miR-4436a 4,1 0,028 miR-5787 1,9 0,034
miR-23a-5p 3,9 0,015 miR-619-5p 18 0,019
miR-3605-5p 3,8 0,030 miR-6089 18 0,010
miR-6809-5p 3,7 < 0,001 miR-4688 1,8 0,011
miR-3934-5p 3,6 0,024 miR-1273f 1,7 0,002
miR-500a-5p 3,5 0,015 miR-151b 1,7 0,010
miR-6848-5p 35 0,015 miR-663a 1,7 0,027
miR-575 35 0,001 miR-6880-5p 1,7 0,016
miR-4260 33 0,048 miR-939-5p 1,7 0,012
miR-145-5p 3,2 0,022 miR-146b-5p 1,7 0,026
miR-342-5p 3,2 0,048 miR-4306 1,7 0,041
miR-298 3,1 0,03 miR-6727-5p 1,7 0,022
miR-630 3,0 0,009 miR-4505 1,7 0,005
miR-6860 3,0 0,013 miR-454-3p 1,7 0,006
miR-4741 3,0 0,001 miR-6757-5p 1,7 0,001
miR-664b-3p 3,0 0,006 miR-4743-5p 1,7 0,004
miR-5703 2,8 0,011 miR-6088 1,6 0,018
miR-6797-5p 2,7 0,048 miR-550a-3-5p | 1,6 0,031
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miR-4778-5p 2,7 < 0,001 miR-423-5p 1,6 0,007
miR-378f 2,6 0,011 miR-6512-5p 1,6 0,009
miR-4667-5p 2,6 < 0,001 miR-4656 1,6 0,015
miR-4449 2,5 0,002 miR-6819-5p 15 0,006
miR-4485-5p 2,5 0,018 miR-186-5p 15 0,001
miR-6740-5p 2,4 0,002 miR-6831-5p 15 0,012
miR-125a-3p 2,4 0,022 miR-6778-5p 15 0,009
miR-6867-5p 2,4 < 0,001 miR-6510-5p 15 0,023
miR-4530 2,4 0,006 miR-6780b-5p 15 0,013
miR-6833-5p 2,3 < 0,001 miR-4793-5p 15 0,003
Sumazéjusios MiRNR raiskos

mMiRNR FC P reiksmé | miRNR FC P reikSme
miR-3065-3p -19,0 | <0,001 miR-937-5p -2,0 0,022
miR-4310 -7,9 0,019 miR-6800-3p -1,9 0,004
miR-4664-3p -5,7 0,026 miR-1304-3p -1,9 0,034
miR-203a-3p -5,2 0,033 miR-1234-3p -1,9 0,024
miR-1246 -3,8 < 0,001 miR-425-3p -1,9 0,023
miR-4644 -3,5 0,034 miR-1238-3p -1,9 0,029
miR-933 -3,3 0,002 miR-191-3p -1,8 0,041
miR-197-5p -3,3 0,001 miR-1825 -1,8 0,039
miR-1290 -3,1 0,004 miR-6765-3p -1,7 0,031
miR-6824-3p -2,8 0,035 miR-6126 -1,7 0,005
miR-210-3p -2,7 0,023 miR-1228-3p -1,7 0,021
miR-4788 -2,4 < 0,001 miR-6069 -1,7 0,043
miR-636 -2,4 0,035 miR-4665-3p -1,7 0,011
miR-6848-3p -2,4 0,008 miR-4497 -1,7 0,029
miR-6076 -2,2 0,038 miR-6127 -1,6 0,026
miR-6777-3p -2,1 0,019 miR-6165 -1,5 0,035
miR-1908-3p -2,1 0,008 miR-6756-5p -1,5 0,038
miR-4271 -2,1 0,046 miR-4261 -1,5 0,043
miR-1224-5p -2,0 0,029

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais.
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S3 lentelé. Statistiskai reik§mingai pakitusios MiIRNR raiSkos lyginant
periodontito paZzeistus audinius su sveikais danteny audiniais tarp pacienty
neserganciy reumatoidiniu artritu, gautos vertinant visuming miRNR raiska.

