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1, WSTEP

Przewlekte zapalenie przyzebia (chronic periodontitis) jest prowadzaca do
destrukcji choroba zapalna, obejmujaca dziasta, cement korzeniowy, ozgbna
oraz wyrostek zgbodotowy kosci. Przewlekte zapalenie przyzebia moze wy-
stgpowa¢ w réznych grupach wiekowych, jednak najczesciej dotyczy osob
dorostych (powyzej 21. roku zycia) i charakteryzuje si¢ umiarkowanym lub
cigzkim przebiegiem klinicznym. Czgsto$¢ wystgpowania i nasilenie choroby
przyzgbia wzrasta wraz z wiekiem [3]. Badania epidemiologiczne potwierdza-
ja, ze przewlekle zapalenie przyzgbia nalezy do najczgsciej wystepujacych cho-
r6b przewlektych u ludzi. W Europie Zachodniej u okoto 36% osob w wieku
35-44 lat stwierdza si¢ umiarkowana, za$ u okoto 10% — cigzka postac tej cho-
roby. Proporcje te sa wyzsze w krajach Europy Wschodniej i wynosza odpo-
wiednio 45% 1 30—40%. W Polsce posta¢ umiarkowana przewlektego zapalenia
przyzgbia rozpoznawano u okoto 32% osdb, ciezka —u okoto 16% [166].

Do patologii zwigzanych z przyzgbiem, wedtug klasyfikacji Amerykanskiej
Akademii Periodontologicznej (AAP) z 2000 roku, zaliczamy choroby dziaset
i choroby przyzebia [9, 58]. Najwieksza grupe stanowia zapalenia dzigset i przy-
zgbia, ktére powstaja na skutek zaburzenia rownowagi pomiedzy oddziatujacy-
mi na tkanki przyzebia bakteriami biofilmu, znajdujacego si¢ na powierzchni
zebow 1 dziasel, a mechanizmami obronnymi gospodarza, ktore z kolei modyfi-
kowane sa przez czynniki ryzyka (stres, palenie tytoniu, nieprawidlowa higiena
jamy ustnej). Przewlekte zapalenia przyzebia sa najczestsza postacia zapalen
przyzebia u dorostych. Gtownymi cechami klinicznymi tej choroby sa: utrata
przyczepu tacznotkankowego, utrata kosci wyrostka zgbodotowego, obecnosé
kieszonek przyzebnych i stan zapalny dziasel. Dodatkowe cechy tej jednostki
chorobowej to takze: wystgpowanie ztogéw nazebnych nad- i poddziastowych,
obrzgk lub recesja dziasel, krwawienie podczas badania, obnazenie furkacji
oraz ruchomos¢ zgbdw. Choroba rozwija si¢ wolno lub w umiarkowanie szyb-
kim tempie, ale moze mie¢ okresy szybkich postgpow i gwaltownie si¢ nasila¢
(8, 38, 45, 125, 139].

Zasadniczym czynnikiem etiologicznym przewlektego zapalenia przyzgbia
jest ptytka bakteryjna. Moze ona uszkadza¢ tkanki gospodarza bezposrednio lub
za posrednictwem mediatoréw prozapalnych. Bakterie ptytki wywieraja szko-
dliwe dziatanie na fibroblasty, komoérki nabtonka i §rodbtonka oraz na sktadniki
substancji pozakomodrkowej. Moga rowniez oddziatywaé na komorki uktadu im-
munologicznego, pobudzajac je do wytworzenia mediatorow reakcji zapalnych
[32,102, 117, 135, 218].



Badania mikrobiologiczne i do$wiadczalne na modelu zwierzecym wska-
zuja, ze w etiopatogenezie przewlektego zapalenia przyzgbia podstawowa rolg
odgrywaja patogenne beztlenowe bakterie nieprzetrwalnikujace, okreslane jako
periodontopatogeny lub periopatogeny [90]. Dominujacym periopatogenem jest
Porphyromonas gingivalis [30, 92, 173]. Ponadto, do istotnych czynnikow etio-
patogenetycznych chorob przyzebia u dorostych naleza gatunki: Tannerella for-
sythia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
a takze wzgledny beztlenowiec Aggregatibacter actinomycetemcomitans [26,
157,172, 218].

Porphyromonas gingivalis jest waznym klinicznie, stwierdzanym u ponad
40% chorych z choroba przyzgbia, gatunkiem bakterii z rodzaju Porphyromo-
nas, sklasyfikowanym w obrgbie rodziny Porphyromonadaceae [30]. Szczepy
P. gingivalis posiadaja fimbrie z licznymi adhezynami, ktére zapewniaja adhe-
rencjg bakterii do tkanek przyzebia oraz umozliwiajq koagregacje z innymi ga-
tunkami, a ponadto indukuja prozapalna odpowiedz cytokinowa. Jednoczesnie
szczepy te wytwarzaja egzoenzymy — proteazy cysteinowe (tzw. gingipainy)
o wlasciwosciach podobnych do trypsyny, powodujace destrukcje tkanki. Na
podstawie specyficzno$ci substratowej, gingipainy podzielono na arginino-spe-
cyficzne nazywane arg-gingipainami i lizyno-specyficzna — lys-gingipaing [29,
62,101, 142]. Istnieja dwa rodzaje gingipain arginino-specyficznych: gingipaina
RgpA posiadajaca domeny proteolityczng i przylegania oraz gingipaina RgpB,
ktora zawiera tylko domeng proteolityczna. Dotychczas znana jest jedna gingipa-
ina lizyno-specyficzna — KGP. Gingipainy maja silny wplyw na system obronny
organizmu poprzez regulowanie czynnosci cytokin [73, 159, 177, 189]. P. gin-
givalis silnie indukuje wytwarzanie cytokin prozapalnych interleukiny-1 (IL-1),
interleukiny-6 (IL-6), interleukiny-8 (IL-8) oraz czynnika martwicy guza-o
(TNF-a)) przez neutrofile, monocyty i makrofagi. Wykazano, ze arg-gingipaina
niszczy sktadnik C3 dopelniacza zwiazany z opsonizacja, dzigki czemu P. gin-
givalis staje si¢ oporny na fagocytoze przez neutrofile. Z kolei lys-gingipaina
degraduje sktadnik C5 dopetniacza, uwalniajac sktadnik C5a, co stymuluje stan
zapalny [67, 73, 165]. Ponadto stwierdzono, ze gingipainy P. gingivalis sa zdolne
do niszczenia czynnika martwicy guza-o (TNF-a) oraz, w przeciwienstwie do po-
zostatych periopatogenow, hamowania prozapalnej interleukiny-8 [66, 123]. Pro-
teazy uszkadzaja rowniez zewnatrzkomorkowe macierze biatek, takich jak lami-
nina, fibronektyna czy kolagen typu 114 [5, 72]. P. gingivalis i metaloproteinazy
macierzy gospodarza (MMP) odgrywaja istotna rolg w zwiazanym z zapaleniem
przyzgbia niszczeniu tkanek. Takze koncowe produkty fermentacji P. gingivalis,
jak kwas octowy, propionowy i mastowy oraz wytwarzane w duzych ilosciach
lotne zwiazki siarki moga oddzialywac cytotoksycznie na komorki gospodarza.



Produkty te zaburzaja integralno$¢ tkanki, jak rowniez prowadza do miejsco-
wych zmian w mikrosrodowisku kieszonki przyzebnej. Wigkszo$¢ szczepow
P. gingivalis posiada otoczke polisacharydowa, ktdra hamuje fagocytoze. Obec-
ny w $cianie komorkowej lipopolisacharyd (LPS) — endotoksyna, spetnia role
antygenu i aktywuje cytokiny [4, 73, 81].

Oprocz P. gingivalis, najczesciej izolowanymi z tkanek przyzebia gatunkami
sa: P. asaccharolytica 1 P. endodontalis. Czgsto$¢ wystepowania P. gingivalis
jest nizsza u 0s6b ze zdrowym przyzgbiem w porownaniu do pacjentdéw z choro-
ba przyzebia. P. gingivalis moze by¢ izolowany z kieszonek przyzebnych, ptytki
naddziastowej, kanalow korzeniowych, $liny, jezyka, btony §luzowej policzka,
a takze migdatkow [216].

Aktualnie, na podstawie badan zespotu Socranskyego [172] wyrdznia si¢
specyficzne grupy gatunkow bakterii (nazywane kompleksami) o szczegol-
nym znaczeniu w etiopatogenezie przewlektego zapalenia przyzgbia (Ryc. 1.).
P. gingivalis tworzy wraz z gatunkami: T forsythia i T. denticola tzw. kompleks
czerwony, ktory wydaje sig by¢ zwiazany z objawami chorobowymi chronic pe-
riodontitis u dorostych [63-65, 172, 173]. Synergistycznie z P. gingivalis oddzia-
tywuja szczepy z gatunku 7. forsythia rodzaju Tannerella, rowniez sklasyfiko-
wane w obregbie rodziny Porphyromonadaceae. Pateczki T. forsythia posiadaja
nad btona zewngtrzna dodatkowa strukture ochronna — powierzchniowa war-
stwe S, utworzona przez regularnie utozone dwie podjednostki biatkowe (o m.
cz. 200 i 210 kDa). Badania doswiadczalne wskazuja, ze warstwa S szczepow
T. forsythia moze zapewnia¢ ich adherencj¢ do komorek gospodarza, a takze
inwazyjnos¢. Jednoczesénie, waznym czynnikiem ich zjadliwo$ci sa wytwarzane
enzymy: trypsyno-podobna proteaza (PrtH) i glikozydazy. Takze koncowe pro-
dukty fermentacji 7. forsythia, jak kwas octowy, propionowy i mastowy moga
oddziatywac cytotoksycznie na komoérki gospodarza [188, 199].

Z badan mikrobiologicznych wynika, Ze istnieje statystyczna zalezno$¢ (ko-
relacja dodatnia) wspotwystepowania kretkow jamy ustnej — Treponema dentico-
la z P. gingivalis i T. forsythia, stad ich przynalezno$¢ do kompleksu czerwone-
g0 [129]. Szczepy z gatunku 7. denticola rodzaju Treponema sa sklasyfikowane
w obregbie rodziny Spirochaetaceae, bakterii spiralnych, charakteryzujacych sig
aktywnym ruchem [163]. Kretki te posiadaja zdolno$¢ migracji i penetracji do
nieuszkodzonej tkanki przyzebia. Jednoczes$nie, waznym czynnikiem ich zjadli-
wosci sg wytwarzane enzymy: trypsyna, chymotrypsyna, alkaliczna fosfataza
1 esteraza umozliwiajace synergistyczne oddziatywanie szczepow 1. denticola
7 pozostalymi dwoma gatunkami kompleksu czerwonego [33, 161].

Druga istotna grupa bakterii tworzy tzw. kompleks pomaranczowy, obej-
mujacy 13 gatunkoéw, w tym Fusobacterium nucleatum i Prevotella intermedia



majace szczegdlne znaczenie patogenetyczne. Przyjmuje sig, ze kompleks ten
w bezposredni sposéb warunkuje formowanie kompleksu czerwonego [63].
Z badan mikrobiologicznych wynika, ze bakterie kompleksu pomaranczowego
sa niezbednym ogniwem pozwalajacym na kolonizacj¢ tkanek przyzebia przez
kompleks czerwony. Istotng rolg w tym procesie spetniaja szczepy F. nucleatum
1 P intermedia. Gatunek F. nucleatum nalezy do rodziny Fusobacteriaceae, wy-
twarza DNazg, enzym degradujacy DNA. Z kolei, gatunek P. intermedia nalezy
do rodziny Prevotellaceae i charakteryzuje si¢ aktywnoscig hemolityczna. Prote-
azy gatunku Prevotella sa zdolne do niszczenia licznych biatek, w tym kolagenu
oraz fibronektyny. Wykazano, ze proteazy te posiadaja wlasciwosci trypsynopo-
dobne, charakterystyczne dla proteinaz cysteinowych [118]. Aktywno$¢ trypsy-
nopodobna jest znacznie stabsza w poréwnaniu z P. gingivalis. Trypsynopodob-
ne proteazy Prevotella sp. sa zdolne do uszkadzania przeciwciat, zwlaszcza IgG
i fibrynogenu, co zmniejsza skuteczno$¢ obrony immunologicznej i zapalnej
gospodarza [120, 184, 217].

