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SANTRUMPU SARASAS

AAP — Amerikos periodontologijos akademija (angl. American Academy of Periodontology)
ABI — Applied Biosystems

ACPA — anti-citrulininty baltymy antikiinai (angl. anti-citrullinated protein antibodies)
ACR — Amerikos reumatology kolegija (angl. American College of Rheumatology)
Ago — Argonauty Seimos baltymai (angl. Argonaute family of proteins)

AP-1 — baltymo aktyvatorius 1 (angl. activator protein 1)

AT — atvirkstiné transkripcija

AT-KPGR - kiekybiné atvirkstinés transkriptazés PGR (angl. quantitative reverse
transcription PCR, RT-qPCR)

AUC - plotas po ROC kreive (angl. area under the ROC curve)

BOP — kraujavimo indeksas (angl. bleeding on probing)

bp — baziy pora

CAL - periodonto jungties netekimo lygis (angl. clinical attachment loss)

CDC - JAV ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl. Center for Disease Control)
CRB — C-reaktyvusis baltymas

DAS28 — ligos aktyvumo indeksas (angl. disease activity score 28)

DNMT — DNR metiltransferazés

dsRBD - dvigrand¢ RNR suriSantj domeng turintis (angl. double-stranded RNA-binding
domain) baltymas

EFP — Europos periodontology federacija (angl. European Federation of Periodontology)
FC — pokytis kartais (angl. fold change)

FDI — pasaulio odontology federacija (angl. FDI World Dental Federation)

GWAS — viso genomo sasajy tyrimai (angl. genome-wide association studies)

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

HDAC — histony deacetilazés

HDL — didelio tankio lipoproteinas (angl. high density lipoprotein, HDL)

IBD — uzdegiminés Zarnyno ligos (angl. inflammatory bowel diseases)

IFN — interferonas

IKK-a — NF-kB kinazés subvieneto alfa inhibitorius (angl. inhibitor of nuclear factor kappa-B
kinase subunit alpha)

IL — interleukinas

IRNR — informacine RNR (iRNR)

KDNR — kopijiné DNR

KMI - kiino masés indeksas

LP — létinis periodontitas

LPS — lipopolisacharidai

MBD — metilintg DNR risantj domena turintis (angl. methyl-binding domain) baltymas
MIiRNR — mikroRNR

MMP — matrikso metaloproteinazé (angl. matrix metalloproteinase)
NF-xB — branduolio veiksnys kappa B (angl. nuclear factors kappa B)
NkRNR — nekoduojancios RNR (angl. non-coding RNA, ncRNA)

nt — nukleotidas

OPG - osteoprotegrinas



PDLSC — periodonto rai$¢io kamieninés lgstelés (angl. periodontal ligament stem cells)
PGE2 — prostaglandinas E2

PIRNR — su Piwi baltymu sgveikaujanti RNR

PPAD — peptidilarginino deiminazé

PPD — zondavimo gylis (angl. probing pocket depth)

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija (angl. World Health Organisation, WHO)

RA — reumatoidinis artritas

RANK — branduolio veiksnio-kB receptoriaus aktyvatorius (angl. receptor activator of NF-
xB)

RANKL - branduolio veiksnio-kB receptoriaus ligandas (angl. receptor activator of NF-xB
ligand)

RF — reumatoidinis veiksnys (angl. rheumatoid factors)

RISC — geny rais$ka slopinantis nukleoproteininis kompleksas (angl. RNR-induced silencing
complex)

Pol — polimerazé

ROC kreivé — sprendimus priimanciojo ypatybiy kreivé (angl. receiver operating
characteristic curve)

ROS - reaktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

rRNR — ribosominé RNR

SIRNR — mazosios interferentinés RNR

SnORNR — mazosios branduolélio RNR

SNRNR — mazosios branduolio RNR

TFS — Thermo Fisher Scientific

TGF — transformuojantis augimo veiksnys (angl. transforming growth factor)

TLDA — mazo tankio TagMan gardelé (angl. TagMan Low Density Array)

TNF — naviko nekrozés veiksnio (angl. tumour necrosis factor)

tRNR — transportiné RNR

UTR — netransliuojama sritis (angl. untranslated region)

VDR - vitamino D receptorius (angl. vitamin D receptor)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas (angl. single nucleotide polymorphism, SNP)



IVADAS

Létinis periodontitas (LP) yra atraminius danties audinius paveikianti uzdegiminé liga,
pasireiskianti periodonto jungties netekimu ir alveolinio kaulo nykimu. Tai vienas labiausiai
paplitusiy létiniy infekciniy sutrikimy, kuris taip pat sicjamas su padidéjusia rizika sirgti
kitomis sisteminémis ligomis, tokiomis kaip reumatoidinis artritas, diabetas, kvépavimo taky,
Sirdies ligos ir net vézys. Dél besimptomés ligos pradzios ir tik klinikine apzitira paremty
diagnostiniy metody taikymo, LP daznai nustatomas per vélai, kai audiniai jau biina
negriztamai pazeisti. Zinoma, kad LP atsiradima nulemia burnos mikrobiotos disbiozé ir
imunings sistemos sutrikimai, pasireiskiantys jvairiy uzdegiminiame atsake dalyvaujanciy
molekuliy kiekybiniais ir/ar funkciniais pokyc¢iais. Butent j juos nukreipti tyrimai gali padéti
sukurti metodus, jgalinancius ankstyva LP diagnostika ir tolesnj ligos €igos prognozavima.

Ivairiy ligy, iskaitant ir LP, vystymuisi yra svarbiis ne tik genetiniai ir aplinkos
veiksniai, taciau ir epigenetiné reguliacija. Pastaraisiais deSimtmeciais ypac didelio démesio
susilauké mikroRNR (miRNR). Tai — trumpos, ~19-22 nt ilgio nekoduojanc¢ios RNR
molekulés, kurios reguliuvodamos geny raiska atlieka svarby vaidmenj daugelyje organizmo
vystymesi svarbiy procesy, jskaitant lasteliy proliferacija, diferenciacija, metabolizma,
apoptozg ir kt. Pakitusi miRNR raiSka daznai siejama su jvairiomis uzdegiminémis ligomis.
Ne iSimtis ir LP, kurio atveju miRNR raiskos profilio pokyc¢iai stebimi danteny ar periodonto
audiniuose. Diagnostine miRNR verte labiausiai susidométa atradus organizmo skys¢iuose,
pavyzdziui, kraujyje ar seilése, cirkuliuojan¢ias miRNR, kurios potencialiai galéty tapti
neinvaziniais LP Zymenimis. Vis délto, nors tyrimy, analizuojanciy su LP patogeneze
susijusiy miRNR poky¢ius, spar¢iai daugéja, dél skirtingy kriterijy taikymo diagnozuojant
liga bei skirtingy tyrimo metodologijy ar duomeny analizés budy atsirandantys kontroversiski
rezultatai riboja organizmo skysciuose cirkuliuojan¢iy uzdegiminiy miRNR, kaip biozymeny
panaudojima LP ligos diagnostikai.

Siame tyrime miRNR raiskos profilis itirtas 16 periodonto méginiy miRNR
mikrogardeliy metodu, 0 nustatyti raiSkos poky¢iai validuoti 80 periodonto audiniy naudojant
kiekybine PGR. Keturios reikSmingai pakitusios raisSkos miRNR iSanalizuotos 71 seiliy ir 77

moduliuojanciais veiksniais bei demografiniais rodikliais.

Darbo tikslas — atrinkti su létiniu periodontitu (LP) susijusias miRNR tyrimui seilése ir

kraujo plazmoje bei jvertinti jy diagnostinj potencialg.



Darbo uzdaviniai:

1. Istirti miRNR raiSkos profilj 1étiniu periodontitu (LP) serganciy ir neserganciy asmeny

periodonto audiniuose.

2. Nustatytus atsirinkty miRNR raiskos pokyc¢ius validuoti didesnéje méginiy imtyje bei

3. Istirti miRNR LP serganciy asmeny organizmo skysc¢iuose, jvertinti sgsajas su

Klinikiniais-patologiniais rodikliais bei jy diagnostinj potencialg.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Leétinis periodontitas

Létinis periodontitas (LP) — tai infekciné liga, pasireiskianti danties atraminiy audiniy
uzdegimu, progresuojanc¢iu periodonto jungties netekimu ir alveolinio kaulo nykimu.

Vystantis LP formuojasi periodonto kiSenés, pasireiskia danteny recesija (Lindhe ir kt., 1999).

1.1.1 Anatominé periodonto sandara

LP, kaip ir kitos periodonto ligos, paveikia dantj supantj audiniy kompleksg, vadinama
periodontu. Tai sudétinga struktiira, uztikrinanti danties jsitvirtinimg Zandikaulio kaule ir
funkcionuojanti kaip nattralus barjeras, ribojantis vidines danties strukttiras nuo iSoriniy
veiksniy, pavyzdziui, burnos mikrofloros veiklos. Periodontas susideda i$ keliy esminiy daliy:
danteny, periodonto rai$¢io, danties Saknies cemento ir alveolinio kaulo (Goudouri ir kt.,
2017) (1.1 pav.).
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1.1 pav. Danties anatominé struktiira (Saltinis: dentalcare.com [internetiné sveitainé])

Alveolinis kaulas

Dantenos sudaro didzigja dalj alveolinj kaulg dengiancios ir dantis supancios burnos
gleivinés. Tai yra labai vaskuliarizuotas audinys, kuriam badingos specifinés, unikalios
biocheminés savybés. Burnos gleivine sudaro iSorinis daugiasluoksnis ploksciojo epitelio
sluoksnis bei po juo gliidinc¢io jungiamojo audinio skaidulos, vadinamos lamina propria (lot.).
Epitelio sluoksnis apsaugo po juo glidin¢ius audinius nuo galimy mechaniniy, cheminiy ir

mikrofloros sukeliamy pazeidimy, atsirandanciy dél kasdienés burnos funkcijos. Dinamiskas,



apsauging ir regeneracine funkcijg atliekantis jungties epitelis ribojasi su danteny lamina
propria ir danties pavir§iumi. Lamina propria sudaro kolageno skaidulos, fibroblastai,
tarplgsteliné medziaga, jame taip pat iSsidésciusios kraujagyslés ir nervai. [vairiy rasiy
skaidulos suteikia didelj tampruma, be to garantuoja danteny audinio mechaninj vientisuma
veikiant kramtymo jégoms (Chen ir kt., 2015).

Periodonto raistis yra sudétinga struktiira, kurig sudaro i$ polisacharidy sudarytoje
tarplgstelinéje medziagoje iSsidésciusios kolageno skaidulos, fibroblastai, cementoblastai,
osteoblastai, jsiterpusios kraujagyslés ir nervai. Esant apkrovai danty sukandimo — okliuzijos,
rai$cio fibrilés sudarytos i$ I tipo kolageno skaiduly, kurios savo ruoztu sudaro skirtingus
skaiduly pluostus. Nevienodas jy iSsidéstymas skirtingose danties Saknies srityse yra svarbus
periodonto raisc¢io funkcijai. Dél specifinés struktiiros periodonto raistis absorbuoja dalj
kramtymo metu danciui tenkancios jégos bei fiksuoja jj zandikaulyje (Nanci ir Bosshardt,
2006).

Danties Saknies cementas yra tvirtas, mineralizuotas audinys, plonu sluoksniu
dengiantis Saknies pavirSiy. HistologiSkai danties Saknies cementas yra klasifikuojamas j
pirminj (nelastelinj) ir antrinj (lastelinj). Pirminis cementas susiformuoja iki danty
prasikalimo ir dengia du tre¢dalius danties kaklelio, antrinis — jau dantims prasikalus ir dengia
treé¢dalj apikalinio Saknies pavirSiaus bei kriminiy danty $akojimosi sritj. Esminé danties
cemento funkcija yra pritvirtinti periodonto raistj prie§ danties Saknies, 0 tai suteikia biiting
danties stabilumg zandikaulio kaule (Matthews ir kt., 2016).

Alveolinis kaulas yra dantj jtvirtinanti zandikaulio dalis. Jis sudarytas i§ akytojo ir
tankiojo kauliniy audiniy, kuriy pasiskirstymas atitinkamose danties vietose skiriasi. Plonas
tankiojo kaulinio audinio sluoksnis per periodonto raistj susijunges su Saknies cementu,
vadinamas lamina dura (lot.). Sis sluoksnis yra i§varstytas jvairiy kanaléliy, per kuriuos
kraujagyslés ir nervinés skaidulos sujungia periodonto raistj su kauly ¢iulpy ertmémis. Apie
70 % alveolinio kaulo svorio sudaro organinis tarplastelinis uzpildas, sudarytas i$ I tipo
kolageno skaiduly ir jvairiy nekolageniniy baltymy, kaip jau anks¢iau minéti osteopontinai,
osteonektinai, kauly sialoproteinai ir kt. Lasteliné osteoblasty, osteocity, osteoklasty ir kity
lasteliy frakcija apima tik 2-5% organinés dalies. Likusj svorj sudaro mineraliné dalis, kurios
pagrindas — kristalinis hidroksiapatitas su anglies, natrio, cinko ir magnio jony priemai§omis

bei vanduo (Jiang ir kt., 2016).



1.1.2 Létinio periodontito etiopatogenezé

Susidoméjimas periodonto ligy etiopatogeneze émé didéti praéjusio amziaus septinto amziaus
viduryje, nustacius bakterijy svarbg tokiy periodonto ligy, kaip gingivitas ir LP, vystymesi
(Kornman, 2008). Nustatyta, kad biitent burnos ertméje tarpstanciy mikroorganizmy
pusiausvyros sutrikimai, vadinami disbioze, lemia uzdegimo, taigi ir pacios ligos atsiradimag
(Kinane ir kt., 2017).

Zmogaus organizme ,,gyvenanciy“ mikroorganizmy visuma vadinama mikrobiota,
mikroflora arba mikrobiomu. I$ viso burnos ertméje nustatyta beveik 800 skirtingy
mikroorganizmy riisiy, ant minkstyjy burnos gleivinés bei kietyjy danty pavirSiaus audiniy
formuojanciy danty apnasy plévele, vadinama bioplévele. Nors burnos ertméje egzistuoja
didelé mikroorganizmy jvairové, kol kas néra isskiriama viena ar kelios isskirtinai pavojingos
rasys periodonto ligy atsiradimui (Deo ir Deshmukh, 2019). Vis délto pastebéta, kad
aukstesniu patogeniSkumo lygiu pasizymi gram-neigiamos anaerobinés bakterijos, spirochetos
ir virusai, ta¢iau manoma, kad liga sukelia ne kiekvienas patogenas atskirai, o veikiau bendras
burnos mikrobiotos disbalansas (Perez-Chaparro ir kt., 2014).

Didzioji dalis burnos mikrobiotos yra bakterijos, kuriy 94 % sudaro Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes, Fuscobacteria, o likusius 6 % —
Saccharibacteria, Synergistetes, Absconditabacteria, Gracilibacteria, Chloroflexi, Tenericutes
ir Chlorobi tipy atstovai (Wade, 2013). Vis délto su periodontito atsiradimu labiausiai
siejamos Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) ir Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) bakterijy rasys (Amaliya ir kt., 2015).
Dar viena burnos ertméje gausiai paplitusi organizmy grupé — grybai. Nors jie neretai siejami
su zalinga veikla Zmogaus organizmuli, i$ tiesy tai svarbis sveikos burnos mikrobiotos
indikatoriai (Krom ir kt., 2014). I viso nustatyta apie 100 sveiky asmeny burnos gleivinéje
tarpstanc¢iy gryby rasiy, taciau dazniausiai sutinkamos Candida, kiek rec¢iau Cladosporium,
Aureobasidium, Saccharomyces, Aspergillus, Fusarium ir Cryptococcus rasys (Ghannoum ir
kt., 2010). Burnos mikrofloroje randama ir keletas archéjy riisiy, tarp jy metanogeninés
Thermoplasmatales, Methanobrevibacter, Methanobacterium ir kt. (Lepp ir kt., 2004).
Nepaisant to, kad archéjos yra aptinkamos ir sveikuose individuose, nustatyta, jog didesnis jy
kiekis budingas LP sergantiesiems asmenims (He ir kt., 2015). Daugelis burnos ertméje
aptinkamy virusy yra susij¢ su tam tikrais sutrikimais. Pavyzdziui, Herpes simplex virusas
sukelia herpetinj gingivostomatita, orofacialinius odos ir gleivinés pazeidimus, zmogaus
papilomos virusas — gerybines burnos papilomas, burnos kondilomas, tuo tarpu zmogaus

imunodeficito virusas daro jtaka tokiy sutrikimy, kaip burnos kandidozé ar opinis nekrozinis



periodontitas atsiradimui (Neville ir kt., 2019). Kadangi pasireiskus imiai infekcijai
organizmo audiniuose latentinéje blisenoje esantis virusas gali vél tapti aktyviu, yra sudétinga
jvertinti tiesioginj virusy vaidmenj periodonto ligy etiopatogenezéje. Vis délto pastebéta, jog
papildomas antivirusinés terapijos jtraukimas j gydyma mazina periodonto kiseniy gylj ir

uzdegimo intensyvuma, todél neretai yra rekomenduojamas (Kinane ir kt., 2017).

Uzdegiminis imuninés sistemos atsakas yra sukeliamas Seimininko lasteléms
sgveikaujant su dantj dengianc¢iu bakteriniu biofilmu (1.2 pav.). Su juo tiesiogiai kontaktuoja
jungiamasis epitelis, kurj praéjusios ir jungiamajame audinyje atsidtirusios bakterijos
stimuliuoja danteny epitelio Igsteles ir fibroblastus (Noguchi ir kt., 2017). Periodonto Igstelés
atpazjsta tokias su patogenais susijusias molekulines struktiras, kaip bakterijy
lipopolisacharidai (LPS), kurios jungiasi prie lasteliy TLR4/2 receptoriy (angl. toll-like
receptors, TLR), taip aktyvindamos kai kuriuos uzdegiminius transkripcijos veiksnius,
pavyzdziui, branduolio veiksnj kappa B (angl. nuclear factors kappa B, NF-«B) bei baltymo
aktyvatoriy 1 (angl. activator protein 1, AP-1). Sie, savo ruoztu, skatina imuninj atsaka
sukelian¢iy molekuliy, pavyzdziui naviko nekrozés veiksnio (angl. tumour necrosis factor,
TNF) -a, interleukino (IL) -1pB) sinteze ir atpalaidavima. Jy stimuliuojamos periodonto raisc¢io
lastelés ir danteny fibroblastai, atpalaiduodami reaktyvias deguonies formas (angl. reactive
oxygen species, ROS), aktyvina ir gausina uzlastelinio uzpildo metaloproteinazes (angl. matrix
metalloproteinases, MMPs), dalyvaujancias periodonto audiniy uZzlgstelinio uzpildo
skaidulinés dalies organizacijos sutrikdyme ir ardyme (Mufoz-Carillo ir kt., 2019).
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1.2 pav. Imuninio atsako schema létinio periodontito ligos atveju (pagal Mufioz-Carillo ir kt.,
2019)

Pirminiai periodonto pazeidimai atsiranda dél tminio uzdegimo, pasireiskiancio
masine neutrofily migracija per jungiamajj epitelj j danteny vagelés audinius. Atpalaiduodami
chemokinus, neutrofilai nukreipia IL-17 produkuojanc¢ias Th17 (angl. T-helper), lasteles j
uzdegimo vieta, kur jos dalyvauja B lasteliy proliferacijos ir vystymosi j antiktinus
sekretuojancias plazmos lgsteles procesuose. Makrofagai yra svarbus tokiy uzdegiminiy
molekuliy, kaip IL-1, TNF-o, MMP ir prostaglandino E2 (PGE2), saltinis. Jy infiltracija
uzdegimo vietose skatina kolageno skaiduly ardymag jungiamajame periodonto audinyje
(Bodet ir kt., 2006). Siuose procesuose dalyvaujantys makrofagai skirstomi j aktyvinamus
klasikiniu M1, ir alternatyviu, M2, badu. M1 tipo makrofagus aktyvina Th1l tipo citokinai bei
tokios su patogenais susijusios molekulés, kaip LPS, 0 M2 — Th2 tipo citokinai. Dél
i§skiriamo didelio IL-10 ir transformuojanéio augimo veiksnio beta-1 (angl. transforming
growth factor beta 1, TGF-41) kiekio, M2 tipo makrofagams btidingoslasteliy proliferacijg bei
audiniy regeneracijg skatinancios savybés (Hajishengallis ir Korostoff, 2017). Nors
periodonto audiniuose vykstanéiuose uzdegimo procesuose dalyvauja abiejy tipy makrofagai,
M1 tipo dominavimas rodo jy glaudZzias sgsajas su LP ligos atsiradimu ir vystymusi (Yu ir kt.,
2016).
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Kai uzdegiminis atsakas tampa létiniu, periodonto audinius uzpliista jgytos imuninés
sistemos lIgstelés — daugiausia T ir B limfocitai, kurios, atpalaiduodamos uzdegimines ir
imuninio atsako molekules, dalyvauja kaulo metabolizmo procesy reguliavime per
RANKL/OPG/RANK signalinj kelig (Hajishengallis ir Korostoff, 2017). T ir B limfocity
i§skiriamas NF-«xB receptoriaus aktyvatoriaus ligandas (angl. receptor activator of NF-xB
ligand, RANKL) sgveikauja su osteoklasty ar jy pirmtaky pavirSiuje esan¢iu NF-xB
receptoriaus aktyvatoriumi (angl. receptor activator of NF-xB, RANK), taip aktyvindamas jy
veikima kaulo pavirsiuje (Lee ir kt., 2010). Siame signaliniame kelyje dalyvaujantis baltymas
osteoprotegrinas (OPG) konkurencinio slopinimo biidu blokuoja biologines RANKL
funkcijas. LP atveju stebimas RANKL/OPG santykio padidéjimas skatina osteoklasty
pirmtaky aktyvinima, jy susiliejimg ir tolesng aktyvacija, nulemiancig kaulo nykima
(Belibasakis ir Bostanci, 2012). Prie LP vystymosi prisideda Th1l tipo limfocitai, aktyviai
gausinantys citokino — interferono (angl. interferon gamma, IFN) -y kiekj (Cavalla ir kt.,
2018). In vivo tyrimais nustatyta, kad pelés su nutildytu IFN-y koduojanciu genu pasizyméjo
mazesniais sekretuojamy uzdegiminiy citokiny ir chemokiny kiekiais, 0 makrofagy skatinami
kaulo tirpimo procesai buvo maziau intensyvus (Garlet ir kt., 2008). Be to, jy sekretuojami
IL-1p ir TNF-o skatina MMP sekrecija ir dalyvauja neutrofily aktyvinime. Th2 tipo limfocitai
sekretuoja citokinus IL-4, IL-5, IL-13, skatinanc¢ius B limfocity proliferacijg ir diferenciacija.
Nustatyta, kad Th1 lastelés yra svarbios pradinése, 0 Th2 — vélesnése LP vystymosi stadijose.
Naujausi tyrimai rodo, kad kitos Th lasteliy grupés, pavyzdziui Th9, Thl7 ir Th22,
reguliatorinés T (Treg) lastelés taip pat svarbios LP patogenezéje, taciau tiksli jy funkciné

reik§mé Sios ligos atveju vis dar tiriama (Kinane ir kt., 2017).

Genetiniai veiksniai. Burnos mikrobiotos disbiozé yra svarbus, ta¢iau tikrai ne
vienintelis veiksnys, darantis jtaka periodonto ligy patogenezei (Kinane ir kt., 2017).
Nustatyta apie dvi desimtis uzdegiminése reakcijose dalyvaujanciy baltymus koduojanciy
geny, kurie gali buti susije su padidéjusia rizika sirgti LP (Heidari ir kt., 2019).

Vienas i$ pavyzdziy jau minétas uzdegiminis citokinas IL-1, apimantis vidulastelinius
procesus reguliuojantj IL-1a ir uzlgstelinj baltymg IL-1p. Keletas tyrimy parodé, kad
periodonto ligomis serganc¢iy asmeny audiniuose, §iuos citokinus bei IL-1 receptoriaus
antagonista koduojanciy geny raiska yra padidéjusi (Ishihara ir kt., 1997). Taip pat pastebéta,
kad IL-1 klasterio geny vieno nukleotido polimorifzmai (VNP) yra susije su didesne
periodonto ligy atsiradimo rizika. Nustatyta, kad IL-/a -889 C/T ir IL-15 +3954 CIT

polimorfizmai gali salygoti didesnius IL-1a ir IL-1p kiekius LP serganciy asmeny danteny
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vagelés skystyje (Shiroddria ir kt., 2000). Tai rodo, kad dél VNP atsirade geny transkripcijos
ir baltymy sintezés lygio pakitimai gali nulemti LP uzdegiminio atsako pokyc¢ius (Heidari ir
kt., 2019).

Jau minéto priesuzdegiminio citokino IL-10 geno promotoriaus regione jvyke
polimorfizmai gali paveikti $io citokino raiSkg, dél ko pakinta organizme vykstantys
uzdegiminiai procesai. In vitro ir in vivo tyrimais nustatyta, kad IL-10-592 C/A polimorfizmas
buvo susij¢s su mazesniu i$skiriamo IL-10 kiekiu (Claudino ir kt., 2008).

Uzdegiminis citokinas TNF-a stimuliuoja osteoklasty diferenciacija ir veikdamas
kartu su IL-1 gali sukelti MMP atpalaidavima, uzlgstelinio matrikso ardyma bei kaulo irimg
(Nikolopoulos ir kt., 2008). Sj citokina koduojan¢io geno polimorfizmai, pavyzdziui, TNF-a-
308 G/A, siejami su didesne LP issivystymo rizika (Heidari ir kt., 2019).

Daugiafunkcinis pleotropinis citokinas TGF- kontroliuoja lasteliy proliferacija,
apoptoze, dalyvauja imuniniame organizmo atsake, be to gali indukuoti fibroblasty
diferenciacijos procesus, taip prisidédamas prie padarytos zalos audiniui atstatymo (Heidari ir
kt., 2015). Nustatyta, kad Sio citokino izoforma TGF-B1 gali padidinti OPG kiekj kauly ¢iulpy
stromos lastelése, dél to manoma, kad $is citokinas kaulo ardymo procesus veikia slopinanciai
(Vikram ir kt., 2015). Vieno dazniausiai nagrin¢jamy TGF-£7 -509 C/T polimorfizmo
paplitimo daznis tarp pazengusiu LP serganciy asmeny ir kontroliniy grupiy
reikSmingaiskiriasi (de Souza ir kt., 2003).