Padidéjusios miRNR raiskos

Padidéjusi FC P reik§mé | Padidéjusi FC | P reikSmé
miR-3192-3p 38,4 | 0,005 miR-765 2,2 | 0,009
miR-4418 27,3 | 0,006 miR-6785-5p 2,2 | 0,019
miR-4441 25,2 | 0,013 miR-6758-5p 2,1 | 0,017
miR-3609 23,5 | 0,009 miR-6867-5p 2,1 |0,018
miR-4446-3p 22,3 | 0,004 miR-6833-5p 2,1 | 0,008
miR-378c 15,4 | <0,001 miR-6812-5p 2,1 | 0,014
miR-3064-5p 13,9 | 0,042 miR-378f 2,1 | 0,001
miR-3614-5p 11,7 | 0,046 miR-6845-5p 2,0 | 0,018
miR-3622b-5p 114 0,011 miR-1273g-3p | 2,0 | 0,045
miR-450a-5p 11,2 | <0,001 miR-1236-5p 2,0 | 0,004
miR-4436b-3p 11,1 | 0,031 miR-6772-5p 2,0 | 0,038
miR-4769-5p 10,6 | 0,025 miR-4800-5p 2,0 | 0,029
miR-4303 10,3 | 0,029 miR-6846-5p 1,9 | 0,007
miR-6837-5p 9,9 0,021 miR-6740-5p 1,9 | 0,035
miR-4269 9,7 0,036 miR-6849-5p 1,9 | 0,017
miR-30c-2-3p 9,6 0,018 miR-483-5p 1,9 | 0,012
miR-378e 9,3 0,021 miR-7846-3p 1,9 | 0,008
miR-4746-5p 9,3 0,019 miR-6796-5p 1,8 | 0,03
miR-4436a 9,2 0,029 miR-6779-5p 1,8 | 0,026
miR-4468 8,8 0,021 miR-424-5p 1,8 | 0,04
miR-758-5p 8,2 0,034 miR-6831-5p 1,8 | 0,024
miR-4753-5p 7,4 0,049 miR-3667-5p 1,7 | 0,021
miR-6857-5p 6,9 0,035 miR-4673 1,7 | 0,002
miR-195-3p 6,8 0,03 miR-6757-5p 1,7 | 0,01
miR-298 6,6 0,029 miR-6510-5p 1,7 | 0,025
miR-4697-5p 55 0,006 miR-140-3p 1,7 |0,04
miR-550a-5p 4,0 0,023 miR-6086 1,7 | 0,006
miR-4539 3,4 0,01 miR-6765-5p 1,7 | 0,006
miR-3917 3,2 <0,001 miR-6778-5p 1,6 | 0,024
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miR-6509-5p 31 0,022 miR-4646-5p 1,6 | 0,018
miR-6809-5p 31 0,018 miR-550a-3-5p | 1,6 | 0,02
miR-4538 31 <0,001 miR-1587 16 |0,01
miR-4690-5p 2,8 0,002 miR-7107-5p 1,6 | 0,022
miR-6769b-5p 2,6 0,005 miR-3679-5p 1,6 | 0,026
miR-8071 2,5 0,009 miR-8089 1,6 | 0,004
miR-6860 2,5 0,009 miR-4419a 15 | 0,019
miR-4778-5p 2,5 0,013 miR-5190 1,5 | 0,006
miR-4667-5p 2,3 0,018 miR-3194-5p 15 | 0,044
miR-126-5p 2,3 0,039

Sumazéjusios MiRNR raiskos

miRNR FC P reikSmé | miRNR FC | P reikSmé
miR-375 -33,1 | 0,009 miR-31-5p -2,3 | 0,005
miR-203a-3p -76 | 0,008 miR-205-5p -2,2 | 0,001
miR-1246 -5,7 | 0,001 miR-4788 -2,2 | 0,049
miR-210-3p -4,8 0,001 miR-200a-3p -2,2 |1 0,028
miR-197-5p -3,7 | 0,025 miR-378i -2,1 | 0,003
miR-6746-5p -3,6 0,02 miR-149-5p -2,1 | 0,026
miR-1224-5p -30 | 0,022 miR-378a-3p | -2.1 | 0,003
miR-22-5p -29 {0,035 miR-193b-3p | -2.0 | 0,015
miR-378a-5p -28 | 0,004 miR-24-1-5p | -2,0 | 0,009
miR-1260b -2,8 | 0,026 miR-224-5p -2,0 1 0,034
miR-1260a 2,7 0,042 miR-183-5p -2,0 | 0,024
miR-200c-3p -2,6 | 0,001 miR-222-3p -2,0 | 0,004
miR-200b-3p -2,6 0,013 miR-221-3p -2,0 | 0,012
miR-7977 -25 {0,014 miR-221-5p -1,9 | 0,02
miR-141-3p -2,5 | 0,003 miR-365a-3p -19 10,034
miR-33a-5p 2,5 0,034 miR-27b-3p -1,8 | 0,012
miR-429 -2,4 | 0,026 miR-27a-3p -1,8 1 0,017
miR-23b-5p 2,4 0,005 miR-96-5p -1,8 | 0,021
miR-31-3p -24 10,01 miR-24-3p -1,6 | 0,037
miR-99a-5p -2,4 0,008 miR-362-3p -15 1 0,027
miR-200b-5p -23 | 0,007

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais.
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S4 lentelé. StatistiSkai reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR lyginant
reumatoidiniu artritu serganciy asmeny periodontito pazeistus audinius su
reumatologiskai sveiky tiriamyjy sveikomis dantenomis, gautos vertinant
visuming miRNR raiska.