Odrebna grupa bakterii tworzy tzw. kompleks zielony, obejmujacy trzy
gatunki: Capnocytophaga sputigena, C. gingivalis 1 Eikenella corrodens [63-
65]. Gatunki te rOwniez sa zwiazane z objawami chorobowymi przewlektego
zapalenia przyzgbia u dorostych, jednak o tagodniejszym przebiegu klinicz-
nym w porownaniu do objawoéw wywotanych bakteriami kompleksu czer-
wonego. Gatunki z rodzaju Capnocytophaga sa aktualnie sklasyfikowane
w obrebie rodziny Flavobacteriaceae 1 naleza do bakterii wzglednie bez-
tlenowych, kapnofilnych, a ich rola patogenna nadal jest niepewna [208].
E. corrodens jest gatunkiem obecnie sklasyfikowanym w obrebie rodziny Neis-
seriaceae, nalezy do wzglednych beztlenowcow i charakteryzuje si¢ szczegdlny-
mi wlasciwosciami koagregacji z innymi gatunkami bakterii, a zwlaszcza z ro-
dzaju Capnocytophaga [46]. Jednoczesnie wykazano brak wspotwystgpowania
gatunkow grupy zielonej i kompleksu czerwonego, co moze wskazywac na dwa
rozne mechanizmy etiopatogenezy choroby przyzebia u dorostych. Natomiast
obserwuje si¢ wspotwystepowanie grupy zielonej i kompleksu zottego, gtdwnie
tworzonego przez gatunki paciorkowcoOw jamy ustnej, grupy ,,Mitis” (S. mitis,
S. oralis, S. gordonii 1 S. sanguinis), a takze z wlaczonym w sktad tego kom-
pleksu gatunkiem Peptostreptococcus micros (obecnie reklasyfikowanym do ga-
tunku: Parvimonas micra) nalezacym do periopatogenéw dominujacych [195].
Gatunki kompleksow zielonego i zottego moga ,,wspotdziatac” i wywotywaé
chorobeg [90, 218].

Ponadto, wyr6znia si¢ odrgbne periopatogeny, a zwlaszcza Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, ktéry moze towarzyszy¢ kompleksowi czerwonemu.
Obecnie uznaje si¢ szczegdlne znaczenie A. actinomycetemcomitans w etiopa-
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togenezie zapalenia przyzebia [50, 52, 70, 136]. Gatunek ten ostatnio sklasyfi-
kowano do nowego rodzaju Aggregatibacter, nalezacego do rodziny Pasteurel-
laceae [132]. Szczepy tego gatunku sa wzglednie beztlenowymi, kapnofilnymi
bakteriami, posiadajacymi mikrootoczke oraz peczek fimbrii (BF) o wtasci-
wosciach agregacyjno-adherencyjnych, co warunkuje ich szczegdlna zdolnos¢
przylegania do tkanek przyzebia i autoagregacji. Jednoczesnie wytwarzaja leu-
kotoksyne (LtxA) o cytotoksycznym oddziatywaniu wobec neutrofili oraz mo-
nocytow/makrofagéw. Toksyna LtxA uszkadza btony komorkowe i na drodze
apoptozy powoduje lize¢ wielojadrzastych leukocytdw, monocytow i limfocytow
T [69, 70, 87]. Aktywnos¢ leukotoksyny moze by¢ hamowana poprzez dziatanie
innych periopatogenéw m.in. Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
1 Prevotella nigrescens [185]. Druga wazna toksyna A. actinomycetemcomitans
jest toksyna CDT (cytolethal distending toxin — cytoletalna toksyna rozciaga-
jaca) [149]. Toksyna CDT blokujac cykl komérkowy w fazie G2 w limfocy-
tach T indukuje proces apoptozy w tych komoérkach [149, 178]. Ostatnie do-
niesienia potwierdzaja rol¢ toksyny CDT w stymulowaniu protein regulujacych
osteoklasty (RANKL) w fibroblastach dziastowych oraz komorkach wigzadet
ozebnej. Toksyna ta aktywuje makrofagi hamujac produkcje tlenku azotu (NO);
wplywa réwniez na wytwarzanie epiteliotoksyn, fosfatazy kwasnej i zasadowe;j,
kolagenazy oraz czynnika hamujacego proliferacje fibroblastow dziastowych.
Komorki zakazone A. actinomycetemcomitans ulegaja apoptozie, co moze by¢
przyczyna rozwoju choroby przyzgbia [69]. Tanabe i Grenier [187] wykazali, ze
lipopolisacharyd (LPS) A. actinomycetemcomitans moze indukowa¢ odpowiedz
prozapalna w makrofagach, ktore wydzielaja czynnik martwicy guza-o, (TNF-a)
i interleuking-1P (IL-1B) oraz enzym metyloproteinaze-9, degradujacy tkanke.
Proces ten moze odgrywac istotna rolg¢ w modulacji odpowiedzi zapalnej gospo-
darza i progresji przewleklego zapalenia przyzebia. A. actinomycetemcomitans
jest uwazany obecnie za dominujacy czynnik etiologiczny we wczesnie rozpo-
czynajacej si¢ chorobie przyzebia.

Przedstawione dane wskazuja, ze choroba przyzebia u dorostych jest wy-
wotana zakazeniem bakteryjnym mieszanym. Dominujacymi czynnikami
etiologicznymi wydaja si¢ by¢ gatunki kompleksu czerwonego (P. gingivalis,
T. forsythia i T. denticola) wraz z odrgbnym periopatogenem A. actinomycetem-
comitans, jak rowniez gatunki kompleksu zielonego (C. sputigena, C. gingivalis
i E. corrodens). Ponadto, uznaje si¢ wazng etiopatogenetyczna rol¢ periopatoge-
nu P. micros z kompleksu zottego oraz gatunkéw kompleksu pomaranczowego
(gtownie F nucleatum i P. intermedia), ktore moga determinowac formowanie
kompleksu czerwonego. Jednak periopatogeny moga takze stanowi¢ sktadnik fi-
zjologiczny mikroflory jamy ustnej u ludzi zdrowych [105]. Rzeczywisty udziat
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okreslonych gatunkéw bakterii w przebiegu przewlektego zapalenia przyzebia
u dorostych nadal nie jest znany, szczeg6élnie w kontekscie aktywnosci choroby.
Jednoczesnie brak jest wiedzy w zakresie roli bakterii z rodzaju Lactobacillus
mikroflory jamy ustnej w patogenezie choroby przyzebia. Wiadomo jednak, ze
pateczki Lactobacillus, poprzez wytwarzanie substancji o aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej (kwasy organiczne, nadtlenek wodoru oraz laktocyny), moga
ogranicza¢ lub zapobiega¢ kolonizacji patologicznej mikroflory. Bakterie moga
zatem ,,chroni¢” tkanki przyzgbia przed skolonizowaniem przez bakterie cho-
robotworcze poprzez bezposrednie blokowanie adherencji periopatogenow lub
antagonizm metaboliczny [182, 183].

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Streptococcus

grupa “mitis"  ppRTODONTITIS

Parvimonas micra

Prevotella intermedia
Fusobacterium nucleatum

Ryc. 1. Periopatogeny — najwazniejsze kompleksy, opracowano wg Haffajee i wsp. [63].

Badania cytokin wystgpujacych w plynie dziagstowym maja duzg wartosé
diagnostyczna, gdyz ptyn dziastowy moze zawiera¢ wiele czynnikow bioracych
udzial w reakcji immunologiczno-zapalnej. Przebieg proceséw immunologiczno-
zapalnych i ich intensywnos¢ w tkankach przyzgbia sa regulowane przez cytoki-
ny, w tym chemokiny [60, 96, 143, 215].
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Czynnik martwicy guza-o (TNF-a) jest wytwarzany gtownie przez makro-
fagi. Moze by¢ tez syntetyzowany przez komorki cytotoksyczne NK, komorki
tuczne i komorki niektorych linii nowotworowych. Cytokina ta ma wlasciwosci
prozapalne i dziata synergistycznie z interleuking-1 (IL-1). Aktywuje rowniez
komorki NK, zwigksza fagocytarnos¢ neutrofili, wzmaga proliferacjg i roznico-
wanie limfocytow T i B. Ponadto zwigksza zdolno$¢ komorek endotelialnych do
adhezji limfocytow, stymuluje wzrost fibroblastow i reguluje syntez¢ kolagenu,
fibronektyny i kwasu hialuronowego. Czynnik martwicy guza—o (TNF- a) indu-
kuje wytwarzanie kolagenaz i innych proteaz oraz aktywuje osteoklastogeneze,
dojrzewanie osteoklastow i resorpcje kosci. Jest miejscowym moderatorem prze-
budowy kosci w stanach zapalnych. Cytokina ta inicjuje proces zapalny i uru-
chamia mechanizm destrukcji tkanek przyzebia [12, 19, 29, 100, 152, 206].

Interleukina-1 (IL-1) jest gtéwnie produkowana przez monocyty/makrofa-
gi. Ponadto, zdolno$¢ wytwarzania tej cytokiny posiadaja fibroblasty, komorki
migsni gladkich, komorki epitelialne, a takze neutrofile oraz ptytki krwi. Inter-
leukina-1 (IL-1) jest cytoking wielofunkcyjna, jednak podstawowa jej rola wiaze
si¢ ze strategia obronna organizmu wobec roznych czynnikow uszkadzajacych
[180]. Spetnia wigc funkcjg hormonu ,,alarmowego”, ktory stanowi bardzo czgsto
sygnatl konieczny do indukcji odpowiedzi odporno$ciowej i zapoczatkowania
oraz rozwoju procesu zapalnego. Dos¢ dobrze znany jest obecnie udziat tej cy-
tokiny w indukcji lokalnego odczynu zapalnego, ktory w sensie biologicznym
stanowi wyraz obrony organizmu wobec dziatania bodzcéw uszkadzajacych, np.
drobnoustrojow chorobotworczych. Interleukina-1 (IL-1) oddziatywuje syner-
gistycznie z czynnikiem martwicy guza-o (TNF-a) [31]. Interleukina-1f3 (IL-1p)
jest cytoking wytwarzana glownie przez aktywowane monocyty i makrofagi.
Okresla sig ja jako czynnik aktywujacy limfocyty. Receptory dla tej cytokiny
stwierdzono na spoczynkowych limfocytach T i B, fibroblastach, keratynocytach,
komorkach §rodbtonka i hepatocytach. IL-1f jest kostymulatorem limfocytow T
nasilajac wytwarzanie interleukiny-2 (IL-2), zwtaszcza w obecno$ci antygenow,
miogenow lub jonoforéw wapnia. Interleukina-1f (IL-1) dziata stymulujaco na
uktad krwiotworczy indukujac wytwarzanie krwiotworczych czynnikow wzro-
stowych oraz czynnika martwicy guza (TNF), interleukiny-2 (IL-2) i interleuki-
ny-6 (IL-6) [42, 48, 75].

Interleukina-6 (IL-6) wytwarzana jest przez wiele roznych komorek organi-
zmu, takich jak: monocyty, makrofagi, fibroblasty, komorki §rodblonka i mezan-
gium, keratynocyty, a takze limfocyty B i T oraz eozynofile [198]. Najwazniej-
sza rola interleukiny-6 (IL-6) jest indukcja i uwalnianie biatek ostrej fazy m.in.
biatka C-reaktywnego (CRP — C Reactive Protein) z hepatocytéw. Cytokina ta
wywoluje resorpcje kosci oraz stymuluje synteze¢ chemokin, metaloproteinaz
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i prostaglandyn E, (PGE)) [11, 54]. Interleukina-6 (IL-6) jest jedna z wazniej-
szych cytokin w odpowiedzi zapalnej [146].

Interleukina 12 (IL-12) jest produkowana przez fagocyty, komorki den-
drytyczne i inne komorki prezentujace antygen, w tym limfocyty B. Synteza
interleukiny-12 (IL-12) zachodzi pod wptywem réznych patogendow w sposob
niezalezny od limfocytow T, jak i zalezny od tych komoérek. Cytokina ta akty-
wuje komorki NK, monocyty i makrofagi oraz pobudza komoérki do produkcji
interferonu-y (IFN-y). Ponadto, inicjuje roznicowanie limfocytow T w kierunku
komorek typu Thl i hamuje aktywnos¢ limfocytow Th2 [36, 56].