Vitaminas D ir jo receptorius (angl. vitamin D receptor, VDR) yra svarbiis imuninés
sistemos funkcijy palaikyme ir kaule vykstan¢iy metabolizmo procesy reguliavime. Juos
koduojanciy geny polimorfizmai skatina dazniausios periodonto ligy komplikacijos — kaulo
nykimo — pasireiskima (Heidari ir kt., 2019). Keliais tyrimais nustatyta, kad VDR Taql, Bsm1,
Fok1 ir Apal polimorfizmai yra susije su LP (Brett ir kt., 2005; de Brito ir kt., 2004; El Jilani
ir kt., 2015; Karasneh ir kt., 2013).

Jau minétos MMP yra vienos svarbiausiy periodonto patogenezéje dalyvaujanciy
proteaziy, vykdanciy uzlgstelinio matrikso komponenty degradacijg uzdegiminése audiniy
srityse. MMP raiSka ir aktyvumas didéja stipréjant uzdegiminéms reakcijoms (Desarda ir
Gaikwad, 2013). Weng ir kolegy atlikta publikuoty duomeny metaanalizé parodé, kad MMP-3
-1171 A5/A6, MMP-9 -1562 C/T ir MMP-2 -753 C/T polimorfizmai yra susije su didesne LP
i$sivystymo rizika (Weng ir kt., 2016).

Genetiniy veiksniy jtakos periodonto ligos patogenezei aiskinimgsi papildo duomenys,
gauti naudojant viso genomo sasajy tyrimus (angl. genome-wide association studies, GWAS),
jgalinancius nustatyti su analizuojama patologija susijusias genetines sritis ir konkrecius

genus. Rhodin su kolegomis atliktoje GWAS duomeny analizéje i§skyre keleta su LP
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statistiSkai reik§Smingai Susijusiy geny (Rhodin ir kt., 2014). Vienas jy — NIN, koduojantis
inkarinj baltyma nineing, kuris yra svarbus centrosomg formuojan¢iy mikrovamzdeliy
organizacijai. Centrosomos vaidmuo tiek poliarizacijoje, tiek citotoksiniy T limfocity
funkcijos palaikyme rodo $ios struktiiros, taid ir su ja funkciskai susijusiy baltymy, svarba LP
patogenezéje (Jenkins ir Kt., 2009). Statistiskai reikSmingos sgsajos su LP pastebétos ir
osteoklasty diferenciacijoje dalyvaujantj baltyma koduojan¢io ZNF675, su aktyvesne
periodonto patogeny veikla siecjamy KCNK1 ir DAB2IP bei daugelio kity geny atveju (Rhodin

ir kt., 2014). Funkciné $iy geny reik§mé periodonto ligy patogenezéje vis dar tiriama.

Epigenetiné reguliacija. Pastaruosius kelis deSimtmecius didelis démesys
analizuojant periodonto ligy patogenezés mechanizmus skiriamas epigenetiniams veiksniams.
I$skiriami trys pagrindiniai epigenetinés reguliacijos mechanizmai: DNR metilinimas,
potransliacinés histony modifikacijos ir RNR indukuojamas geny nutildymas (angl. RNA-
associated silencing).

I$ jy placiausiai tyrinétas DNR metilinimas, kurio metu prie daug CpG dinukleotidy
turin¢io regiono citozino 5-oje padétyje esancio anglies atomo prijungiama metilo grupé.
Kadangi kai kurie transkripcijos veiksniai gali funkcionuoti sgveikaudami tik su
nemetilintomis DNR sritimis, tokiy regiony hipermetilinimas gali slopinti transkripcijg ir
lemti kai kuriy geny nutildyma (angl. gene silencing), o hipometilinimas, atvirksé¢iai — skatinti
transkripcijos aktyvacija (Alminana-Pastor ir kt., 2019). DNR metilinimo sutrikimas yra
susijes su genominiu nestabilumu, chromatino konformacijos pasikeitimais, chromosomy
l0ziais ir yra svarbus jvairias uzdegimines reakcijas bei véziniy susirgimy i$sivystyma
skatinantis veiksnys (Planello ir kt., 2015). Keletas tyrimy parodé, kad kai kuriy citokinus (IL-
8, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, CCL25 ir kt.) koduojanc¢iy geny promotoriy sritys buvo
hipometilintos. Dél tokio metilinimo lygio sumazéjimo atsiradg geny raiSkos pokyciai
nulemia nenormaly imuninés sistemos atsakg j infekcijg periodonto audiniuose. Tuo tarpu E-
kadhering koduojan¢io CDHL1 ir uzdegiminio citokino TNF-a geno atveju buvo nustatytas
hipermetilinimas (Loo ir kt., 2010). Periodonto ligy atveju dél hipermetilinimo sumazéjusi
TNF-a koduojancio geno raiSka nulemia kaulo nykimo procesy slopinimg (Zhang ir kt.,
2010). E-kadherinai yra nuo kalcio jony priklausomos lasteliy adhezijos molekulés,
atliekancios esminj vaidmenj epiteliniy lasteliy tarpusavio rysiy palaikyme. Laikoma, kad E-
kadherino raiska danteny epiteliniame audinyje atspindi bendra $io audinio barjerine funkcija.
Dél CDH1 hipermetilinimo gali sumazéti jo koduojamo E-kadherino raiska ir atsirasti su §io

baltymo nepakankamumu susijusiy organizmo funkcijy sutrikimai (Arun ir kt., 2010).
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Potransliacinés histony modifikacijos lemia chromatino struktiiros pakitimus, jj dar
labiau kondensuodamos arba atpalaiduodamos. Jy metu prie specifiniy histony aminortig§éiy
liekany kovalentiSkai prijungiamos arba nuo jy pasalinamos tam tikros grupés, keiciasi
aminortgsciy kravial, dél ko pakinta sgveiky tarp histony ir DNR stiprumas. Periodonto ligy
atveju svarbiausia modifikacija yra acetilinimas. Ji lemia chromatino dekompaktizacija,
salygojancig iSaugusiag su uzdegimu susijusiy geny raiska. Perodontito atveju histony
acetilinimas yra glaudziai susijes su DNR metilinimu. DNR metiltransferaziy (DNMT)
vykdomo promotoriaus CpG saly metilinimo metu prie modifikuoty CpG viety prisijungia
metilintg DNR riSantj domeng turintys (angl. methyl-binding domain, MBD) baltymai,
aktyvindami histony deacetilaziy (HDAC) veikimg. Tarp teigiamai jkrauty acetilinty histony
lizino liekany ir neigiamga kriivi turincios DNR atsiranda stipri elektrostatiné saveika,
nulemianti histoniniy baltymy deacetilinimg. D¢l Sios modifikacijos jvyksta nukleosomy
nulemta DNR kondensacija ir geny raiska slopinama (Baker ir kt., 2011).

90 % zmogaus transkriptomo sudaro nekoduojancios RNR (nkRNR) (angl. non-
coding RNA, ncRNA). Tai RNR molekulés, kuriy seka néra tiesiogiai transliuojama j baltymo
seka. Reguliuodamos geny raiska potranskripciniame ir potransliaciniame lygmenyse, jos
atlicka svarby vaidmenj jvairiuose organizmo biologiniuose procesuose, o sutrikusi jy
funkcija daznai siejama su jvairiy ligy atsiradimu. nkRNR skirstomos j dvi pagrindines
grupes: ilgasias (angl. long non-coding RNAs, IncRNAS) ir mazasias (angl. short non-conding
RNAs, sncRNAs) (Chan ir Tay, 2018). llgosios nkRNR yra > 200 nukleotidy (nt) ilgio
molekulés, svarbios tokiose potranskripcinése modifikacijose kaip kepurés sintezé 5’ gale,
3’galo poliadenilinimas ir splaisingas (Quinn ir Chang, 2018). Trumpesni nei 200 nt ilgio
RNR transkriptai, potranskripciniame lygmenyje reguliuojantys geny raiska, vadinami
mazomis nekoduojanc¢iomis RNR. Jy grupei priskiriamos mikro-RNR (miRNR), mazosios
interferentinés RNR (siRNR), su Piwi baltymu sgveikaujanti RNR (piRNR), taip pat mazosios
branduolio RNR (snRNR), mazosios branduolélio RNR (SnoRNR), ribosominés RNR
(rRNR), transportiné RNR (tRNR) ir kitos (Chan ir Tay, 2018). Ilgyjy ir mazyjy nkRNR
vaidmuo LP patogenezéje svarbus joms veikiant tiek atskirai, tiek kartu. Nustatyta, kad
sumazgjusi ilgasias nkRNR koduojanc¢iy geny raiska skatina periodonto rais¢io kamieniniy
lasteliy (PDLSC) osteogening diferenciacijg (Qu ir kt., 2016). Taip pat pastebéta, kad nemaza
dalis ilgyjy nkRNR ir miRNR yra tarpusavyje konkuruojanc¢ios endogeninés RNR (ang].
competing endogenous RNA, ceRNA), todél, viena kitg veikdamos slopinanciai, jos reguliuoja
miRNR geny taikiniy raiskg. Daugéja tyrimy, jrodanciy, kad tokio pobtdzio reguliacija yra

svarbi Igsteliy diferenciacijos procesuose.
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Bene didziausias démesys tyrinéjat epigenetiniy veiksniy jtakg periodonto ligy
vystymuisi tenka miRNR, kuriy bendrosios ypatybés ir jy vaidmuo LP vystymesi placiau

aptarti 1.2 skyriuje.

1.1.3 Leétinio periodontito epidemiologija

Remiantis pasaulio odontology federacijos (angl. FDI World Dental Federation)
duomenimis, 2010 m. LP sirgo apie 10,8 % (~ 743 milijonai) pasaulio Zmoniy populiacijos
(Kassebaum ir kt., 2014) (1.4 pav.). Pateiktas zemélapis sudarytas remiantis Kassebaum ir
kolegy atlikta sistematine literatiiros apZzvalga, | kurig buvo jtraukti 72 moksliniai straipsniai,
1§ viso 291170 vyresniy nei 15 mety amziaus asmeny duomenys i§ 37 Saliy. Remiantis Sio

tyrimo duomenis, 2010 m. Lietuvoje LP sirgo 10,1-15,0 % zmoniy.

Sergamumas létiniu
periodontitu
pasaulyje

Daugiau nei 15,0 % -
10,1-150% [N

<10,0%

Néra duomeny

S

1.3 pav. Sergamumas pazengusia létinio periodontito forma pasaulyje (pagal Kassebaum ir
kt., 2014; Saltinis: FDI World Dental Federation)

1.1.4 Leétinio periodontito rizikos veiksniai

Nustatyta, kad periodonto ligy, jskaitant ir LP, atsiradimui svarbis kai kurie rizikos veiksniai.
Su aplinka ar asmeniniais zmogaus jprociais susij¢ veiksniai, pvz., burnos mikrofloros sudétis,
rikymas, kai kurios sisteminés ligos, nutukimas, stresas, yra vadinami modifikuojamais
rizikos veiksniais. Tuo tarpu kiekvieno asmens individualig sveikatos bikle apibadinantys
veiksniai vadinami nemodifikuojamais. LP atveju $iai rizikos veiksniy grupei priskiriama

osteoporoze, motery hormoniniai svyravimai, néstumas ir kt. (Kinane ir kt., 2017).
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Modifikuojami rizikos veiksniai. Bene reik§mingiausias ir placiausiai iStyrinétas
rizikos veiksnys — rikkymas. Nustatyta, kad riikkantys asmenys LP serga kur kas dazniau, nei
nertkantys. Tabake esantis nikotinas skatina danteny kraujagysliy susitraukima, dél ko
sutrinka kraujotaka ir yra prislopinamas danteny kraujavimas, kuris LP atveju yra vienas
esminiy diagnostiniy, apie uzdegima perspéjanéiy bruozy. Tyrimai parodé, kad LP atsiradimui
bei ligos eigai jtakg daro ir tam tikri mitybos jprociai. Nustatyta, kad mazi su maistu
jsisavinamy kalcio ir vitamino C kiekiai, kurie budingi vir§svorj turintiems zmonéms, taip pat
siejami su didesne LP rizika. Nemaziau svarbus veiksnys analizuojamo sutrikimo
pasireiSkime — stresas. Manoma, kad dél to suprastéjusi burnos higiena, padidéjes atsparumas
insulinui ir dél suintensyvéjusios hormony gliukokortikoidy sekrecijos sutrikes imuninis
atsakas siejasi su didesne stresa patirian¢iy asmeny rizika sirgti LP. Si liga taip pat siejama su
tokiomis sisteminémis ligos kaip diabetas. Nustatyta, kad asmenims, kuriems diagnozuotas
cukrinis diabetas, neretai pasireiskia ir LP. Taciau pastebéta, jog su padidéjusia LP rizika
susije negydomi diabeto atvejai, kai tuo tarpu asmenys, kuriy ligos eiga yra kontroliuojama,
pasizymi geresne periodontologine sveikata ir teigiamu atsaku j periodontologinj gydyma
(Van Dyke ir Sheilesh, 2005)

Nemodifikuojami rizikos veiksniai. Daugelyje tyrimy, kaip vienas esminiy
nemodifikuojamy LP rizikos veiksniy, i$skiriama su kauly tankio sumazéjimu ir padidéjusiu
juy trapumu susijusi liga — osteoporozé. Pomenopauzinio amziaus motery grupés tyrimas
parodé, kad Sia liga serganc¢iosioms buidingas vieno svarbiausiy periodonto audiniy —
alveolinio kaulo — tankumo sumazéjimas. Si sasaja rodo, jog hormony lygio svyravimai
motery organizme gali buti viena i§ pakitusios periodonto buklés prieZas¢iy. Nustatyta, kad
pomenopauzinio amziaus moterims, kaip ir nés¢iosioms, dazniau pasireiskia stiprus danteny
uzdegimas. D¢l organizmo hormoniniy poky¢iy suaktyvéjusi kraujotaka dantenose sukelia jy
patinimg ir didina jautruma. Be to pastebéta, jog periodonto ligomis sergancios nésciosios turi
didesng prieslaikinio gimdymo rizika (Kinane ir kt., 2017).

Genetiniy veiksniy nulemtas polinkis sirgti LP yra labai svarbus tiek ligos atsiradimui,
tiek jos eigai. Jvertinta, kad paveldimumo nulemta Sio sutrikimo pasireiSkimo tikimybe yra 50
% (Michalowicz ir kt., 2000). Kai kurie genetiniai poky¢iai nulemia ne tik LP i$sivystyma,
bet taip pat jo? rysj su kitomis sisteminémis ligomis. Nustatyta, kad LP sergantiems asmenims
budingi padidéje kraujo serumo IL-6 ir C-reaktyviojo baltymo (CRB) kiekiai, kurie mazéjo
pradéjus taikyti periodontologinj gydyma (Nakajima ir kt., 2010). Padidéje CRB kiekiai
serganc¢iyjy kraujo serume rodo, kad jy organizme gali atsirasti ir tam tikri su LP susijusiy

citokiny kiekio pokyciai, kurie aktyvina/skatina aterosklerozés vystymosi procesus. Tai
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paaiskina LP, kaip rizikos veiksnio, svarbg Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymuisi? (AlJehani,
2014).

LP vystymuisi reikSmingi ir demografiniai rizikos veiksniai, i§ kuriy placiausiai
nagrinéjami amzius, lytis, socioekonominé padétis, i$silavinimas. Tyrimai parod¢, jog LP
atsiradimo rizika didéja ir ligos eiga sunkéja organizmui senstant. Manoma, kad daugeliu
atvejy ligos pasireiskimas vyresniame amziuje yra susijes su ilgesne ligos pradzig
inicijuojan¢iy mikroorganizmy veiklos trukme (AlJehani, 2014). Didel¢ dalis atlikty tyrimy
rodo, kad dél prastesnés burnos higienos vyrai periodonto ligomis linke sirgti dazniau nei
moterys (Meisel ir kt., 2008). Taip pat pastebéta, kad sergamumas LP siejasi ir su zemesniu
i§silavinimu ir socioekonomine padétimi (Kassebaum ir kt., 2014).

LP etiologiskai glaudziai susijes su jo eiga moduliuojancia autoimunine liga —
reumatoidiniu artritu (RA) (de Smit ir kt., 2012) (1.4 pav.). Nustatyta, kad tokie rizikos
veiksniai kaip rukymas, tam tikros genetinés ypatybés, pavyzdziui, HLA-DRB1 alelio
koduojamas bendras epitopas, mikrobiotos disbiozé skatina potransliacines modifikacijas,
nulemiancias LP ir RA vystymosi procesuose reik§mingus baltymy funkcinius poky¢ius.
Pastebéta, jog daugelio Zmogaus baltymy pavirSiuje aptinkamos aminortigsties arginino
citrulininimg katalizuoja peptidilarginino deiminazé (PPAD), kuria isskiria LP vystymesi
svarbi jau minéta burnos mikrofloros bakterijy rasis — P. gingivalis. Biitent pries taip
modifikuotus baltymy epitopus susidaro RA specifiski anti-citrulininty baltymy antik@inai
(angl. anti-citrullinated protein antibodies, ACPAS). Nustatyta, kad padidéjes citrulininty
baltymy kiekis skatina autoimuninj atsakg ir dar aktyvesng ACPA ir reumatoidiniy veiksniy
(angl. rheumatoid factors, RFs) sinteze (de Molon ir kt., 2019). Citrulininty baltymy
iSsidéstymas osteoklasty pavirsiuje jgalina lengvag ACPA prisijungima, kurio atpalaiduoti
chemokinai IL-8 autokriniskai reguliuoja tolesnj osteoklasty formavimasi. Be to, sudarydami
imuninius kompleksus su RF, ACPA autoantikiinai gali jungtis prie osteoklasty Fc receptoriy,

aktyvindami juos kaulinio audinio ardymo procesams (Catrina ir kt., 2017).
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1.4 pav. Reumatoidinio artrito ir 1étinio periodontito vystymosi panasumai (pagal de Molon ir
kt., 2019)

Remiantis literatiiros duomenimis, LP sergantiems asmenims RA pasireiskia kur kas
dazniau nei periodontologiskai sveikiems asmenims ir atvirksciai (de Smit ir kt., 2012).
Pastebéta, jog RA sergantiems Zzmonéms budingas statistiskai reiksmingai didesni LP ligg
apibuidinantys rodikliai ir netekty danty skai¢ius (Mercado ir kt., 2001). Akivaizdus rysys tarp
siy dviejy ligy rodo, jog siekiant geriau suprasti LP patogenezés mechanizmus yra biitina

atsizvelgti ir j Sig ligg modifikuojancius susirgimus, tokius kaip aptartasis RA.

1.1.5 Létinio periodontito diagnozavimas ir gydymas

Skirtingy diagnostiniy kriterijy taikymas apsunkina periodonto ligy epidemiologinj vertinima.
Siekiant tai suvienodinti, per pastaruosius kelis deSimtmecius buvo sukurta ne viena
periodonto ligy klasifikaciné sistema. Visos jos 1§ esmes skyrési siilomomis diagnostikoje
naudojamy kriterijy, tokiy kaip periodonto jungties netekimo lygis (angl. clinical attachment
loss, CAL), zondavimo gylis (angl. probing pocket depth, PPD), kraujavimo indeksas (angl.
bleeding on probing, BOP), reik§mémis. Viena placiausiai naudoty buvo 1989 m. Pasaulio
sveikatos organizacijos (PSO) pasiilyta klasifikacija taikant CPI/CPITN (angl. Community
Periodontal Index/Community Periodontal Index of Treatment Needs) indeksa. Sios sistemos
populiarumg lémé patogumas ir galimybé per salyginai trumpg laikg iStirti didele dalj
tiriamyjy. Klasifikacija diagnozuojant vieng ar kita periodontito tipg rémesi vieninteliu
esminiu kriterijumi — PPD. Nors §i sistema jgalino greitg ir patogy ligos diagnozavima,

nebuvo atsizvelgiama j tokius negrjztamus pakitimus, kaip danteny recesija ar periodonto

19



jungties netekimas, taigi ja paremti vertinimai buvo netikslas (Natto ir kt., 2018). Pastebéjus,
kad pastaroji klasifikacija turi nemazai trikumy, 1999 m. Amerikos periodontologijos
akademija (angl. American Academy of Periodontology, AAP) pateiké patobulintg jos versija,
zinomg ir Armitage Kklasifikacijos pavadinimu, kurioje esminiu ligos pazangumo jvertinimo
kriterijumi tapo CAL. Sioje kelis desimtme¢ius naudotoje sistemoje periodonto ligos buvo
suskirstytos j naujas grupes, kai kurias jy apjungiant, pasalinant ar pakeic¢iant pavadinima }
tinkamesnj. Armitage klasifikacijoje periodontitas buvo skirstomas j 1étinj, agresvyvy ir
nekrozinj tipus, pateikiant esminius skirtumus tarp jy (Papapanou ir kt., 2017). 2007 m. JAV
ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl. Center for Disease Control, CDC) kartu su AAP
pasiiilé nauja CDC/AAP Kklasifikacija. Joje ligos pazangumui vertinti buvo siiiloma naudoti
du kriterijus — CAL ir PPD, Kkuriy ribinés reik§més lengvo, vidutinio ir sunkaus periodontito
atveju skyrési. Nors minétos klasifikacijos buvo placiai taikomos tiek diagnostikai rutininiy
apziliry metu, tiek moksliniuose tyrimuose, laikui bégant isryskéjo kai kurie jy trikumai.
Todél 2017 m. AAP kartu su Europos periodontology federacija (angl. European Federation
of Periodontology, EFP) pasitilé nauja, patobulintg Armitage klasifikacijos versijg. Joje
sitilyta patogenetinémis savybémis susijusius l1étinio ir agresyvaus periodontito tipus apjungti
1 vieng ir vadinti bendru ,,periodontito* pavadinimu. Be to, pasiiilyta liga detaliau
charakterizuoti, remiantis staging-grading sistema, kur staging atspindi periodontito sunkumg
ir sudétinguma, o grading — biologinés ligos pasireiskimo ypatybes, numatant galima staigy
ligos progresavima, atsaka | gydyma ir jo jtaka bendrai serganciojo sveikatos biiklei. Atliekant
periodontito vertinimg staging-grading sistema, nurodoma vertinti ne tik CAL ar PPD lygj,
bet taip pat radiografiskai nustatyta kaulo tirpimo (angl. radiographic bone loss) laipsnj,
bendra netekty danty skaiciy bei tam tikrus rizikos veiksnius, tokius kaip riikymas, diabetas ir
kt. (Tonetti ir kt., 2019). Vieninga periodonto ligas apibudinanti ir diferencijuojanti sistema
i§spresty epidemiologinio vertinimo problemas ir leisty surinkti statistinius duomenis,

atitinkan¢ius realig sergamumo periodontitu situacija.

Diagnozavimas. LP atveju ankstyvas ir tikslus ligos diagnozavimas yra ypa¢ svarbus.
Vis délto daznai dél besimptomés ligos eigos pradzios LP diagnozuojamas jau gerokai
pazenges, kai kaulinis ir minkstieji audiniai jau biina negriztamai suardyti. Pagrindiniai LP
vystymosi pozymiai yra krastiniy danteny paraudimas, patinimas, kraujavimas i§ danteny
kiSenés zondavimo metu, padidéjes periodonto kiSenés gylis, danteny recesija, padidéjes
danty paslankumas ir galiausiai — danty netekimas (Kinane ir kt., 2017). Ligos diagnostika
remiasi keleto klinikiniy matavimy matrica (1.5 pav.), iskaitant CAL, PPD, BOP ir
rentgenologinj vertinimg (AAP, 2015).
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1.5 pav. Sveikas ir pazeistas periodonto audinys bei periodonto kiSenés gylio matavimo

zonduojant principas.

Nors toks, keletu klinikiniy parametry vertinimu paremtas, diagnostinis metodas $iuo
metu yra laikomas tiksliausiu ir tinkamiausiu naudoti, $i sistema leidzia nustatyti tik jau

pazengusios ligos stadija, taCiau nesuteikia informacijos apie galimg tolesng jos eiga.

Gydymas. LP gydymas paremtas susikaupusiy danty apnasy ar akmeny, vadinamy
konkrementais, pasalinimu, taikant nechirurginj ar chirurginj gydyma (Kinane ir kt., 2017).
Nechirurginio (konservatyvaus) gydymo metu, siekiant visiskai eliminuoti liga sukelian¢ius
patogenus, reguliariy vizity metu Salinamos minkstosios danty apnasSos ir danty akmenys,
lyginamas danty $akny pavirsius. Sékmingo gydymo atveju, po ménesio stebimi periodonto
audiniy gijimo poZzymiai: periodonto jungties atsistatymas, sumazéje PPD ir BOP.
Pasireiskiant tolimesniam audiniy irimui, kartu su konservatyviuoju gydymu papildomai
taikoma antibakteriné terapija antibiotikais, siekiant pasalinti periodonto kiSenése likusius
patogeninius organizmus. Tokio tipo kombinuotas gydymas nulemia reik§mingai geresnius
gydymo rezultatus (Apatzidou ir Kinane, 2010). Krastutiniais atvejais pasitelkiamas
chirurginis gydymas, kurio metu taikant vieting nejautrg yra atkeliamas danteny sluoksnis ir
nuo taip apnuoginty danty Sakny pavirSiaus pasalinamos buvusios sunkiai prieinamos
apnasos. Operacijos metu, naudojant audiniy pakaitalus ir barjerines membranas, gali buti
atliekamos kietyjy ir minkstyjy audiniy atstatymo procediros (Larsson ir kt., 2016). Nors
teigiami poky¢iai pasireiSkia taikant abiejy rasiy gydymo strategijas, nustatyta, kad atlikus
chirurginj gydymga liga progresuoja kur kas reciau. Vis délto, nepriklausomai nuo gydymo,

bene svarbiausiu ligos stabilumo palaikymo veiksniu islieka nuolatiné periodontologinés
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sveikatos priezidra, tinkamai rapinantis kasdiene asmenine burnos higiena bei periodiskai
lankantis pas odontologg (Kinane ir kt., 2017).

Akivaizdu, kad siuolaikiniai klinikingje praktikoje taikomi LP diagnozavimo metodai
leidzia nustatyti liga tik jau pazengusiose jos stadijose. Dél $ios priezasties aktyviai iesSkoma

molekuliniy biozymeny, kurie jgalinty ankstyva LP diagnostika.

