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Hipotézis és a kutatdmunka hattere

Az emberi genom elsédleges feltérképezésének befejeztével a human genetika is 1j
iranyt vett, a kutatdsok egyre inkabb az eltérd Osszetételli gének, az egyszerli nukleotid
polimorfizmus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) felé fordultak. Mara bizonyossa valt,
hogy a genetikai tényezOknek kiemelkedd szerepe van szamos betegség kialakulasaban.

Az iny- és fogagybetegségek népbetegségnek tekinthetdek, hiszen a felndtt lakossag
tobb mint 50%-a inygyulladasban, megkdzelitleg 20%-a pedig destruktiv fogagybetegségben
szenved. A korszeri epidemioldgiai, klinikai és experimetalis vizsgalatok nagyszdmu
rizikdtényezd szerepét valdszinlisitik a betegség kialakuldséban. Ezek kozott a rossz szdj-
higiéné, a plakkakkumulaciot elésegité helyi plakkretencids tényezdk, occlusalis tulterhelés,
dohanyzés, emocionalis stressz, ¢letkor és nemi hovatartozés, az immunvédekezést csokkentd
altalanos betegségek, taplalkozasi hianybetegségek, az osteoporosis, és kordbban mar
manifesztalodott parodontitis. Emellett megjelennek a genetikai tényezok, s6t az etnikai
hovatartozas is. A hajlamosité gének halozata, amely szerepet jatszik a fogagybetegség
kialakuldsdnak pathomechanizmusaban még azonositasra var. Feltételezhetden tobb tucatra
tehetd azon gének szdma, amelyek valtozékonysaga, polimorfizmusa fogagybetegségre
hajlamositd tényezdként jatszhat szerepet. Emellett tényleges megjelenésiikben az adott
populéciora hato kdrnyezeti tényezok is szerepet jatszanak (gén-kornyezet kdlcsonhatas).

Vizsgélataink megkezdésekor csak az volt vilagos, hogy bizonyos populaciokban az
interleukin-1 (IL-1) gének ¢s a tumor nekrozis faktor-a (TNF-o) azok, melyek a
parodontitisre feltételezhetden hajlamositd genetikai tényezok. Az addig elvégzett vizsgalatok
azonban kiilonboz6 etnikai csoportokban nagyon kiilonb6zé eredményeket mutattak. Ezért is
volt fontos egy kifejezetten a kozép-kelet eurdpai populdcidt érintd atfogd genetikai-
genomikai vizsgalat kivitelezése, amelyt6l azt vartuk, hogy a szajhigiénés szokasokon
tulmutatdéan a hazai populdcioban a genetikai faktorok szerepére is fény deriil. Célunk az volt,
hogy a magyar lakossag nagy hanyadat érintd agressziv és kronikus parodontitis genetikai
hatterét behatobban megismerjiilk, a kialakuldsukban esetlegesen szerepet jatszo
génpolimorfizmusokat ¢€s ezek kolcsonhatésait feltérképezzik. Azt reméltiik, hogy
eredményeink 0j diagnosztikus stratégiak megalapozasahoz vezethetnek, s elésegithetik a
betegségekre valo hajlam korai felismerését, a betegség progresszidjanak primer kontrolljat,
és esetleg eldrevetithetik a rendellenességek jovobeni gyogyitasat a génterapia, valamint az
egyénre szabott hatékony terapias elvek eszkozrendszerével.

Mindezekkel szoros Osszefiiggésben végeztilkk a parodontalis gyulladas kiilonbozo
formainak diagnosztizalasaval és kezelésével kapcsolatos klinikai vizsgalatainkat, amelyek
kozvetleniil vagy kozvetve kapcsolodtak a mintagylijtéshez. Ide kapcsolddnak sejtbioldgiai
vizsgalataink, amelyhez a vizsgalati anyagot tigy nyertiik, hogy a megfeleld etikai engedélyek
birtokaban, természetesen a megfeleld klinikai indikacid esetén a paciensekbdl nemcsak
genomikai vizsgalathoz sziikséges nyalkahartya mintat, de fogak eltavolitdsa kapcsan
nyerhetd fogkornyéki és fogbélbdl szarmazo szovetmintakat is nyertiink, s ezeket kiilonb6zo




OTKA K-72385 zargjelentés - 2

aspektusok szerint jellemeztik. Ezek a kutatasok fontos informaciokkal egészitik ki
alapcélunkkal 6sszefliggd vizsgalati eredményeinket.