Ludzka interleukina-17 (IL-17) opisana zostala po raz pierwszy w 1995
roku. Odgrywa istotna rolg w regulacji miejscowej odpowiedzi zapalnej [214].
Jednoczesnie kooperuje z innymi cytokinami zapalnymi, gtdéwnie czynnikiem
martwicy guza-a (TNF-a) i interleukina-1 (IL-1B) [85]. Dobrze juz udokumen-
towano, ze interleukina-17 (IL-17) umozliwia rekrutacj¢ neutrofili w ognisku
zapalnym, co indukuje naturalng odpowiedz immunologiczng wobec zakazen
wywolywanych patogenami, zwlaszcza bakteryjnymi i grzybiczymi. Cytokina ta
produkowana jest przez komorki prozapalne Th17 [13, 55, 124, 147].

Interleukina-10 (IL-10) produkowana jest przede wszystkim przez limfocyty
Th2 i monocyty/makrofagi. Gtowna jej rola jest hamowanie aktywnosci komo-
rek Th1 i monocytéw/makrofagéw. Ludzka interleukina-10 (IL-10) hamuje wy-
twarzanie cytokin przez limfocyty Thl — interferonu-y (IFN-y), interleukiny-2
(IL-2) oraz przez monocyty/makrofagi — interleukiny-1 (IL-1), interleukiny-6
(IL-6), interleukiny-8 (IL-8) i czynnika martwicy guza-a (TNF-a). Interleuki-
na-10 (IL-10) powoduje redukcje syntezy metaloprotein, gtdwnych czynnikow
degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa, zwigkszajac jednoczesnie uwal-
nianie tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMP) [35, 122].

7 dotychczasowych badan wynika, ze pateczki Lactobacillus spp. moga
modyfikowa¢ sktad mikroflory jamy ustnej poprzez antagonistyczne dzialanie
wobec potencjalnie patogennych gatunkow [162, 175, 190, 193, 194, 197].

Dla pelniejszego zanalizowania etiopatogenezy przewleklego zapalenia
przyzgbia celowe sa zatem badania dotyczace wystgpowania pateczek z rodzaju
Lactobacillus oraz gatunkow periopatogendow zarowno w postaci umiarkowa-
nej jak i cigzkiej tej choroby. Do chwili obecnej brak jest danych w literaturze
$wiatowej analizujacych to zagadnienie. Ponadto, badania in vitro wptywu su-
pernatantow z hodowli wybranych periopatogendw (Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia 1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans), jak rowniez
z hodowli izolatéw klinicznych Lactobacillus na fibroblasty dziastowe oraz
ocena ekspresji genu BTG2 wydaja si¢ istotne dla zanalizowania oddziatywania
produktéw metabolizmu bakterii na komorki. Gen BTG2 reprezentuje rodziny
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genow BTG kodujacych biatka regulacyjne o aktywnosci antyproliferacyjne;j,
preferencyjnie wytwarzane w fazie G1 cyklu [44, 148]. Jednocze$nie uzyskana
w tym zakresie wiedza moze mie¢ znaczenie praktyczne nie tylko dla diagnosty-
ki chorob przyzebia, ale takze moze przyczynic si¢ do zoptymalizowania strate-
gii terapii choroby.

Podjecie zatem badan przedstawionych w niniejszej pracy uzasadniaja:
powszechnos¢ wystepowania przewlektego zapalenia przyzgbia u dorostych,
trudno$ci w leczeniu, zwlaszcza postaci cigzkich, a takze bardzo powazne na-
stgpstwa tej choroby, gldwnie utrata zgbdw oraz zespoty uogoélnionych zakazen
organizmu. Badania epidemiologiczne wskazuja na Sciste powiazanie zdrowia
jamy ustnej z catym organizmem, co Seymour i wsp. [164] okreslili w konkluzji
nastepujaco: ,,Nie mozna mie¢ dobrego zdrowia ogolnego bez dobrego zdrowia
jamy ustnej”. W wielu dotychczasowych badaniach scharakteryzowano juz po-
szczegblne gatunki periopatogenéw i ich czynniki zjadliwosci, a takze najcze-
Sciej wspotwystepujace grupy gatunkow bakteryjnych (nazywane kompleksami)
0 szczegblnym znaczeniu w etiopatogenezie periodontitis. Jednak nadal nie jest
znany rzeczywisty udziat periopatogendw i rola bakterii z rodzaju Lactobacillus
w aktywnosci choroby przyzebia, co jest szczegodlnie wazne dla petniejszego
poznania etiopatogenezy tej choroby.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie mozliwosci antagonistycznego od-

dzialywania waznych klinicznie periopatogendéw i szczepdw Lactobacillus
mikroflory jamy ustnej w przewlektej chorobie przyzebia u dorostych w bada-
niach in vivo 1 in vitro. W konteks$cie powyzszego celu istotne byto takze zanali-
zowanie efektywnosci zastosowania u chorych z umiarkowanym przewleklym
zapaleniem przyzebia doustnych tabletek probiotycznych zawierajacych szczep
Lactobacillus reuteri, produkujacy nadtlenek wodoru.

L.
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Cel ten byt realizowany w nastepujacych zadaniach badawczych:

Ocena wystgpowania periopatogenoéw 1 bakterii z rodzaju Lactobacillus,
ze szczegblnym uwzglednieniem wytwarzania nadtlenku wodoru, u 0so6b
z umiarkowanym i cigzkim przewleklym zapaleniem przyzebia.

Ocena prozapalnej odpowiedzi cytokinowej (TNF-a, IL-1p i IL-17) u chorych
z umiarkowanym i cigzkim przewlektym zapaleniem przyzgbia.

Ocena ekspresji genow dla cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-12
1 IL-17) 1 cytokiny przeciwzapalnej IL-10 oraz genu czynnika antyprolifera-
cyjnego BTG2 w ludzkich fibroblastach dziastowych pod wptywem super-
natantow z hodowli wybranych szczepow periopatogenow (Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia 1 Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans) oraz supernatantow z hodowli szczepow klinicznych Lactobacillus
acidophilus.

Ocena wptywu supernatantow z hodowli wybranych szczepow periopato-
gendw (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia i Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) na poziom adenozynotrojfosforanu (ATP) w ludz-
kich fibroblastach dziastowych i ich zywotnos¢.

Ocena wptywu supernatantéw z hodowli szczepow klinicznych Lactobacil-
lus acidophilus na poziom adenozynotrdjfosforanu (ATP) w ludzkich fibro-
blastach dziastowych i ich zywotnos¢.

Ocena prozapalnej odpowiedzi cytokinowej (TNF-a, IL-1B 1 IL-17) u cho-
rych z umiarkowanym przewlektym zapaleniem przyzgbia otrzymujacych
suplement diety — tabletki probiotyczne zawierajace szczep Lactobacillus
reuteri, produkujacy nadtlenek wodoru.



3. MATERIAL | METODY

3.1. Pacjenci i badanie stomatologiczne

Badaniami objeto 112 0s6b zglaszajacych si¢ do leczenia w Klinice Stomatologii
Zachowawczej 1 Periodontologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkow-
skiego w Poznaniu. Ostatecznie do zaplanowanych badan wytoniono 65 chorych
(32 kobiety i 33 me¢zczyzn), u ktéorych w oparciu o przeprowadzone badanie
periodontologiczne rozpoznano umiarkowane lub cigzkie przewlekte zapalenie
przyzebia. Grupg badawcza stanowily osoby z przewlekta choroba przyzebia
w wieku 30-50 lat. Do badan zostali zakwalifikowani pacjenci ogolnie zdrowi,
niepodajacy w wywiadzie wystgpowania chorob ogoélnych, nieotrzymujacy lekow
przeciwbakteryjnych w ostatnich 3 tygodniach oraz niepalacy papierosow. Ww.
pacjenci nie uzytkowali ruchomych uzupehien protetycznych, nie byli leczeni
periodontologicznie w ciagu roku poprzedzajacego badania, a takze nie stosowali
dodatkowych $rodkow higieny jamy ustnej (nitka dentystyczna, ptyny antysep-
tyczne, irygatory). Szczegdlowy opis badania klinicznego przedstawiono w pod-
rozdz. 3.1.

Sposrod 65 pacjentow z przewleklym zapaleniem przyzebia do Grupy 1
wlaczono w zalezno$ci od stopnia zaawansowania choroby 30 oséb. Podgru-
pa 1A obejmowata 15 pacjentow (8 kobiet 1 7 mgzczyzn) w wieku 3045 lat
z umiarkowanym przewlektym zapaleniem przyzgbia, $redni czas trwania cho-
roby wynosit 20,1 + 2,1 miesiecy (18—-25 miesiecy). Podgrupe 1B stanowito 15
pacjentow (6 kobiet 1 9 mgzczyzn) w wieku 30-50 lat z cigzkim przewlektym
zapaleniem przyzgbia; $redni czas trwania choroby wynosit 28,1 + 4,1 miesigcy
(2235 miesigcy).

Druga grupg badawcza (Grupa 2) stanowito 35 pacjentéw w wieku 31-46
lat (18 kobiet i 17 mgzczyzn) u ktorych w oparciu o badanie kliniczne (I termin
badania) rozpoznano umiarkowane przewlekte zapalenie przyzebia; §redni czas
trwania choroby wynosit 19,4 + 2,8 miesigcy (18—27 miesigcy). Nastgpnie wyko-
nano profesjonalne oczyszczenie zgbow wraz z wygladzeniem powierzchni ko-
rzeni oraz instruktaz higieny jamy ustnej. Po 2 tygodniach od przeprowadzonych
zabiegow higienizacyjnych wyodrgbniono na podstawie badania klinicznego (11
termin badania) podgrupg 16 osob (Podgrupa 2A), u ktérych nie zastosowano
tabletek probiotycznych (z uwagi na istotng poprawe parametréw klinicznych
— podrozdz. 4.2.) oraz 19 os6b (Podgrupa 2B), ktore otrzymaty tabletki pro-
biotyczne. Suplement diety, tabletki probiotyczne do ssania zawierajace szczep
Lactobacillus reuteri, produkujacy nadtlenek wodoru (108 CFU Lactobacillus
reuteri ATCC PTA 5289, Prodentis), byt stosowany przez pacjentow dwa razy
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dziennie po szczotkowaniu zgbow. Po 2 tygodniach od zakonczenia stosowania
tabletek probiotycznych przeprowadzono badanie kliniczne kontrolne (III ter-
min badania). Grupy badawcze przedstawiono schematycznie na rycinie 2.
Niniejsza pracg wykonano w nast¢pujacych jednostkach naukowych:
= Katedrze i Klinice Stomatologii Zachowawczej i Periodontologii UM im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,

= Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej UM im. Karola Marcin-

kowskiego w Poznaniu,

= Katedrze 1 Zaktadzie Histologii i Embriologii UM im. Karola Marcin-

kowskiego w Poznaniu.

Na badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej, przy UM im. K. Marcin-
kowskiego w Poznaniu: Uchwata nr 488/12 oraz Uchwata nr 146/13.

Badania zostaty sfinansowane z uczelnianego projektu badawczego A. K.
Szkaradkiewicz-Karpinskiej (nr 502-14-02209324-08456).

Kliniczne badanie stomatologiczne obejmowato badanie podmiotowe oraz
przedmiotowe. Badanie podmiotowe dotyczyto wystgpowania chorob uktado-
wych oraz stosowania lekow przeciwbakteryjnych w ostatnich 3 tygodniach
i palenia papierosow przez pacjentow. U kazdego pacjenta oceniano higieng
jamy ustnej, stan dzigsel, gtebokos¢ kieszonek przyzebnych oraz utrate przycze-
pu tacznotkankowego.

Do oceny stanu higieny jamy ustnej zastosowano wskaznik plytki nazebnej
— Plaque Index (PLI) wedlug Silness i Loe [169].

Wskaznik P1.I pozwala na okreslenie grubosci migkkich ztogéw umiejsco-
wionych w okolicy szyjki zebow. Oceng przeprowadzono na 4 powierzchniach:
blizszej, dalszej, policzkowej i jezykowej wszystkich zegboéw wedlug nastepuja-
cej skali punktowe;j:

0 — brak ptytki,

1 — cienka warstwa plytki stwierdzona zglebnikiem, ale niewidoczna goltym
okiem,

2 — umiarkowane nagromadzenie ptytki, widoczne gotym okiem

3 — obfite nagromadzenie ptytki.

Wartos$ci uzyskane ze wszystkich powierzchni zgba sumowano i dzie-
lono przez 4 obliczajac w ten sposob srednig warto$¢ ptytki dla danego zgba.
Sumg $rednich wartosci podzielono przez liczbg wszystkich badanych zgbow
otrzymujac warto$¢ wskaznika P1.I u danego pacjenta.