1.2 miRNR

Pirmosios miRNR apvaliojoje kirmél¢je Caenorhabditis elegans (C.elegans) — lin-4 —
atradimas 1993 m. tapo itin reik§mingu pasiekimu molekulinés biologijos srityje. Sios
trumpos, ~ 19-22 nt ilgio baltymo nekoduojan¢ios RNR molekulés potranskripciniame
lygmenyje reguliuoja geny raiska. Siuo metu nustatyta apie 2600 Zzmogaus subrendusiy
mIiRNR (miRBase duomeny baz¢, pagal interneting nuoroda http://www.mirbase.org/cgi-
bin/browse.pl?org=hsa), kurios dalyvaudamos daugelio biologiniy procesy reguliavime yra
svarbios normaliy organizmo funkcijy palaikymui. Nors palyginus su informacine RNR
(IRNR) ir baltymais, miRNR lasteléje yra nedaug, kiekviena i$ jy gali turéti Simtus taikiniy,

kas ir nulemia didelj jy reguliacinj potencialg.

1.21 miRNR biogenezé

Atsizvelgiant ] miRNR koduojanc¢iy geny struktiirg ir lokalizacija genomo mastu, miRNR yra
skirstomos j tarpgenines, intronines ir egzonines (Okamura ir kt., 2007). Beveik pusé
identifikuoty miRNR geny, vadinamy MIR, pavieniui ar klasteriais yra iSsidéste
tarpgeniniuose regionuose ir turi savo promotorius. Introninéms miRNR yra biidingas
18sidéstymas zinomy geny nekoduojanciose srityse. Tokios miRNR gali biiti transkribuojamos
kartu su genu, j kurio sekg jos yra jsiterpusios, bet gali turéti ir joms specifinius promotorius.
Reciausiai sutinkamos egzoninés miRNR paprastai persidengia su nekoduojanciy geny
egzonais ir/ar intronais (Rodriguez ir kt., 2004). I$skiriami du miRNR biogenezés tipai:

kanoninis ir nekanoninis.

Kanoninis miRNR biogenezés kelias. Tai pagrindinis miRNR sintezés budas (1.6
pav.). Branduolyje veikiant RNR polimerazei 11 (RNR Pol 1) vyksta miRNR geny
transkripcija, kurios metu susidaro pirminis miRNR transkriptas (pri-miRNR). Tai plauky
smeigtuko (angl. hairpin) formos struktiira, sudaryta i$ ilgo stiebelio su viengrandés RNR
atsiSakojimu ties pamatu ir kilpute virsiingje (Kim ir kt., 2009). Tokig struktiirg atpazjsta
mikroprocesoriaus kompleksas, kurio pagrindiniai elementai yra RNazé 111 Drosha ir
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dvigrande RNR suriSantj domeng turintis baltymas (angl. double-stranded RNA-binding
domain, dsRBD) DGCR8 (Pasha). DGCRS8 pritraukia Drosha, kuris kerpa ties pri-miRNR
segtuko pamatu, taip susiformuojant ~60-70 nt ilgio miRNR pirmtakui (pre-miRNR) (Denli
ir kt., 2004). Sios struktiiros 2 nt ilgio isky$a 3’ gale atpazjsta baltymas Eksportinas-5, kuris,
veikdamas kartu su baltymu RanGTP (angl. Ras-related nuclear protein — guanosine-5 *
triphosphate), pernesa pre-miRNR j Igstelés citoplazma (Kim ir kt., 2009). Ten prie miRNR
pirmtako prisijungia RNaz¢ III Dicer, kuri, veikdama su kitu dsSRBD baltymu TRBP, pasalina
pre-miRNR segtuko kilpa, taip susidarant ~22 nt ilgio miRNR dupleksui. Tuomet, viena i$
duplekso grandiniy jungiasi su Argonaute (Zzmoguje Agol-4) Seimos baltymais, susidarant
miRISC (angl. RNR-induced silencing complex) kompleksui (Lee ir kt., 2006). Kuri i$
duplekso grandiniy bus jjungta priklauso nuo jy stabilumo 5’ gale. Nustatyta, kad paprastai
jjungiama mazesniu stabilumu pasizyminti grandiné, kuri, bidama miRISC komplekse,
dalyvauja transliacijos slopinime arba iRNR degradacijoje. Tuo tarpu nejjungta, lydincioji,
grandiné dazniausiai suardoma. Vis délto, naujos kartos sekoskaitos rezultatai rodo, kad
daugelio miRNR atveju j miRISC gali jungtis ir dalis lydin¢iyjy duplekso grandiniy. Be to,
grandinés pasirinkimas kai kuriy miRNR atveju gali skirtis priklausomai ir nuo lasteliy tipo
(Hammond ir kt. 2015).

miRNR genas Branduolys | Citoplazma

5 RNA Pol Il /Il l
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-
l Suardymas

! 5
B miRNR dupleksas

<Ag02> lmiRISC.kompIekso
formavimas 1 fu

- I —— 3 u “u i i

1wl o

subrendusi miRNR

< 1N
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1.6 pav. miRNR biogenezés schema (pagal Winter ir kt., 2009)
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Nekanoniniai miRNR biogenezés keliai. Nekanoninai miRNR biogenezés keliai nuo
jau aptarto kanoninio skiriasi juose dalyvaujanciy baltymy kombinacijomis. Galima isskirti du
pagrindinius — nuo mikroprocesoriaus (Drosha/DGCR8) nepriklausomg ir nuo Dicer
nepriklausoma kelig. Mikroprocesoriaus kompleksui nedalyvaujant bresta splaisingo metu i$
iRNR introny susidaran¢ios miRNR, vadinamos mirtronais. Jy struktara labai primena pre-
miRNR, todé¢l, kaip ir kanoninio kelio metu, branduolyje prie jy prisijungia baltymas
Eksportinas-5, o0 véliau citoplazmoje kerpa Dicer. Be to, nustatyta, kad nuo Drosha/DGCR8
nepriklausomu keliu i$ kity nekoduojanc¢iy RNR, pavyzdziui tRNR ar snoRNR, gali susidaryti
ir kai kurios trumposios RNR (Ruby ir kt., 2007). Tuo tarpu nuo Dicer nepriklausomame
miRNR brendimo procese mikroprocesoriaus kompleksas yra bitinas. Veikiant jam susidaro
endogeniniai plauky smeigtuko formos transkriptai, kurie yra per trumpi, kad buity kerpami
Dicer, todél galutiniame tokiy miRNR brendimo etape prie Ago baltymy prisijungia visa
segtuko formos struktira. Ago kerpa jos stiebo dalj, kuri galutinai sukarpoma ribonukleazés
PARN (Yang ir kt., 2010).

mMIRNR savybé bresti alternatyviais keliais atspinti didelj jy evoliucinj lankstumag. Vis
délto didzioji dalis miRNR susiformuoja kanoniniu keliu ir tik apie 1 % jy budingi
alternatyviis, nuo mikroprocesoriaus komplekso ar Dicer nukleazés nepriklausomi biogenezés
budai. Daugelis nekanoniniais buidais susiformuojan¢iy miRNR yra negausiai aptinkamos ir
nekonservatyvios, todél funkciné tokiy miRNR reik$mé turéty buti vertinama itin atsargiali
(Hair kt., 2014).

1.2.2 miRNR veikimo mechanizmai

Daugelis tyrimy parodé, kad miRNR, badama miRISC komplekse, transliacijos slopinimg ir
iRNR deadenilinima bei 7 metilinty guanino nukleotidy (5‘m’G) , kepurés®, apsaugancios
transkriptg nuo degradacijos, nuémimg vykdo prisijungdama prie 3 galo netransliuojamy
iRNR sri¢iy (angl. untranslated region UTR). Taéiau pastebéta, kad miRNR gali jungtis ir
kitose iRNR vietose (Lytle ir kt., 2007). Pavyzdziui, prisijungimas 5° UTR regione ar baltyma
koduojamoje srityje susijes su geny raiskos slopinimu (Zhang ir kt., 2018) o promotoriuje —
transkripcijos aktyvinimu (Dharap ir kt., 2013), taciau Sis mechanizmas dar néra pilnai
iSaiskintas.

miRNR prisijungus prie iRNR 3‘UTR regiony, jos veikimo pobiidj nulemia taikinio ir
konservatyvios 2-8 nt ilgio sekos miRNR molekuléje, vadinamos seed regionu,
komplementarumas bei specifinés Ago baltymy savybes. Sios Seimos baltymus sudaro keli

pagrindiniai domenai: miRNR 3° galo prisijungimui reikalingas PAZ, 5° galg jvirtina MID,0
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PIWI budingas endonukleolitinis aktyvumas. Tiesa, tik Ago2 turi skaldymui reikalingy
savybiy, dél kuriy jis daznai vadinamas ,,pjaustykle* (angl. Slicer). (Jinek ir Doudna, 2009).
Esant dideliam atitikimo laipsniui, nulemiama iRNR degradacija (Wilczynska ir kt., 2015).
Vis délto gyviny lastelése dauguma sgveiky yra nepilnai komplementarios, dél ko iRNR
apsaugoma nuo Ago2 endonukleazinio poveikio ir vyksta transliacijos slopinimas. Geny
tildymo pradzioje Ago jungiasi su GW182 baltymu, turin¢iu ABD (angl. amino-terminal
AGO-binding domain) ir SD (angl. silencing domain). GW182 saveikauja su citoplazminiu
prie poliadenilinty sri¢iy prisijungian¢iu baltymu PABC bei citoplazminiais iRNR taikinio
deadenilinimg katalizuojanciais deadenilaziy kompleksais — PAN2-PAN3 ir CCR4-NOT.
Prisijungiant baltymui DCP2 (angl. decapping protein 2), nuo deadenilinty iRNR molekuliy
yra pasalinama 5‘m’G kepuré. DCP2 aktyvumui yra svarbiis kofaktoriai DDX6 (angl. DEAD
box protein 6), DCP1, PATL1ir kt. Galiausiai tokia deadenilinta ir monofosforilinta iIRNR
degraduojama veikiant 5°-3° egzoribonukleazei 1 (XRN1). Manoma, kad transliacijos
slopinimui svarbi miRNR saveika su eukarioty iniciacijos veiksniy 4F (angl. eukaryotic
iniciation factor 4F, eiF4F) kompleksu, kuris svarbus 43S preiniciacijos komplekso,
dalyvaujancio eukarioty transliacijos iniciacijoje, aktyvinimui. elFAF sudaro kepurg
atpazjstantis ir prie jos prisijunges baltymas elF4E, adapterinis baltymas elF4G bei
transkripto i8vyniojima 5° gale vykdanti DEAD box RNR helikazé — elFA (Jonas ir kt., 2015).
Manoma, kad miRNR blokuoja vieng i§ §iy saveiky, taip slopindama transliacijos iniciacija,

taciau konkretus mechanizmus vis dar lieka neaiskus (Fukaya ir kt., 2014) (1.7 pav.)
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1.7 pav. miRNR reguliuojamas geny nutildymas gyvinuose (pagal Jonas ir kt., 2015)
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Nors miRNR reguliuojamas geny raiskos slopinimas iStyrinétas geriausiai, yra
pastebéta, kad miRNR gali ir skatinti geny raiska. In vitro tyrimai rodo, kad lgstelése,
auginamose be serumo, Ago2 ir FXR1 (angl. fragile-x-mental retardation related protein 1)
baltymai jungési prie ARE (angl. AU-rich elements) regiony 3° UTR srityse, taip aktyvindami
transliacijg. Pastebéta, kad kai kurios miRNR, pavyzdziui, let-7, sgveikaudamos su minétais
baltymais aktyvina transliacija lgstelés ciklo sustabdymo metu, taciau ja slopina
proliferuojanciose Igstelése (Vasudevan ir Steitz, 2007). Taip pat nustatyta, kad miRNR
aktyvina genus, prisijungdamos prie ribosominius baltymus koduojan¢iy iRNR 5 UTR
regiony, esant aminorag$¢iy trakumui. Tai rodo, kad miRNR, esant specifinéms sglygoms,

gali aktyvinti transliacijg (Orom ir kt., 2008).

1.2.3 miRNR vaidmuo imuninéje sistemoje

Reguliuodama imuninés sistemos lasteliy brendimg, proliferacija, diferenciacija, aktyvacija,
antikiiny produkcija ir uzdegiminiy veiksniy atpalaidavima, miRNR svariai prisideda prie
imunings sistemos funkcijy palaikymo (Baulina ir kt., 2016).

Organizma paveikus infekcijai, mikrobiniai komponentai yra atpazjstami per jgimto
imuniteto atsake dalyvaujanéiy monocity ir dendritiniy Igsteliy pavirSiuje iSsidés¢iusius TLR
receptorius. TLR ir patogeny konservatyviy struktiiry sgveika inicijuoja signalo perdavima |
lastelg per IRAK (angl. interleukin-1 (IL-1) associated kinases) -1, -2 ir -4 kinaziy ir TRAF6
(angl. tumor necrosis factor receptor-associated factor 6) kaskadg, taip aktyvinant
uzdegiminiy citokiny, tokiy kaip IFN ir TNF, atpalaidavima. Visi §io proceso etapai yra
reguliuojami miRNR (Jia et al, 2014). Pavyzdziui, dendritiniy Igsteliy tipui priskiriamy
antigenus atpazjstan¢iy Langerhanso Igsteliy aktyvumas priklauso nuo miRNR biogenezéje
dalyvaujancio Dicer baltymo. Nesant jo, iSauga Langerhanso Igsteliy apoptozés lygis,
nulemiantis jy kiekio sumaz¢jimg. Taip pat Zinoma, kad apsaugine funkcijg atliekanc¢ios NK
(angl. natural killer) 1astelés, sintetindamos jvairius citokinus, veikia daugelio imuninés
sistemos lgsteliy vystymasi. NK Igsteléms, kuriose nevyksta miRNR brendimo baltymy Dicer
ar DGCR8 raiska, budinga sutrikusi NK receptoriy aktyvinimo funkcija (Bezman ir kt., 2010).
Geriausiai iStyrinétos imuninés sistemos funkcijas reguliuojan¢ios miRNR yra miR-146a ir -
155. Bakterijy LPS aktyvina miR-146a koduojanéio geno MIR146A raiska. Si miRNR slopina
signaliniy baltymy IRAK-1 ir TRAF6 produkcija taip slopindama NF-«B signalinj kelig ir
uzdegiminiy citokiny sintezg¢ (Taganov ir kt., 2006) (1.8 pav. A). Tuo tarpu miR-155,
prisijungdama prie neigiamy imuninio atsako reguliatoriy, pavyzdziui, SHIP1 (angl. Src

homology-2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1) ir SOCS1 (angl. suppressor of
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cytokine signaling 1), transkripty, reguliuoja imuniniy lasteliy islikimg ir aktyvinimag
(O'Connell ir kt., 2009) (1.8 pav. B).
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1.8 pav. miR-146a (A) ir -155 (B) veikimo mechanizmai imuninéje sistemoje (pagal Alexander
ir O'Connell, 2015)

MyD88 — mieloidinés diferenciacijos veiksnys 88 (angl. myeloid differentiation factor 88); AP-1 —
baltymo aktyvatorius 1 (angl. activator protein 1)

miRNR svarby vaidmenj atlieka ir jgytos imuninés sistemos pagrindiniy T ir B 1gsteliy
vystymosi ir diferenciacijos procesy reguliavime. Pavyzdziui, miRNR brendimo sutrikimas,
atsirades dél delecijos Dicer baltymg koduojané¢iame gene, aktyvina ankstyva T lgsteliy
apoptoze, dél ko sumazéja Siy lasteliy kiekis. Taip pat pastebéta, kad sumazejusi miRNR geny
raiska ir Ago2 baltymy produkcija naiviosiose T lastelése skatina jy diferenciacija j
efektorines T Igsteles. Dél Dicer ir Ago2 baltymy trikumo yra sutrikdoma B lasteliy
diferenciacija, dél to pasikeiciant sekretuojamy antikiiny jvairovei. Pastebéta, kad miR-181a
raiskos sumazéjimas nesubrendusiose T lgstelése yra susijes su teigiamos ir neigiamos T
lasteliy atrankos sutrikdymu. Idomu tai, kad padidéjusi Sios miRNR raiska subrendusiose T
lastelése skatina jy atsako j antigeny poveikj jautruma (Li ir kt., 2007). Taip pat pastebéta, kad
miR-155 yra reikalinga naiviy T lasteliy diferenciacijai j efektorines — Treg, Th1/2 ir Th17
lasteles. Dicer ir Drosha baltymy kiekio sumazéjimas Treg lgstelése nulemia ankstyva
autoimuniniy ligy vystymasi (O'Connell ir kt., 2010).

Akivaizdu, kad miRNR yra daugialypis ir labai svarbus imuninés sistemos
reguliacijoje dalyvaujantis veikéjas, todél miRNR raiskos sutrikdymas daznai lemia jvairiy

létiniy infekcijy, autoimuniniy ligy ar net imunodeficito iSsivystyma.
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1.2.4 miRNR ir uzdegiminés ligos

MIRNR reik§mé uzdegiminése ligose ypac didelé ir pla¢iai nagrinéjama tokiose
etiopatogenectiSkai susijusiose ligose, kaip uzdegiminés zarnyno ligos (angl. inflammatory
bowel diseases, IBD), RA ir LP.

Létinis uzdegimas IBD serganc¢iy asmeny zarnyne didzigja dalimi yra nulemtas
genetiskai ir glaudziai siejasi su zarnyno mikrobiotos pusiausvyros sutrikimais. Pakitusios
raiSkos miRNR keicia IBD patogenezeje svarbiy T Iasteliy funkcija. IBD serganc¢iy asmeny
audiniuose nustatyta padidéjusi miR-155 raiska. Tyrimai su pelémis parodé, kad MIR155
geno i§jungimas apsaugo peles nuo Giminio, eksperimentiskai sukelto kolito i§sivystymo
(Singh ir kt., 2014). Panasus veikimas nustatytas ir miR-21 atveju. Jos raika opiniu kolitu ir
Krono liga serganciyjy Zarnyno audiniuose reik§mingai iSaugusi. Be to, pastebéta, kad miR-
21 nuslopinimas gali apsaugoti nuo $iy ligy i$sivystymo bei ligos progresavimo (Wu ir kt.,
2010). Su IBD taip pat susijusi miR-200b. Nustatyta, kad,slopindama TGF-f3 skatinamg
epiteling-mezenchiming tranzicija (EMT) miR-200b padeda islaikyti zarnyno epitelio
barjering funkcijg, svarbig normaliai Zarnyno veiklai (Chen ir kt., 2012).

Su LP glaudziai susijusi ir bene placiausiai tyrin¢jama autoimuning liga —
reumatoidinis artritas (RA). Ji pasireiskia negrjztamais sgnariy pakitimais, atsiradusiais dél
létinio uzdegimo sinovijoje. Sinovijos membranoje ir skystyje nustatytas didelis skaicius
pakitusios raiskos miRNR. Kaip ir daugelio uzdegiminiy ligy, taip ir RA atveju labiausiai
iStyrinétos — miR-146a ir -155 (zr. 1.2.3 sk.). RA serganciy asmeny audiniuose nustatyta
padidéjusi Siy miRNR raiSka. Uzdegima skatinan¢iomis savybémis pasizyminc¢ios miR-155
raiSkos padidéjimas sinovijos membranos ir sinovijos skysc¢io makrofaguose susijes su
didesniu isskiriamy uzdegiminiy citokiny Kiekiu (Kurowska-Stolarska ir kt. 2011). Tuo tarpu
miR-146a veikia kaip svarbus neigiamas uzdegiminio ir imuninio atsako reguliatorius (Pauley
ir kt., 2008). RA serganciy asmeny periferinio kraujo monocituose nustatyta iSaugusi miR-
182 raiska. Si miRNR veikia baltymo kinaze R, kuri slopina osteoklastogenezés procesus.
Sumazéjusi kai kuriy miRNR raiska RA atveju yra susijusi su sinovijos hiperplazija,
skatinancia létinio uzdegimo RA paveiktuose sanariuose atsiradima (Inoue ir kt., 2018).
Vienas i§ pavyzdziy — miR-23b. Sios miRNR raiskos sumazéjimas skatina uzdegiminiy
citokiny raiSka, veikiant TAB (angl. TGF-f-activated kinase 1/MAP3K7 binding protein)-2, -
3 ir NF-kB kinazés subvieneto alfa inhibitoriy (IKK-a). Tuo tarpu sumazéjusios raiskos miR-
708-5p per Wnt3/B-katenino kelio slopinima stimuliuoja sinoviocity apoptoze, taip

skatindama sgnario audiniy irimg (Wu ir kt., 2018).
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Periodonto ligos. Kaip jau aptarty kity uzdegiminiy ligy atveju, periodonto ligy
vystymesi taip pat svarbus NF-kB signalinis kelias. miR-146a susijusi su NF-kB aktyvinimu
(zr. 1.2.3 sk.). Sios miRNR raiskos padidéjimas uzdegiminiame danteny audinyje rodo, kad
miR-146a atlieka svarbias funkcijas imuninio atsako reguliavime LP atveju (Jiang ir kt.,
2015). miR-155 taip pat veikia per NF-kB signalinj kelig (zr. 1.2.3 sk.). Nustatyta, kad
periodonto raiscio lastelése miR-155 indukcija nulemia NF-kB signalinio kelio slopinimg ir
raisc¢io lasteliy diferenciacijos aktyvinima (Trotta ir kt., 2013). Esant hipoksinéms salygoms,
pavyzdziui, giliose pazeisto periodonto kiSenése, miR-155 veikdama mTOR kelig dalyvauja
lastelés ciklo stabdyme, silpnina lgsteliy proliferacijg ir skatina autofagijag (Wan ir kt., 2014).
Autofagija, kaip atsakas j hipoksines sglygas, nustatyta periodonto raiscio ir danteny epitelio
lastelése ir yra laikoma kritiniu lasteliy iSgyvenimo streso salygomis veiksniu. Kai kurios
mMIiRNR, pavyzdziui, miR-30e, slopina NK Igsteliy citotoksines savybes. Tokiy miRNR
raiSkos sumazéjimas nulemia aktyvesne IFN-y sinteze, padidéjusi NK lasteliy aktyvuma, dél
kurio intensyviai ardomi periodonto audiniai (Wang ir kt., 2012). Keletas miRNR, kuriy
raiska sveikame ir pazeistame danteny audinyje skyrési, atlieka specifines funkcijas kaulo
homeostazés palaikyme. miR-29a, reguliuvodama Wnt signalinj kelig per teigiamo grjztamojo
rysio kilpa, tiesiogiai veikia neigiamus Wnt signalinio kelio reguliatorius, dél ko yra
skatinama osteoblasty diferenciacija (Kapinas ir kt., 2010). Tuo tarpu LP paveiktose
dantenose sumazéjusios raiskos miR-200c, reguliuodama Notch signalinj kelig, skatina

osteoklastogeneze periodonto uzdegimo vietose (Vallejo ir kt., 2011).

Siame darbe analizuotos 4 miNR - miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p. Vienos
i§ jy — miR-146a-5p veikimo principas imuninéje sistemoje ir kai kuriose uzdegiminése
ligose jau aptartas anks¢iau (zr. 1.2.3 ir 1.2.4 sk.). Sios miRNR svarba analizuota ir aiminio
koronarinio sindromo tyrimuose, ieSkant sgsajy su LP. Bagavad Gita ir kt. pastebéjo, kad
palyginus palyginus tik $iuo sindromu, tik LP ir abejomis ligomis sirgusiyjy grupes,
sergamumas LP nulémé iSaugusig miR-146a-5p raiska (Bagavad Gita ir kt., 2019). Sios
miRNR svarba vézinése ligose taip pat didelé, taciau nustatyti poky¢iai skirtingus organus
apimanciy onkologiniy susirgimy atveju — nevienodi. Pavyzdziui su prostatos (Liu ir kt.,
2019), krities (Liang ir kt., 2019), nesmulkialgstelinio plau¢iy (Yuwen ir kt., 2017),
kiausidziy (Wilczynski ir kt., 2017), gimdos kaklelio (Hu ir kt., 2018) onkologiniais
susirgimais siejama padidéjusi miR-146a-5p raiska, tuo tarpu su storosios zarnos (Liu ir kt.,
2018) veéziu — sumazejusi. Jdomu tai, kad piktybiniuose skrandzio navikuose buvo nustatytas
tiek Sios miRNR padidéjimas, tiek sumazéjimas. 2019 m. Shomali atliktas tyrimas parodeé,

kad miR-146a-5p raiskos lygis priklauso nuo su skrandzio patogeneze glaudziai susijusios ir
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létinj uzdegimg sukelian¢ios Helicobacter pylori (H. pylori) bakterijos veiklos skrandyje.
Nustatyta, kad navikuose, kuriy atsiradimas nebuvo paskatintas H. pylori infekcijos, Sios
miRNR raiska buvo sumazéjusi (Shomali ir kt., 2019). Tai rodo, kad miR-146a-5p raiska
priklauso nuo daugelio veiksniy, kurie gali buti esminiai ir periodonto ligy atveju.

MiR-140-3p prie imuninés sistemos funkcijy palaikymo prisideda slopindama IL-1p ir
TNF-a indukuojamg uzdegima, skatindama autofagijg ir reguliuvodama keleto ROS
produkcijoje bei metabolizmo procesuose dalyvaujanciy baltymy veikla (Al-Modawi ir kt.,
2019). Nustatyta, kad $§i miRNR taip pat dalyvauja chondrogenezés procesy reguliavime —
sveikame kremzliniame audinyje miR-140-3p raiska yra padidéjusi (Yin ir kt., 2017;
Ntoumou ir kt., 2017). miR-140-3p raiSkos sumazéjimas stebimas ir storosios zarnos (Jiang ir
kt., 2019), kriities (Zhou ir kt., 2019), smulkialgstelinio plau¢iy (Huang ir kt., 2019),
kiausidziy (Miles ir kt., 2012) ir kity véziniy susirgimy atveju. Keletas tyrimy pateiké miR-
140-3p, kaip potencialy osteoporozés (Ramirez-Salazar ir kt., 2018) ar autizmo spektro
sutrikimy (angl. autism spectrum disorders, ASD) biozyenj (Cirnigliaro ir kt., 2017).