Elért eredménvyek, kidolgozott médszerek, eljarasok

1. Médszertani megalapozas

Els6 1épésként kozel 100 dnkéntestdl gylijtott nyalkahartya kaparékon tortént a vizsgalataink
megalapozasa. A Semmelweis Egyetem Parodontoldgiai Klinikajan jelentkezé paciensek
szajlregébdl specialis kefékkel vett kaparék mintdkbol tortént a DNS kivondsa, majd ezt
kovetden az egyes kivalasztott SNP-kre specifikus kimutatdsi eljaras elvégzése. Kezdetben
sajnos a genetikai informacio kinyerése nem sikeriilt az izolalt DNS-ek sériilése miatt. A
degradacio kivédése érdekében beallitottuk €s optimalizaltuk az alkalmazott NucleoSpin
Tissue Kit-tel végzett izolalasi, valamint a tarolasi methodikat. A DNS oldataink intaktsagat
B-actinnal végzett vizsgalatokban ellendriztiik, melynek soran minden esetben pozitiv
eredményt kaptunk erre a konstitutivan kifejez0d6 génre. Az egyszerii nukleotid
polimorfizmusok (SNP-k) kimutatasara a széles korben alkalmazot polimerdz lancreakciot
kovetd restrikCios fragmens hossz polimorfizmus (PCR-RFLP) médszert alkalmaztuk. Erre az
eljarasra jellemzo, hogy eredményessége a specifikus primerek altal PCR reakcié soran
felsokszorozott lancoknak a megfeleld enzimekkel torténd emésztésével és az ezt kovetd
gélelektroforézissel érhetd el. Kiinduldsi alapul a témaban mér megjelent publikaciok
szolgaltak, azonban az eldkisérletek soran megallapitottuk, hogy a leirt primerek koziil
tobbnek az oligonukleotid szekvencidja nem pontos, igy azok modositasat elvégeztiik.
Optimalizaltuk a PCR reakciok paramétereit, valamint 0j restrikciés enzimeket vontunk be
vizsgalatainkba, igy sikeresen bedllitottuk az egyes SNP-k kimutatdsara alkalmas
reakcidsorozatokat. Utdbbiakkal nagyobb biztonsaggal mutathatok ki a polimorfizmusaink.
Id6kozben kutatolaborunk egy az Applied Biosystems altal gyartott StepOne Real-time PCR
késziilékhez jutott, melynek segitségével gyorsabban ¢és egyszeriibben végezhetd el a
genotipizalds, igy a késobbiekben attértiink ennek az alkalmazédsdra. Az eszkdz bedllitasa
soran Ujraclemeztikk a mar genotipizadlt mintainkat, és minden esetben a kordbbival
megegyez0 eredményeket kaptunk.

2. Kidolgozott és alkalmazott modszerek

Szovetmintak.

A Semmelweis Egyetem Parodontologiai, Fogpodtlastani, Konzervaloéfogaszati Klinik4jan, és
az Orélis Diagnosztika Tanszékén, tovabba a Pécsi Tudomanyegyetem Arc-, Allcsont és
Szajsebészeti Tanszékén, valamint a Debreceni Egyetem Parodontoldgiai Tanszékén tortént a
mintagyiijtés, melynek sordn 432 oOnkéntes szajiiregébol vettiink nyalkahartya kaparékot,
melyeket a benne talalhato DNS izoldlasaig, majd azt kovetden is -20°C-on taroltuk.
Vizsgalatainkhoz rendelkeziink a 23/2002 V.9-es human kisérleteket szabalyoz6 EiM
rendeletben foglaltaknak megfeleldé TUKEB altal kiadott etikai engedéllyel (140/2006).
Mintavételt megelézéen a tanulmanyban résztvevé minden betegtdl betegtdjékoztato
attanulmanyozasa utdni aldirdssal hitelesitett beleegyezd nyilatkozatot kaptunk. A
mintagytijtést végzé fogorvosok részletes klinikai vizsgélatnak vetették ala az dnkénteseket,
melynek részét képezte az altalanos és csaladi anamnesis felvétele, valamint panoramardntgen
felvételeik elemzése a besorolas érdekében. A beleegyezd nyilatkozatok mellett a
dokumentacio részét képezte egy Klinikai adatlap kitoltése, melyen szextansonként a
legrosszabb értékeket feltiintetve rogzitettiik az inyrecesszid (GR), tasakmélység (PPD),
tapadasveszteség (CAL) értékeit mm-ben, valamint a szondazéaskor jelentkezd esetleges
vérzést (BOP) és a plakkindexet (PI). A nyalkahartya kaparékot minden alkalommal jo
altalanos egészségi allapotl, kraniofacidlis abnormalitastol mentes onkéntesektdl gyljtottiik,