Wartos¢ wskaznika PLI w granicach 0,1-0,9 $wiadczy o dobrym stanie hi-
gieny jamy ustnej, 1,0-1,9 o dostatecznym stanie, a 2,0-3,0 o zlej higienie jamy
ustnej [113].
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Do oceny stanu dziaset zastosowano wskaznik dziastowy — Gingival In-
dex (GI) wedtug Loe i Silness [15, 113, 114] oraz wskaznik krwawienia ze
szczeliny dziastowej — Sulcus Bleeding Index (SBI) wedlug Mihlemanna
i Sona [128].

Wskaznik GI pozwala na okreslenie stanu brzegu dziastowego przy czterech
powierzchniach zgba. Uwzglednia on brak lub istnienie objawow zapalenia dzia-
set, takich jak: obrzek, zmiana zabarwienia, krwawienie przy zglebnikowaniu
i krwawienie samoistne.

Kryteria oceny zmian jakosciowych w dziasle wedtug Loe i Silness [113, 114]
s nastepujace:

0 — zdrowe dziasto, kolor blador6zowy,

1 — tagodne zapalenie dziaset: niewielka zmiana zabarwienia, lekki obrzgk, brak
krwawienia podczas zglebnikowania,

2 — umiarkowane zapalenie dziasel: zaczerwienienie, obrzek i potysk dziasta,
krwawienie przy ucisku lub zgl¢bnikowaniu,

3 — cigzkie zapalenie dzigsel: wyrazne zaczerwienienie i obrzgk dziasta, owrzo-
dzenie, sktonno$¢ do samoistnego krawienia.

Stan dziasta punktuje si¢ w obrgbie czterech powierzchni otaczajacych kaz-
dy zab; po dodaniu punktoéw i podzieleniu sumy przez 4 otrzymuje si¢ warto-
sci dla danego zgba. Sumujac srednie wartosci i1 dzielac przez liczbg badanych
zgbow otrzymuje si¢ wartos¢ wskaznika GI u danego pacjenta. Wartosci wskaz-
nika dziastowego w zakresie 0,1-1,0 swiadcza o tagodnym zapaleniu dziaset,
1,1-2,0 o umiarkowanym, a 2,1-3,0 o ci¢zkim (zaawansowanym) zapaleniu
dziaset [114].

Wskaznik SBI wedtug Miihlemanna i Sona [128] obliczano w oparciu o wy-
stgpowanie krwawienia po wprowadzeniu sondy periodontologicznej do kie-
szonki dzigstowej bez ucisku na jej dno. Oceny dokonywano na czterech jed-
nostkach dziastowych: dziasle brzeznym wargowo, dziasle brzeznym jezykowo,
brodawce miedzyzebowej mezjalnie i brodawce miedzyzgbowej dystalnie we-
dtug nastgpujacych kryteriow:

0 — zdrowe dziasto, brak krwawienia podczas zgtgbnikowania,

1 — zdrowo wygladajace dziasto, lecz krwawiace przy zgl¢bnikowaniu szczeliny
dziastowej,

2 — zmiana zabarwienia dziasta, krwawienie pod wplywem czynnikéw
drazniacych,

3 — lekka zmiana ksztaltu, zmiana zabarwienia, krwawienie pod wplywem
draznienia,

4 — znaczna zmiana ksztaltu, zmiana zabarwienia, krwawienie pod wplywem
czynnikow drazniacych,
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5 — znaczny obrzek, zmiana w kolorze, krwawienie dziasta podczas zglebniko-
wania, ewentualne owrzodzenie dziasta.

Odnotowane warto$ci na czterech powierzchniach wokét wszystkich
obecnych w jamie ustnej zebow stanowity podstawe do obliczenia wartosci
wskaznika.

Utrate tkanek przyzebia powstala w nastepstwie periodontitis, okreslono na
podstawie pomiaru glgbokosci kieszonek (PPD — Probing Periodontal Depth)
oraz pomiaru potozenia przyczepu tacznotkankowego — CAL (Clinical Attach-
ment Level). Pomiaru klinicznej glgbokosci kieszonek przyzebnych dokonywa-
no na 6 powierzchniach przy wszystkich obecnych w jamie ustnej zgbach z za-
stosowaniem skalowanej sondy periodontologicznej WHO 621 Hu-Friedy (skala
do 11,5 mm).

Czes$¢ pomiarowa sondy zakonczona jest kulka o $rednicy 0,5 mm i zawie-
ra strefy pomiarowe rozmieszczone w odleglosci 3,5; 5,5; 8,5 oraz 11,5 mm.
Glebokos¢ kieszonek przy powierzchniach badanych zgbow mierzono periodon-
tometrem wprowadzanym rownolegle do dtugiej osi zgba, przesuwajac wierz-
chotek sondy w ciaglym kontakcie z zgbem az do dna kieszonki [110, 140, 141,
211]. Wartosci te stanowity podstawe do obliczenia $rednich glgbokosci kieszo-
nek przyzebnych u poszczegolnych pacjentow.

Pomiaru klinicznej utraty przyczepu tacznotkankowego dokonywano przy
sze$ciu powierzchniach kazdego z zgbow z zastosowaniem sondy periodonto-
logicznej WHO 621 Hu Friedy (skala do 11,5 mm). Warto§¢ CAL obliczano
na podstawie pomiaru odlegtosci od potaczenia szkliwno-cementowego do dna
kieszonki dziastowej. W przypadku, gdy brzeg dziastowy przykrywat potacze-
nie szkliwno-cementowe dokonywano dwoch pomiardéw. Pierwszy pomiar doty-
czyt glebokosci kieszonki dziastowej, drugi natomiast obejmowat odleglos¢ od
brzegu dziasta do linii potaczenia szkliwno-cementowego. Warto$¢ wyrazajaca
potozenie przyczepu tacznotkankowego uzyskiwano przez odjgcie wartosci od-
powiadajacej odlegtosci brzegu dziasta od linii potaczenia szkliwno-cemento-
wego od wartosci wyrazajacej gltebokos¢ kieszonki dziastowej [3, 58, 59, 82].
Uzyskane dane stanowity podstawg do obliczenia warto$ci §rednich CAL u po-
szczegblnych pacjentow.

Wyniki badania przedmiotowego stanowity podstawe do rozpoznania choro-
by przyzgbia. Przyjgto kryteria uproszczonej klasyfikacji chorob dziaset i przy-
zgbia, ktora uwzglednia stopien zaawansowania przewleklego zapalenia przyze-
bia [58, 59].
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Stopien zaawansowania choroby przyzebia okreslono na podstawie nastgpu-
jacych kryteriow:
1. W umiarkowanym zapaleniu przyzebia:

= wskaznik dzigstowy GI >0

= wskaznik krwawienia ze szczeliny dziastowej SBI > 0

= kliniczna utrata potozenia przyczepu tacznotkankowego CAL > 5 mm

= conajmniej 2 zeby niesasiadujace ze soba z kieszonkami o glebokosci

PPD >4 mm

2. W cigzkim zapaleniu przyzebia:

= wskaznik dzigstowy GI >0

= wskaznik krwawienia ze szczeliny dziastowej SBI > 0

= kliniczna utrata potozenia przyczepu tacznotkankowego CAL > 6 mm

= glebokosci kieszonek PPD > 5 mm [58, 211].

3.2. Pobieranie probek ptynu dzigstowego

Materiat badawczy stanowity probki zbiorcze ptynu dziastowego. U wszystkich
badanych 0s6b grupy 1 ptyn ten pobierano po przeprowadzonym badaniu kli-
nicznym. W grupie 2 pacjentow plyn dziastowy pobrany byt w trzech terminach
po przeprowadzonych badaniach klinicznych (terminy badania przedstawiono
w podrozdz. 3.1.). Ptyn ten pobierano strzykawka Hamilton 25 pl (Hamilton,
USA) z cienka igla endodontyczna (Srednica 0,3 mm, dtugos¢ 25 mm) z wszyst-
kich stwierdzonych kieszonek przyzebnych po izolacji od dostgpu sliny. Przed
pobieraniem probek pacjentow nie poddawano zadnym zabiegom higienizacyj-
nym. Igte wprowadzano do kieszonek przyzgbnych i ostroznie aspirowano ma-
teriat. Nastepnie pobrany ptyn dziastowy umieszczano w jalowych probow-
kach typu Eppendorf opisanych numerami odpowiadajacymi numerom kart
pacjentow [24, 61].

3.3. Hodowle bakterii

Badania mikrobiologiczne oraz badania cytokin zostaty przeprowadzone w Ka-
tedrze 1 Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej (kierownik: prof. dr hab. Andrzej
Szkaradkiewicz) Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu.

Bakterie z rodzaju Prevotella i Porphyromonas hodowano na podtozu Co-
lumbia Agar wzbogaconym 7% krwia barania w warunkach beztlenowych,
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stosujac GENbag anaer (bioMerieux), w temperaturze 37°C przez 48—72 godzi-
ny. Do identyfikacji stosowano test rapid ID 32 A (bioMerieux).

Bakterie z rodzaju Aggregatibacter hodowano na Chocolate Agar na bazie
Columbia Agar z 7% krwia barania, w atmosferze 5% CO,, stosujac GENbag
CO, (bioMerieux), w temperaturze 37°C przez 48-72 godziny. Do identyfikacji
stosowano test API NH (bioMerieux), uzupetniony o badanie zdolnosci wzrostu
wokot czynnikow X 1V oraz zdolno$ci wytwarzania katalazy.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus hodowano na agarze Rogosa w warunkach
beztlenowych, w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Wyroste kolonie Lac-
tobacillus identyfikowano przy uzyciu zestawéw APl 50 CHL (bioMerieux)
(Fot. 1.).

Fot. 1. Zestaw biochemiczny API 50 CHL (bioMerieux).
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Zdolno$¢ do produkcji nadtlenku wodoru wsrod szczepdw Lactobacillus
okreslano na podstawie hodowli uzyskanych izolatow w warunkach tlenowych
w obecnosci 6% CO,, w temperaturze 37°C przez 48 godzin na podtozu réznicu-
jacym TMB-Plus agar, przygotowanym wg Rabe i Hillier [145].

Sktad podtoza TMB-Plus:

10 mg peroksydazy chrzanowej (Sigma),

250 mg TMB (Sigma),

50 ml surowicy konskiej (Biomed),

20 g skrobi,

10 ml roztworu heminy,

0,57 g bezwodnego MgSO,,

0,12 g MnSO,,

0,2 ml roztworu witaminy K.

Wystapienie zmiany zabarwienia wyrostych kolonii Lactobacillus spp. (po-
jawienie si¢ niebieskiego zabarwienia) oznaczatlo wytwarzanie nadtlenku wodo-
ru (H,0,).

3.4. Otrzymywanie supernatantéw z hodowli bakterii

Z hodowli poszczegdlnych bakterii otrzymywano zawiesing 0,5 McF bakterii
w 2 ml soli fizjologicznej. Do 2 ml RPMI-1640 dodawano 0,1 ml zawiesiny
bakterii i hodowano przez 24 godziny w 37°C w warunkach beztlenowych. Na-
stegpnie hodowle filtrowano przez saczki uzyskujac supernatant. Supernatanty
poddawano réwniez inaktywacji w temp. 56°C przez 1 godzing oraz w 100°C
przez 30 minut.

3.5. Hodowle fibroblastow dzigstowych

Fibroblasty dziastowe HGF-1 (CRL-2014, ATCC) hodowano w naczyniach ho-
dowlanych T-25 i T-75 (Nunc), w inkubatorze w temp. 37°C, w atmosferze 5%
CO,. Podtoze hodowlane ztozone byto z ptynu DMEM (ATCC) wzbogaconego
10% ptodowa surowica bydleca FBS (Sigma) z dodatkiem penicyliny 100 U/ml
1 streptomycyny 20 mg/ml (Sigma). Podtoze wymieniano 3 razy w tygodniu.
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Fot. 2. Fibroblasty dzigstowe HGF-1 w hodowli, wybarwione kalceing AM i homodimerem-1 etydyny.

3.6. Oznaczanie cytokin w plynie dzigstowym

Oznaczanie TNF-a

Oznaczanie TNF-a wykonano w ptynie dziastowym metoda immunoenzymatycz-
ng (ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci — Quantikine HS ELISA Hu-
man TNF-a (R&D Systems) charakteryzujacego si¢ srednia minimalng wykry-
walnoscia (MDD) wynoszaca 0,106 pg/ml. Wartos¢ absorbancji odczytywano
przy dtugosci fali A = 490 nm za pomoca czytnika Reader 250 (bioMerieux)
(Fot. 3.). Wyniki obliczano z wyznaczeniem krzywej standardowe;.