Nemaziau svarbi svarbi uzdegiminiy ligy vystymesi — miR-145-5p. Nustatyta, kad LP
atveju danteny epitelio 1astelése TNF-a veiksnio indukuojama miR-145-5p, reguliuodama
transkripcijos reguliatoriaus BACH2 geno raiska, kontroliuoja lasteliy apoptotinius procesus
(Liu ir kt., 2020). Keletas tyréjy grupiy nustaté, kad padidéjusios raiskos miR-145-5p susijusi
su osteogeningés diferenciacijos slopinimu (Yu ir kt., 2018; Liu ir kt., 2019; Wang ir kt.,
2019). Be to, Zhang su kolegomis iStyr¢ idiopatine skolioze serganciy asmeny kauly biopsijos
meéginius, nustaté¢ miR-145-5p raiskos padidéjima, kuris galéjo sukelti osteocity funkcijos
sutrikimus, nulemiancius kauly masés maz¢&jima (Zhang ir kt., 2018). Tuo tarpu, Kitus
sutrikimus nagrinéjanciuose tyrimuose Siai miRNR priskiriamas apsauginis, prieSuzdegiminis
vaidmuo. Pavyzdziui Dinesh ir kt. tyré miR-145-5p reik§me¢ RA patogenezéje. Jie nustaté, kad
miR-145-5p slopindama Wntl/B-katenino signalinj kelia, inhibuoja sgnario audiniy irima
skatinan¢iy sinoviocity proliferacija, taip stabdydama RA vystymasi (Dinesh et al, 2020).
PrieSuzdegiminis $ios miRNR poveikis nustatytas koronariniy $irdies ligy (Li ir kt., 2020),
taip pat tokiy onkologiniy susirgimy, kaip nesmulkialgstelinio plaucy (Li ir kt., 2020), kriities
(Bellissimo ir kt., 2019), slapimo puslés (Zhang ir kt., 2018), skrandzio (Zhang ir kt., 2016) ir
kity véZziniy susirgimy atveju.

mMiR-195-5p funkcija uzdegiminése reakcijose dvilypé. Pastebéta, jog padidéjusi Sios
mMIiRNR raiska ankstyvame amziuje yra susijusi su lgsteliy diferenciacijos ir mineralizacijos
procesy slopinimu (Griinhagen ir kt., 2015). Pakitusi miR-195-5p raiska stebima ir
onkologiniy susirgimy atveju. Storosios zZarnos vézio tyrimai parodé, kad navikinéms

lasteléms yra biidingas miR-195-5p raiSkos sumaZzéjimas, tuo tarpu jos padidé¢jimas siejamas
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su veziniy lgsteliy proliferacijos ir invazyvumo slopinimu, reguliuojant TNF signalinj kelig
(Liir kt., 2018). Nustatyta, kad padidéjusios raiSkos miR-195-5p slopina Igsteliy proliferacija
bei skatina apoptotinius procesus nesmulkialgstelinio plauciy vézio navikuose (Luo ir Kt.,
2019). Panasius pokyc¢ius padidéjusios raiSkos miR-195-5p sukelia ir melanomos atveju. In
vitro tyrimai parodé, kad $i miRNR slopindama zmogaus telomerazés baltymo katalizinj
subvienetg koduojantj geng hTERT, slopina naviko vystymasi (Chai ir kt., 2018). Didelé dalis
miR-195-5p tyrimy organizmo skys¢iuose orientuoti j vézinius susirgimus, taciau gauti
rezultatai, priklausomai nuo vézio tipo, skiriasi. Pavyzdziui, osteosarkoma serganciy asmeny
plazmoje buvo nustatytas padidéjes miR-195-5p kiekis, palyginus su sveikais asmenimis
(Lian ir kt., 2015). Tuo tarpu skrandzio véZio atveju, serganciyjy plazmoje uzfiksuoti
keliolika karty mazesni §ios miRNR kiekiai (Gorur ir kt., 2013).

Taigi miRNR vaidmuo uzdegiminiy ligy, jskaitant LP, atveju yra is tiesy reikSmingas.
Kadangi miRNR reguliuoja daug geny, tai nulemia ir daug funkciniy pokyc¢iy Igstelése. Tokiy
mechanizmy i$siaiSkinimas labai svarbus, nes gali padéti geriau suprasti ne tik ligy
patogeneze, taciau taip pat pasitarnauti ligy diagnostikos tobulinime bei tapti naujais

terapiniais taikiniais.

1.2.5 Cirkuliuojancios miRNR - ligy bioZymenys

Unikali miRNR savybé — jy trumpos ir i$skirtinai stabilios sekos. Visiskai nepazeistos ir
nepriklausomos nuo lIgsteliy, jos aptinkamos kraujo serume ir plazmoje, slapime, seilése, nes
yra atsparios nukleaziy poveikiui (Szafranska ir kt., 2008). Tyrimai rodo, kad cirkuliuojanc¢ios
miRNR neveikia pavieniui, o yra supakuojamos j tam tikras struktiiras ar funkcionuoja
kompleksuose su tam tikrais baltymais. Nustatyta, kad tokios uZzlgstelingje aplinkoje
cirkuliuojanc¢ios MiRNR gali biiti supakuojamos j dviejy tipy mazas membranines pusleles,
mikropusleles arba egzosomas, kurios tarpusavyje skiriasi dydziu ir susiformavimo principu.
Mikroptslelés yra 50-1000 nm dydzio lipidinés puslelés, susidarancios atsiskiriant Igsteles
membranai, tuo tarpu egzosomos yra mazesnés — 30-100 nm dydzio dalelés, atpalaiduojamos
i§ keleto pusleliy susidedanc¢ioms struktiiroms (angl. multivesucular bodies) susijungus su
plazmine Igstelés membrana (Mi ir kt., 2013). miRNR taip pat gali biiti supakuotos j
apoptotinius kiinelius (Zernecke ir kt., 2009), didelio tankio lipoproteino (angl. high density
lipoprotein, HDL) daleles (Vickers ir kt., 2011) arba cirkuliuoti susijungusios su Ago seimos
baltymais (Arroyo ir kt., 2011) (1.9 pav.).
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1.9 pav. Cirkuliuojan¢iy miRNR supakavimas ir transportavimas (pagal Kichukova ir kt.,

2015)

Dél reguliaciniy funkcijy imuninio atsako formavimosi ir imuniniy Igsteliy vystymosi
metu miRNR tampa ypac reik§mingomis jvairiy uzdegiminiy ligy patogenezéje. Atrandama
vis daugiau miRNR, kuriy kiekio poky¢iai organizmo skys¢iuose nustatomi jvairiy
uzdegiminiy ligy atveju (Mi ir kt., 2013). Kraujo serumas ir plazma, kuriems badingas didelis
stabiliy miRNR kiekis ir yra itin populiariis transplanto atmetimo, Sirdies ligy, vézio ir jvairiy
infekciniy ligy tyrimuose (Chen ir kt., 2008). Vis délto kraujo paémimas neretai gali palikti
zymes, sukelti diskomforta, 0 kartais netgi infekcijas. Todél vis didesnio démesio susilaukia
seilés. Nustatyta, kad seiliy transkriptomas susideda i§ daugiau nei 3000 RNR ruisiy, jskaitant
irmiRNR (Kim ir kt., 2015). Seilés tampa vis populiaresniu tyrimy objektu jvairiy burnos
onkologiniy susirgimy bei sisteminiy ligy tyrimuose dél patogaus, neinvazinio ir pigaus
méginiy surinkimo (Williamson ir kt., 2012).

LP tyrimai, analizuojantys miRNR pokyc¢ius ligos pazeistuose audiniuose, Vis
populiaréja. Didelio démesio susilauké miRNR tyrimai LP sergan¢iy asmeny organizmo
skyscCiuose, jskaitant ir kraujo plazmg bei seiles. Nustatyta, kad periodonto audiniuose dél LP
sukelty pazeidimy atsirade miRNR poky¢iai gali keisti miRNR raiSkos profilj ir organizmo
skysciuose (Kim ir kt., 2015). Vis délto tikslus rySys tarp organizmo skys¢iuose
cirkuliuojanc¢iy miRNR ir periodonto biiklés iSlieka neaiSkus, todél reikalingi tolimesni

tyrimai tam, kad buty iSnaudotas jy, kaip diagnostinio jrankio, potencialas.
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2. MEGINIAI IR METODAI
2.1 Tiriamieji ir méginiai
Tiriamieji. IS viso ] tyrimg jtraukta 80 asmeny, kurie, atsizvelgiant j atlikty diagnostiniy
tyrimy rezultatus, buvo suskirstyti j keturias pagrindines tiriamgsias grupes: sergantys ir LP ir

RA [LP+RA+], sergantys tik LP [LP+RA-], sergantys tik RA [LP-RA+] ir sveiki asmenys
[LP-RA-] (2.1 pav.).

{ LP-RA-

2.1 pav. Tiriamosios grupés. Juoda zona vaizduoja abiejomis ligomis — létiniu periodontitu
(LP) ir reumatoidiniu artritu (RA) — serganéiy asmeny grupe, tamsiai pilkas apskritimas — tik

LP, Sviesiai pilkas — tik RA, baltas — sveiky — nei LP, nei RA neserganéiy, asmeny grupe.

LP sergantys ir sveiki asmenys tyrimui atrinkti remiantis periodontologinio i$tyrimo
rezultatais, jvertinus PPD, BOP, CAL, danty paslankuma, piiliavima i§ periodonto kiSeniy,
furkacijy defektus, apnasy indeksa, periapikaliniy kaulinés destrukcijos Zidiniy buvima,
netekty danty ir implanty skai¢iy. RA sergantys asmenys buvo atrinkti atsizvelgiant |
diagnozg, patvirtintg remiantis Amerikos reumatology kolegijos (angl. American College of
Rheumatology, ACR) 2010 m. kriterijais. Visiems j tyrima jtrauktiems RA sergantiems
asmenims buvo atliktas reumatologinés biiklés jvertinimas: vertintas ligos aktyvumo indeksas
(DAS 28), uzpildytas sveikatos vertinimo klausimynas (HAQ), atsizvelgta, ar taikomas
gydymas nuo RA, vartojami vitamino D papildai. Tiriamyjy jtraukimo j tyrimg metu vertinti
ir registruoti demografiniai rodikliai (lytis, amzius) bei kiti parametrali, tokie kaip kiino masés
indeksas (KMI), rukymas, alkoholio vartojimas, asmeniné burnos higiena, apsilankymy pas
odontologa daznis (2.1 lentelé).

Sis tyrimas yra didesnés apimties projekto dalis, kuriam vykdyti leidimas isduotas
2018-06-05 (Nr. 158200-18/6-1042-542).
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2.1 lentelé. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal demografinius, 1étinio periodontito (LP)

Klinikinius-patologinius ir LP modifikuojanc¢iy veiksniy rodiklius.

LP st

Parametrai
atusas, N (%)

RA statusas, N (%)
Demografiniai rodikliai
Amzius

Vidurkis = SN, metai

Lytis

Moterys, N (%)
Vyrai, N (%)

LP klinikiniai-patologiniai rodikliai

Periapikaliniai kaulinés destrukcijos zidiniai
Néra, N (%)

Yra, N (%)

Nezinoma, N (%)
Netekty danty skaicius
Vidurkis + SN, vienetai
Nezinoma, N (%)

Sunk

Periodontito sunkumas
us, N (%)

Vidutinis, N (%)
Lengvas, N (%)
Kontrolé, N (%)
LP modifikuojantys veiksniai

RA rodikliai

Kiti rodikliai

Biologiné terapija nuo RA
Taikyta, N (%)

Netaikyta, N (%)

DAS28?

Vidurkis + SN, jvertis
HAQP

Vidurkis + SN, jvertis
KMI®

Vidurkis + SN, jvertis
Vitamino D koncentracija®
Vidurkis + SN, nmol/l
Nezinoma, N (%)
Vitamino D papildy vartojimas
Vartoja, N (%)

Nevartoja, N (%)
Nezinoma, N (%)
Rikymas

Riukantys, N (%)

Mete rukyti, N (%)
Nertikantys, N (%)
Alkoholis

Kartg per savaitg, N (%)
Kartg per ménesj, N (%)
Niekada, N (%)

Danty valymas

> 2 kartus per dieng, N (%)
< 2 kartus per diena, N (%)
Danty sitilo naudojimas
Naudoja, N (%)
Nenaudoja, N (%)

Apsilankymy pas odontologa daznis

> 2 kartus per metus, N (%)
< 2 kartus metus, N (%)

Grupés
49 (61,3) 31 (38,8)
RA+ RA- RA+ RA-
24 (30,0) 25 (31,3) 6 (7,5) 25 (31,3)
58,29 + 6,93 57,36 + 8,07 51,27+£11,03 47,04 £ 13,41
23(95,8) 18 (72,0) 6 (100) 22 (88,0)
1(4,2) 7 (28,0) 0 3(12,0)
2(8,3) 4 (16,0) 4 (66,7) 3 (12,0
4 (16,7) 2 (8,0) 1(16,7) 2(8,0)
18 (75,0) 19 (76,0) 1(16,7) 20 (80,0)
9+6,35 7,17 + 4,26 2,8+2,16 2,2+2,86
18 (75,0) 19 (76,0) 1(16,7) 20 (80,0)
15 (62,5) 25 (100) - -
8(33,3) - - -
1(4,2) - - -
- - 6 (100) 25 (100)
10 (41,7) - 5(83,3) -
14 (58,3) - 1(16,7) -
4,40 £ 1,14 - 411+221 -
0,81 +0,64 - 1,25+0,22 -
26,75 +4,75 25,05 +3,98 26,36 £ 5,53 25,26 +£4,88
40,97 £ 16,45 53,40 + 21,55 45,13 £28,56 56,68 £22,01
- 11 (44,0) - 8 (32,0)
11 (45,8) 6 (24,0) 1(16,7) 6 (24,0)
13 (54,2) 8 (32,0 5(83,3) 11 (44,0)
- 11 (44,0) - 8 (32,0)
4 (16,7) 3(12,0) - 2(8,0)
7(29,2) 10 (40,0) 1(16,7) 5(20,0)
13 (54,2) 12 (48,0) 5(83,3) 18 (72,0)
- 6 (24,0) - 6 (24,0)
11 (45,8) 16 (64,0) 2(33,3) 15 (60,0)
13 (54,2) 3 (12,0 4 (66,7) 4 (16,0)
18 (75,0) 19 (76,0) 5(83,3) 18 (72,0)
6 (25,0) 6 (24,0) 1(16,7) 7 (28,0)
16 (66,7) 13 (52,0) 5(83,3) 22 (88,0)
8(33,3) 12 (48,0) 1(16,7) 3(12,0)
7(29,2) 6 (24,0) 2(33,3) 9 (36,0)
17 (70,8) 19 (76,0) 4 (66,7) 16 (64,0)
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2.1 lentelé. Tesinys

Santrumpos: RA — reumatoidinis artritas, SN — standartinis nuokrypis; DAS28 - ligos aktyvumo
indeksas (angl. disease activity score 28); HAQ — sveikatos vertinimo klausimynas (angl. health
assessment questionnaire); KMI — kiino masés indeksas.

2 DAS 28 (< 2,6 — neaktyvus, > 2,6 — aktyvus)

® HAQ (0,3 — normali funkcija, 0,3-1,3 — nezZymus nepakankamumas, 1,3-1,8 — vidutinis, > 1,8 sunkus)
¢ KMI (< 18,5 — nepakankamas svoris, 18,5-24,99 — optimalus svoris, 25-29,99 — antsvoris, > 30 —
nutukimas)

dVitamino D koncentracija (nmol/L) (> 75 — norma, 50-74,99 — nepakankamumas, < 50 trikumas)

Méginiai. miRNR raikos analizei periodonto audiniai (~ 2 mm?®) paimti sterilia
Kiurete ties giliausia periodonto kiSene. Paimta medziaga iSkart perkelta j sterilius 2 mL talpos
mégintuvélius su stabilizuojané¢iuoju RNAlater ™ (Thermo Fisher Scientific, TFS) tirpalu.
miRNR tyrimams kiino skysé¢iuose reikalingi seiliy méginiai rinkti i§ bent 2 val. nevalgiusiy,
negérusiy, nertikiusiy, nevaliusiy danty tiriamyjy, kurie pirmiausia skalavo burng distiliuotu
vandeniu ir palauke 5 min j sterily indg i$spjové naujai susidariusias seiles. Jos centrifuguotos
15 min 2600 x g grei¢iu, o tolimesniems tyrimo etapams reikalingas supernatantas perkeltas j
sterily 2 mL mégintuvélj, pridéjus SUPERase-In™ (Invitrogen, TFS) RNaziy slopiklio.
Kraujo méginiai buvo renkami is periferinés venos j 10 mL talpos BD Vacutainer®
mégintuvélius su etilendiamintetraacto rugsties dikalio druskos (K2-EDTA) antikoaguliantu
(Becton, Dickinson and Company). Po 15 min centrifugavimo 2000 x g grei¢iu, atsiskyrusi
kraujo plazma perkelta i sterilius 2 mL meégintuvélius. Visa surinkta biologiné medZiaga iki

panaudojimo buvo saugoma -80 °C temperatiiroje.

2.2 Metodai
2.2.1 Visuminés RNR skyrimas

RNR skyrimas i§ periodonto audiniy. Periodonto audinys homogenizuojamas mechaniskai,
panaudojant grustuvele ir piestele. Homogenizuoto audinio miltelius uzpylus 1 mL
lizuojancio TRIzol reagento (TFS), gautas lizatas i§ gristuvélés perkeliamas j mégintuvél;.
Tuomet jpylus 200 pL chloroformo (Sigma-Aldrich, Merck KGaA) ir labai gerai supurcius
centrifuguojama 15 min 12000 x g grei¢iu 4° C temperatiiroje. VirSutinéje vandeninéje fazéje
esanti RNR precipituojama izopropanoliu (Sigma-Aldrich, Merck KGaA) ir po 10 min
inkubacijos centrifuguojama 10 min 12 000 x g greiciu 4 °C temperatiiroje. Pasalinus
supernatanta, ta pati plovimo procediira kartojama 2 kartus, naudojant 75 % etanolj ir > 96 %
etanolj (,, Vilniaus degtiné ). Po centrifugavimo susidargs supernatantas pasalinamas, o
susidariusios RNR nuosédos dziovinamos kambario temperatiiroje ir tirpinamos 10 puL.

vandens be RNaziy. ISgryninta RNR laikoma -80 °C temperatiiroje.
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RNR skyrimas iS seiliy ir kraujo plazmos méginiy. Visuminé RNR 1§ organizmo
skysciy skirta dviem skirtingais biidais: naudojant TRIzol (TFS) reagentg ir miRNeasy Mini
Kit (Qiagen) rinkinj. Jvertinus gautos RNR kokybg ir iSeiga, tolimesniems tyrimams
pasirinktas gryninimo silikagelio koloné¢lémis buidas, naudojant miRNeasy Mini Kit rinkinj.
Pirmiausia, 1 mL seiliy ar kraujo plazmos éminio uzpilama QIAzol Lysis reagentu santykiu
1:1 ir inkubuojama 5 min kambario temperataroje. Ipylus 200 pL chloroformo méginys gerai
supurtomas ir po keliy minuc¢iy inkubacijos jnesama 25 fmol cel-miR-39 (TagMan™
MicroRNA Assay, ABI, TFS; gamintojo kodas 000200) — sintetinés miRNR, kuri naudojama
kaip kontrolé RNR gryninimo, kopijinés DNR sintezes ir kiekybinés PGR efektyvumui
jvertinti. Méginys centrifuguojamas 15 min 12000 X g grei¢iu 4 °C temperattiroje. VirSuting
vandening fazg perkélus j 1,5 mL mégintuvélj, pilama 1,5 vandeninés fazés tiirio > 96 %
etanolio. Supuréius, 700 pL misinio perkeliama ant silikagelio kolonélés ir centrifuguojama
15 s >8000 x g grei¢iu; centrifugatas pasalinamas. Sis Zingsnis kartojamas iki kol
sunaudojamas visas méginys. Kolonélé plaunama 4 kartus, , dukart naudojant 700 pL RWT ir
dukart po 500 puL RPE buferiy. Paskutinysis plovimo etapas atliekamas centrifuguojant 2 min
>8000 x g greiciu. Siekiant, kad membrana gerai i$dziiity, kolonélé patalpinama j Svary
surinkimo meégintuvélj ir centrifuguojama 1 min didziausiu greiciu. Perkélus kolonéle j 1,5
mL surinkimo mégintuvelj ant membranos uznesama 30 pL. vandens be RNaziy,
centrifuguojama 1 min >8000 x g grei¢iu, po to uzneSama dar 20 pL ir centrifuguojama tomis
paciomis saglygomis. ISgryninta RNR i§ karto naudojama tolimesniems tyrimams arba

saugoma -80 °C temperatiiroje.

2.2.2. Isskirtos RNR kokybés vertinimas

IS audinio ir kiino skys¢iy 1$skirtos RNR koncentracija ir kokybiniai parametrai buvo
vertinami NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotometru bei Qubit 4 (Invitrogen, TFS)
fluorometru.

UV spektrofotometru matuojama meéginiy Sviesos sugertis, kuri RNR atveju yra
didZiausia esant 260 nm ilgio bangoms. Ties $iuo bangos ilgiu nustatytos absorbcijos
reikSmés bei ekstinkcijos koeficientas (40 pg/mL) yra naudojami automatiSkai apskaiciuojant
RNR koncentracijg tiriamuosiuose meéginiuose. Absorbcijos reikSmiy ties 260 ir 280 nm ilgio
bangomis santykis (A260/280) rodo RNR grynuma. Geros kokybés RNR méginio A260/280
verté svyruoja nuo 1,8 iki 2,0, priklausomai nuo pasirinktos gryninimo metodikos.
Nukrypimai nuo Sios normos daznai indikuoja baltymine tar$g. TarSa, galéjusi atsirasti dél

RNR skyrimui naudojamy fenoliniy misiniy, pavyzdziui, TRIzol reagento, automatiskai
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nustatoma jvertinus sugerties reikSmiy ties 230 ir 260 nm ilgio bangomis santykj (A230/260),
kuris geros kokybés RNR atveju turéty biti 2,0-2,2 intervalo ribose.

RNR koncentracijos vertinimas Qubit 4 fluorometru yra paremtas specifiniy dazy,
fluorescuojanciy tik prisijungus prie RNR, panaudojimu. Esminis Sios technologijos
privalumas yra tas, jog galima tarSa neiskreipia rezultaty. Tyrimo metu kiekybiniam
jvertinimui buvo naudojamas Qubit RNA High Sensitivity Assay Kit (Invitrogen, TFS)
rinkinys, jgalinantis nustatyti itin mazos koncentracijos (iki 250 pg/uL) RNR. Isskirtos RNR
kokybé buvo vertinama atsizvelgiant | fluorometro apskaic¢iuota RNR integralumo bala. Tai
reikSmé, rodanti santykj tarp ilgyjy (iIRNR, tRNR, rRNR) ir mazyjy ir/ ar degradavusiy RNR
molekuliy kiekio. Jvertis deSimties baly skal¢je parodo tiriamojo méginio RNR kokybg.

Atsizvelgiant | gautus rezultatus, tolimesniems tyrimo etapams buvo pasirinkti tik

pakankamos koncentracijos ir geros kokybés méginiai.

2.2.3. Visuminé miRNR raiskos analizé miRNR mikrogardelémis

Visuminio miRNR raiskos tyrimui buvo naudojamos Human miRNA 8 %60 K formato
mikrogardelés, sukurtos remiantis miRBase duomeny bazés 21.0 versija. Visos Siame etape
naudotos priemonés, reagentai ir programiné jranga, jei nenurodyta kitaip, gamintos Agilent
Technologies. Si technologija jgalina vienu metu tirti 2549 Zzmogaus miRNR 8 méginiuose su
~ 60 000 zondy vienam méginiui. Metodas pagrijstas hibridizacija tarp prie mikrogardelés
pritvirtinty zondy ir fluorescuojancia zyme zyméty miRNR molekuliy. Atsizvelgiant j
fluorenscencijos intensyvumg jvertinama miRNR raiska. miRNR raiskos tyrimas buvo
atliekamas remiantis gamintojo protokolu miRNA Microarray System with miRNA Complete
Labeling and Hyb Kit.

Tyrimas mikrogardelémis susideda i$ keliy pagrindiniy etapy, 1§ kuriy kiekvienas
trumpai aptariamas Zemiau.

Defosforilinimas. 100 ng i audiniy i$skirtos visuminés RNR maiSoma su 2 pL
sintetinés kontrolinés miRNR (Labeling Spike-In solution), fosfatazés ir jos buferio misiniu.
Atsargiai sumaiSius, inkubuojama 30 min 37 °C temperatiiroje kaitinimo bloke (Thermomixer
R, Eppendorf).

Denatiiravimas. Kiekvienas méginys yra veikiamas 2,8 uL dimetilsulfoksido tirpalu
(DMSO) ir 7 min inkubuojamas termocikleryje (,, MasterCycler ® EP*, Eppendorf) 100 °C
temperattroje. Pasibaigus inkubacijai, méginiai nedelsiant perkeliami j ledo vonelg ir

vykdomas kitas Zingsnis.
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Zyméjimas fluorescuojanéia Zyme. | kiekviena méginj jneSama 4,5 uL cianino 3-
pCp, T4 RNR ligazés, jos buferio miSinio ir atsargiai sumaiSoma pipetuojant. Tuomet
termocikleryje 16 °C temperatiiroje vykdoma 2 valandy inkubacija.

Zymétos miRNR valymas. Siame etape, naudojant gelio kolonélés Micro Bio-Spin P-
6 Gel Column (Bio-Rad Laboratories, Inc.), fluorescuojancia zyme zyméta miRNR yra
apvaloma nuo galimo DMSO ir/ar neprisijungusio cianino 3-pCp pertekliaus. Kiekvieng
meéginj sumaisius su 38,7 pL. vandens, misinys uzneSamas ant paruosty gelio kolonéliy ir
centrifuguojama 4 min 1000 x g greiciu. Kolonéles pasalinamos, o iSvalyta zyméta RNR
laikoma ant ledo.

Dziovinimas. Paruosti méginiai bent 1 valandg dziovinami vakuuminiame
koncentratoriuje 45 °C temperatiroje.

Hibridizavimas. Gautos nuosédos resuspenduojamos 17 uL. vandens be nukleaziy. |
kiekvieng méginj pilamas misinys, susidedantis i§ 1 pL sintetinés kontrolinés miRNR (Hyb
Spike-In solution) , 4,5 uLL Gene Expression Blocking Agent, 22,5 uL hibridizacijos buferio ir
inkubuojama 5 min 100 °C temperatiiroje. Paruostas reakcijos misinys nedelsiant perkeliamas
i ledo vonele, kur laikomas 5 min, po to trumpai centrifuguojamas, surenkant kondensata.
Paruosti méginiai uzneSami ant mikrogardelés ir, surinkus hibridizacijos kamera, 20 valandy
inkubuojami 55 °C temperattiroje hibridizacijos krosnyje.

Plovimas. Siame etape naudojami du mikrogardeliy plovimo buferiai: Gene
Expression Wash Buffer 1 ir 2. Mikrogardelé 5 min plaunama pirmajame kambario
temperatiiros buferyje, po to dar 5 min — antrajame 37 °C temperatiiros buferyje.