OTKA K-72385 zargjelentés - 3

akiket a klinikai kép és a mért paraméterek alapjan az aldbbi 4 csoportba soroltuk: az
agressziv €s kronikus fogagybetegségben szenvedok, valamint a gingivitises €s egészséges
kontroll csoportok. Az egyes csoportok Osszetételét tablazatosan foglaltukossze:

parodontitis  parodontiis SINOIvti Kontroll
(AgP) N (%) (CP) N (%) (Gin) N (%) (Con) N (%)
Elemszam 65 (15%0) 166 (38,4%0) 97 (22,5%) 104 (24,1%)
Nemi eloszlas
férfi 19 (29,2%) 70 (42,2%) 41 (42,3%) 24 (23,1%)
nd 46 (70,8%) 96 (57,8%) 56 (57,7%) 80 (76,9%)
Eletkor
(atlag+ szoras) 42 +11 47 +13 35+13 35+11

(1) Az agressziv parodontitis jellemzoen fiatalabb korban jelentkezd, kifejezett vertikalis
csontpusztulassal jellemezhetd, gyorsan progredidld fogagybetegség, melynél altalaban a
paciens egyéni szajhigiéniaja jo, igy naluk altalaban kis mennyiségii dentalis plakk és fogkd
talalhat6 (ebbdl is latszik, hogy hatterében feltételezhetéen nagyobb szerephez jut az egyéni
immunstatus, ezaltal az egyes komponenseire haté génpolimorfizmusok). (2) A kronikus
parodontitis: lathatd, kifejezett horizontalis csontpusztulassal jellemezhetd, rossz
szajhigiénével és rendszerint sok supra-, subgingivalis fogkdvel parosithatd Osszetett klinikai
kép, melyre a nevébdl adodoan a lassu progresszio jellemz6. Ez alkotja a fogagybetegségek
legnépesebb csoportjat. (3) A gingivitis: reverzibilis, altaldban a rossz szajhigiéne miatt
hosszabb ideig jelen 1évd plakk altal kivaltott, csak az inyszélre lokalizdlddo, reverzibilis
gyulladas jellemzi, melynél a mélyebb szovetek integritisa megérzott. Végil (4) az
egészséges kontroll csoportba a megtartott, természetes fogazattal rendelkezd egészséges
parodontiummal rendelkezé (mind gingivalis, mind pedig parodontalis gyulladastol mentes)
paciensek tartoznak.

DNS izolalas és SNP genotipizalas

A szajnyalkahartya kaparékokat semianonimizéalas cé€ljabol eldszor specidlis kddszammal
lattuk el. Mintaink id6k6zben a Semmelweis Egyetem Biobank Halozatanak részévé valtak,
egyuttal megfelelve az uj feltételek altal tdmasztott szakmai és etikati kovetelményeknek. A
modositott protokoll szerint elvégeztiik a Nucleospin Tissue Kit-tel a DNS- izolalast. A kapott
oldatokat tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A DNS oldatok intaktsagat 1% agaroz
gélen torténd gélelektroforézissel ellendriztiik, mig koncentracidjat eleinte Qubit
fluorométerrel, a késdbbiekben viszont NanoDrop ND1000 spektrofotométer segitségével
hataroztuk meg (utobbi miiszer nagyban leegyszeriisitette és gyorsitotta ezt a lépést). A
genotipizalast 2 parhuzamossal végeztiik specialis Applied Biosystems-Tagman genotipizalo
tesztek segitségével StepOne AB Real Time PCR késziiléken. A reakcidkat 12,5 pl
Universal PCR Master Mix-bél, 0,625 ul Tagman SNP assay-bdl (20x) és 2,625ul PCR vizbdl
tevodik 0ssze. Az eredményeket az ABI altal mellékelt software analizélta és tette szamunkra
lathatova.