Oznaczanie IL-IB

Oznaczanie IL-1B wykonano w ptynie dziagstowym metoda immunoenzymatycz-
na (ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci — Quantikine HS ELISA
Human IL-1B/IL-1F2 (R&D Systems) charakteryzujacego si¢ srednig minimalna
wykrywalno$cia (MDD) wynoszaca 0,057 pg/ml. Wartos¢ absorbancji odczyty-
wano przy dlugosci fali A = 490 nm za pomoca czytnika Reader 250 (bioMe-
rieux). Wyniki obliczano z wyznaczonej krzywej standardowe;j.
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Fot. 3. Czytnik Reader 250 (bioMerieux) do badar immunoenzymatycznych.

Oznaczanie IL-17

Oznaczanie IL-17 wykonano w ptynie dziastowym metoda immunoenzymatycz-
na (ELISA), przy uzyciu zestawu Human IL-17 Platinum ELISA (eBioscience)
charakteryzujacego si¢ srednia minimalna wykrywalnoscia (MDD) wynoszaca
0,5 pg/ml. Warto$¢ absorbancji odczytywano przy dtugosci fali A = 450 nm za
pomoca czytnika Reader 250 (bioMerieux). Wyniki odczytywano po wyznacze-
niu krzywej standardowe;j.

3.7. Badania ekspresji genéw w fibroblastach dzigstowych

Badania ekspresji genéw zostaly przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Hi-
stologii 1 Embriologii (kierownik: prof. dr hab. Maciej Zabel) Uniwersytetu Me-
dycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Zmiany w ekspresji gendéw w hodowlach fibroblastow dziastowych pod
wplywem supernatantéw uzyskanych z badanych bakterii (100 pl/10¢ komo-
rek/1 ml podtoza) badano przy uzyciu metody mikromacierzy, na platformie
Affymetrix. Zastosowano zestawy GeneAtlas 3° IVT Express Kit i GeneAtlas
Hybridization, Wash and Stain Kit for 3’ IVT Arrays (Affymetrix) przeznaczone
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do badania ekspresji genow ludzkich oraz mikromacierze Affymetrix® Human
Genome U219 Array Strip zawierajace ponad 36 000 transkryptow i wariantow,
reprezentujacych ponad 20000 genow.

RNA badanych komorek izolowano stosujac TRI Reagent (Sigma-Aldrich),
zgodnie z zaleceniami producenta, po czym oczyszczano przy uzyciu kolumn
NucleoSpin RNA Binding (Macherey-Nagel). Analizg ilosci oraz czystosci wy-
izolowanego RNA przeprowadzono przy uzyciu NanoDrop 1000 Spectrophoto-
meter (Affymetrix).

Badania ekspresji genow przeprowadzono zgodnie z procedura dla zestawu
GeneAtlas 3' IVT Express Kit opracowang przez Affymetrix. Pierwszym etapem
badania ekspresji genow jest odwrotna transkrypcja, zainicjowana przez przyla-
czenie startera T7-Oligo, prowadzaca do syntezy pierwszej nici cDNA zawiera-
jacej sekwencj¢ promotora T7. Nastgpnie przy udziale polimerazy DNA i RNazy
H dochodzi do rownoczesnej degradacji RNA oraz syntezy drugiej nici cDNA.
Kolejny etap to transkrypcja in vitro (IVT) przy udziale biotynylowanych ana-
logow rybonukleotydow prowadzaca do amplifikacji kopii modyfikowanego
biotyna aRNA. Zamplifikowane znakowane aRNA jest oczyszczane oraz frag-
mentowane. Nastgpnie przeprowadza si¢ hybrydyzacje na mikromacierzach Af-
fymetrix Human Genome U219 Array Strip.

Do wykonania hybrydyzacji oraz odczytu ekspresji genow zastosowano blok
cieplny AccuBlock (Labnet), aparat GeneAtlas Personal Microarray System
(Affymetrix) (Fot. 4.) oraz oprogramowanie Partek Express i Ariadne Pathway
Express (Affymetrix Edition). Schemat procedury amplifikacji aRNA przedsta-
wiono na rycinie 3.
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AccuBLOCck
Digital Dry Bath

Fot. 4. Blok cieplny AccuBlock (u gory) oraz zestaw GeneAtlas Personal Microarray System
(na dole) stosowane w badaniach ekspresji gendw.
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3.8. Ocena obecnosci ATP

Oceny obecnosci adenozynotrdjfosforanu (ATP) w hodowlach fibroblastow
dzigstowych HGF-1 dokonywano przy uzyciu testu luminescencyjnego (Cel-
ITiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega). Badania przeprowa-
dzano w obecnos$ci zbuforowanej soli fizjologicznej PBS (15 pl/10° komorek
HGF-1/135 ul podtoza) oraz w obecnos$ci supernatantu uzyskanego z hodowli
poszczegdlnych bakterii (15 pl/10° komérek HGF-1/135 pl podtoza). Badania
poziomu ATP w fibroblastach dzigstowych HGF-1 przeprowadzano z superna-
tantem kazdego z wyizolowanych szczepow bakterii, w trzech powtorzeniach.
Badano wptyw supernatantéw nieogrzewanych oraz supernatantoéw ogrzewa-
nych w temp. 56°C przez 30 minut oraz w 100°C przez 30 minut. Podtoze sta-
nowit ptyn DMEM (ATCC) wzbogacony 10% plodowa surowica bydlgca FBS
(Sigma). Przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze
w 37°C z 5% CO,. Nastgpnie przeptukiwano ptynem hodowlanym i przepro-
wadzano test oceny obecnosci ATP. Do probek dodawano po 150 ul przygoto-
wanego odczynnika (substrat + bufor), mieszano przez 2 minuty i inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.

Fot. 5. Luminometr GloMax (Promega).
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Wyniki odczytywano przy uzyciu luminometru (GloMax, Promega) (Fot. 5.).
W obecnosci ATP emitowane jest §wiatto (Ryc. 4.) i nastgpnie odczytywane
jako relatywne jednostki §wietlne (RLU). Intensywnos$¢ wydzielonych kwan-
tow $wiatla jest proporcjonalna do ilosci ATP obecnego w danym badaniu
[18].

HO S )\1]/ COOH Lucyferaza ~ © S ,N:( o~
>_< _—
\O:N/ s~ +ATP+O, Mg2+ N/> <S I +AMP+PP+CO,+ 9D
®RLU)
Lucyferyna Oksylucyferyna

Ryc. 4. Reakcja zachodzaca w badaniu luminometrycznym.

3.9. Badanie zywotnosci fibroblastow dzigstowych

W badaniu zywotno$ci fibroblastow dziastowych HGF-1 zastosowano test flu-
orescencyjny Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, USA) (Fot. 6.).
W tescie tym komorki zywe wybarwione zostaja na kolor zielony (kalceina-AM
wykazujaca aktywnos$¢ wewnatrzkomorkowej esterazy), a komorki martwe — na
kolor czerwony (homodimer-1 etydyny wykazujacy utrat¢ integralnosci btony
komorkowe;j).

Badania przeprowadzano w komorach hodowlanych Lab-Tek Chamber Sli-
de (Nunc) w obecno$ci zbuforowanej soli fizjologicznej PBS (50 ul/0,5x10°
komoérek HGF-1/450 pl podtoza) oraz w obecnosci supernatantu uzyskanego
z hodowli poszczegdlnych bakterii (50 pl/0,5%10° komoérek HGF-1/450 ul pod-
toza). Badania zywotnosci fibroblastow dziastowych HGF-1 przeprowadzano
z supernatantem kazdego z wyizolowanych szczepoéw bakterii, w trzech powto-
rzeniach. Badano wpltyw supernatantdw nieogrzewanych oraz supernatantow
ogrzewanych w temp. 56°C przez 30 minut oraz w 100°C przez 30 minut. Podto-
ze stanowit ptyn DMEM (ATCC) wzbogacony 10% ptodowa surowica bydleca
FBS (Sigma).

Przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze w 37°C
z 5% CO,. Nastepnie przeptukiwano ptynem hodowlanym i przeprowadzano
test oceny zywotnosci. Odczytu dokonywano w czasie zerowym, po 6, 12, 18
1 24 godzinach przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse E200
(pow. 1000x%).
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Fot. 6. Zestaw Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit zastosowany do oceny zywotnosci fibroblastow
dzigstowych.

3.10. Metody statystyczne

Uzyskane w badaniach wyniki analizowano przy uzyciu programu kompute-
rowego STATISTICA 8 dla systemu operacyjnego Windows. W analizie staty-
stycznej zastosowano testy nieparametryczne, ktore pozwalaja na wyliczanie
szerokiego zakresu réznych miar potozenia (Srednia, mediana itd.) i dyspers;ji
(odchylenie standardowe) dajac w ten sposob pelny obraz danych. Sa to metody
niezalezne od parametrow lub niezalezne od rozktadu.

W analizie wskaznikow klinicznych (PLI, GI, SBI, PPD, CAL) zastosowano
test nieparametryczny Manna-Whitneya oraz test Kruskala-Wallisa. W analizie
porownawczej poziomow ATP zastosowano jednoczynnikowa analizg¢ wariancji
(one-way ANOVA) z testem Tukeya-Kramera. W analizie pordéwnawczej aktyw-
nosci proliferacyjnej oraz zywotnos$ci fibroblastow dziaslowych zastosowano
test nieparametryczny Manna-Whitneya oraz test Kruskala-Wallisa. W analizie
porownawczej poziomdéw cytokin w badanych grupach zastosowano test nie-
parametryczny Kruskala-Wallisa z testem Dunn’a. W badaniu ekspresji genow
zastosowano test ANOVA.
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Poziom istotno$ci (poziom p) stanowi malejacy wskaznik wiarygodnos$ci
rezultatu. Im mniejsza liczba p (poziom istotnosci) tym jest wigksza roznica
migdzy grupami. Warto$cia graniczng poziomu istotnosci jest p < 0,05. Réznice
uznawano za istotna statystycznie jesli p < 0,05, natomiast wysoce istotne rozni-
ce weryfikowano przy poziomie istotnosci p < 0,001.

W pracy zastosowano nastgpujace symbole zwigzane z analizg statystyczna:
X — $rednia arytmetyczna,
n — liczba badanych pacjentow,
NS — nieistotne statystycznie,
p — poziom istotnosci,
SD — odchylenie standardowe.
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki badania stomatologicznego pacjentéw grupy 1Ai 1B

Przeprowadzajac badanie stomatologiczne jamy ustnej u 30 pacjentéw z prze-
wleklym zapaleniem przyzgbia dokonano oceny nastgpujacych wskaznikow:
ptytki nazgbnej (PLI), dziastowego (GI), krwawienia ze szczeliny dziastowej
(SBI), gtebokosci kieszonek (PPD) oraz klinicznej utraty przyczepu tacznotkan-
kowego (CAL). Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz w oparciu o analizg
wskaznikow wyznaczajacych kryteria zaawansowania choroby przyzebia wy-
odrebniono dwie grupy: grupe pacjentéw z umiarkowanym przewlektym zapa-
leniem przyzgbia (grupa 1A) w wieku 3045 lat liczaca 15 pacjentow (8 kobiet
17 mgzczyzn) oraz grupg pacjentéow z cigzkim zapaleniem przyzebia (grupa 1B)
w wieku 30-50 lat liczaca 15 pacjentow (6 kobiet i 9 mezczyzn).

Uzyskane $rednie wynikoéw badanych wskaznikow klinicznych zestawiono
w tabeli 1.

Tabela 1. Warto$ci wskaznikéw klinicznych (Srednia £ SD) u pacjentéw z przewlektym
umiarkowanym (grupa 1A) i ciezkim (grupa 1B) zapaleniem przyzebia

Wskazniki kliniczne Grupa 1A Grupa 1B
n=15 n=15
PLI 222+0,17 2.16+0.22
Gl 1,73 40,29 2,35+ 027*
SBI 1,89 = 0,33 2,92+ 0.41%
PPD 436+0,22 7,03 £ 1,39*
CAL 3,84+ 0,61 6,94+ 1,23%

* roznica istotna statystycznie pomigdzy grupami

Analizujac wyniki wskaznika ptytki nazegbnej (PL.I) wykazano, ze $rednia
warto$¢ wskaznika PLI u pacjentow z umiarkowanym zapaleniem przyzgbia
(grupa 1A) wynosita 2,22 £ 0,17, a w grupie pacjentow z cigzkim zapaleniem
przyzegbia (grupa 1B) 2,16 + 0,22. Wartosci te nie roznity sig statystycznie.