Mikrogardeliy nuskaitymas skeneriu. Skenavimui naudojamas Agilent SureScan
mikrogardeliy skeneris ir Agilent Microarray Scan Control programiné jranga. Pradiniy

miRNR raiskos duomeny iSgavimui pasitelkta Feature Extraction Software v10.7 programa.

2.2.4. Kopijinés DNR (kDNR) sintezé

Atvirkstinés transkripcijos (AT) reakcijos metu sintetinama kopijine DNR (kDNR) yra
reikalinga miRNR tyrimams audiniuose ir organizmo skysc¢iuose (seilése, kraujo plazmoje).
KDNR sintezé¢ miRNR rais$kos validavimui periodonto audiniuose. AT reakcija
vykdoma naudojant TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinj ir specifinius RT
Primer Pool pradmenis (viskas i§ Applied Biosystems (ABI), TFS), remiantis gamintojo
protokolu. Ruosiamas reakcijos misinys, kurj sudaran¢iy komponenty kiekis vienai reakcijai
nurodytas 2.2 lenteléje. Kelis kartus pavaréius ir nucentrifugavus, j kiekvieng paruosta

reakcijos mégintuvelj pilama 12 uL. miSinio, 3 pL (350 ng) visuminés RNR ir 5 min
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inkubuojama ant ledo. Atvirkstiné transkripcijos reakcija vykdoma termocikleryje, gamintojo

rekomenduojamu temperatiiriniu rezimu. (2.4 lentelé).

2.2 lentelé. AT reakcijos komponentai ir jy kiekis vienai reakcijai

Komponentas Tiiris (uL)
AT reakcijos pradmeny misinys (RT Primer Pool) 6,00
10x atvirkstinés transkripcijos reakcijos buferis 1,50
Deoksinukleotidy miSinys (dNTP) (100 nM) 0,30
Atvirksting transkriptazé MultiScribe™ (50 U/uL) 3,00
RNaziy inhibitorius (20 U/uL) 0,19
Vanduo be nukleaziy 1,01
Bendras tiiris 12,00

KDNR sintezé miRNR tyrimui seilése ir kraujo plazmoje. Sio etapo kDNR sintezei
taip pat pasirinktas TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinys, tafiau vietoje
pradmeny misinio naudojami specifiski atrinkty miRNR (hsa-miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p
ir -195-5p smeigtuko formos pradmenys (TagMan™ MicroRNA Assay; gamintojo kodai
002234, 002278, 000468 ir 000494, atitinkamai; viskas i§ ABI, TFS). Remiantis gamintojo
rekomendacijomis, ruoSiamas 3,5 pL tiirio pradinis reakcijos miSinys, kurio komponenty
kiekis vienai reakcijai pateiktas 2.3 lentel¢je. Svelniai pamaisius ir trumpai nucentrifugavus,
jneSama 1,5 pL kiekvienai tiriamajai miRNR specifiniy AT reakcijos pradmeny ir 2,5 pL
visuminés RNR (1-10 ng). Mégintuvélis su galutiniu reakcijos miSiniu trumpai
nucentrifuguojamas ir inkubuojamas termocikleryje gamintojo rekomenduojamomis
temperatirinémis sglygomis (2.4 lentel¢). Susintetinta KDNR iSkart naudojama tolimesniuose

tyrimo etapuose arba iki panaudojimo saugoma -20 °C temperatiiroje.

2.3 lentelé. AT reakcijos pradinio mi$inio komponenty kiekis vienai reakcijai

Komponentas Tiris (uL)
10x AT reakcijos buferis 0,75
Deoksinukleotidy miSinys (dINTP) (100 nM) 0,07
Atvirkstiné transkriptazé MultiScribe™ (50 U/ pL) 0,50
RNaziy inhibitorius (20 U/ pL) 0,10
Vanduo be nukleaziy 2,08
Bendras tiiris 3,50
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2.4 lentelé. KDNR sintezés temperatiirinis rezimas

Temperatiira (°C) Trukmé (min)
16 °C 30 min
42 °C 30 min
85°C 5 min
4°C 0

2.2.5. Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé reakcija

Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé reakcija (AT-KPGR) pasirinkta
miRNR tyrimui audiniuose ir organizmo skysciuose.

miRNR raiskos validavimas AT-kPGR metodu periodonto audiniuose.
Validavimo etape miRNR raiskos tyrimams periodonto audiniuose naudojamos pagal
vartotojo uzsakymag pagamintos mazo tankio TagMan gardelés (Customized TagMan® Low
Density Arrays, ABI, TFS). Jomis vienu metu 8 méginiuose galima tirti 16 miRNR raiska,
atliekant po tris pakartojimus. AT-KPGR reakcija atliekama naudojant TagMan Universal
Master Mix 1l, No AmpErase UNG (2x) miSinj (ABI, TFS) ir remiantis gamintojo protokolu.
Kiekvienam tiriamajam méginiui yra ruo$iamas atskiras reakcijos misinys, kuriy komponentai
ir kiekis vienam méginiui pateikti 2.5 lenteléje. Svelniai supuréius ir trumpai nucentrifugavus,
100 pL miSinio suleidZiama j paruos$tos gardelés uzpildymo rezervuarg pro méginio jneSimui
skirtg angele ir centrifuguojama 2 min 2000 rpm grei¢iu. UZsandarintos gardeles
patalpinamos j VilA™ 7 Real-Time sistema ir, naudojant ViiA™ 7 Software v1.2 programing
jrangg (viskas i§ ABI, TFS), numatytomis sglygomis paleidziama reakcijos vykdymo

programa (2.7 lentelé).

2.5 lentelé. AT-kPGR reakcijos miSinj sudarantys komponentai ir jy kiekis vienai reakcijai

Komponentas Tiaris (pL)
2x TagMan Universal Master Mix Il, No UNG reakcijos misinys 56,25
kDNR 0,90
Vanduo be nukleaziy 55,35
Bendras tiiris 112,50
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MIiRNR tyrimas AT-kPGR metodu seilése ir kraujo plazmoje. miRNR-145, -140-
3p, -195, -146a tyrimui kiino skysciuose naudojami pradmeny ir zondy misiniai TagMan™
MicroRNA Assays, laikantis gamintojo protokolo. Kiekviena miRNR tiriama atliekant tris
pakartojimus. Tar$os nustatymui naudojama kontrolé, kai vietoj méginio jneSamas vanduo
(angl. no-template control, NTC). I$ 2.6 lenteléje pateikty komponenty paruostas misinys
gerai sumaiSomas ir trumpai nucentrifuguojamas. | kiekvieng numatyta plokstelés sulinélj
ineSama 8,67 puL reakcijos misinio ir 1,33 uL KDNR arba, NTC atveju, vandens.
Uzsandarinatos plokstelés supurtomos ir centrifuguojamos 2 min 2000 rpm greiciu.
Amplifikacijos salygos sutampa su apraSytomis ankstesniame etape, cikly skaiciy pradmeny ir

zondy prijungimo ir ilginimo Zingsnyje padidinant iki 50 (2.7 lentelé).

2.6 lentelé. AT-kPGR reakcijos miSinj sudarantys komponentai ir jy kiekiai vienai reakcijai

Komponentas Turis (nL)
PGR reakcijos miSinys 5,00
Vanduo be nukleaziy 3,17
20x TagMan pradmeny ir zondy miSinys 0,50
Bendras tiiris 8,67

2.7 lentelé. AT-KPGR reakcijos etapai ir temperatiiriné programa

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min)
Taq polimerazes aktyvinimas 50 2
Denatiiracija 95 10
Pradmeny ir zondy prijungimas ir 95 Ya
ilginimas (40 cikly) 60 1

2.2.6. Statistiné analizé

Visuminés miRNR raiSkos analizés pradiniy duomeny apdorojimas, normalizavimas,
filtravimas ir tolimesné duomeny statistiné analizé atlikta naudojantis GeneSpring GX v14.9
(AT) programine jranga. Statistiniam palyginimui taikytas nepriklausomy im¢iy t-kriterijaus
testas. Skirtumai laikyti statistiSkai reik§Smingais, kai P-reik§meé buvo < 0,050, o raiskos
pokytis kartais (angl. fold change, FC) —> 1,5.

AT-KPGR duomeny analizei naudota GenEx v7.0 (MultiD Analysis AB, Goteborg,

Sweden) programiné jranga. Organizmo skys¢iy tyrime pradiniai duomenys buvo papildomai
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normalizuojami pagal sintetine kontrole — cel-miR-39. Normalizuoti ir j logaritming skale
(logz2) konvertuoti jverciai buvo analizuojami AACt metodu. miRNR raiskos ir kiekio analizei
tarp tiriamyjy grupiy bei pagal klinikinius-patologinius, tiriamajg liga modifikuojancius ir
demografinius rodiklius taikytas t testas. Skirtumai laikyti statistiskai reikSmingais, kai P-
reikSmé buvo < 0,050, o FC > 1,5.

Diagnostinis atrinkty miRNR potencialas buvo vertinamas atlieckant ROC (angl.
receiver operating characteristic) kreiviy analizg, apskai¢iuojant jautruma, specifiskuma bei
plota po kreive AUC (angl. area under the ROC curve). Analiz¢ atlikta naudojant GraphPad
Prism v8.4.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) programing jrangg.

Rezultaty skyriuje pateiktos iliustracijos parengtos naudojantis GeneSpring GX v14.9
ir GraphPad Prism v8.4.2 programiniy jrangy paketais.
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3. REZULTATAI

3.1 Visuminis miRNR raiskos tyrimas periodonto audiniuose

Visuminei miRNR raiskos profilio analizei mikrogardelémis buvo pasirinkti 16 méginiy i$
keturiy tiriamyjy grupiy: 4 [LP+RA+], 4 [LP+RA-], 4 [LP-RA+] ir 4 [LP-RA-] (2.1 pav. 2.1
skyrius). Pradinis duomeny apdorojimas ir filtravimas atliktas remiantis numatytaisiais
GeneSpring GX v14.9 programos parametrais. Normalizavimui pritaikius 80-0 procentilio
metodg ir dél per mazos raiskos periodonto audiniuose i§ analizés pasalinus dalj tirty miRNR,
i§ 2570 mikrogardelémis tirty miRNR tolimesnei analizei buvo naudojamos 1254 (48,8 %).
PIS jy 544 (43,4 %) miRNR raiska buvo uzfiksuota visuose tiriamuosiuose méginiuose.
Atfiltravus tik tas, kuriy raiska vyko > 25 % méginiy, toliau buvo analizuojamos 760 (60,6 %)
miRNR (3.1 pav. A). Jy raiskos pokyciai buvo:
I.  lyginami tarp pagrindiniy auk$¢iau nurodyty tiriamyjuy — LP ir/ar RA serganciy

ir sveiky asmeny grupiu;

(periapikaliniy kaulinés destrukcijos zidiniy buvimas, netekty/pasalinty danty

skaiCius);

iii.  nagrin¢jami ieSkant sasajy su LP moduliuojan¢iais veiksniais (RA rodikliai:
sergamumas RA, DAS28, terapijos nuo RA taikymas, vitamino D koncentracija,
vitamino D papildy vartojimas, KMI; kiti rodikliai: rikymas, alkoholio
vartojimas, kasdiené burnos priezitira);

Iv.  nagrinéjami pagal demografinius rodiklius (lytis, amzius).
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Grupés

[LP+RA+], [LP+RA-]
[LP-RA#], [LP-RA-]
[LP+RA4]

[LP+RA-]

[LP-RA%]

[LP-RA-]

O

Santykiné miRNR raiska

-64 -32 0 32 64

Santykiné miRNR raidka
Lo R

5226 0 26 52

3.1 pav. miRNR raiskos profilis létiniu periodontitu (LP) ir/ar reumatoidiniu artritu
(RA) serganciy (+) ir neserganciy (-) ligoniy periodonto audiniuose. miRNR raiskos profilis,
gautas po pradinio duomeny apdorojimo, tolimesnéje analizéje naudojant tik tas miRNR,
kuriy raiSka buvo pakankamai auksta ir nustatyta > 25 % méginiy (N = 760) (A); miRNR
raiSkos profilis, gautas palyginus LP+ vs. LP- atvejus (N = 177) (FC > 1,5; P <0,050) (B)

i.  miRNR raiSkos palyginimas tarp tiriamyjy grupiy

[LP+] vs. [LP-]. Analizuojant miRNR raiskos skirtumus tarp LP serganciy ir
neserganciy asmeny periodonto audiniy, nustatytos 177 statistiSkai reikSmingai pakitusios
raiSkos miRNR: 140 — padidéjusios ir 37 — sumaz¢jusios raiskos (3.1 pav. B). I§ 140
reikSmingai padidéjusios raiSkos miRNR, 9 (miR-378c, -30c-2-3p, -3609-3p ir kt.) raiSka LP+
audiniuose buvo iSaugusi >10 karty. Likusiy miRNR (miR-140-3p, -6809-5p, -1236-5p, -145-
5p, -195-5p, -146a-5p, -575, -1304 ir kt.) raiSkos pokytis kartais LP+ audiniuose buvo apie
3,2, palyginus su LP nepaveiktais audiniais. IS 37 sumazéjusios raiSkos miRNR (miR-1246, -
4788, -197-5p, -210-3p ir kt.) labiausiai i$siskyré miR-3065-3p, kurios raiska LP serganciy
asmeny audiniuose buvo sumazéjusi daugiau nei 19 karty, lyginat su periodontologiskai

sveiky pacienty audiniais.

[LP+RA-] vs. [LP-RA-]. Palyginus tik LP serganciy ir sveiky asmeny audinius, buvo

nustatytos 118 statistiSkai reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR, i§ kuriy 77 buvo

44



padidéjusios ir 41 — sumazgejusios raiskos. Trylikai (miR-378c, -450a-5p, -30c-2-3p, -3192-3p
ir kt.) 1§ 77 padidéjusios raiSkos miRNR buvo buidinga apie 10 karty iSaugusi raiska
pazeistuose audiniuose. Didziosios dalies (miR-197-5p, -4788, -141-3p ir kt.) i§ 41 nustatytos
sumazéjusios raiSkos miRNR raiska sumazéjo apie 3,5 karto ir tik 4 miRNR (miR-1246, -210-
3p ir -375) daugiau nei 4 kartus. I$ jy labiausiai i$siskyré miR-375, kurios raiSka LP
pazeistuose audiniuose buvo sumazéjusi > 33 kartus.
ii.  miRNR raiskos sgsajos su LP klinikiniais-patologiniais rodikliais

Asmeny, kuriems nustatyti periapikaliniai kaulinés destrukcijos zZidiniai, audiniuose
buvo identifikuota 76 statistiSkai reikSmingai pakitusios raiskos miRNR, i$ kuriy 19 (miR-
3616-3p, -572, -3192-3p ir kt.) — padidéjusios ir 57 — sumazgjusios raiSkos miRNR.
Pastebéta, kad ty paciy 7 miRNR (miR-1228-3p , -1304-3p, -425-3p, -6069, -191-3p ir kt.)
raiSkos sumazéjimas nustatytas ir LP+ vs. LP- grupiy palyginime. Ivertinus netekty danty
skaiCiaus sgsaja su miRNR raiska, nustatyta, kad asmeny, netekusiy 6 ir daugiau danty,
periodonto audiniuose buvo 94 pakitusios raiSkos miRNR, i§ kuriy 72 — padidéjusios ir 22 —
sumazéjusios raiskos, palyginus su asmenimis, kurie buvo neteke iki 6 danty. Pastebéta, kad
22 miRNR (miR-140-3p, -1273g-3p, -378c, -30c-2-3p , -6809-5p, -1236 ir kt.) raiska buvo
padidéjusi ir [LP+] vs. [LP-] ir [LP+RA-] vs. [LP-RA-] lyginamosiose grupése.

iii.  LP moduliuojandiy veiksniy jtaka miRNR raiskai

Sergamumo RA jtaka miRNR raiskai. Atlikus [LP-RA+] vs. [LP-RA-] tiriamyjy
grupiy palyginima, i§ 56 nustatyty pakitusios raiSkos miRNR, 6 buvo padidéjusios ir 50 —
sumazéjusios raiskos. 2 i$ 6 iSaugusios raiSkos miRNR (miR-4701-5p ir -6836-3p) raiska RA
sergan¢iyjy audiniuose buvo padidéjusi daugiau negu 10 karty. Dvylika (miR-4487, -4476, -
6836-3p ir kt.) i§ 50 sumazéjusios raiSkos miRNR buvo > 10 karty sumazejusios raiSkos RA
serganciyjy méginiuose.

[LP+RA+] vs. [LP-RA-]. Palyginus miRNR raiska tarp LP bei RA serganciy ir sveiky
asmeny audiniy, nustatyta 29 statistiSkai reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR: 22 —
padidéjusios ir 7 — sumazejusios raiskos. Penkiy i§ padidéjusios raiSkos miRNR (miR-378c, -
3609, -30c-2-3p ir kt.) raiska buvo iSaugusi > 9 kartus, o likusiy (miR-765, -550a-3-5p, -4306
ir kt.) — apie 2-3 kartus. I$ nustatyty sumazéjusios raiskos miRNR, i$siskyré miR-3065-3p,

kurios raiska abejomis ligomis serganciyjy audiniuose buvo sumazejusi > 11 karty.
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Tarp trijy pagrindiniy lyginamyjy grupiy ([LP+RA-] vs. [LP-RA-], [LP-RA+] vs. [LP-
RA-] ir [LP+RA+] vs. [LP-RA-]) identifikuota viena ta pati statistiskai reikSmingai pakitusios
raiskos miRNR — miR-140-3p. Be to, 15 ty paciy statistiskai reikSmingai pakitusios raiskos
mIRNR nustatyta tarp [LP+RA-] vs. [LP-RA-] ir [LP+RA+] vs. [LP-RA-], 2 miRNR tarp
[LP+RA-] vs. [LP-RA-] ir [LP-RA+] vs. [LP-RA-] bei 1 tarp [LP-RA+] vs. [LP-RA-] ir
[LP+RA+] vs. [LP-RA-] lyginamyjy grupiy. Tarp lyginamyjy grupiy pasikartojan¢ios miRNR
nurodytos 3.2 paveiksle.

miR-29b-3p

iR S50m3.5p [LP+RA+] vs. [LP-RA-]

miR-1236-5p N =29
miR-1246

[LP-RA+] vs. [LP-RA-]
N =56

miR-197-5p
miR-30c-2-3p
miR-3609
miR-378¢c
miR-378f
miR-4436b-3p
miR-4788
miR-6809-5p
miR-6833-5p
miR-6849-5p

\ miR-6860 )

miR-140-3p

miR-141-3p
miR-4539

[LP+RA-] vs. [LP-RA-]
N =118

3.2 pav. Statistiskai reikSmingai besiskirian¢ios raiSkos miRNR, nustatytos tarp trijy
lyginamyjy grupiy pagal létinio periodontito (LP) reumatoidinio artrito (RA) statusg, kur ,,+*

vaizduoja sergancius, o ,,-“ nesergancius asmenis.

Sasajos su RA rodikliais. Remiantis palyginimu pagal DAS28 ligos aktyvumo
rodiklj, aktyvia RA ligos forma serganciy asmeny grupés audiniuose nustatytos 37 pakitusios
raiskos miRNR: 16 (miR-182-5p, -6855-5p, -660-5p ir kt.) padidéjusios ir 21(miR-4425, -
5006-5p, -2392 ir kt.) sumazeéjusios raiSkos miRNR, palyginus su neaktyvia RA forma
serganciais asmenimis. Palyginus asmenis, kuriems taikytas gydymas nuo RA su
nesigydziusiy tiriamyjy grupe, nustatyta 56 pakitusios raiSkos miRNR, i§ kuriy 3 (miR-338-
3p, -223-3p ir -582-5p) buvo padidéjusios ir 53 — sumazéjusios raiskos. Ty paciy 4 (miR-
1972, -1207-5p, -4487, -4476) miRNR raiskos sumazéjimas nustatytas ir [LP-RA+] vs. [LP-
RA-] lyginamojoje grup¢je. Vitamino D trikumu pasiZyminciy asmeny audiniuose nustatyta
57 pakitusios (24 — padidéjusios ir 33 — sumazéjusios) raiskos miRNR, palyginus su

tirlamaisiais, kuriy vitamino D koncentracija kraujyje buvo normos ribose. Be to, pastebéta,
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kad padidéjusios raiskos miR-4701-5p buvo nustatyta ir [LP-RA+] vs. [LP-RA-] lyginamojoje
grupéje. Vitamino D papildus vartojan¢iy zmoniy audiniuose nustatyta 45 pakitusios raiskos
miRNR, i§ kuriy 28 raiska buvo padidéjusi, 0 17 — sumazéjusi. Siuo palyginimu nustatyty
sumazéjusios raiSkos miR-933 ir -711 [LP+RA-] vs. [LP-RA-] lyginamojoje grupéje buvo
1Saugusios raiskos, ir atvirksciai, padidéjusios raiskos -6869-5p, -6089, -8063, -6125, minétoje
grupéje buvo sumazejusios raiskos.

Sasajos su kitais veiksniais. Nutukusiy ar vir§svor] turin¢iy asmeny audiniuose
nustatyta 19 statistiSkai reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR: 18 padidéjusios ir 1 (miR-
6724-5p) sumazéjusios raiSkos miRNR, palyginus su optimaly svorj turin¢iais asmenimis.
Pastebéta prieSinga 5 (miR-34a-3p, -34c¢-5p, -340-3p, -374c¢-5p ir -17-3p) miRNR raiskos
poky¢iy koreliacija, palyginus su [LP-RA+] vs. [LP-RA-] lyginamaja grupe: nutukusiy ar
antsvorj turin¢iy asmeny audiniuose nustatyta padidéjusi, o minétoje lyginamojoje grupéje —
sumazéjusi $Siy miRNR raiska. Palyginus miRNR raiskos skirtumus anksciau rakusiy
tiriamyjy audiniuose su niekada neriikusiy asmeny grupe, nustatytos 19 statistiSkai
reik§mingai pakitusios raiskos miRNR, i§ kuriy 17 buvo padidéjusios ir 2 (miR-4488 ir -5006-
5p) — sumazéjusios raiskos. I8 17 statistiskai reik§mingai padidéjusios raiskos miRNR, miR-
4306, -185-5p, -652-3p ir -454-3p raiskos padidéjimas nustatytas ir [LP+] vs. [LP-]
lyginamojoje grupéje. Alkoholj vartojanéiy (~1 Kartg per ménesj) tiriamyjy audiniuose
nustatytos 26 reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR: 17 padidéjusios ir 9 (miR-4485-3p, -
494-3p, -1249-5p ir kt.) sumazéjusios raiskos. miR-550a-3-5p raiskos padidéjimas nustatytas
ir [LP+] vs. [LP-], [LP+RA-] vs. [LP-RA-] ir [LP+RA+] vs. [LP-RA-] lyginamosiose grupése.

Analizuojant kasdienés burnos prieZiiiros jproc¢iy jtakg miRNR raiSkos profiliui,
jvertinta miRNR raiSka 1 kartg per dieng dantis valanéiy asmeny grupés audiniuose, palyginus
su dantis dazniau (> 2 kartus per dieng) valan¢iy tiriamyjy audiniais. I$ viso nustatyta 13
(miR-1185-2-3p, -3188 ir kt.) statistiskai reik§mingai padidéjusios raiskos miRNR. Danty
sitilo kasdien¢je burnos prieZiiiroje nenaudojanciy asmeny audiniuose nustatytos 8
reik§mingai pakitusios raiSkos miRNR, i$ kuriy 7 buvo padidéjusios ir 1 (miR-487b-3p)
sumazéjusios raisSkos. StatistiSkai reik§Smingas miR-4306, -185-5p ir -652-3p raiskos
padidéjimas taip pat uzfiksuotas [LP+] vs. [LP-] lyginamojoje grupéje. Pas odontologg re¢iau
(< 1 kartg per metus) apsilankanciy asmeny audiniuose nustatyta 14 reikSmingai padidéjusios
raiSkos miRNR, palyginus su dazniau (> 2 kartus per metus) besilankanciais tiriamaisiais. IS
ju didziausias, ~ 7 karty, raiskos padidéjimas nustatytas miR-370-3p ir -3610 atveju. Be to,
tos pacios miR-6785-5p raiskos padidéjimas pastebétas ir [LP+] vs. [LP-] bei [LP+RA-] vs.
[LP-RA-] lyginamosiose grupése.
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iv.  miRNR raiskos sasajos su demografiniais rodikliais

Atlikus miRNR raiskos poky¢iy palyginimg atsizvelgiant | demografinius rodiklius, jvertinti
skirtumai tarp lyCiy ir amziaus grupiy. Tiriamyjy vyry periodonto audiniuose nustatyta 23
pakitusios (20 padidéjusios ir 3 sumazéjusios raiSkos miRNR). StatistiSkai reikSmingai
padidéjusi 17 miRNR (miR-630 -3917 -575, -6789-5p -3192-3p ir kt.) raiSka nustatyta ir
[LP+] vs. [LP-] palyginime. I§ 3 sumazéjusios raiSkos miRNR labiausiai i§siskyré miR-6775-
3p ir miR-3176, kuriy raiska vyry audiniuose buvo sumazéjusi daugiau nei 30 karty,
palyginus su motery grupe. Palyginus miRNR raiska pensinio amziaus tiriamyjy su
ikipensinio amziaus asmeny grupés audiniais, nustatyta 76 pakitusios raiSkos miRNR, i§ kuriy
45 buvo padidéjusios ir 31 — sumazéjusios raiskos. Ty paciy 37 miRNR (miR-30a-5p, -3198, -
146a-5p, -145-5p -155-5p ir kt.) raiSkos padidéjimas ir 10 (miR-197-5p, -933 ir -937-5p)
sumazéjimas nustatytas ir [LP+] vs. [LP-] lyginamojoje grupéje.

Remiantis nustatytais miRNR raiskos poky¢iais tarp skirtingy tiriamyjy grupiy ir jy
vertinimu pagal LP Klinikinius-patologinius rodiklius, tolesniam tyrimui didesnéje méginiy
imtyje atrinktos 15 miRNR (miR-30a-5p, -125a-3p, -126, -140-3p, -145, -1464, -155, -195, -
423-5p, -550a-3-5p, -575, -630, -765, -1273g-3p ir -3917).