3. Statisztikai analizis modszertani megalapozdsa.

Eredményeinket Excel tablazatokban rdgzitettiik, tovabba ennek segitségével kalkulaltuk a
genotipus eloszlasokat, valamint az allélfrekvencidkat. A hagyomanyos, konvencionalis
statisztikai elemzéseket, nevezetesen a Khi2 probdkat a GraphPad Prism program
(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) segitségével kalkulaltuk. A
bonyolultabb Osszefiiggések elemzésére a Budapesti Miiszaki Egyetem Méréstechnika és
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Informécios Rendszerek Tanszék munkatarsaival kiépitett kapcsolat révén nyilt lehetségiink,
melyhez Ok biztositottdk a szakmai és szamitogépes hatteret. Segitségiikkel alkalmaztuk a
Bayes-i haldzat alapu tobbszintli valosziniiségi analizist, mely lehetévé teszi az asszocidciok
analizisét kiilonb6z0 absztrakciés szinteken: modell alapti paros valdszintiség (direkt
asszociacio), valtozo készletek valoszinlisége €s relevans valtozok statisztikai egyiitthatasai.
Elvégeztik a Bayes-i elemzés eredményét tobbvaltozos statisztikai analizis logisztikai
regresszids modellezéssel SPSS programmal is, eliilsé valtozo szelektalasos modszerrel
PIN=0,05 valdsziniiségi kiiszobbel a valtozd bevalasztashoz, valamint POUT=1 kizaro
kiiszobbel a valtozo kivételé¢hez.

4. A gyulladdsos fogagybetegség kialakuldsaban feltételezhetoen szerepet jatszo egyszerv
nukleotid polimorfizmusok eléfordulasa a magyar populdacioban

A 4 csoportba (agressziv, kronikus parodontitis, gingivitis és egészséges kontroll csoport)
sorolt 432 onkéntes DNS mintain az aldbbi 17 SNP genotipizalasat végeztiik el: IL-/a -889
A/G, IL-1p +3954 C/T, IL-1p -511 A/G, IL-10 -1082 C/T, TNF-a -308 A/G, TLR4 299 A/G,
TLR4 399 C/T, VDR -1056 A/G, TNF-a -1031 C/T, IL-10 -597 A/C, IL-6 -1363 G/T, CD14 -
260 A/G, COX2 -8474 AIG, ASPORIN -9659 C/T, MMP8 -799 A/G, VDR C/T, ANRIL A/C.
Az egyes SNP-k fobb adatait és a kimutatasukhoz felhasznalt specialis probakat az alabbi
tablazat tartalmazza:

TagMan SNP

SNP rs szam

Assay ID

IL-1a - rs1800587
o -889 C_9546481 20

IL-1B +3954 rs1143634
B +395 C_9546517 10
IL-1p -511 rs16944 C_ 1839943 10

IL-10 -1082(-1087) rs1800896
C_1747360_10

TNF-0 - rs1800629
. -308 C_7514879_10

; rs4986791
TLR-4 Thr399lle ¢ 11722237 20

TLR-4 Asp299Gl| rs4986790
sp299Gly C_11722238_20

VDR -1056 (Taq| 731236
(Taal) s C_2404008_10

TNF-a -1031 rs1799964
C_7514871_10

1L-10 -597(-592 rs1800872
0-597(-592) C_1747363_10

IL-6 -1363 1s2069827
C_15860047_10

CD14 -260(-159) rs2569190
C_16043997 10

COX2 -8474 15275

C_7550203_10




OTKA K-72385 zargjelentés - 5

ASPORIN -9659 rs10992350
C_1899080_10
MMP8 -799 rs11225395
C 1366493 10
rs 7132324
VDR C_30668769_10
rs1333048
ANRIL C_1754667 10

Elemzéseink soran minden esetben talaltunk példat a ritka allél megjelenésére, mely alapjan
kimondhatjuk, hogy a fenti gének nevezett polimorfizmusai a hazai populacioban is jelen
vannak. Statisztikai probakkal igazolt jelentdsebb kiilonbségeket az IL-15 +3954, CD14 -260,
ANRIL, TNF-a -1031 és az IL-6 -1363 esetében talaltunk az egyes csoportjaink kozott.

A ,Statisztikai analizis modszertani megalapozasa” pontban ismertetetteknek megfeleléen
eredményeinket két részre bontva taglaljuk az alabbiakban: Klasszikus statisztika és Bayes-
statisztika.

5. Eredmények

Klasszikus statisztika

A vizsgalatok négy kiilonboz6 populacio analizisére terjedtek ki, melyek a kronikus
parodontitis (CP), agressziv parodontitis (AgP) és gingivitis (Gin) tiinetekkel rendelkezd
betegek, illetve egy egészséges kontroll csoport (Con) mintait tartalmazta. A hagyomanyos
statisztikai eszkozok koziil khi-négyzet probat, illetve logisztikus regressziot alkalmaztunk a
fliggdségek vizsgalatara.