Padidéjusios MiRNR raiskos

Padidéjusi FC P reikSmé | Padidéjusi FC P reikSmeé
miR-378c <0,001 | 17,4 miR-6833-5p 0,032 | 1,9
miR-3609 0,026 12,7 miR-550a-3-5p | 0,008 | 1,8
miR-4436b-3p | 0,025 12,7 miR-652-3p 0,008 | 1,8
miR-30c-2-3p | 0,02 9,6 miR-6849-5p 0,031 | 1,8
miR-4668-5p | 0,038 9,4 miR-15b-5p 0,04 |17
miR-6809-5p | 0,014 3,3 miR-1236-5p 0,045 | 1,7
miR-4449 0,046 2,5 miR-140-3p 0,021 | 1,7
miR-6860 0,008 2,5 miR-378f 0,017 | 1,7
miR-4306 0,039 2,3 miR-6807-5p 0,008 | 1,7
miR-4726-5p | 0,043 2,2 miR-25-3p 0,026 | 1,6
miR-765 0,035 2,0 miR-3127-5p 0,007 | 1,6
Sumazéjusios MiRNR raiskos

MiRNR FC P reik§mé | miRNR FC P reik§mé
miR-3065-3p | 0,034 -11,2648 miR-29b-3p 0,008 | -2,28026
miR-1246 <0,001 | -3,78254 miR-4497 0,039 | -2,00835
miR-197-5p 0,008 -3,4358 miR-6126 0,042 | -1,62943
miR-4788 0,023 -2,28212

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais.

S5 lentelé. StatistiSkai reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR lyginant
reumatoidiniu artritu serganciy asmeny sveikas dantenas su reumatologiskai
sveiky asmeny sveikomis dantenomis, gautos vertinant visuming miRNR
raiska.

Padidéjusios MiRNR raiskos

Padidéjusi FC P reiksmeé | Padidéjusi FC | P reikSmeé
miR-4701-5p | 34,4 | 0,041 miR-933 2,9 |0,048
miR-6836-3p | 10,9 | 0,042 miR-7106-5p | 2,9 | 0,007
miR-711 4,7 0,047 miR-339-3p 2,0 | 0,044

Sumazéjusios MIRNR raiSkos
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mMiRNR FC P reikimé | miRNR FC | P reikSmé
miR-4539 -37,8 | <0,001 miR-8069 -2,7 10,030
miR-3620-5p | -20,5 | 0,017 miR-4763-3p | -2,7 | 0,049
miR-34c-5p -20,0 | <0,001 miR-6869-5p | -2,6 | 0,021
miR-7515 -14,1 | 0,022 miR-152-3p -2,6 | 0,046
miR-5008-5p | -14,0 | 0,021 miR-29c-5p -2,6 | 0,005
miR-4476 -13,6 | 0,025 miR-29b-3p -2,6 | 0,004
miR-4496 -12,8 | 0,012 miR-4687-3p | -2,4 | 0,039
miR-424-3p -12,2 | 0,023 miR-5585-3p | -2,3 | 0,012
miR-551b-3p | -12,0 | 0,006 miR-21-3p -2,3 | 0,022
miR-3607-5p | -11,1 | 0,023 miR-34b-5p -2,2 | 0,032
miR-4487 -10,7 | 0,027 miR-7704 -2,2 | 0,025
miR-3065-5p | -10,3 | 0,048 miR-29a-3p -2,1 | 0,047
miR-374c-5p | -9,6 | <0,001 miR-141-3p -2,1 10,030
miR-34a-3p -84 0,018 miR-1207-5p | -2,0 | 0,035
miR-4633-5p | -7,4 | 0,021 miR-21-5p -1,9 | 0,019
miR-3607-3p | -7,4 | 0,047 miR-4466 -1,9 | 0,042
miR-23a-5p -6,5 | 0,033 miR-6089 -1,9 | 0,032
miR-340-3p -6,3 | 0,034 miR-29c-3p -1,9 | 0,040
miR-5096 -6,2 | 0,044 miR-8063 -1,8 | 0,049
miR-330-3p -6,2 | 0,022 miR-134-5p -1,8 | 0,036
miR-500a-5p | -5,6 | 0,042 miR-17-3p -1,8 | 0,029
miR-1972 -3,3 | 0,022 miR-140-3p -1,8 | 0,034
miR-4417 -3,2 | 0,016 miR-4656 -1,7 | P<0,001
miR-3960 -2,8 10,030 miR-22-3p -1,7 | 0,032
miR-1273e -2,7 | 0,040 miR-6125 -1,6 | 0,034

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais.
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