3.2 miRNR raiskos validavimas audiniuose ir miRNR atranka

Penkiolikos atrinkty miRNR raiska buvo analizuojama didesn¢je, 80 periodonto audiniy (24
[LP+RA+], 25 [LP+RA-], 6 [LP-RA+], 25 [LP-RA-]), imtyje, naudojant metodinéje dalyje
aprasSyta TLDA gardeliy metodikg (zr. 2.2.5 sk.). Atrinkty miRNR raiSkos periodonto
audiniuose analizés duomenys buvo naudojami miRNR raiSkos poky¢iy palyginimui tarp
tiriamyjy grupiy bei vertinimui pagal LP klinikinius-patologinius rodiklius.

[LP+] vs. [LP-]. Palyginus miRNR raiskg LP serganéiyjy audiniuose, i$§ 15
mikrogardeliy analizéje atrinkty miRNR, 9 (miR-145-5p, -140-3p, -195-5p, -125, -146a, -575,
-155, -550a-3-5p, -765 ir -1273g-3p) raiska buvo padidéjusi. IS jy, statistiSkai reikSmingi
poky¢iai nustatyti miR-145-5p (FC = 1,4; P = 0,006) ir -140-3p (FC =2,0; P <0,001), 0
panasi pokyc¢iy tendencija — miR-146a-5p ir -575 atveju (P > 0,050). Reik§mingai sumazéjusi
raiska pastebéta miR-125a-3p (FC =-2,3; P = 0,001) ir -630 (FC =-1,8; P = 0,011) atveju.
Atlikus [LP+RA-] vs. [LP-RA-] lyginamosios grupés palyginima, nustatytos 8 padidéjusios
raiskos miRNR, i§ kuriy didZiausiais raiskos pokyc¢iais pasizyméjo miR-145-5p (FC = 2,1; P
<0,001) ir -140-3p (FC = 1,4; P =0,017). Panasi poky¢iy tendencija pastebéta ir -575 ir -765
atveju (P > 0,050).
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Jvertinus miRNR raiskos skirtumus pagal LP klinikinius-patologinius rodiklius,
nustatyta, kad palyginus su vidutine, sunkia LP forma sergan¢iy asmeny audiniams budinga 2
kartus iSaugusi miR-145-5p (P = 0,016), -125a-3p (P > 0,050), -765 (P > 0,050) raiska, ir
beveik tiek pat karty sumazéjusi miR-3917 (P = 0,063) ir miR-550a-3-5p (P > 0,050) raiska.
Palyginus miRNR raiskg vidutine LP forma serganciy asmeny audiniuose su sveiky asmeny
grupés audiniais, nustatyta apie 2 kartus reik§mingai iSaugusi miR-195-5p (P = 0,029) ir
daugiau negu 3 kartus sumazéjusi -125a-3p (P = 0,015) raiska. Panasus raiskos padidé¢jimas
nustatytas ir miR-140-3p bei -550a-3-5p, o sumazéjimas -630 atveju, taciau skirtumai nebuvo
statistiSkai reikSmingi. Jvertinus periapikaliniy kaulinés destrukcijos zidiniy buvima, juos
turin€iy tiriamyjy grupéje nustatyta daugiau negu 2 kartus iSaugusi miR-145-5p (P = 0,059)
raiSka, tendencingas padidéjimas pastebétas ir miR-126 ir -146a-5p atveju (P > 0,050). Tuo
tarpu miR-575 (P = 0,010) ir -630 (P = 0,019) raiska buvo mazdaug tris, o miR-3917 (P =
0,054) — du kartus sumazéjusi. Palyginus 6 ir daugiau danty netekusiy asmeny audinius su
maziau danty netekusiy asmeny audiniais, nustatytas tendencingas mazdaug 2 karty raiskos
padidéjimas miR-1273g-3p, -miR-145-5p, -765 (P > 0,050), mazdaug tiek pat karty
sumazéjimas -30a-5p (P = 0,038) ir apie 4 karty sumazéjimas miR-125a-3p (P = 0,008)
atveju.

Siame etape tirty miRNR raiskos skirtumai buvo vertinami ir pagal LP liga
moduliuojanéius veiksnius. Pavyzdziui, vertinant sergamumo RA jtaka miRNR raiskai, [LP-
RA+] vs.[LP-RA-] lyginamojoje grupéje nustatyta apie 2 kartus iSaugusi miR-550a-3-5p, -
765, -140-3p ir tiek pat karty sumazéjusi miR-155, -1273g-3p ir -575 raiska, taciau skirtumai
nebuvo statistiskai reik§mingi. [LP+RA+] vs. [LP-RA-] palyginimu nustatyta apie 2 kartus
padidéjusi miR-140-3p (P = 0,009), -195-5p (P = 0,040), -145-5p (P = 0,057) ir mazdaug tiek
pat karty sumazéjusi miR-630 (P = 0,010), -125-3p (P = 0,021) ir -1273g-3p (P = 0,028)
raiSka. Tirilamyjy, kuriems buvo taikyta terapija nuo RA, grup¢je pastebétas reikSmingas miR-
140-3p (FC = 1,6; P =0,008), -550a-3-5p (FC = 2,0; P = 0,016), -195-5p (FC =1,6; P =
0,032) raiskos padidéjimas ir miR-125-3p (FC = -2,5; P = 0,018) raiskos sumazéjimas. Taip
pat pastebéta, kad nutukusiy ar antsvorj turin¢iy asmeny grupéje buvo apie 1,5 karto
reikSmingai padidéjusi miR-146a-5p (P = 0,036) ir tiek pat sumazéjusi miR-1273g-3p (P =
0,003) raiska. Riikan¢iy asmeny audiniuose nustatyta daugiau negu 2 kartus statistiskai
patikimai iSaugusi miR-3917 (P = 0,024) raiska. Palyginus su alkoholio nevartojanciais
tiriamaisiais, vartojan¢iy audiniuose nustatyta apie 1,5 karto reikSmingai iSaugusi miR-1273g-
3p (P =0,044) ir sumazéjusi -140-3p (P=0,008), -550a-3-5p (P = 0,010) raiska. Jvertinus

kasdienés burnos prieziiiros jproc¢iy jtaka miRNR raiskai, nustatyta, kad dantis maziau karty
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per dieng valanciy ir danty sitilo nenaudojanciy tiriamyjy audiniuose buvo tendencingai
sumazéjusi miR-146a-5p ir -195-5p ir iSaugusi miR-765 ir -145-5p raiska (P > 0,050).

Remiantis iSanalizuotais raiSkos pokyciais tarp svarbiausiy tiriamyjy grupiy bei
jvertinus jvairiy LP ligg moduliuojanciy veiksniy jtakg miRNR raiskai, tolimesniam tyrimui
organizmo skysc¢iuose pasirinktos 4 miRNR: miR-140-3p (3.3 pav. A), -145-5p (3.3 pav. B), -
146a-5p (3.3pav. C), -195-5p (3.3 pav. D).
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3.3 pav. Svarbiausi miR-140-3p (A), -145-5p (B), -146a-5p (C) ir -195-5p (D) raiskos
skirtumai LP lyginamosiose grupése ir pagal LP moduliuojancius veiksnius. Raudoni
briksniai Zymi mediana.
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3.3 Atrinkty miRNR analizé organizmo skysciuose

Atrinktos miR-145-5p, -140-3p, -195-5p ir -146a-5p buvo tirtos keturiose grupése —
[LP+RA+], [LP+RA-], [LP-RA+], [LP-RA-]:
o 7l seiliy (23, 21, 5, 22, atitinkamai) méginiuose;

e 77 plazmos (24, 23, 6, 24, atitinkamai) méginiuose.

miRNR analizé tiriamuyjy seilése. Atlikus tiriamyjy grupiy pagal sergamuma LP ir/ar
RA palyginima, statistiskai reik§mingai pakitusiy miRNR nustatyta nebuvo, tac¢iau daugelyje
ju pastebétas Zenklus miR-195-5p ir miR-145-5p padidéjimas. Nors reik§mingy sgsajy su LP
Klinikiniais-patologiniais rodikliais taip pat nenustatyta, taciau pastebéta, kad asmeny,
kuriems buvo nustatyti periapikaliniai kaulinés destrukcijos zidiniai, audiniuose buvo didesnis
kiekis miR-146a-5p ir -145-5p. Sesiy ir daugiau danty netekusiy tiriamyjy grupéje nustatytas
seiliy miR-195-5p padidéjimas ir -146a-5p sumazéjimas, palyginus su maziau danty

netekusiais asmenimis. (3.4 pav.).
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3.4 pav. Seilése cirkuliuojan¢iy miR-145-5p, -195-5p ir -146a-5p skirtumai LP lyginamosiose

grupése ir pagal klinikinius-patologinius rodiklius. Raudoni briik$niai Zymi vidurkj.

Statistiskai reik§mingi poky¢iai rasti atlikus palyginimg pagal tam tikrus
demografinius rodiklius. Vyry grupéje nustatyti sumazéjes miR-146a-5p (FC =-2,16; P =
0,000) ir padidéjgs miR-145-5p (FC = 2,16; P = 0,012) kiekis (3.5 pav. A). Taip pat,
palyginus su ikipensinio amziaus tiriamaisiais, pensinio amziaus vyry (> 63 m.) ir motery
(> 62 m.) grupéje nustatyta daugiau miR-195-5p (FC = 1,78; P = 0,002), bet maziau miR-140-
3p (FC =-1,62; P =0,013) (3.5 pav. B).
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3.5 pav. Tirty miRNR kiekio palyginimas seiliy méginiuose pagal tiriamyjy lytj (A) ir amziy

(B). Juodas briiksnys dézutése ir raudonas briikSnys sklaidos diagramoje zymi mediana.

miRNR analizé tiriamyjy plazmoje. Tarp dviejy pagrindiniy LP lyginamyjy grupiy
([LP+] vs. [LP-] ir [LP+RA-] vs. [LP-RA-] nustatytas statistiSkai reik§mingas miR-140-3p
kiekio sumaiéjimas (P<0 050) bei tendencingas miR-195-5p (P >0 050) kiekio padidéjimas.

seiles, nustatyta nebuvo. Tendencingas miR-140-3p kiekio sumaZz¢&jimas taip pat nustatytas
[LP-RA+] vs. [LP-RA-] ir [LP+RA+] vs. [LP-RA-] grupése (P > 0,050). Plazmos miR-195-5p
kiekis [LP-RA+] vs. [LP-RA-] lyginamojoje grupéje buvo sumazéjes, o [LP+RA+] vs. [LP-
RA-] — padidéjes (P > 0,050). Tuo tarpu, vitamino D papildus vartojanéiy asmeny plazmos
-1,24; P =0,037) bei sumazgjes
miR-195-5p (P > 0,050) kiekis, palyginus su tokiy papildy nevartojanciais tiriamaisiais.

méginiuose nustatytas nezymiai padidéjes miR-140-3p (FC =

Nutukusiy asmeny plazmos méginiuose nustatytas ~ 1,5 karto mazesnis miR-145-5p (P =
0,044) kiekis, palyginus su optimalaus svorio tiriamaisiais. Be to, §ioje grupéje pastebétas
miR-195-5p kiekio padidéjimas (P > 0,050). Panasts pokyc¢iai nustatyti palyginus nutukusiy
asmeny plazmos méginius su antsvorj turin€iy asmeny grupe — m nustatytas sumazéjes miR-

146a-5p (FC =-1,51; P=0,011) ir padidéjes -195-5p (P > 0,050) kiekis (3.6 pav.)
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3.6 pav. Tirty plazmos miRNR kiekio skirtumai LP lyginamosiose grupése ir pagal LP liga

moduliuojancius veiksnius. Raudoni briik$niai zymi vidurkj.

Ivertinus miRNR poky¢iy sgsajas su demografiniais rodikliais, vyry plazmos
méginiuose nustatyta apie 1,5 karto daugiau miR-140-3p (P = 0,035) (3.7 pav. A). Kaip ir
seiliy atveju, pensinio amziaus tiriamyjy plazmos méginiuose nustatytas miR-195-5p kiekio
padidéjimas (FC = 1,69; P = 0,012) ir miR-145-5p sumazéjimas (FC = -1,40; P = 0,024)

(3.7 pav. B). Statistiskai reik§mingas miR-140-3p kiekio padidéjimas nustatytas ir tarpdanciy

sitilo kasdien¢je burnos higienoje nenaudojanciy asmeny grupéje (FC = 1,25; P = 0,043).
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3.7 pav. Tirty miRNR kiekio palyginimas plazmos méginiuose pagal tiriamyjy lytj (A) ir

amziy (B). Juodas briikSnys dézutése ir raudonas brikSnys sklaidos diagramoje zymi mediana.
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3.8 pav. Tirty miRNR kiekio skirtumai tarp seiliy ir plazmos méginiy.

Juodi briikSniai Zymi mediang.

miRNR analizé seilése ir kraujo plazmoje. Palyginus su seiliy méginiais, plazmoje
miR-146a-5p (P < 0,001) ir -195-5p (P < 0,050) buvo 2,2 kartus daugiau, 0 miR-145-5p — 4,4
kartus maziau (P < 0,001) (3.8 pav.).

Palyginus analizuojamy miRNR raiskg ty paciy tiriamyjy seiliy ir plazmos méginiuose, MiR-
140-3p (3.9 pav. A) atveju statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta (P > 0,050), tuo tarpu
miR-145-5p (3.9 pav. B), -146a-5p (3.9 pav. C) ir -195-5p (3.9 pav. D) atveju skirtumai tarp

tirlamyjy meginiy buvo statistiskai reikSmingi (P < 0,050).
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3.9 pav. miR-140-3p (A), -145-5p (B), -146a-5p (C) ir -195-5p (D) kiekio skirtumy

palyginimas tarp ty paciy tiriamyjy seiliy ir plazmos méginiy.

55



3.4 Diagnostinio miRNR potencialo vertinimas

Kiekvienos i$ tirty miRNR diagnostinis potencialas buvo vertinamas ROC analize,
apskaiciuojant plotg po ROC kreive bei jvertinant miRNR jautruma ir specifiSkuma atskirai
seiliy ir plazmos méginiy imtyse.

Vertinant kiekvienos seiliy miRNR (3.10 pav. A-D) diagnostinj potencialg atskirai,
didziausia AUC reikSme ir jautrumo bei specifiSkumo rodikliais pasizyméjo miR-146a-5p
(AUC =0,63; 62,96 % ir 61,36 %, atitinkamai) (3.10 pav. C). Diagnostiné Sios miRNR verté
pagerinta prijungus miR-195-5p (kombinacijos AUC = 0,65) (3.10 pav. E). Didziausiu
diagnostiniu potencialu pasizyméjo visy 4 tiriamyjy miRNR kombinacija (AUC = 0,66; P =
0,027) (3.10 pav. F).
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3.10 pav. Seilése cirkuliuojan¢iy miRNR ROC kreiviy analizé: miR-140-3p (A), -145-3p (B),
-146a-5p (C), -195-5p (D), -195-5p/-146a-5p (E), -140-3p/-145-3p/-146a-5p/-195-5p (F);
AUC - plotas po kreive (angl. area under the ROC curve)

IS 4 plazmos miRNR (3.11 pav. A-D) didZiausia AUC reikSme nustatyta miR-140-3p
(AUC =0,62) atveju (3.11 pav. A), didziausia specifiSkumo verte pasizyméjo miR-195-5p
(53,19 %) (3.11 pav. D), o jautrumo — miR-140-3p (60,00 %) (3.11 pav. A). Apjungus visas 4
miRNR, nustatyta didesné AUC reikSme nei kiekvienos miRNR atskirai atveju (AUC = 0,63;
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P =0,048) (3.11 pav. E). DidZiausias diagnostinis potencialas nustatytas miR-145-5p ir miR-
195-5p kombinacijai (AUC =0,64; P = 0,040) (3.11 pav. F).
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3.11 pav. Plazmoje cirkuliuojan¢iy miRNR ROC kreiviy analizé: miR-140-3p (A), -145-3p
(B), -146a-5p (C), -195-5p (D), -140-3p/-145-3p/-146a-5p/-195-5p (E), -145-5p/-195-5p (F);

AUC - plotas po kreive (angl. area under the ROC curve)
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4. REZULTATU APTARIMAS

Létinis periodontitas (LP) yra placiai paplitusi danties atraminius audinius pazeidzianti
uzdegiming liga, pasireiSkianti periodonto jungties ir alveolinio kaulo nykimu. Nustatyta, kad
Sia liga serga 20-50 % pasaulio populiacijos, o negydomas LP padidina tikimybg kity
sisteminiy ligy, tokiy kaip kvépavimo taky, Sirdies ligos, reumatoidinis artritas (RA), diabetas,
vézys, issivystymo rizika. Siuo metu klinikingje praktikoje taikomi diagnostiniai metodai yra
paseng, leidziantys nustatyti tik jau pazengusia liga, todél LP serganciyjy skaicius vis didéja.
Ankstesnis Sios ligos diagnozavimas jgalinty sustabdyti ligos progresavimg dar neatsiradus
negrjztamiems pokyc¢iams periodonto audiniuose. Ypac didelis démesys potencialiy
molekuliniy LP ligos bioZymeny paieskoje skiriamas trumpoms, baltymy nekoduojanc¢ioms
miRNR, kuriy reik§mé LP ligai tirta ir Siame darbe. I$analizavus miRNR raiska periodonto
audiniuose, seilése ir kraujo plazmoje, nustatyti statistiSkai reikSmingi poky¢iai, potencialiai
galésiantys biiti pritaikyti diagnostiniy metody ankstyvam LP ligos nustatymui kiirime.
miRNR rai$kos poky¢iai periodonto audiniuose. Siame tyrime, siekiant i3tirti
miRNR raiskos profilj periodonto audiniuose, atlikta visuminé miRNR raiskos analizé, kuria
nustatyti keturiy miRNR (miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p) raiskos skirtumai buvo
validuoti atvirkstinés transkriptazés PGR (AT-kPGR) metodu. Tyrimas parod¢, kad miR-140-
3p raiska buvo reikSmingai padidéjusi daugelyje pagrindiniy LP lyginamyjy grupiy bei
vidutinio sunkumo LP serganciy asmeny audiniuose, palyginus su sveiky tiriamyjy grupe.
Pana$y miR-140-3p raiskos padidéjima LP paZeistuose danteny audiniuose nustaté ir
Stoecklin-Wasmer su kolegomis (Stoecklin-Wasmer ir kt., 2012). Kity autoriy tyrimai parodg,
kad $i miRNR gali skatinti osteoblasty diferenciacijg reguliuvodama Wnt ir TGF-B3 signalinius
kelius (Liu ir kt., 2019; Fushimi ir kt., 2018). ReikSmingas raiskos pokytis taip pat nustatytas
mMiR-145-5p atveju. Daugiau negu du kartus iSaugusi §ios miRNR raiska nustatyta tarp
pagrindiniy LP lyginamyjy grupiy, taip pat sunkia LP ligos forma serganciy tiriamyjy
audiniuose, palyginus su vidutine. Padidéjusi miR-145-5p raiska pastebéta ir tirtamyjy,
kuriems buvo nustatyti periapikaliniai kaulinés destrukcijos Zidiniai bei > 6 danty netekusiy
asmeny grupéje, taciau skirtumai nebuvo statistiskai reik§mingi. miR-145-5p raiskos
padidéjimas pazeistuose danteny epitelio audiniuose buvo uzfiksuotas ir Liu ir kt. tyrime.
Autoriai nustate, kad TNF-a skatina §ios miRNR apoptotinj veikimg bei slopinamg poveikj
lasteliy proliferacijai pazeistose danteny epitelio Igstelése (Liu ir kt., 2020). miR-195-5p
raiSkos padidé¢jimas nustatytas pagrindinése LP serganciyjy grupése, be to pastebéta, kad
mazdaug 2 kartus iSaugusi Sios miRNR raiska reik§mingai skiria vidutinio LP sunkumo forma

nuo kontrolinés grupés. Panasius pokycius nustaté ir keletas kity moksliniy grupiy.
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Pavyzdziui, Chang su kolegomis, tyrinédami ortodontitnés apkrovos jtakg miRNR raiSkai
periodonto audiniuose, nustaté, kad tempimo jégy veikiamuose audiniuose iSaugusi miR-195-
5p raiska slopino osteogening diferenciacijg (Chang ir kt., 2017). Tuo tarpu Griinhagen su
bendraautoriais nustaté, kad miR-195-5p reguliuoja osteoblasty diferenciacijoje svarbiy geny
raiska, 0 padidéjusi jos raiska sutrikdo kauly morfogeninio baltymo funkcijas (Griinhagen ir
kt., 2015). LP pazeistuose audiniuose padidéjusia raiSka i$siskyré ir miR-146a-5p. Panasius
sios miRNR raiskos pokyc¢ius LP sergan¢iyjy danteny audiniuose taip pat nustaté Motedayyen
tyréjy grupé (Motedayyen ir kt., 2015) — miR-146a-5p raiskos padidéjimas nustatytas ir P.
gingivalis lipopolisacharidy (LPS) paveiktoje peliy pirminéje B lgsteliy kultiiroje. Nustatyta,
kad miR-146a-5p, reguliuodama NF-kB signaliniame kelyje dalyvaujancios kinazés IRAK1
raiska, slopina uzdegiminiy citokiny gamyba B lastelése, taip inhibuodama uzdegiminius
procesus periodonto audiniuose (Jiang ir kt., 2018). Sios miRNR veikima per minéta signalinj
kelig taip pat parodé Hung atliktas tyrimas. Nustatyta, kad miR-146a-5p, slopindama NF-«xB
signalinj kelig, skatina periodonto rai$¢io lasteliy diferenciacija (Hung ir kt., 2010). Taigi
labiausiai padidéjusia raiska periodonto audiniuose pagrindinése lyginamosiose ir blogesne
prognoze rodanciy LP klinikiniy-patologiniy rodikliy grupése pasizyméjusios miRNR LP
vystymasi gali veikti skirtingai — vienos skatina kaulinio audinio ardymo procesus, kitos,
slopindamos uzdegiminiy citokiny sekrecijg ir pernasa, veikia prieSuzdegimiskai.

miRNR analizé organizmo skysciuose. Siekiant jvertinti tiriamyjy miRNR
diagnosting verte, atlikta miRNR analizé organizmo skysc¢iuose. miRNR analiz¢ tiriamyjy
seilése, parodé tendencingai padidéjusj cirkuliuojanéiy miR-145-5p ir -195-5p kiekj LP
sergan¢iyjy meginiuose ir su sunkesne ligos stadija siejamy LP klinikiniy-patologiniy rodikliy
grupése (periapikaliniy kaulineés destrukcijos Zidiniy buvimas ir didesnis neteikty danty
skaicius). Literatiiriniy duomeny, susijusiy su keturiy Siame darbe tiriamy miRNR skirtumais
periodonto ligomis serganciy asmeny seiliy méginiuose publikuota kol kas néra. Vis délto
artimiausias nagrinéjamai tematikai buvo Han ir kolegy atliktas tyrimas (Han ir kt., 2020.
Autoriai pastebéjo, kad Sios miR-146a-5p Kiekis buvo reik§mingai padidéjes LP serganciy
tiriamyjy seiliy ekstralgstelinése puslelése, palyginus su necentrifuguotais seiliy méginiais
(Han ir kt., 2020). miRNR analizé LP sergan¢iy asmeny grupés plazmos méginiuose parodé
tendencinga miR-195-5p kiekio padidéjimg ir statistiSkai reik§minga miR-140-3p kiekio
sumazéjima. Kity su LP susijusiy tyrimy, kuriuose miisy pasirinktos miRNR biity tirtos LP
serganCiyjy asmeny plazmos méginiuose, kol kas néra. Tac¢iau svarbu paminéti, kad seiliy ir
plazmos miR-146a-5p bei plazmos miR-140-3p, -145-5p, -195-5p gana placiai analizuojamos

kity susirgimy, pavyzdziui, jvairiy véziniy, Sirdies ligy, II tipo diabeto, osteoartrito ir kity ligy
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tyrimuose, daznai siekiant iStirti jy, kaip potencialiy tam tikros ligos biozymeny, diagnostinj
potencialg.

miRNR sasajos su LP liga moduliuojandiais veiksniais ir demografiniais
rodikliais. Siekiant jvertinti su LP patogeneze glaudziai susijusios autoimuninés ligos — RA —
jtakg miRNR raiSkai, buvo atlikta periodonto audiniy, seiliy ir kraujo plazmos miRNR
analizé. Jvairiose RA serganciyjy grupése buvo nustatytas tendencingas miR-140-3p kiekio
padidéjimas. Nors tyrimy, analizuojanciy $ios miRNR raiskos skirtumus RA pazeistuose
audiniuose néra daug, pateikiami rezultatai yra kontraversiski. Pavyzdziui, Peng su
bendraautoriais atlikta sinovijos audinio miRNR analiz¢ parodé, kad RA serganciy asmeny
audiniuose miR-140-3p raiska buvo reikSmingai sumazéjusi (Peng ir kt., 2016). Skirtingus
rezultatus galéjo nulemti skirtingy tyrimuose naudoty audiniy specifinés savybés. Sio tyrimo
miRNR analizé RA serganciyjy organizmo skysciuose parodé plazmoje cirkuliuojan¢ios miR-
140-3p kiekio sumaz¢jima, kurig pastebéjo ir Yin ir kt., atlik¢ su RA glaudziai susijusios ligos
osteoartrito paveikty asmeny sinovijos skys¢io miRNR analize (Yin ir kt., 2017). Verta
paminéti, kad RA serganciyjy periodonto audiniuose taip pat nustatyta sumazejusi miR-145-
5p raiSka, palyginus su sveiky asmeny grupe. Panasius Sios miRNR raiskos skirtumus in vitro
tyrimais nustaté Dinesh su kolegomis, kurie pastebéjo, kad sumazéjusi miR-145-5p raiska gali
slopinti sinoviocity proliferacijos procesus, reguliuvodama Wnt/B-katenino signalinj kelig
(Dinesh ir kt., 2020). Taigi sumazéjes miR-140-3p ir -145-5p kiekis RA serganciy asmeny
plazmoje gali biiti siejamas su organizme slopinamais Igsteliy proliferacijos ir diferenciacijos
procesais, kurie taip pat svarbis ir LP ligos vystymesi.