Analizujac wyniki wskaznika dzigstowego (GI) wykazano, Ze $rednia war-
to$¢ wskaznika GI u pacjentow grupy 1A wynosita 1,73 0,29, natomiast w gru-
pie 1B 2,35 + 0,27. Wyniki te r6znily si¢ istotnie statystycznie.
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Analizujac wyniki wskaznika krwawienia ze szczeliny dziastowej (SBI)
wykazano, ze $rednia warto$¢ wskaznika SBI u pacjentow grupy 1A wynosita
1,89 £+ 0,33, natomiast w grupie 1B 2,92 + 0,41.Wyniki te rdznily si¢ istotnie
statystycznie.

Srednia gleboko$é kieszonek przyzebnych (PPD) oraz srednia utrata przy-
czepu tacznotkankowego (CAL) u pacjentdow grupy 1A odpowiednio wynosi-
ly: 4,36 + 0,221 3,84 + 0,61. Srednia glebokos¢ kieszonek przyzebnych (PPD)
oraz $rednia utrata przyczepu tacznotkankowego (CAL) u pacjentow grupy 1B
odpowiednio wynosity: 7,03 + 1,39 1 6,94 + 1,23. Wyniki te roznily si¢ istotnie
statystycznie.

4.2. Wyniki badania stomatologicznego pacjentéw grupy 2A i 2B

Przeprowadzajac badanie stomatologiczne jamy ustnej u zakwalifikowanych 35
pacjentow z umiarkowanym przewlektym zapaleniem przyzgbia dokonano oce-
ny wskaznikow: wskaznika ptytki nazgbnej (PLI), wskaznika dziastowego (GI),
wskaznika krwawienia ze szczeliny dziastowej (SBI) oraz glebokosci kieszo-
nek (PPD) i klinicznej utraty potozenia przyczepu tacznotkankowego (CAL).
Po dwoch tygodniach od wykonania zabiegow higienizacyjnych (skaling, root
planing) wyodrebniono, na podstawie badania klinicznego, podgrupe 16 osob
(podgrupa 2A), u ktoérych nie zastosowano tabletek probiotycznych oraz 19 osob
(podgrupa 2B), ktore stosowatly nastgpnie dwa razy dziennie przez dziesig¢ dni
tabletki do ssania zawierajace szczep Lactobacillus reuteri, produkujacy nadtle-
nek wodoru. Po dwoch tygodniach przeprowadzono trzecie badanie kliniczne,
na podstawie ktorego wyodrebniono 14 0sob z poprawa kliniczna (podgrupa
PK) oraz 5 0séb bez poprawy klinicznej (podgrupa BPK).

W grupie 2A stwierdzono istotne statystycznie obnizenie $rednich warto$ci
wszystkich ocenianych parametrow klinicznych (PLI, GI, SBI, PPD, CAL) w 11
terminie badania, po dwoch tygodniach od przeprowadzonych zabiegéw higieni-
zacyjnych. Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w srednich wartosciach
pomigdzy II i III terminem badania klinicznego, co $§wiadczy o utrzymywaniu
si¢ obnizonych warto$ci ocenianych parametréw. Uzyskane $rednie wartosci ba-
danych PLI, GI, SBI, PPD, CAL zestawiono w tabelach 2. i 3.

W grupie 2B stwierdzono istotny statystycznie spadek $rednich war-
tosci wskaznikéw PL.I oraz GI w II terminie badania klinicznego, natomiast nie
stwierdzono rdznic istotnych statystycznie w $rednich warto$ciach parametrow
klinicznych SBI, PPD i CAL. Obnizenie istotne statystycznie §rednich wartosci
SBI, PPD i CAL uzyskano po 2 tygodniach od zastosowania przez pacjentdw
suplementu diety tabletek probiotycznych.
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Tabela 2. Warto$ci wskaznikow klinicznych ($rednia £ SD) u pacjentéw z umiarkowanym
przewlektym zapaleniem przyzebia grupy 2 i podgrupy 2A (pacjenci niestosujacy tabletek

probiotycznych)
Termin badania

Wskazniki 1 I I

Kliniczne Grupa 2 Podgrupa 2A Podgrupa 2A
n=35 n=16 n=16

PL.I 2,11+0,26 1,35+£0,31* 1,61 £0,35*
Gl 1,61 £0,27 1,21 +0,31* 1,08 + 0,32%
SBI 1,89 + 0,33 1,28 +0,34* 1,31 +0,32*
PPD 3,54 +£0,35 3,09 £ 0,44* 3,02 £0,45*
CAL 3,62 +0,42 3,19 +£0,35* 3,08 +£0,33*

* roznica istotna statystycznie wzgledem terminu I.

Tabela 3. Warto$ci wskaznikéw klinicznych ($rednia = SD) u pacjentéw z umiarkowanym
przewlektym zapaleniem przyzebia grupy 2 i podgrup: 2B, PK i PBK (pacjenci stosujacy
tabletki probiotyczne)

Termin badania
Wskazniki I I I
kliniczne
Grupa 2 Podgrupa 2B Podgrupa PK Podgrupa PBK
n=35 n=19 n=14 n=>5
PL.I 2,11 £0,26 1,56 £ 0,26* 1,67 £0,23* 1,72+ 0,31*
GI 1,61 +£0,27 1,31 +£0,32% 1,19 £0,33* 1,24 +£0,28*

SBI 1,89 +£0,33 1,66 0,36 1,27 & 0,34%* 1,62+ 0,41
PPD 3,54+ 0,35 3,23+0,28 3,01 £0,38* 3,19+ 0,36
CAL 3,62 +0,42 3,45+0,38 3,11 £0,24* 3,51+£0,29

* roznica istotna statystycznie wzglgdem terminu I.

** roznica istotna statystycznie wzgledem terminu I oraz pomigdzy terminem II i III w danej

grupie pacjentow
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4.3. Wyniki badan mikrobiologicznych

W grupie 1A (pacjenci z umiarkowanym przewleklym zapaleniem przyzgbia)
pateczki Lactobacillus spp. tacznie wystgpowaty u 11 oséb (73,3%). U 9 pa-
cjentow stwierdzono Lactobacillus produkujacy nadtlenek wodoru. Jedynie u 5
z tych 0s6b wykazano obecnos$¢ periopatogenow, w tym Porphyromonas gin-
givalis u 2 0s6b (13,3%), przy czym u jednej osoby wystepowat Lactobacillus
nieprodukujacy nadtlenku wodoru, za$ u drugiej nie stwierdzono Lactobacillus.
Prevotella intermedia i Fusobacterium nucleatum stwierdzono u 3 oséb (odpo-
wiednio po 20%), w tym u jednej wspotwystepowat Lactobacillus nieproduku-
jacy nadtlenku wodoru.

Wyniki oceny wystgpowania i identyfikacji gatunkowej periopatogenow
oraz bakterii Lactobacillus spp. w kieszonkach przyzgbnych pacjentdéw z umiar-
kowanym przewlekltym zapaleniem przyzebia przedstawiono na rycinach 5. i 6.

Pg10,5%

Fn 15,8%

La57,9%

Pi15,8%

Pg — Porphyromonas gingivalis, Fn — Fusobacterium nucleatum,

Pi — Prevotella intermedia, La — Lactobacillus acidophilus

Ryc. 5. Odsetki poszczegdlnych gatunkéw bakterii w stosunku do catkowitej liczby gatunkéw
wykrywanych w kieszonkach przyzebnych pacjentéw z umiarkowanym przewlektym zapaleniem
przyzebia.
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brak L. acidophilus
26,7%

Ryc. 6. Wystepowanie Lactobacillus spp. w kieszonkach przyzebnych oraz identyfikacja gatun-
kowa i zdolno$¢ do wytwarzania nadtlenku wodoru u chorych z umiarkowanym przewlektym za-
paleniem przyzebia.

W grupie 1B (pacjenci z cigzkim przewlektym zapaleniem przyzgbia) wyste-
powanie Lactobacillus stwierdzono u 6 0sob (40%), przy czym tylko u 2 z nich
byt to szczep produkujacy nadtlenek wodoru. Z kolei wystgpowanie periopa-
togenéw stwierdzono w tej grupie pacjentow u 11 osoéb, w tym Porphyromo-
nas gingivalis u 9 0sob (60%), z czego u 2 z Lactobacillus nieprodukujacym
nadtlenku wodoru, Prevotella intermedia u 2 0séb (13,3%) z Lactobacillus nie-
produkujacym nadtlenku wodoru oraz Aggregatibacter actinomycetemcomitans
u 1 osoby (6,7%). W grupie 1B stwierdzono réwniez obecnos¢ Fusobacterium
nucleatum u 8 0s6b (53,3%), Parvimonas micra u 8 0sob (53,3%) oraz Gemella
morbillorum u 5 0s6b (33,3%).

Wyniki oceny wystgpowania i identyfikacji gatunkowej periopatogendéw
oraz bakterii Lactobacillus spp. w kieszonkach przyzgbnych pacjentow z cigz-
kim przewlektym zapaleniem przyzgbia przedstawiono na rycinach 7. 1 8.
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Aa2,6%

Pi5,1%

Pg23,1%
Gm12,8%

La15,4%

Fn 20,5%

Pm 20,5%

Pg — Porphyromonas gingivalis, Fn — Fusobacterium nucleatum,
Pm — Parvimonas micra, La — Lactobacillus acidophilus,
Gm — Gemella morbillorum, Pi — Prevotella intermedia,

Aa — Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Ryc. 7. Odsetki poszczegolnych gatunkow bakterii w stosunku do catkowitej liczby gatunkéw wy-
krywanych w kieszonkach przyzebnych pacjentow z ciezkim przewlektym zapaleniem przyzebia.

brak L. acidophilus
60%

Ryc. 8. Wystepowanie Lactobacillus spp. w kieszonkach przyzebnych oraz identyfikacja gatun-
kowa i zdolno$¢ do wytwarzania nadtlenku wodoru u chorych z ciezkim przewlektym zapaleniem
przyzebia.
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Wsrdd badanych pacjentow z przewlekltym zapaleniem przyzebia najwigkszy
odsetek bakterii patogennych stanowity Porphyromonas gingivalis (36,67%), Fu-
sobacterium nucleatum (36,67%) oraz Parvomonas micra (26,67%). Natomiast
sporadycznie wystepowaly gatunki: Prevotella intermedia (16,67%), Gemella
morbillorum (16,67%) oraz Agreggatibacter actinomycetemcomitans (3,33%).

Zestawienie procentowe wystgpowania poszczegélnych gatunkéw bakterii
w kieszonkach przyzgbnych pacjentéw z umiarkowanym i cigzkim przewlektym
zapaleniem przyzgbia przedstawiono na rycinie 9.

Na fotografiach 7-15 przedstawiono obrazy mikroskopowe oraz hodowle
bakterii.

Fotografia 14. przedstawia L. acidophilus produkujacy nadtlenek wodoru,
natomiast na fotografii 15. pokazano L. acidophilus niewytwarzajacy nadtlenku
wodoru.

P gingivalis _ 36'67%

F. nucleatum 36,67%
P. micra 26,67%
P. intermedia 16,67%
A. actinomycetemcomitans I 3,33%

G. morbillorum 16,67%

. ac,.doph”us _ 56'67%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Ryc. 9. Graficzne zestawienie wystepowania (w %) poszczegdlnych gatunkéw bakterii
w kieszonkach przyzebnych u chorych z przewlektym zapaleniem przyzebia.
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Fot. 7. Porphyromonas gingivalis w preparacie mikroskopowym barwionym metoda Grama (pow.
1000x).

Fot. 8. Prevotella intermedia w preparacie mikroskopowym barwionym metodg Grama (pow.
1000x).
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Fot. 9. Aggregatibacter actinomycetemcomitans w preparacie mikroskopowym barwionym metoda,
Grama (pow. 1000x).

Fot. 10. Lactobacillus acidophilus w preparacie mikroskopowym barwionym metodg Grama (pow.
1000x).
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Fot. 11. Szczep Prevotella intermedia na podtozu Columbia Agar.