A CP+Con populéacioban (n=270) egyediil az IL-6 -1363 SNP mutatott filiggést a
kronikus parodontitissel (p=0.043), amely gyengén szignifikdnsnak tekinthetd, tobbszoros
hipotézistesztelés (THT) miatti korrekcional nem marad szignifikans. Logisztikus regresszios
elemzésnél a nem, valamint a kor mint kovaridnsok mellett az IL-6 -1363 is bekeriil a
regresszids modellbe (SPSS forward method, Wald statistics) kodzepesen szignifikans
elemként (p=0.016).

A AgP+Con populacidoban (n=169) az ANRIL SNP mutatott nominalisan szignifikans
fliggést az agressziv parodontitissel (p=0.045), amely egy THT korrekciot kdvetden szintén
elvesziti szignifikancidjat.

A Gin+Con populacioban (n=201) az IL-6 -1363 (p=0.005) és a TNF-a -1031
(p=0.011) SNP-k esetében detektalhato szignifikans fiiggés a gingivitissel.

Bayes-statisztika
A hagyomanyos statisztikak mellett Bayes-halo alapt statisztikai mdodszerek alkalmazasara is
sor keriilt, melynek hasznalata lehetévé teszi a tobbvaltozds statisztikai elemzést, és
normativan kezeli a tobbszords hipotézis tesztelés miatti korrekciot. Ezaltal szemben a
hagyomanyos statisztikai modszerekkel, lehetévé valik a gyengébb, trend jellegli eredmények
kezelése. E specialis statisztikai eljarasokkal modellezhetok a vizsgalt SNP-k kozotti
kolcsonhatasok. Ezeket az értékeléseket kollaboracios munka keretében végeztiik a Budapesti
Miszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem dolgozoival az Antal Péter és munkatarsai altal
kidolgozott eszkdzrendszer alkalmazasaval.

A BN-BMLA modszertan Bayes-halé alapi bayes-statisztikai elemzést végez,
melynek célja az erésen relevans tényezOk azonositdsa. A moddszer altal szamitott egyik
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mutatd erds relevancia a posteriori valoszintisége (Pr), amely egy adott SNP-nek a célvaltozé
(jelen esetben kronikus vagy agressziv parodontitis, illetve gingivitis) Markov-takard
halmazaba vald tartozasanak valdszintiségét jelenti. Ez lényegében egy adott valtozohoz
tartoz6 modell alapu asszocidcidos mutatd (a célvaltozohoz képest). Minél magasabb ez a
valészintiségi  érték (1-hez kozelebbi), annal relevansabb a valtozd6 a célvaltozo
szempontjabol. A modellek kialakitdsanal mind a kor, mind pedig a nem részét képezte a
vizsgalt tényezdknek.

A CP+Con populacidban az IL-6 -1363 SNP bizonyult kdzepesen relevansnak (Pr=0.475) a
kronikus parodontitis viszonylatdban a genetikai tényezok koziil. Ez azt jelenti, hogy egy
gyengébb, de jelenlévo hatasrol van szd, amit a klasszikus asszociacios teszt is jelez.

Az AgP+Con populéacidban harom SNP bizonyult relevansnak, az ANRIL (Pr=0.854),
a CD14 -260 (Pr=0.713) és az IL-15 +3954 (Pr=0.789). Ezek koziil csak az ANRIL esetében
jelzett fliggést a hagyomanyos asszociacios teszt, ami arra utal, hogy a tovabbi két SNP, a
CD14 -260 és az IL-15 +3954 interakcids tagként, tehat mas tényezokkel egyiittesen fejt ki
hatast.

A Gin+Con populacioban mind az IL-6 -1363 (Pr=0.919), mind a TNF-a -1031
(Pr=0.868) erdsen relevans tényezdnek mutatkozott a gingivitis viszonylataban.

Komplex modellvizsgalat

A Bayes-halo alapu statisztikai modszerek, mint az alkalmazott BN-BMLA, lehetévé teszik a
vizsgalt tényezOk kozotti fliggdségek feltérképezését, a tobbvaltozos fliggdségi mintdzatok
meghatarozasat. Mindez lehetdvé teszi, hogy atfogdbb képet kapjunk a targyteriilet
folyamatait meghataroz6 mechanizmusokrol.

Ennek érdekében egy komplex modell kialakitasat is megvizsgaltuk, amely egyiittesen
kezeli a kronikus és agressziv parodontitis, tovabbéa a gingivitis tlineti leirokhoz kapcsolodo
fliggési rendszert. A komplex modell alapvetd feltevése az volt, hogy a gingivitis, mint
megel6z6/kisérd tiinet jelen van kronikus illetve agressziv parodontitis esetében is, azonban
nem feltétleniil azonos mdédon. Kiilon vizsgaltuk a kronikus parodontitis €s a gingivitis, illetve
az agressziv parodontitis és a gingivitis Osszefliggésrendszerét is a teljes populacié alapjan
(n=432), és ezek tiikrében konstrudltunk egy lehetséges fliggdségi modellt.