Tyrimo metu taip pat jvertintos organizmo skysciuose analizuoty miRNR sgsajos su
demografiniais rodikliais — lytimi ir amziumi. Remiantis gautais rezultatais vyry grupéje
nustatytas reik§mingai sumazgj¢s seiliy miR-146a-5p ir padidéjes seiliy miR-145-5p bei
plazmos miR-140-3p kiekis, palyginus su motery grupe. Tokie pokyciai gali buti siejami su
didesniu jy polinkiu sirgti LP. PanaSi tendencija taip pat uzfiksuota Eke ir kolegy tyrime,
kuriame nustatyta, kad LP vyrai serga mazdaug 3 kartus dazniau nei moterys (Eke ir kt.,
2012). Sio straipsnio autoriai taip pat pastebéjo, kad sergamumas LP didéja su amZiumi.
Panasig priklausomybe nuo amziaus galima jzvelgti ir §Siame tyrime. Palyginus su ikipensinio
amziaus tiriamaisiais, pensinio amziaus asmeny grup¢je nustatytas reikSmingai didesnis seiliy
ir plazmos miR-195-5p, bei mazesnis seiliy miR-140-3p kiekis. Tokiy poky¢iy sasajas su LP
bty galima aiskinti specifine Sioms miRNR priskiriama funkcija kaulinio audinio
formavimosi metu: padidéjes miR-195-5p kiekis gali rodyti aktyvesnj Sios kaulo
atsinaujinimo procesus slopinanc¢ios miRNR veikima, o sumazéjes miR-140-3p kiekis —

nuslopintg osteoblasty diferenciacija.
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miRNR diagnostinio potencialo vertinimas. Sio tyrimo metu jvertinus visy tirty
seilése ir kraujo plazmoje cirkuliuojan¢iy miRNR diagnostine verte, didziausias diagnostinis
potencialas buvo buidingas seiliy visy miRNR (miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p)
(AUC = 0,66) bei plazmos miR-145-5p ir -195-5p (AUC = 0,64) kombinacijai. [Sanalizavus
moksling literattirg rastas tik vienas tyrimas, kuriame buvo vertinama seiliy miR-146a-5p
diagnosting verté. Jau minéto tyrimo metu nustatyta, kad su uzlgstelinémis ptislelémis
asocijuotos miRNR pasizymi dideliu diagnostiniu potencialu (AUC = 0,96) ir potencialiai
galéty biti panaudotos, kaip biozymenys LP diagnostikai (Han ir kt., 2020).

Sio tyrimo metu ne visus mikrogardelémis tirty miRNR raiskos skirtumus pavyko
validuoti AT-kPGR metodu. Tokie neatitikimai galéjo atsirasti dél nevienodos tiriamyjy
méginiy imties, technologijy veikimo ar duomeny analizés principy skirtumy. Vis délto,
remiantis moksline literatiira, $i miRNR raiskos tyrimy metody kombinacija yra patikrinta ir
placiai taikoma. Didelio naSumo mikrogardeliy technologija leidzia identifikuoti didelj
skai€iy su tiriamagja liga galimai susijusiy miRNR, kuriy raiskos pokyciai didesnéje méginiy
imtyje tikrinami jau kur kas jautresniu ir specifiSkesniu kiekybinés PGR metodu (Pritchard ir
kt., 2012). Tyrimo metu atliktas miRNR kiekio palyginimas tarp dviejy analizuojamyjy
skys¢iy parodé, kad miR-146a-5p ir -195-5p kiekis plazmoje yra reik§mingai didesnis, o -145-
5p — maZesnis nei seilése. Tokie rezultatai rodo iy miRNR specifiSkumg tam tikram skysciui,
1 kurj turi buiti atsizvelgta siekiant panaudoti jas kaip biozymenis neivazyviai LP diagnostikai.

Remiantis Siame tyrime gautais rezultatais, nustatyti reikSmingi analizuoty miRNR
raiskos ir kiekio skirtumai LP serganciyjy periodonto audiniuose, seilése bei kraujo plazmoje.
Atlikta analiz¢é taip pat rodo, kad egzistuoja reik§mingos sasajos su LP eiga susijusiais
Klinikiniais-patologiniais rodikliais bei $ig liga moduliuojanciais veiksniais. Vis délto, siekiant
Sias sgsajas patvirtinti ir tiksliau jvertinti tiriamyjy miRNR vertg¢ LP diagnostikai, aprasytas

tyrimas bus tesiamas didesnéje méginiy imtyje (N = 240).
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ISVADOS

1. Leétiniu periodontitu serganc¢iyjy periodonto audiniuose nustatyta 177 reikSmingai
pakitusios raiSkos miRNR: 140 — padidéjusios ir 37 — sumazgjusios raiskos (P
<0,050).

2. Létiniu periodontitu serganciy asmeny periodonto audiniuose nustatyta reikSmingai
padidéjusi miR-145-5p (P < 0,001), -140-3p (P = 0,006) raiska, palyginus su
periodontologisSkai sveikais asmenimis. Sunkig nuo vidutinés periodontito formos
skiria padidéjusi miR-145-5p (P = 0,016) raiska, viduting nuo kontrolés — iSaugusi
miR-195-5p (P = 0,029) raiska.

3. miR-140-3p sumazéjimas nustatytas 1étiniu periodontitu sergan¢iy asmeny plazmoje
(P = 0,049). Daugiau miR-145-5p nustatyta létiniu periodontitu serganciyjy, tiriamyjy
su periapikaliniais kaulinés destrukcijos Zidiniais bei netekusiy > 6 danty netekusiy
asmeny seilése; daugiau miR-195-5p nustatyta létiniu periodontitu serganciy ir > 6
danty netekusiy asmeny seilése ir kraujo plazmoje, taciau skirtumai nebuvo statistiskai
reikSmingi.

4. Auksciausias diagnostinis potencialas buvo buidingas visy keturiy tiriamyjy seilése
cirkuliuojan¢iy miRNR (AUC = 0,66; P = 0,027) ir plazmos miR-145-5p/-195-5p
(AUC = 0,64; P = 0,040) kombinacijoms.
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Su uZdegimu susijusiy miRNR tyrimai létinio periodontito diagnostikai

Genetikos magistriniy studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Létinis periodontitas (LP) — viena labiausiai paplitusiy uzdegiminiy ligy, kuria serga
20-50 % populiacijos. Negydomas LP didina rizikg susirgti kitomis sisteminémis ligomis,
tokiomis kaip diabetas, reumatoidinis artritas (RA) ar vézys. Dél besimptomeés ligos pradzios
ir tik klinikine apzitira paremty diagnozavimo btidy, LP daznai nustatomas per vélai, kai
dantis palaikantys strukttiriniai audiniai jau biina negrjztamai pazeisti. LP vystymosi metu
pakinta su uzdegimu susijusiy miRNR raiSka, kuri atsispindi ligos pazeistuose burnos
audiniuose. Siy miRNR kiekio poky¢iais organizmo skyséiuose paremti metodai jgalinty
ankstyva, neinvazing LP diagnostika.

Siuo darbu siekta mikrogardeliy ir atvirkstinés transkriptazés PGR metodu istirti
periodonto audiniy miRNR profilj ir remiantis gautais rezultatais atrinkti su LP susijusias
miRNR tyrimams organizmo skys¢iuose (seilése ir kraujo plazmoje) bei jvertinti atrinkty
miRNR diagnostinj potenciala.

Tyrimo metu LP paveiktuose audiniuose nustatyta statistiSkai reikSmingai iSaugusi
miR-145-5p (P < 0,001) ir -140-3p (P = 0,006) raiska. Taip pat nustatyta, jog sunkig LP forma
nuo vidutinés skiria padidéjusi miR-145-5p (P = 0,016) , o viduting nuo kontrolés — padidéjusi
miR-195-5p (P = 0,029) raiska. miRNR analize LP sergan¢iy asmeny plazmoje nustatytas
miR-140-3p (P = 0,049) sumazéjimas. Taip pat jvertinta, kad didZiausiu diagnostiniu
potencialu pasizyméjo visy keturiy tiriamyjy seiliy miRNR (AUC = 0,66; P = 0,027) ir
plazmos miR-145-5p/-195-5p (AUC = 0,64; P = 0,040) kombinacija.

Tyrimas parodé¢, kad analizuotos miRNR yra svarbios LP patogenezgje ir siejasi su LP
Klinikiniais-patologiniais bei $ig ligg moduliuojanciais veiksniais. Vis délto siekiant patvirtinti

nustatytas sgsajas reikalingi tolimesni, didesnés apimties tyrimai.
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SUMMARY

Chronic periodontitis (CP) is a highly prevalent inflammatory disease affecting 20-
50% of the human population worldwide. When left untreated, CP increases the risk of some
other systemic diseases such as diabetes, rheumatoid arthritis (RA) and cancer. Due to the
asymptomatic onset of the disease and out-dated diagnostic methods, most of the cases are
diagnosed at an advanced stage when the supporting tissues of the tooth are already
irreversibly damaged. The development of CP is highly associated with a number of
differentially expressed miRNAs that may be identified in the damaged oral epithelium and
periodontal tissues. Novel methods based on the assessment of circulating miRNA level in
human bodily fluids may be applied as a non-invasive tool for early CP diagnosis.

The aim of the current study was to evaluate miRNA expression profile in periodontal
tissues by means of miRNA microarray technology and reverse transcription PCR technique
to select CP-associated miRNAs and analyse them in bodily fluids (saliva and blood plasma)
and to evaluate their diagnostic potential.

The expression of miR-145-5p (P <0.001) and -140-3p (P = 0.006) was significantly
upregulated in CP-affected tissues. Moreover, the expression of miR-145-5p (P = 0.016) was
associated with advanced stage CP, while upregulation of miR-195-5p (P = 0.029) was
specific for moderate stage of CP, compared with healthy controls. Decreased level of miR-
140-3p (P = 0.049) was observed in plasma samples from CP patients. The highest
discriminatory power was assessed for combination of all four salivary miRNAs (AUC =
0.66; P = 0.027) and plasma miR-145-5p /-195-5p (AUC = 0.64; P = 0.040).

The current study has shown that four miRNAs play an important role in the
pathogenesis of CP. Selected miRNAs were found to be associated with clinical-pathological
factors of CP and other modulating factors of the disease. However, further investigations are

necessary to confirm these findings.

65



LITERATUROS SARASAS

Internetiniai $altiniai

miRBase Release 22.1 [elektroninis iSteklius]. ManSesteris, JK, 2018. Prieiga per interneta:
http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl [Zitréta: 2020 m. birzelio 10 d.)

dentalcare.com [internetiné svetainé] https://www.dentalcare.com/en-us/professional-
education/ce-courses/ce592/the-periodontium)

Knygos

FDI, World Dental Federation. The Challenge of Oral Disease — A call for global action. The
Oral Health Atlas. 2nd ed. Geneva. 2015.

Straipsniai

1. Adami B, Tabatabaeian H, Ghaedi K, Talebi A, Azadeh M, Dehdashtian E. miR-146a is
deregulated in gastric cancer. J Cancer Res Ther. 2019;15(1):108-114.

2. Al-Modawi RN, Brinchmann JE, Karlsen TA. Multi-pathway Protective Effects of
MicroRNAs on Human Chondrocytes in an In Vitro Model of Osteoarthritis. Mol Ther
Nucleic Acids. 2019;17:776-790.

3. AlJehani YA. Risk factors of periodontal disease: review of the literature. Int J Dent.
2014;2014:182513.

4. Alminana-Pastor PJ, Boronat-Catala M, Mic6-Martinez P, Bellot-Arcis C, Lopez-Roldan
A, Alpiste-lllueca FM. Epigenetics and periodontics: A systematic review. Med Oral Patol
Oral Cir Bucal. 2019;24(5):¢659-¢672.

5. Amaliya A, Laine ML, Delanghe JR, Loos BG, Vam Wijk AJ, Van der Velden U. Java
project on periodontal diseases: periodontal bone loss in relation to environmental and
systemic conditions. J. Clin. Periodontol. 2015;42, 325-332

6. Andus T, Daig R, Vogl D. Imbalance of the interleukin 1 system in colonic mucosa—
association with intestinal inflammation and interleukin 1 receptor agonist genotype 2.
Gut. 1997;41(5):651-7.

7. Anusaksathien O, Sukboon A, Sitthiphong P, Teanpaisan R. Distribution of interleukin-
1B+3954 and IL10—889 genetic variations in a Thai population group. J Periodontol.
2003;74(12):1796-802.

8. Apatzidou DA, Kinane DF. Nonsurgical mechanical treatment strategies for periodontal
disease. Dent. Clin. North Am. 2010;54, 1-12.

66


http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl
https://www.dentalcare.com/en-us/professional-education/ce-courses/ce592/the-periodontium
https://www.dentalcare.com/en-us/professional-education/ce-courses/ce592/the-periodontium

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Ari G, Cherukuri S, Namasivayam A. Epigenetics and Periodontitis: A Contemporary
Review. J Clin Diagn Res. 2016;10(11)

Armitage GC Development of a classification system for periodontal diseases and
conditions. Ann. Periodontol, 1999;4, 1-6

Arun R, Hemalatha R, Arun KV, Kumar T. E-cadherin and CD1a expression in gingival
epithelium in periodontal health, disease and post-treatment. Indian J Dent Res.
2010;21:396-401.

Krom BP, Kidwai S, ten Cate JM, Candida and other fungal species forgotten players of
healthy oral microbiota, J. Dent. Res. 2014 93 (5)445-451.

Bagavad Gita J, George AV, Pavithra N, Chandrasekaran SC, Latchumanadhas K,
Gnanamani A. Dysregulation of miR-146a by periodontal pathogens: A risk for acute
coronary syndrome. J Periodontol. 2019;90(7):756-765.

Baker RG, Hayden MS, Ghosh S. NF-«kB, inflammation, and metabolic disease. Cell
Metab. 2011;13(1):11-22.

Belibasakis GN, Bostanci N. The RANKL-OPG system in clinical periodontology. J of
Clin Periodontol. 2012;39(3):239-248.

Bellissimo T, Tito C, Ganci F, ir kt. Argonaute 2 drives miR-145-5p-dependent gene
expression program in breast cancer cells. Cell Death Dis. 2019;10(1):17.

Bodet C, Chandad F, Grenier D. Inflammatory responses of a macrophage/epithelial cell
co-culture model to mono and mixed infections with Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, and Tannerella forsythia. Microb Infect. 2006;8(1):27-35.

Neville BW, Damm DD, Allen CM, Chi AC, 7 - Viral Infections, Editor(s): Brad W.
Neville, Douglas D. Damm, Carl M. Allen, Angela C. Chi, Color Atlas of Oral and
Maxillofacial Diseases, Elsevier. 2019;141-168,

Brett PM, Zygogianni P, Griffths GS. Functional gene polymorphisms in aggressive and
chronic periodontitis. J Dent Res. 2005;48(12):1149-53.

Campellone KG, Webb NJ, Znameroski EA, Welch MD. WHAMM is an Arp2/3 complex
activator that binds microtubules and functions in ER to Golgi transport. Cell
2008;134:148-161.

Cantley M.D, Bartold, PM, Marino V, Fairlie, DP, Le GT, Lucke, AJ and Haynes DR,
Histone deacetylase inhibitors and periodontal bone loss. J Periodontal Res, 2011;46: 97-
703.

Catrina, A., Svensson, C., Malmstrom, V. ir kt. Mechanisms leading from systemic
autoimmunity to joint-specific disease in rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol 2017;13,
79-86.

67



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Cavalla F, Biguetti CC, Garlet TP, Trombone APF, Garlet GP. Inflammatory pathways of
bone resorption in periodontitis. In: Bostanci N, Belibasakis G, editors. Pathogenesis of
Periodontal Diseases. Cham: Springer. 2018;59-85.

Cekici A, Kantarci A, Hasturk H, Van Dyke TE. Inflammatory and immune pathways in
the pathogenesis of periodontal disease. Periodontol 2000. 2014;64(1):57-80.

Chai L, Kang XJ, Sun ZZ, ir kt. MiR-497-5p, miR-195-5p and miR-455-3p function as
tumor suppressors by targeting hTERT in melanoma A375 cells. Cancer Manag Res.
2018;10:989-1003.

Chang, M, Lin, H, Fu, H, Wang, B, Han, G, Fan, M. MicroRNA-195-5p regulates
osteogenic differentiation of periodontal ligament cells under mechanical loading. J Cell
Physiol. 2017; 232: 3762— 3774.

Cirnigliaro M, Barbagallo C, Gulisano M, ir kt. Expression and Regulatory Network
Analysis of miR-140-3p, a New Potential Serum Biomarker for Autism Spectrum
Disorder. Front Mol Neurosci. 2017;10:250.

Claudino M, Trombone AFP, Cardoso CR. The broad effects of the functional IL-10
promoter-592 polymorphism: modulation of IL-10, TIMP-3, and OPG expression and their
association with periodontal disease outcome. J Leukoc Biol. 2008;48(6):1565-73.

Cui L, Sun YP, Li DG, Wang SH, Shao D. Transforming growth factor-betal rs1800469
polymorphism and periodontitis risk: a meta-analysis. Int J Clin Exp Med.
2015;8(9):15569-74.

Reznik DA Oral manifestations of HIV disease, topics in HIV medicine : a publication of
the international AIDS society, USA 2005;13(5)143-148.

da Silva MK, de Carvalho ACG, Alves EHP, da Silva FRP, Pessoa LDS, Vasconcelos
DFP. Genetic Factors and the Risk of Periodontitis Development: Findings from a
Systematic Review Composed of 13 Studies of Meta-Analysis with 71,531 Participants. Int
J Dent. 2017;1914073.

Daing A, Singh SV, Saimbi CS, Khan MA, Rath SK. Cyclooxygenase 2 gene
polymorphisms and chronic periodontitis in a North Indian population: a pilot study. J
Periodontal Implant Sci. 2012;42(5):151-157.

de Brito RB Jr, Scarel-Caminaga RM, Trevilatto PC, de Souza AP, Barros SP.
Polymorphisms in the vitamin D receptor gene are associated with periodontal disease. J
Periodontol. 2004;75(8):1090-5.

de Faria Amormino SA, Ardao TC, Saraiva AM, Gomez RS, Dutra WO, da Costa JE.
Hypermethylation and low transcription of TLR2 gene in chronic periodontitis. Hum
Immunol. 2013;74:1231-6.

68



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

de Molon RS, Rossa C Jr, Thurlings RM, Cirelli JA, Koenders MI. Linkage of
Periodontitis and Rheumatoid Arthritis: Current Evidence and Potential Biological
Interactions. Int J Mol Sci. 2019;20(18):4541.

de Souza AP, Trevilatto PC, Scarel-Caminaga RM, de Brito RB, Line SR. Analysis of the
TGF-betal promoter polymorphism (C-509T) in patients with chronic periodontitis. J Clin
Periodontol. 2003;30(6):519-23.

Denli AM, Tops BB, Plasterk RH, Ketting RF, Hannon GJ (2004) Processing of primary
microRNAs by the Microprocessor complex. Nature 2004;432:231-235

Deo PN, Deshmukh R. Oral microbiome: Unveiling the fundamentals. J Oral Maxillofac
Pathol. 2019;23(1):122-128.

Desarda H, Gaikwad S. Matrix metalloproteinases & implication inperiodontitis—a short
review. J Dent Allied Sci. 2013;2(2):66—70

Dinesh P, Kalaiselvan S, Sujitha S, Rasool M. MiR-145-5p mitigates dysregulated Wnt1/p-
catenin signaling pathway in rheumatoid arthritis. Int Immunopharmacol. 2020;82:106328.
Donati M, Berglundh T, Hytonen AM, Hahn-Zoric M, Hanson LA, Padyukov L.
Association of the—159 CD14 gene polymorphism and lack of association of the —308
TNFA and Q551R IL-4RA polymorphisms with severe chronic periodontitis in Swedish
Caucasians. J Clin Periodontol. 2005;32(5):474-9.

Duncan HF, Smith AJ, Fleming GJ, Cooper PR. Histone deacetylase inhibitors
epigenetically promote reparative events in primary dental pulp cells. Exp Cell Res.
2013;319:1534-43.

Dutzan N, Gamonal J, Silva A, Sanz M, Vernal R. Over-expression of forkhead box P3
and its association with receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand, interleukin
(IL)-17, IL-10 and transforming growth factor-beta during the progression of chronic
periodontitis. J Clin Periodontol. 2009;36(5):396-403.

Dutzan N, Vernal R, Hernandez M, Dezerega A, Rivera O, Silva N, Aguillon JC, Puente J,
Pozo P, Gamonal J. Levels of interferon-gamma and transcription factor T-bet in
progressive periodontal lesions in patients with chronic periodontitis. J Periodontol.
2009;80(2):290-6.

Eke PI, Page RC, Wei L, Thornton-Evans G, Genco RJ. Update of the case definitions for
population-based surveillance of periodontitis. J. Periodontol. 2012;83:1449-1454.

Eke PI, Thornton-Evans G, Dye B, Genco R. Advances in surveillance of periodontitis: the
centers for disease control and prevention periodontal disease surveillance project. J
Periodontol 2012;83:1337-1342.

69



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Eke PI, Wei L, Thornton-Evans GO, et al. Risk Indicators for Periodontitis in US Adults:
NHANES 2009 to 2012. J Periodontol. 2016;87(10):1174-1185.

El Jilani MM, Mohamed AA, Zeglam HB, Alhudiri IM, Ramadan AM, Saleh SS, Elkabir
M, Amer IB, Ashammakhi N, Enattah NS. Association between vitamin D receptor gene
polymorphisms and chronic periodontitis among Libyans. Libyan J Med. 2015;10:26771.
Engebretson SP, Lamster IB, HerreraAbreu M, Celenti RS, Timms JM, Chaudhary AG, di
Giovine FS, Kornman KS. The influence of interleukin gene polymorphism on expression
of interleukin-1beta and tumor necrosis factor-alpha in periodontal tissue and gingival
crevicular fluid. J Periodontol. 1999;70:567—73.

Fassmann A, Holla LI, Buckova D, Vasku A, Znojil V, Vanek J. Polymorphisms in the
+252(a/G) lymphotoxinalpha and the —308(a/G) tumor necrosis factor-alpha genes and
susceptibility to chronic periodontitis in a Czech population. J Periodontal Res.
2003;38(4):394-9.

Fishman D, Faulds G, Jeffery R, Mohamed-Ali V, Yudkin JS, Humphries S, Woo P. The
effect of novel polymorphisms in the interleukin-6 (IL-6) gene on IL-6 transcription and
plasma IL-6 levels, and an association with systemic-onset juvenile chronic arthritis. J Clin
Invest. 1998;102:1369-76.

Fu YW, Li XX, Gong YQ, Xu HZ. Valacyclovir as an adjunct to full-mouth scaling and
root planing of advanced chronic periodontitis: a randomized clinical trial. Shanghai Kou
Qiang Yi Xue. 2014;23:103-106

Gao Y, Hao CD. Shanghai Kou Qiang Yi Xue. Expression of miR-146a in Saliva of
Chronic Periodontitis Patients and Its Influence on Gingival Crevicular Inflammation and
MMP-8/TIMP-1 Levels. J Stomatol 2018;27(3):309-312.

Garlet GP, Cardoso CR, Campanelli AP, Garlet TP, Avila-Campos MJ, Cunha FQ , ir kt.
The essential role of IFN-gamma in the control of lethal Aggregatibacter
actinomycetemcomitans infection in mice. Microb Infect. 2008;10(5):489-496.

Gemmell E, Seymour GJ. Cytokine profiles of cells extracted from humans with
periodontal diseases. J Den Res. 1998;77(1):16-26.

Gorur A, Balci Fidanci S, Dogruer Unal N, ir kt. Determination of plasma microRNA for
early detection of gastric cancer. Mol Biol Rep. 2013;40(3):2091-2096.

Grabner CP, Price SD, Lysakowski A, Cahill AL, Fox AP. Regulation of large dense-core
vesicle volume and neurotransmitter content mediated by adaptor protein 3. Proc Natl
Acad Sci U S A 2006;103:10035-10040.

70



58.

59.

60.

61.

62.
63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Griinhagen J, Bhushan R, Degenkolbe E, Jiger M., Knaus P, Mundlos S., Robinson PN,
Ott CE. MiR-497~195 Cluster MicroRNAs Regulate Osteoblast Differentiation by
Targeting BMP Signaling. J Bone Miner Res, 2015;30: 796-808.

Guangyue Li, Yuan Yue, Ye Tian, Jin-le Li, Min Wang, Hao Liang, Peixi Liao, Wings
T.Y. Loo, Mary N.B. Cheung, Louis W.C. Chow. Association of matrix metalloproteinase
(MMP)-1, 3, 9, interleukin (IL)-2, 8 and cyclooxygenase (COX)-2 gene polymorphisms
with chronic periodontitis in a Chinese population. Cytokine. 2012;60(2):552-560.

Ha M, Kim V. Regulation of microRNA biogenesis. Nat Rev Mol Cell Biol 2015;15:509-
524

Hajishengallis G, Korostoff JM. Revisiting the Page & Schroeder model: The good, the
bad and the unknowns in the periodontal host response 40 years later. Periodontol 2000.
2017;75(1):116-151.

Hammond SM. An overview of microRNAs. Adv Drug Deliv Rev. 2015;87:3-14.

Han MX, Ding C, Kyung HM. Genetic polymorphisms in pattern recognition receptors and
risk of periodontitis: Evidence based on 12,793 subjects. Human Immunology.
2015;76(7):496-504.

Haubek D ir kt. Risk of aggressive periodontitis in adolescent carriers of the JP2 clone of
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans in Morocco: a prospective
longitudinal cohort study. Lancet 2008:371, 237-242 (2008).

Heidari Z, Mahmoudzadeh-Sagheb H, Hashemi M, Ansarimoghaddam S, Moudi B,
Sheibak N. Association between IFN-y +874 A/T and IFN-yR1 (-611A/G, +189T/G and
+95C/T) gene polymorphisms and chronic periodontitis in a sample of Iranian population.
Int J Dent. 2015;2015.

Heidari Z, Moudi B, Mahmoudzadeh-Sagheb H. Immunomodulatory factors gene
polymorphisms in chronic periodontitis: an overview. BMC Oral Health 2019:19(1):29
Hofbauer LC, Neubauer A, Heufelder AE. Receptor activator of nuclear factor-kappaB
ligand and osteoprotegerin: Potential implications for the pathogenesis and treatment of
malignant bone diseases. Cancer. 2001;92(3):460-470.

Holla LI, Fassmann A, Stejskalova A, Znojil V, Vanek J, Vacha J. Analysis of the
interleukin-6 gene promoter polymorphisms in Czech patients with chronic periodontitis. J
Periodontol. 2004;75(1):30-6.

Holla LI, Hrdlickova B, Linhartova P, Fassmann A. Interferon-gamma +874A/T
polymorphism in relation to generalized chronic periodontitis and the presence of
periodontopathic bacteria. Arch Oral Biol. 2011;56(2):153-8.

71



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Honda T, Domon H, Okui T, Kajita K, Amanuma R, Yamazaki K. Balance of
inflammatory response in stable gingivitis and progressive periodontitis lesions. Clin Exp
Immunol. 2006;144:35-40.