Fot. 12. Szczep Porphyromonas gingivalis na podtozu Columbia Agar.
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Fot. 13. Szczep Aggregatibacter actinomycetemcomitans na podtozu Columbia Agar.

Fot. 14. Szczep Lactobacillus acidophilus wytwarzajacy nadtlenek wodoru na podtozu réznicujgcym
TMB-Plus.
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Fot. 15. Szczep Lactobacillus acidophilus niewytwarzajacy nadtlenku wodoru na podtozu rézni-
cujacym TMB-Plus.

4.4. Wyniki badan poziomu cytokin TNF-a, IL-1B i IL-17 u chorych
z przewlektym zapaleniem przyzebia

W grupie 1 poziomy cytokin (TNF-a, IL-1f i IL-17) w ptynie dziastowym bytly
istotnie wyzsze w grupie pacjentow z cigzkim przewlektym zapaleniem przyze-
bia (grupa 1B) niz w grupie pacjentow z umiarkowanym zapaleniem (grupa 1A).
Wyniki pozioméw TNF-a, IL-1B oraz IL-17 w plynie dziastowym pacjentow
grupy 1 przedstawiono w tabeli 4.

W grupie 2 po zabiegach higienizacyjnych u 16 pacjentow (podgrupa 2A)
stwierdzono istotne statystycznie obnizenie Srednich wartosci poziomoéw cyto-
kin (TNF-a, IL-1p oraz IL-17) w ptynie dziastowym. U pozostatych 19 pacjen-
tow (podgrupa 2B) nie stwierdzono statystycznych zmian w poziomach cytokin
(TNF-a, IL-1p oraz IL-17) w plynie dziastowym. Po 2 tygodniach od zastosowa-
nia tabletek probiotycznych u 14 0s6b (74%) stwierdzono istotne statystycznie
obnizenie $rednich warto$ci poziomoéw badanych cytokin. Wyniki poziomow
TNF-a, IL-1pB oraz IL-17 w ptynie dziastowym pacjentéw grupy 2 przedstawio-
no w tabelach 5., 6. 1 7. oraz na rycinach 10., 11. i 12. Na podstawie uzyskanych
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wynikoéw badania ptynu dziastowego w terminie I wyznaczono warto$ci granicz-
ne dla badanych cytokin TNF-a, IL-1p oraz IL-17, ktére wynosily odpowiednio
4,01, 16,31 12,04 (stanowiac liczby uzyskane przez odjecie dwukrotnego odchy-
lenia standardowego od warto$ci $redniej w | terminie badania).

Tabela 4. Poziomy cytokin w pg/ml (TNF-a, IL-18 i IL-17) w ptynie dzigstowym pacjentow
grupy 1

Badane eru TNF-a IL-1P IL-17
Erupy pg/ml pg/ml pg/ml
Pacjenci z umiarkowanym
przewlektym zapaleniem przyzgbia 495+0,91 20,3 +3,1 19,66 + 6,1
(podgrupa 1A, n = 15)
Pacjenci z cigzkim przewlekltym
zapaleniem przyz¢bia 6,94 £ 0,78 26,7+3,8 34,7+ 6,65
(podgrupa 1B, n = 15)

Tabela 5. Poziomy TNF-a w pg/ml w ptynie dzigstowym pacjentéw grupy 2

Termin badania Grupy pacjentow TNF-a (pg/ml)
Termin I Grupa 2 6,0 £0,98
Podgrupa 2A 4,12 £0,72%*
Termin 11
Podgrupa 2B 5,48 £ 0,96
Podgrupa PK 2,37 +0,83*
Termin 111
Podgrupa BPK 5,44 £0,7

*rdznica istotna statystycznie wzglgdem terminu 1.
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Tabela 6. Poziomy IL-18 w pg/ml w ptynie dzigstowym pacjentdw grupy 2

Termin badania Grupy pacjentow IL-1B (pg/ml)
Termin I Grupa 2 21,1 +£2,5
Podgrupa 2A 11,5+£221*
Termin I1
Podgrupa 2B 20,6 £2,67
Podgrupa PK 6,96 £ 1,45*
Termin 111
Podgrupa BPK 19,8 + 1,83

*roznica istotna statystycznie wzglgdem terminu I.

Tabela 7. Poziomy IL-17 w pg/ml w ptynie dzigstowym pacjentéw grupy 2

Termin badania Grupy pacjentow IL-17 (pg/ml)
Termin | Grupa 2 18,88 £3,37
Podgrupa 2A 12,3 £2,17*
Termin II
Podgrupa 2B 17,63 £3,27
Podgrupa PK 9,23 +1,8%
Termin III
Podgrupa BPK 16,36 +2,34

*rdznica istotna statystycznie wzgledem terminu 1.
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Ryc. 10. Poziomy cytokiny TNF-a w plynie dzigstowym pacjentéw grupy 2 w poszczegolnych

terminach badania.
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Ryc. 11. Poziomy cytokiny IL-1B w ptynie dzigstowym pacjentdw grupy 2 w poszczegdinych

terminach badania.
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Ryc. 12. Poziomy cytokiny IL-17 w plynie dzigstowym pacjentéw grupy 2 w poszczegéinych
terminach badania.

4.5. Wyniki badania wptywu supernatantéw z hodowli wybranych
szczepow periopatogenéw na poziom ATP w ludzkich fibro-
blastach dzigstowych

Do badan wptywu supernatantow z hodowli bakterii na poziom ATP w ludzkich
fibroblastach dziastowych wykorzystano 15 szczepow periopatogenow wyizolo-
wanych od pacjentéw, w tym 10 szczepow Porphyromonas gingivalis, 4 szcze-
py Prevotella intermedia i 1 szczep Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Zmiany w poziomie ATP w fibroblastach dziastowych HGF-1 pod wplywem
supernatantow kazdego z wyizolowanych szczepow bakterii przedstawiono jako
srednie uzyskanych wynikow.

W badaniach stwierdzono istotny statystycznie spadek poziomu ATP pod
wplywem supernatantow ze szczepdw Porphyromonas gingivalis 1 Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans nieogrzewanych oraz ogrzewanych w temp. 56°C.
Supernatanty uzyskane z hodowli tych bakterii poddane ogrzewaniu w 100°C nie
powodowaty zmniejszenia poziomu ATP w fibroblastach dziastowych. Z kolei,
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poziom ATP pod wplywem supernatantéw ze szczepdw Prevotella intermedia
nie roznit sig istotnie od wartosci kontrolnych (Tab. 8., Ryc. 13.).

Tabela 8. Srednie poziomy ATP (luminescencja w min RLU) w hodowlach fibroblastow
dzigstowych HGF-1 po 24 h inkubacji z supernatantami badanych periopatogenéw

Supernatanty Supernatanty
Supernatanty ogrzewane ogrzewane
Badane komérki nieogrzewane w temp. 56°C w temp. 100°C
przez 30 minut przez 30 minut
Srednia + SD
Kontrola (fibroblasty dziastowe
+ + +
HGF-1) 7 10% PBS 4,90 + 0,32 4,86+0,31 4,79+ 0,28
_ 0
HGF-12 10% supernatantem 4594027 4784029 4814026
P. intermedia
_ 0,
HGF l.Z 10% supernata.mtem 3.55% 403 3.61%+0.25 4644034
A. actinomycetemcomitans
_ 0,
HGF-12 10% supernatantem 341% £ 033 3.48%+031 4574029
P. gingivalis

* roznica istotna statystycznie wzgledem grupy kontrolne;.

4.6. Wyniki badania wptywu supernatantéw z hodowli szczepow
klinicznych Lactobacillus acidophilus na poziom ATP w ludz-
kich fibroblastach dzigstowych

Do badan wplywu supernatantow z hodowli bakterii na poziom ATP w ludz-
kich fibroblastach dziastowych wykorzystano 10 szczepdéw Lactobacillus aci-
dophilus wyizolowanych od pacjentow, w tym 4 szczepy produkujace nadtle-
nek wodoru i 6 szczepdéw nieprodukujacych nadtlenku wodoru. Supernatanty
nieogrzewane oraz ogrzewane w temp. 56°C, uzyskane ze szczepow Lactoba-
cillus acidophilus, spowodowaly istotny statystycznie wzrost poziomu ATP,
natomiast supernatanty ogrzewane w temp. 100°C nie powodowaly wzrostu
poziomu ATP w fibroblastach dziastowych HGF-1 (Tab. 9., Ryc. 13.). Jed-
nocze$nie dokonano oceny dynamiki zmian poziomow ATP w fibroblastach
dziastowych w nastgpstwie ich inkubacji z supernatantami z hodowli anali-
zowanych bakterii. Stwierdzono, ze pod wplywem supernatantéw z hodowli
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A. actinomycetemcomitans 1 P. gingivalis nastgpuje istotne obnizenie pozio-
mu ATP juz po 6 godzinach i utrzymuje si¢ przez okres 24 godzin (Ryc. 13.).
Z drugiej strony supernatanty z hodowli P. intermedia nie wykazywaty wplywu
na poziomy ATP w fibroblastach dziastowych. Z kolei supernatanty z hodowli
L. acidophilus istotnie zwigkszaty poziom ATP w fibroblastach dziastowych juz
po 6 godzinach, a efekt ten utrzymywat si¢ przez okres 24 godzin.

Tabela 9. Srednie poziomy ATP (luminescencja w min RLU) w hodowlach fibroblastow
dzigstowych HGF-1 po 24 h inkubacji z supernatantami Lactobacillus acidophilus

Supernatanty Supernatanty
Supernatanty ogrzewane ogrzewane
Badane komorki nieogrzewane w temp. 56°C w temp. 100°C

przez 30 minut

przez 30 minut

Srednia + SD
Kontrola (fibroblasty dziastowe
HGE-1) z 10% PBS 4,90 + 0,32 4,86 +0,31 4,79 +£0,28
HGF-1 z 10% supernatantem %
+ * 4 +
L. acidophilus H,0, (+) 5,94*% £ 0,31 5,87%+£0,29 4,29+0,35
_ 0,
HGF-1 z 10% supernatantem 5.88% £ 0,28 5.94% 1+ 0,34 4374038

L. acidophilus H,0, (-)

* roznica istotna statystycznie wzgledem grupy kontrolne;.

4.7. Wyniki analizy ekspresji wybranych genéw

Wyniki analizy ekspresji genow dla cytokin prozapalnych (TNFAIP, IL1S, IL6,
IL12 1 IL17) oraz cytokiny przeciwzapalnej (/L10) zestawiono w tabeli 10. Nie
stwierdzono wptywu supernatantow z hodowli bakterii na zmiang poziomu eks-
presji badanych genoéw zwiazanych z cytokinami.

W badaniach wykazano wzrost ekspresji genu antyproliferacyjnego BTG2
pod wplywem supernatantow z hodowli bakterii A. actinomycetemcomitans,
P. intermedia oraz P. gingivalis.
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Tabela 10. Wptyw supernatantéw z hodowli bakterii na zmiane poziomu ekspresji genow
zwigzanych z cytokinami w badanych fibroblastach dzigstowych HGF-1

Badane geny dla cytokin
Supernatant
z hodowli bakterii
TNFAIP ILIp L6 IL12 IL17 IL10
Aggregatibacter
) : p>0,05 | p>005|p>0,05|p>005|p>005]|p>0,05
actinomycetemcomitans
prevorella p>005 | p>005 | p>005 | p>0.05 | p>005 | p>005
P Orgl:.g :‘V’L’:’ZE’S”“S p>0,05 | p>005|p>005|p>0,05|p>005]|p>005
L;;ZOI’;;I’;ZS p>0,05 | p>005|p>0,05|p>005|p>005 | p>005

Wyniki analizy ekspresji genu BTG2 zwiazanego z proliferacja badanych
fibroblastow dzigstowych HGF-1 przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Wptyw supernatantéw z hodowli bakterii na zmiang poziomu ekspresji genu
zwigzanego z proliferacjg badanych fibroblastéw dzigstowych HGF-1

Supernatant z hodowli bakterii

Gen BTG2

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

13,3 (+ 330%) wzrost ekspresji
p=0,011

Prevotella intermedia

12,9 (+290%) wzrost ekspresji
p = 0,009

Porphyromonas gingivalis

14,2 (+420%) wzrost ekspresji
p = 0,004

Lactobacillus acidophilus

NS
p>0,05
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5. DYSKUSJA

W jamie ustnej wystepuje blisko 700 gatunkow bakterii, grzyby z rodzaju Candi-
da, a takze sporadycznie pierwotniaki. W populacji bakterii jamy ustnej bakterie
beztlenowe przewyzszaja liczebnie bakterie tlenowe w stosunku 10:1. Dominu-
jacymi sa nastgpujace bakterie: Streptococcus spp., Micrococcus spp., dyftero-
idy, Lactobacillus spp. 1 Actinomyces spp. [119, 205]. R6znorodno$¢ powierzch-
ni, powodowana fizycznymi i biologicznymi wlasciwosciami, stwarza warunki
do powstania odrgbnych §rodowisk. Obejmuja one czerwien wargowa, nablonek
policzkowy, powierzchni¢ jezyka, $ling, powierzchnie naddziastowe, powierzch-
nie poddziastowe zebow oraz nabtonka szczelin i kieszonek poddzigstowych. Ja-
kos¢ i liczebnos¢ flory bakteryjnej jamy ustnej jest zalezna w znacznym stopniu
od sktadu 1 ilo$ci wytwarzanej §liny. Ogromne znaczenie maja takze wzajemne
stosunki antagonistyczne i synergiczne migdzy poszczegdlnymi rodzajami i ga-
tunkami tworzacymi stata mikroflorg jamy ustne;j.