IL-6 TNF-a
-1363 -1031
ANRIL (32'36104
N s
\ 7
L \ 4
Gingivitis \ //
\’, IL-18
_ +3954
/ P
/ -
Yy / - -
Kronikus Agressziv
parodontitis parodontitis

A krénikus parodontitis és a gingivitis fliggésrendszerében az lathatd, hogy a IL-6 -
1363 SNP valdjaban kozvetleniil a gingivitist befolyasolja, és ezen keresztiil hat a kronikus
parodontitisre. A BN-BMLA modszer lehetéséget ad a kapcsolattipusok részletes
vizsgalatara, ami lehetvé teszi direkt (kozvetlen oksagi befolyas), tranzitiv (mas tényezkon
keresztiil haté oksagi befolyds) és medidlt (interakcidés egylitthatasok) kapcsolatok
feltérképezését. Az alabbi tablazatbol lathatod, hogy a kronikus parodontitis esetében sem az
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IL-6 -1363, sem a TNF-a -1031 esetében nem direkt a fliggdségi kapcsolat, mivel ennek
valoszinlisége alacsony (Pr=0.1034, illetve Pr=0.0483). Ehhez képest egy tranzitiv kapcsolat
valdsziniisége joval magasabb (Pr=0.5026, illetve Pr=0.4644). Mindemellett az emlitett SNP-
k gingivitissel vald kapcsolata pont ennek ellenkezdjét mutatja, ott a direkt kapcsolat a
valdsziniibb.

, Fiigg6ségi kapcsolatok
Fenotipus SNP Direkt Tranzitiv
Kroénikus IL-6 -1363 0.1034 0.5026

parodontitis TNF-a -1031 0.0483 0.4644
Gingivitis IL-6 -1363 0.6239 0.0611
TNF-o -1031 0.4447 0.0979

Eddigi megallapitasainkat aldtdmasztjak a korabbi eredmények, azaz, hogy mindkét
SNP, a IL-6 -1363 és a TNF-a -1031 is erdsen relevans volt a gingivitis viszonylatdban, mig
az IL-6 -1363 gyengén, a TNF-a -1031 pedig nem volt relevans a kronikus parodontitis
viszonylataban. Mindez azt valdszin(siti, hogy ezen SNP-k a gingivitisre vannak kozvetlen
hatassal, és gingivitisen keresztiil hatnak a kronikus parodontitisre.

Az agressziv parodontitis és a gingivitis fliggdségi rendszerét tekintve az eldz6hoz
hasonl6 helyzet all fenn IL-6 -1363 és a TNF-a -1031 SNP-k esetén, tehat a hatasuk kozvetett,
a gingivitisen keresztiil érvényesiil. Mindemellett vannak azonban olyan tovabbi SNP-K,
melyek nem a gingivitis kozvetitésével hatnak. Ilyen az ANRIL, mely egyfel6l kozvetlen
hatast gyakorol az agressziv parodontitisre, masfel6l a CD14 -260 SNP-vel interakcioban fejt
ki hatast. A CD14 -260 SNP esetében jol lathato, hogy sem a direkt, sem a tranzitiv fliggdségi
kapcsolat nem valoszinii, ellenben a medidlt, azaz interakcios kapcsolat valoszinlisége relative
magas (Pr=0.6968). Ebbdl kdovetkezik, hogy a CD14 -260 csak az ANRIL SNP-vel egyiittesen
fejt ki hatast. Az IL-1 +3954 az elébb emlitett SNP-hez hasonloan nincs kozvetlen hatassal
az agressziv parodontitisre, hanem egy gyengébb medialt hatassal rendelkezik.

, Fiiggoségi kapcsolatok
Fenotipus SNP Direkt Tranzitiv Medialt
IL-6 -1363 0.0285 0.4009 0.2431
Agressziv TNF-a -1031 0.0051 0.6115 0.1078
parodontitis ANRIL 0.4886 0.0490 0.1735
CD14 -260 0.0088 0.0772 0.6968
IL-15 +3954 0.0170 0.2575 0.4670
Gingivitis IL-6 -1363 0.5996 0.0524 0.0245
TNF-a -1031 0.3913 0.0000 0.0363