Hu Q, Song J, Ding B, Cui Y, Liang J, Han S. miR-146a promotes cervical cancer cell
viability via targeting IRAK1 and TRAF6. Oncol Rep. 2018;39(6):3015-3024.

Huang H, Wang Y, Li Q, Fei X, Ma H, Hu R. miR-140-3p functions as a tumor suppressor
in squamous cell lung cancer by regulating BRD9. Cancer Lett. 2019;446:81-89.

Hung PS, Chen FC, Kuang SH, Kao SY, Lin SC, Chang KW. miR-146a induces
differentiation of periodontal ligament cells. J Dent Res. 2010;89(3):252-257.

Yang JS, Maurin T, Robine N, Rasmussen KD, Jeffrey KL, Chandwani R, ir kt. Conserved
vertebrate mir-451 provides a platform for Dicer-independent, Ago2-mediated microRNA
biogenesis. PNAS USA. 2010;107:15163-8.

Yangheng Zhang, Xiang Wang, Houxuan Li, Can Ni, Zhibin Du, Fuhua Yan, Human oral
microbiota and its modulation for oral health, Biomed Pharmacother 2018;99:883-893
Yin CM., Suen WCW, Lin S, Wu XM, Li G, Pan XH. Dysregulation of both miR-140-3p
and miR-140-5p in synovial fluid correlate with osteoarthritis severity. Bone Joint Res.
2017;6:612-618.

Ishihara Y, Nishihara T, Kuroyanagi T. Gingival crevicular interleukin-1 and interleukin-1
receptor antagonist levels in periodontally healthy and diseased sites. J Periodontal Res.
1997;32(6):524-9.

YulL,QuH,YuY,LiW, Zhao Y, Qiu G. LncRNA-PCAT]1 targeting miR-145-5p
promotes TLR4-associated osteogenic differentiation of adipose-derived stem cells. J Cell
Mol Med. 2018;22(12):6134-6147.

Yu T, Zhao L, Huang X, Ma C, Wang Y, Zhang J, ir kt. Enhanced activity of the
macrophage M1/M2 phenotypes and phenotypic switch to M1 in periodontal infection. J
Periodontol. 2016;87(9):1092-1102.

Yue J, Lau TCK, Griffith JF, ir kt. Circulating miR-99b-5p as a novel predictor of erosion
progression on high-resolution peripheral quantitative computed tomography in early
rheumatoid arthritis: A prospective cohort study. Int J Rheum Dis. 2019;22(9):1724-1733.
Yuwen DL, Sheng BB, Liu J, Wenyu W, Shu YQ. MiR-146a-5p level in serum exosomes
predicts therapeutic effect of cisplatin in non-small cell lung cancer. Eur Rev Med
Pharmacol Sci. 2017;21(11):2650-2658.

Albandar JM and Kingman A, “Gingival recession, gingival bleeding, and dental calculus
in adults 30 years of age and older in the United States, 1988—-1994,” J Periodontol,
1999;70(1,)30-43.

72



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

He J, Li Y, Cao X, Xue X Theoralmicrobiomediversityanditsrelation to human diseases,
Folia Microbiol. 2015;60:69-80.

Jenkins MR, Tsun A, Stinchcombe JC, Griffiths GM. The strength of T cell receptor signal
controls the polarization of cytotoxic machinery to the immunological synapse. Immunity
2009;31:621-631.

Jiang S, Hu Y, Deng S, ir kt. miR-146a regulates inflammatory cytokine production in
Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide-stimulated B cells by targeting IRAK1 but
not TRAF6. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis. 2018;1864(3):925-933.

Jiang W, Li T, Wang J, ir kt. miR-140-3p Suppresses Cell Growth And Induces Apoptosis
In Colorectal Cancer By Targeting PD-L1. Onco Targets Ther. 2019;12:10275-10285.
Jude J.A., Dileepan M., Subramanian S., Solway J., Panettieri R.A., Jr., Walseth T.F.,
Kannan M.S. miR-140-3p regulation of TNF-a-induced CD38 expression in human airway
smooth muscle cells. Am J. Physiol Lung Cell Mol Physiol 2012;303:L460-L468.
Kumaraswamy KL, Vidhya M. Human papilloma virus and oral infections: an update, J
Cancer Res Ther 2011;7(2):120-127.

Kaldahl WB, Kalkwarf KL, Patil KD, Molvar MP, Dyer JK. Long-term evaluation of
periodontal therapy: 1. Incidence sites break. down. J Periodontol. 1996;67, 103—108
Karasneh JA, Ababneh KT, Taha AH, Al-Abbadi MS, Marzouka N, Jaradat SM, Thornhill
MH. Association of vitamin D receptor gene polymorphisms with chronic and aggressive
periodontitis in Jordanian patients. Eur J Oral Sci. 2013;121(6):551-8.

Kassebaum, N. J. ir kt. Global burden of severe periodontitis in 1990-2010: a systematic
review and meta-regression. J. Dent. Res. 93, 1045-1053 (2014).

Khalaf H, Lonn J, Bengtsson T. Cytokines and chemokines are differentially expressed in
patients with periodontitis: possible role for TGF-betal as a marker for disease
progression. Cytokine. 2014;67(1):29-35.

Kiili M, Cox SW, Chen HY, Wahlgren J, Maisi P, Eley BM, ir kt. Collagenase-2 (MMP-8)
and collagenase-3 (MMP-13) in adult periodontitis: Molecular forms and levels in gingival
crevicular fluid and immunolocalisation in gingival tissue. J Clin Periodontol.
2002;29(3):224-232.

Kikuta J, Wada Y, Kowada T, Wang Z, Sun-Wada GH, Nishiyama I, ir kt. Dynamic
visualization of RANKL and Th17-mediated osteoclast function. J Clin Investig.
2013;123(2):866-873.

Kim VN, Han J, Siomi MC (2009) Biogenesis of small RNAs in animals. Nat Rev Mol
Cell Biol 10:126-139

73



96.

97.

98.

99.

Kinane D, Stathopoulou P, Papapanou P. Periodontal diseases. Nat Rev Dis Primers 3,
2017;17038

Kobayashi T, Ito S, Kuroda T. The interleukin-1 and Fcy receptor gene polymorphisms in
Japanese patients with rheumatoid arthritis and periodontitis. J Periodontol.
2007;78(12):2311-8.

Koyuncu OO, MacGibeny MA, Hogue IB, Enquist LW. Compartmented neuronal cultures
reveal two distinct mechanisms for alpha herpesvirus escape from genome silencing. PL0S
Pathog 2017;13(10):e1006608.

Kojima A, Kobayashi T, Ito S, Murasawa A, Nakazono K, Yoshie H. Tumor necrosis
factor-alpha gene promoter methylation in Japanese adults with chronic periodontitis and
rheumatoid arthritis. J Periodont Res. 2016;51:350-358.

100. Kornman KS, Crane A, Wang HY, di Giovine FS, Newman MG, Pirk FW. The

interleukin-1 genotype as a severity factor in adult periodontal disease. J Clin Periodontol.
1997;24:72-7.

101. Kornman KS. Mapping the Pathogenesis of Periodontitis: A New Look. Journal of

Periodontology, 79: 2008;1560-1568.

102. Larsson L ir kt. Regenerative medicine for periodontal and peri-implant diseases. J.

Dent. Res. 2016;95,255-266.

103. Lee Y, Hur I, Park SY, Kim YK, Suh MR, Kim VN (2006) The role of PACT in the

RNA silencing pathway. EMBO J 25:522-532.

104. Lee JW, Kobayashi Y, Nakamichi Y, Udagawa N, Takahashi N, Im NK, ir kt. Alisol-B,

a novel phyto-steroid, suppresses the RANKL-induced osteoclast formation and

prevents bone loss in mice. Biochem Pharmacol. 2010;80(3):352-361.

105. LiLL, Mao CD, Wang GP, Wang N, Xue AG. MiR-145-5p alleviates

hypoxia/reoxygenation- induced cardiac microvascular endothelial cell injury in
coronary heart disease by inhibiting Smad4 expression. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2020:;24(9):5008-5017.

106. Li M, Ren CX, Zhang JM, ir kt. The Effects of miR-195-5p/MMP14 on Proliferation

and Invasion of Cervical Carcinoma Cells Through TNF Signaling Pathway Based on
Bioinformatics Analysis of Microarray Profiling. Cell Physiol Biochem.
2018;50(4):1398-1413.

107. Lian F, Cui Y, Zhou C, Gao K, Wu L. Identification of a plasma four-microRNA panel

as potential noninvasive biomarker for osteosarcoma. PLoS One. 2015;10(3):e0121499.

74



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

Liang H, Huang W, Wang Y, Ding L, Zeng L. Overexpression of MiR-146a-5p
Upregulates INcRNA HOTAIR in Triple-Negative Breast Cancer Cells and Predicts
Poor Prognosis. Technol Cancer Res Treat. 2019;18:1533033819882949.

LiuY, Gao S, Du Q, Shao M. miR-146a and miR-152 in prostate cancer and
clinicopathological parameters. J BUON. 2019;24(4):1692-1699.

Liu QP, Wu TH, Zheng H, ir kt. MiR-140-3p overexpression activates the Wnt
signaling pathway to promote fracture healing. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2019;23(14):6011-6017.

Liu X, Zhu W, Wang L, Wu J, Ding F, Song Y. miR-145-5p suppresses osteogenic
differentiation of adipose-derived stem cells by targeting semaphorin 3A. In Vitro Cell
Dev Biol Anim. 2019;55(3):189-202.

Liu Z, Li Y, Luo Q. Relationship between CT signs and the expression of miR-146a in
colon cancer. Oncol Lett. 2018;16(5):6598-6602.

Locksley RM, Killeen N, Lenardo MJ. The TNF and TNF receptor superfamilies:
integrating mammalian biology. Cell. 2001;104(4):487-501.

Loe H, Theilade E, Jensen SB. Experimental gingivitis in man. J. Periodontol.
1965;36:177-187.

Loo WTY, Fan CB, Bai LJ, Yue Y, Dou YD, Wang M. Gene polymorphism and protein
of human pro- and anti-inflammatory cytokines in Chinese healthy subjects and chronic
periodontitis patients. J Transl Med. 2012;10:S8.

Loo WTY, Jin L, Cheung MNB, Wang M, Chow LWC. Epigenetic change in E-
cadherin and COX-2 to predict chronic periodontitis. J Transl Med. 2010;8:110.

Lu Q, Wu R, Zhao M, Garcia-Gomez A, Ballestar E. miRNAs as Therapeutic Targets in
Inflammatory Disease. Trends Pharmacol Sci. 2019;40(11):853-865.

Luo J, Pan J, Jin Y, Li M, Chen M. MiR-195-5p Inhibits Proliferation and Induces
Apoptosis of Non-Small Cell Lung Cancer Cells by Targeting CEP55. Onco Targets
Ther. 2019;12.

Ghannoum MA, Jurevic RJ, Mukherjee PK, Cui F, Sikaroodi M, Naqvi A, Gillevet PM,
Characterization of the oral fungal microbiome (mycobiome) in healthy individuals,
PLoS Pathog. 2010;6(1):e1000713.

Ma L, Bajic VB, Zhang Z. On the classification of long non-coding RNAs. RNA Biol.
2013;10(6):925-933.

Maintyld P, Stenman M, Kinane DF, Tikanoja S, Luoto H, Salo T, Sorsa T. Gingival
crevicular fluid collagenase-2 (MMP-8) test stick for chair-side monitoring of
periodontitis. J Periodontal Res. 2003;38(4):436-439.

75



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Martins MD, Jia Y, Larsson L, Almeida LO, Garaicoa-Pazmino C, Le JM, ir kt.
Epigenetic modifications of histones in periodontal disease. J Dent Res. 2016;95:215—
222,

Menezes R, Garlet TP, Letra A, Bramante CM, Campanelli AP, Figueira Rde C, ir kt.
Differential patterns of receptor activator of nuclear factor kappa B ligand/
osteoprotegerin expression in human periapical granulomas: Possible association with
progressive or stable nature of the lesions. Journal of Endodontia. 2008;34(8):932-938.
Mercado FB, Marshall RI, Klestov AC, Bartold PM. Relationship between rheumatoid
arthritis and periodontitis. J Periodontol. 2001;72(6):779-787.

Mi S, Zhang J, Zhang W, Huang RS. Circulating microRNASs as biomarkers for
inflammatory diseases. Microrna. 2013;2(1):63-71.

Michalowicz BS, Diehl SR, Gunsolley JC, Sparks BS, Brooks CN, Koertge TE,
Schenkein HA. Evidence of a Substantial Genetic Basis for Risk of Adult Periodontitis.
J Periodontol, 2000;1699-1707.

Miles GD, Seiler M, Rodriguez L, Rajagopal G, Bhanot G. Identifying
microRNA/MRNA dysregulations in ovarian cancer. BMC Res Notes. 2012;5:164.
Mombelli A, Casagni F, Madianos PN. Can presence or absence of periodontal
pathogens distinguish between subjects with chronic and aggressive periodontitis? A
systematic review. J Clin Periodontol 2002;10-21.

Morton RS ir Dongari-Bagtzoglou Al. Cyclooxygenase-2 Is Upregulated in Inflamed
Gingival Tissues. J Periodontol, 2001;72:461-4609.

Motedayyen H, Ghotloo S, Saffari M, Sattari M, Amid R. Evaluation of MicroRNA-
146a and Its Targets in Gingival Tissues of Patients With Chronic Periodontitis. J
Periodontol. 2015;86(12):1380-1385.

Muiioz-Carrillo JL, Castro-Garcia FP, Chavez-Rubalcaba F, Chavez- Rubalcaba I,
Martinez-Rodriguez JL, Hernandez-Ruiz ME. Immune system disorders:
Hypersensitivity and autoimmunity. In: Athari SS, editor. Immunoregulatory Aspects of
Immunotherapy. London: InTechOpen. 2018;1-30.

Naqgvi AR, Zhong S, Dang H, Fordham JB, Nares S, Khan A. Expression Profiling of
LPS Responsive miRNA in Primary Human Macrophages. J Microb Biochem Technol.
2016;8(2):136-143.

Nazir MA. Prevalence of periodontal disease, its association with systemic diseases and
prevention. Int J Health Sci (Qassim). 2017;11(2):72-80.

76



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Nikolopoulos GK, Dimou NL, Hamodrakas SJ, Bagos PG. Cytokine gene
polymorphisms in periodontal disease: a meta-analysis of 53 studies including 4178
cases and 4590 controls. J Clin Periodontol. 2008;35(9):754-67.

Noguchi S, Ukai T, Kuramoto A, Yoshinaga Y, Nakamura H, Takamori Y, ir kt. The
histopathological comparison on the destruction of the periodontal tissue between
normal junctional epithelium and long junctional epithelium. J Periodontal Res
2017;52.

Ntoumou E, Tzetis M, Braoudaki M, Lambrou G., Poulou M., Malizos K, Stefanou N,
Anastasopoulou L, Tsezou A. Serum microRNA array analysis identifies miR-140-3p,
miR-33b-3p and miR-671-3p as potential osteoarthritis biomarkers involved in
metabolic processes. Clin Epigenetics. 2017;9:127

Okamura K, Hagen JW, Duan H, Tyler DM, Lai E. The mirtron pathway generates
microRNA-class regulatory RNAs in Drosophila. Cell. 2007;130:89-100.

Meisel PJ, Reifenberger R, Haase M, Nauck C, Bandt, Kocher T. Women are
periodontally healthier than men, but why don’t they have more teeth than men?
Menopause, 2008;15(2):270-275.

Pérez-Chaparro PJ, Duarte PM, Shibli JA, et al. The Current Weight of Evidence of the
Microbiologic Profile Associated With Peri-Implantitis: A Systematic Review. J
Periodontol. 2016;87(11):1295-1304.

Pérez-Chaparro PJ, Gongalves C, Figueiredo LC. Newly identified pathogens associated
with periodontitis: a systematic review. J Dent Res. 2014;93(9):846-858.

Planello AC, Singhania R, Kron KJ, Bailey SD, Roulois D, Lupien M. Pre-neoplastic
epigenetic disruption of transcriptional enhancers in chronic inflammation. Oncotarget.
2015;7:1-15.

Pollanen MT, Laine MA, lhalin R, Uitto VJ. Host-bacteria crosstalk at the dentogingival
junction. International Journal of Dentistry. 2012;2012(821383):1-14.

Prakash G, Umar M, Ajay S. COX-2 gene polymorphisms and risk of chronic
periodontitis: a case-control study and meta-analysis. Oral Diseases. 2015;21.

Preshaw PM, Taylor JJ. How has research into cytokine interactions and their role in
driving immune responses impacted our understanding of periodontitis? J Clin
Periodotol. 2011;38.

Pritchard CC, Cheng HH, Tewari M. MicroRNA profiling: approaches and
considerations. Nat Rev Genet. 2012;13(5):358-369.

Quinn J.J, Chang H.Y. Unique features of long non-coding RNA biogenesis and
function. Nat. Rev. Genet. 2016;17:47—62.

77



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Chan JJ, Tay Y. Noncoding RNA:RNA Regulatory Networks in Cancer. Int J Mol Sci.
2018;19(5):1310.

Ramirez-Salazar EG, Carrillo-Patifio S, Hidalgo-Bravo A, ir kt. Serum miRNAs miR-
140-3p and miR-23b-3p as potential biomarkers for osteoporosis and osteoporotic
fracture in postmenopausal Mexican-Mestizo women. Gene. 2018;679:19-27.

Rhodin K, Divaris K, North KE, Barros SP, Moss K, Beck JD, Offenbacher S. Chronic
periodontitis genome-wide association studies: gene-centric and gene set enrichment
analyses. J Dent Res. 2014 Sep;93(9):882-90.

Rodriguez A, Griffiths-Jones S, Ashurst JL, Bradley A. Identification of mammalian
microRNA host genes and transcription units. Genome Res. 2004;14:1902-1910.

Ruby JG, Jan CH, Bartel DP. Intronic microRNA precursors that bypass Drosha
processing. Nature 2007;448:83-6.

Saito A, Horie M, Ejiri K, ir kt. MicroRNA profiling in gingival crevicular fluid of
periodontitis-a pilot study. FEBS Open Bio. 2017;7(7):981-994.

Sakellari D, Katsares V, Georgiadou M, Kouvatsi A, Arsenakis M, Konstantinidis A.
No correlation of five gene polymorphisms with periodontal conditions in a Greek
population. J Clin Periodontol. 2006;33(11):765-70.

Sanchez-Pernaute, O, Ospelt, C, Neidhart, M, Gay, S. Epigenetic clues to rheumatoid
arthritis. J Autoimmun. 2008;30(1-2):12-20.

Sanz-Rubio D, Martin-Burriel I, Gil A. Stability of Circulating Exosomal miRNAs in
Healthy Subjects. Sci Rep. 2018;8(1):10306.

Schaefer AS, Richter GM, Nothnagel M. COX-2 is associated with periodontitis in
europeans. Journal of Dental Research. 2010;89(4):384-388.

Setti G, Pezzi ME, Viani MV, ir kt. Salivary MicroRNA for Diagnosis of Cancer and
Systemic Diseases: A Systematic Review. Int J Mol Sci. 2020;21(3):907.

Shahrokhi Sz, Saeidi L, Sadatamini M, Jafarzadeh M, Rahimipour A, Kazerouni F. Can
miR-145-5p be used as a marker in diabetic patients? Arch Physiol Biochem. 2020;1-6.
Shapira, L, Wilensky, A. & Kinane, D. F. Effect of genetic variability on the
inflammatory response to periodontal infection. J. Clin. Periodontol. 2005;32:72—-86
Shimizu C, Kim J, Stepanowsky P, ir kt. Differential expression of miR-145 in children
with Kawasaki disease. PL0oS One. 2013;8(3):e58159.

Shiroddria S, Smith J, McKay 1J, Kennett CN, Hughes FJ. Polymorphisms in the IL-1A
gene are correlated with levels of interleukin-1a protein in gingival crevicular fluid of
teeth with severe periodontal disease. J Dent Res. 2000;79(11):1864-9.

78



162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Shomali N, Shirafkan N, Duijf PHG, ir kt. Downregulation of miR-146a promotes cell
migration in Helicobacter pylori-negative gastric cancer. J Cell Biochem.
2019;120(6):9495-9505.

Smit MD, Westra J, Vissink A, ir kt. Periodontitis in established rheumatoid arthritis
patients: A cross-sectional clinical, microbiological and serological study. Arthritis Res
Ther. 2012;14:222.

Soga Y, Nishimura F, Ohyama H, Maeda H, Takashiba S, Murayama Y. Tumor
necrosis factor-alpha gene (TNFa)—1031/-863,-857 single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) are associated with severe adult periodontitis in Japanese. J Clin Periodontol.
2003;30(6):524-31.

Solhjoo S, Mahmoudzadeh-Sagheb H, Heidari Z, Hashemi M, Rigi Ladez MA.
Association between TNF-a (— 308 G — a) gene polymorphism and chronic
periodontitis. Zahedan J Res Med Sci. 2014;16(2):10-4

Song B, Zhang YL, Chen LJ, Zhou T, Huang WK, Zhou X, ir kt. The role of Toll-like
receptors in periodontitis. Oral Diseases. 2017;23(2):168-180.

Stashenko P, Fujiyoshi P, Obernesser MS, Prostak L, Haffajee AD, Socransky SS.
Levels of interleukin 1 beta in tissue from sites of active periodontal disease. J Clin
Periodontol. 1991;18(7):548-54.

Stoecklin-Wasmer C, Guarnieri P, Celenti R, Demmer RT, Kebschull M, Papapanou
PN. MicroRNAs and their target genes in gingival tissues. J Dent Res. 2012;91(10):934-
940.

Su-Hwan Kim, Su-Yeon Lee, Yong-Moo Lee, Young-Kyoo Lee, MicroRNAS as
biomarkers for dental diseases, Singapore Dental Journal, 2015;36:18-12

Sun JL, Meng HX, Cao CF. Relationship between vitamin D receptor gene
polymorphism and periodontitis. J Periodontal Res. 2002;73(4):263-7.

Nakajima T, Honda T, Domon K. Periodontitis- associated up-regulation of systemic
inflammatory mediator level may increase the risk of coronary heart disease J
Periodontal Res, 2010;45(1)116-122

Nguyen-Hieu T, Khelaifia S, Aboudharam G, Drancourt M. Methanogenic archaea in
subgingival sites: a review, APMIS 2013;121(6)467-477.

Tachi Y, Shimpuku H, Nosaka Y. Vitamin D receptor gene polymorphism is associated
with chronic periodontitis. Life Sci. 2003;73(26):3313-21.

Teng L, Meng R. Long Non-Coding RNA MALAT1 Promotes Acute Cerebral
Infarction Through miRNAs-Mediated hs-CRP Regulation. J Mol Neurosci 69,
2019;494-504.

79



175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

Theilade E, Wright W. H, Jensen SB ir Loe H. Experimental gingivitis in man. J.
Periodontal Res. 1996;1:1-13.

Trombelli, L. ir kt. Modulation of clinical expression of plaque-induced gingivitis. II.
Identification of “high-responder” and “low-responder” subjects. J. Clin. Periodontol.
2004;31, 239-252.

Trombelli L, ScapoliC, Tatakis DN ir Grassi L. Modulation of clinical expression of
plaque-induced gingivitis: effects of personality traits, social support and stress. J. Clin.
Periodontol. 32, 2005;1143-1150.

Valinluck V, Sowers LC. Endogenous cytosine damage products alter the site
selectivity of human DNA maintenance methyltransferase DNMT1. Cancer Res.
2007;67:946-50.

Vikram V, Ramakrishnan T, Anilkumar K, Ambalavanan N. Changes in transforming
growth factor-betal in gingival Crevicular fluid of patients with chronic periodontitis
following periodontal flap surgery. J Clin Diagn Res. 2015;9(2):1.

W.G. Wade, Detection and culture of novel oral bacteria, oral microbial ecology, Curr.
Res. New Perspect. (2013) 27.

Wang L, Wu F, Song Y, ir kt. Long noncoding RNA related to periodontitis interacts
with miR-182 to upregulate osteogenic differentiation in periodontal mesenchymal stem
cells of periodontitis patients. Cell Death Dis. 2016;7(8):e2327. Published 2016; 11.
Wang XB, Li PB, Guo SF, ir kt. circRNA_0006393 promotes osteogenesis in
glucocorticoid-induced osteoporosis by sponging miR-145-5p and upregulating
FOXO1. Mol Med Rep. 2019;20(3):2851-2858.

Weng H, Yan Y, Jin Y.-H, Meng X.-Y, Mo Y.-Y, Zeng X.-T. Matrix metalloproteinase
gene polymorphisms and periodontitis susceptibility: a meta-analysis involving 6,162
individuals. Scientific Reports. 2016;6.

Wilczynski M, Zytko E, Szymanska B, ir kt. Expression of miR-146a in patients with
ovarian cancer and its clinical significance. Oncol Lett. 2017;14(3):3207-3214.

Xiao YQ, Freire-de-Lima CG, Schiemann WP, Bratton DL, Vandivier RW, Henson
PM. Transcriptional and translational regulation of TGF-beta production in response to
apoptotic cells. J Immunol. 2008;181:3575-85.

Xiong T, Du Y, Fu Z, Geng G. MicroRNA-145-5p promotes asthma pathogenesis by
inhibiting kinesin family member 3A expression in mouse airway epithelial cells. J Int
Med Res. 2019;47(7):3307-3319.

Zandbergen, D, Slot, D. E, Niederman, R.& Van der Weijden, F. A. The concomitant

administration of systemic amoxicillin and metronidazole compared to scaling and root

80



188.

189.

190.

191.

planing alone in treating periodontitis: = a systematic review =. BMC Oral Health 16,
27 (2016).

Zhang H, Jiang M, Liu Q, Han Z, Zhao Y, Ji S. miR-145-5p inhibits the proliferation
and migration of bladder cancer cells by targeting TAGLN2. Oncol Lett.
2018;16(5):6355-6360.

Zhang Y, Wen X, Hu XL, Cheng LZ, Yu JY, Wei ZB. Downregulation of miR-145-5p
correlates with poor prognosis in gastric cancer. Eur Rev Med Pharmacol Sci.
2016;20(14):3026-3030.

Zhang J, Chen H, Leung RKK, ir kt. Aberrant miR-145-5p/B-catenin signal impairs
osteocyte function in adolescent idiopathic scoliosis [published online ahead of print,
2018 Jun 15]. FASEB J. 2018;fj201800281.

Zhang S, Barros SP, Niculescu MD, Moretti AJ, Preisser JS, Offenbacher S. Alteration
of PTGS2 promoter methylation in chronic periodontitis. J Dent Res. 2010;89:133-7.

81