Osszefoglalva eredményeiket, az 1L-6 -1363 és a TNF-a -1031 SNP-ik erdsen relevansak
a gingivitis viszonylataban és a gingivitisen keresztiil hatnak az agressziv és a kronikus
parodontitisre. Mindemellett vannak azonban olyan tovabbi SNP-k, melyek nem a
gingivitis kozvetitésével hatnak. Az ANRIL egyfel6l kozvetlen hatast gyakorol az
agressziv parodontitisre, masfelél a CD14 -260 SNP-vel interakciéban fejti ki a hatasat.
Az IL-1p +3954 agressziv parodontitisre szintén medialt, gyenge hatassal rendelkezik.
Fentiek mellett szamos feltételezett SNP rizikétényezorol meg kellett allapitanunk, hogy
nem rendelkeznek kimutathatéo hatassal az agressziv és a kronikus parodontitis
kialakulasaban az altalunk vizsgalt magyarorszagi populaciéban. Adataink
alatamasztjak a populacioszintii genomikai tanulmanyok jelentoségét és bebizonyitjak a
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kockazati faktorok felmérésének sziikségességét a kiilonbozé populaciokban. Ezen
tulmendéen megeroésitik, hogy a Bayes-i elemzés normativ megoldast nyujt a tobbszoros
hipotézistesztelés korrekciojahoz. A Bayes-i halézat alapu modszerek, foleg a Bayes-i
statisztikai keret, megengedi az erés relevancia elemzését még tobbszoros célvaltozok és
viszonylag kis mintaszam esetében is.

1. Kiegészito vizsgadlatok eredményei

Human herpes virusok Iehetséges szerepe a parodontitis kiillonb6zé formainak
kialakulasaban. Az utdbbi években egyes latensen az emberi szervezetben perzisztalni képes
virusok szerepét a kronikus gyulladdsos folyamatok kialakuldsanak hatterében egyre
szélesebb korben vetették fel. A human herpes virusok szerepe tobb olyan betegségben
felmeriilt, amit régebben kizardlag bakteridlis eredetiinek hittek, igy a prodontalis
gyulladdsokban is. A viruscsaldd tagjai részt vesznek a szovetkdrositd citokinek
felszabadulasaban, parodontopathogén baktériumok felszaporodasaban és cytotoxikus vagy
immunopathogén folyamatok elinditdsdban. A hipotézisiink annak kimutatasara irdnyult, hogy
a  herpesvirusok és  bizonyos egyszeri  nukleotid polimorfizmusok  (SNP)
egylittese/kdlcsonhatdsa  hogyan  befolydsolja a  fogagybetegségek  kialakuldsat.
Vizsgalatunkban tanulmanyoztuk 5 herpeszvirus: HSV1-2 (human herpes virus), CMV
(cytomegalovirus), EBV (Apstein- Barr virus) valamint a VZV (varicella zooster virus)
el6fordulasat az egyes csoportokban. A virusok jelenlétének kimutatdsdhoz a mar meglévo
nyalkahartya kaparékokbdl izolalt DNS mintakat hasznaltuk. Ezeken alkalmaztuk a nagyon
kis mennyiségli 6rokitd anyag specifikus és pontos kimutatdsara alkalmas, két 1épésben 2
tipust primerrel végzett nested PCR reakciot és az ezt kovetd gélelektroforézist a kiilonb6z6
méretli termékek elkiilonitésére. Vizsgalataink ebben a témaban nem terjednek ki a teljes
elemszamra, eredményeink ez esetben csupan tajékoztatod jellegliek, bizonyos érdekességek
azonban megfigyelhetek. Elézetes eredményeink arra utalnak, hogy a virushordozas eltérd
az egyes vizsgalati csoportok kozott, s ez ezen patogén virusok szerepére utalhat az agressziv
¢s a kronikus parodontitis kialakulasaban. Ezen vizsgalataink folytatasahoz jelenleg
tamogatasi forrdst kereslink. A herpesvirusok szerepének megértése a destruktiv
fogagybetegségekben fontos lehet a prevencidé és a hatékony terapia eredményességének
tekintetében egyarant.

Fentiek mellett vizsgaltuk egy rendkiviil igéretes bioaktiv anyag, a BPCI157 hatasat a
gyulladasos folyamatokra és az alveolaris csontpusztulas mértékére kisérletes parodontitis
soran. A ligatraval kivaltott kisérletes parodontitisben a megnovekedett gingivalis 6démat és
a feliileti csontdestrukciot a BPC157 jelent6sen gatolta. Tekintve, hogy ez a hatdanyag
kronikus gyulladdsos bélbetegségben mar emberi vizsgalatokban is hatasosnak bizonyult
masok megfigyelései szerint, munkank 10j utat nyithat a parodontitis kezelésének iranyaba.

Kinikai munka keretében human vizsgalatokban természetes, autogén eredetti, a regeneraciot
elosegitd biologiailag aktiv faktorok szerepét tanulmanyoztuk parodontitis kdovetkeztében
elpusztult szovetek helyredllitasdban. A betegek sajat vérébdl centrifugaldssal dusitott
vérlemezkékben gazdag plazma (platlet rich plasma) tobb novekedési faktort hordoz (igy
TGF, PDGF) amely pozitivan befolyasolja a parodontalis sebgyogyulast és fokozza a
beiiltetett csontpotld szerviilését és atépiilését. A vizsgalat szerint az anorganikus bovin
eredetli csontpotld magaban, illetve vérlemezke-dusitott plazmaval (PRP-vel) kombinalva
szignifikans tasakmélység csokkenést, csontos telddést és tapadasnyereséget eredményezett.
A PRP azonban szignifikansan nem fokozta a hatast a csak anorganikus bovin eredetii
csontpotldval kezelt csoport értékeivel 6sszehasonlitva.
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A silyos fogagybetegség fokozott rizikdcsoportjaba tartozd péacienseink korében, szorosan
kapcsolodva a genetikai polimorfizmus vizsgalatainkhoz, klinikai korrekcids sebészi
vizsgalatokat végeztiink, ill. multicentrikus vizsgalatsorozatban vettiink részt. Az egyik igen
jelentds nemzetkozi kooperacidban végzett vizsgalatban egy a csontképzésben fontos szerepet
jatszé csont morfogenikus protein, egy jonnan izolalt ndvekedési és differencidcids faktor
(MDO5) szerepét irtuk le klinikai és human hisztologiai anyagban. A parodontalis
regeneracio mas fontos bioldgiai szabélyozdival is végeztiink vizsgalatokat, kiilonds
tekintettel az alveolaris csontpusztulds korrekciojara.

Kiegészitd vizsgélataink sordn a parodontalis csontléziok radioldgiai diagnosztikdjanak
érzékenységét és pontossagat hataroztuk meg nemzetkozi kollaboracié keretében. Ezen tul
részletesen elemeztilkk a zomanc matrix derivatum (Emdogain®) alkalmazhatosagat a
parodontalis miitétek soran.

Progenitor sejtek a fogban és fogkornyéki szovetekben: a genomikai variabilitas
potencialis szerepe - Szovettani és sejtkultira vizsgalatok . Vizsgalataink stratégiai célja a
fogfejlodésben, s igy potencialisan a fogmegujitasban szerepet jatszo tényezok felderitése.
Ennek tiikrében fenti vizsgalataink mellett, az esetek egy kis részében, a klinikai indikacidonak
megfelelden bolcsességfogakat tavolitottunk el. Ezen eltavolitott fogak fogbelébdl és a
parodontalis ligamentumabdl sikeresen készitettiink sejtkultarat, melyekben progenitor sejt
tulajdonsagokkal rendelkezd sejtpopuldciot is sikeriilt kimutattunk. Az igy nyert,
alaphelyzetben fibroblast morfoldgiat mutatd kultarak differencialtathatok osteogén iranyba,
sét mas sejttipusok felé is. Allatkisérletes eredményeink egyértelmien igazoljék, hogy az igy
sikeresen differencialtatott human fogeredetlii sejtek osteogén iranyba differencidltatva
befolyasoljak az osszeointegraciot, neurondlis iranyban pedig képesek sértett agyteriiletre
beépiilni. Uj, hdromlépéses neurodifferencialodasi protokollt dolgoztunk ki, és bizonyitékokat
szolgéltattunk arra, hogy a sejtek jelentds része idegi iranyba differencidlodott. Ezeket a
differencialt sejteket kortikalis sértés mellett patkanyok agyaba juttattuk, s sikeriilt
kimutatnunk, hogy a beiiltetett sejtek még négy héttel a beiiltetés utan is kimutathaték mind a
progenitor zénakban, mind a sértett kortex teriiletén, tovabba hisztokémiai, és
elektrofizoldgiai paraméterek alapjan funkcionalis idegsejtként viselkednek. Egyértelmi
ugyanakkor, hogy az egyes emberi fogeredeti kulturak proliferativ, differencidlodasi és
regeneracids képessége nagyfoku variabilitast mutat. Az igy felderitett kiilonbségek
genomikai hatterét elkbvetkezo kutatasaink soran azonositjuk.

Budapest, 2013. szeptember 29. (
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