Sktad mikroflory jamy ustnej jest rézny w poszczegdlnych czegsciach jamy
ustnej. Na btonach $luzowych czerwieni wargowej wystepuja gldwnie ziaren-
kowce z rodzaju Micrococcus i1 Staphylococcus. Na powierzchniach blony §lu-
zowej przedsionka jamy ustnej wystepuja najcze¢sciej paciorkowce, pateczki
Gram-dodatnie z rodzaju Actinomyces. Przyjmuje sig, ze na pojedynczej ko-
morce nabtonka policzka wystepuje od 5 do 25 drobnoustrojow. Powierzchnia
jezyka wykazuje duze zrdznicowanie mikroflory bakteryjnej; na jednej komorce
nablonka jezyka moze wystgpowac ok. 100 bakterii. Dominujaca rolg odgrywaja
tu paciorkowce, beztlenowce z rodzaju Parvimonas oraz beztlenowce czarno
pigmentujace P. intermedia, jak rdwniez pateczki Gram-ujemne z rodzaju Ha-
emophilus. Mikroflora §liny jest szczegdlnie zréznicowana, wystepuje w niej 103
bakterii/l ml. Powierzchnie zgbow wykazuja roznice w podatnosci na koloni-
zacje przez okreslona mikroflore jamy ustnej. Wystepuja tu przede wszystkim
paciorkowce, bakterie z rodzaju Actinomyces oraz sporadycznie pateczki Gram-
ujemne z rodzaju Haemophilus. W szczelinie dziastowej stwierdza si¢ natomiast
wigcej gatunkéw drobnoustrojow niz w innych miejscach jamy ustnej, ale liczba
bakterii jest mniejsza (10°—10° bakterii/szczelina dzigstowa). Dominuja glownie
bezwzgledne beztlenowce w wigkszosci Gram-ujemne [1, 40, 105, 120, 138].

W etiologii chronic periodontitis uznaje si¢ istotny udziat bakterii beztleno-
wych jamy ustnej, w szczegdlnosci Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia oraz Treponema denti-
cola [72]. Do waznych klinicznie periopatogenow zalicza si¢ rdwniez Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans, gatunek fakultatywnych beztlenowcow [69,
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70]. Dotychczasowe badania wykazaly, ze bakterie ptytki wywieraja toksyczne
dziatanie na fibroblasty, komorki nabtonka i srodbtonka oraz na elementy sub-
stancji pozakomorkowej. Moga réwniez oddzialywaé na komorki uktadu immu-
nologicznego, pobudzaja je do uwalniania mediatoréw reakcji zapalnych [176,
191, 192, 212].

Identyfikacja bakterii patogennych w chorobie przyzgbia jest trudna. W wy-
krywaniu periopatogenéw zwykle stosowane sg metody biologii molekularne;j,
najczesciej metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Najwazniejsza zale-
ta techniki PCR jest bardzo duza czutos¢. Wynik pozytywny mozna juz uzyskac
z ok. 1 fg DNA [86, 123, 131, 137, 150].

Ponadto, metoda PCR wykrywa si¢ periopatogeny trudne w hodowli lub
wymagajace specjalistycznych podtozy (np. Tannerella forsythia, Treponema
denticola) [170]. Jednak wyniki badan za pomoca PCR moga by¢ takze fatszy-
wie negatywne lub falszywie dodatnie. Fatszywie negatywne wyniki sa najcze-
Sciej rezultatem hamowania aktywnos$ci polimerazy Thermus aquaticus (Taq)
przez inhibitory zawarte w badanej probce. Bardzo duza czuto$¢ metody PCR
jest jednoczesnie najczgstsza przyczyna uzyskiwania wynikow fatszywie dodat-
nich poprzez wykrywanie ,,obcego” DNA wprowadzonego do probki. Dobrze
juz udokumentowano, ze ok. 20% probek $liny pochodzacych od pacjentéw za-
wiera inhibitory reakcji PCR [127, 133]. Dlatego metoda PCR nadal nie jest
powszechnie stosowana w diagnostyce chorob przyzebia. Z kolei rozpoznanie
choroby i jej aktywnosci opiera si¢ nadal na ocenie wskaznikow klinicznych (GI,
PPD, CAL), ktorych migdzynarodowe kryteria stanowig rekomendacje diagno-
styczne [154, 211].

W mojej pracy do wykrywania periopatogendow i bakterii z rodzaju Lac-
tobacillus w przewlektym zapaleniu przyzebia zastosowalam metode hodow-
li. Metodg t¢ uznaje si¢ jako ,,ztoty standard” w diagnostyce bakteriologiczne;j,
gdyz charakteryzuje si¢ wprawdzie tylko okoto 50% czutoscia, jednak blisko
100% swoistoscia. W badaniach porownujacych czutos¢ i swoisto$¢ techniki
PCR oraz metody hodowli w odniesieniu do czterech istotnych periopatogenow
(P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum i A. actinomycetemcomitans) wyka-
zano, ze $rednia czuto$¢ techniki PCR wynosi 79,4% (zakres 46,3-99,6) a spe-
cyficzno$¢ 63,4% (zakres 28,6-90,1). Natomiast metoda hodowli charaktery-
zuje sig rzeczywiscie nizsza czutoscia, ktéra wynosi 59,6% (zakres 23,8-98.4),
ale jednak wyzsza specyficzno$cia 85,1% (zakres 62,5-98,7) [17, 39, 83, 103,
127]. W zwiazku z tym w badaniach metoda PCR uzyskuje si¢ wyzszy odse-
tek i szerszy zakres wykrywanych periopatogenow. W badaniach Nedzi-Gory
i wsp. [129] w kieszonkach przyzebnych pacjentow wykryto wszystkie z 9 ba-
danych periopatogendow (P. gingivalis, P. intermedia, E. corrodens, C. rectus,
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A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, T. forsythia, P. micros, T. denticola).
W kieszonkach przyzgbnych badanych pacjentow z cigzkim przewlektym zapa-
leniem przyzebia najcz¢$ciej wykrywano Fusobacterium nucleatum (37,35%),
Porphyromonas gingivalis (15,67%) oraz Peptostreptococcus micros (14,74%).
Natomiast sporadycznie wykrywano Agregatibacter actinomycetemcomitans
(1,93%). W badaniach Abiko i wsp. najczegsciej wykrywanymi periopatogenami
byt Porphyromonas gingivalis 1 Tannerella forsythia (43%) [2].

W mojej pracy przeprowadzitam badania bakteriologiczne w kontekscie ak-
tywnos$ci procesu chorobowego z uwzglednieniem bakterii Lactobacillus spp.
W umiarkowanym przewleklym zapaleniu przyzebia najczeséciej wykrywany-
mi periopatogenami w stosunku do catkowitej liczby wykrywanych bakterii
byly gatunki bezwzglednych beztlenowcoéw: Prevotella intermedia (15,8%),
Fusobacterium nucleatum (15,8%). Z kolei w cigzkim przewleklym zapaleniu
przyzebia najczesciej wykrywanymi periopatogenami w stosunku do catkowitej
liczby wykrywanych bakterii byty gatunki bezwzglednych beztlenowcow: Po-
rphyromonas gingivalis (23,1%), Fusobacterium nucleatum (20,5%) oraz Pa-
rvimonas micra (20,5%). Ponadto wykrywano rowniez Gemella morbillorum
(12,8%), Prevotella intermedia (5,1%) oraz Agregatibacter actinomycetemco-
mitans (2,6%). Uzyskane dane wskazuja, ze w cigzkim przewleklym zapaleniu
przyzegbia szerszy jest zakres wykrywanych periopatogenow, wsrod ktorych
dominuje P. gingivalis. W tej postaci choroby stwierdzono takze obecnos¢ ga-
tunku Gemella morbilorum (12,8%). Wystgpowanie tego patogenu w chronic
periodontitis opisali takze inni autorzy [98, 99]. Szczepy tego patogenu naleza
do rodzaju Gemella, wzglednych beztlenowcow, ktore jednak preferujq warunki
atmosfery beztlenowej; posiadaja zdolno$¢ wytwarzania fosfatazy alkaliczne;.
Dobrze znane sa juz wyniki badan klinicznych wykazujace dodatnia korelacje
pomigdzy zawartoscia tego enzymu w ptynie dziastowym a glgbokoscia kie-
szonki [80]. Uzyskane zatem wyniki w tej pracy potwierdzaja zasadnos$¢ uznania
gatunku Gemella morbilorum jako periopatogenu.

W zestawieniu tacznym obu badanych postaci przewlektego zapalenia przy-
zgbia najczesciej wykrywanymi bakteriami w kieszonkach przyzebnych u cho-
rych byty gatunki: P. gingivalis (36,67%), F. nucleatum (36,67%) oraz P. micra
(26,67%). Wyniki te sa czg$ciowo zgodne z rezultatami badan molekularnych.
W kontrascie do tych danych, Nedzi-Gora i wsp. [129] wykrywali wystgpowanie
P. gingivalis jedynie u 15,67% chorych. Jednak w cytowanej pracy przeprowa-
dzono badania materiatu uzyskiwanego jedynie z dwdéch kieszonek przyzebnych
pacjenta. W mojej pracy material badawczy stanowit probke zbiorcza ptynu dzia-
stowego z wszystkich kieszonek przyzebnych pacjenta. Mozliwym jest wigc, ze
poszczegdlne kieszonki przyzebne sa kolonizowane przez rézne periopatogeny,
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ktore moga zosta¢ wykryte w badaniach pobranego ptynu dziastowego z wszyst-
kich kieszonek przyzgbnych.

Ponadto, w doswiadczeniach in vitro stwierdzono, ze szczepy kliniczne Lac-
tobacillus acidophilus oddzialywuja antagonistycznie wobec periopatogenow
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Prevotel-
la intermedia, hamujac ich wzrost [6, 95]. Jednocze$nie w tej pracy poddano
ocenie wystepowanie szczepOow bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. w kieszon-
kach przyzebnych u pacjentow z przewlektym zapaleniem przyzebia, szczegol-
nie w konteks$cie aktywnosci procesu chorobowego. Stwierdzono zréznicowanie
wystepowania pateczek Lactobacillus acidophilus u chorych z umiarkowanym
przewlektym zapaleniem przyzgbia oraz u chorych z cigzkim przewlektym zapa-
leniem przyzebia. W umiarkowanym przewleklym zapaleniu przyzgbia stwier-
dzono wysoki odsetek (57,9%) pateczek Lactobacillus acidophilus. Nadtlenek
wodoru produkowato 60% pateczek kwasu mlekowego. Natomiast w cigzkim
przewlektym zapaleniu pateczki Lactobacillus acidophilus stanowity 15,4%
wszystkich wyhodowanych bakterii. Jednoczesnie 13,3% pateczek produkowa-
o nadtlenek wodoru. Wykazane réznice w odsetkach szczepow Lactobacillus
acidophilus produkujacych nadtlenek wodoru w obu postaciach choroby byty
statystycznie istotne.

Dane te wskazuja, ze rozwdj chronic periodontitis moze by¢ determinowa-
ny nie tylko kolonizacja przyzebia przez potencjalne patogeny — periopatogeny,
ale takze brakiem obecnosci szczepoéw Lactobacillus wytwarzajacych nadtlenek
wodoru. Pateczki Lactobacillus moga zatem stanowi¢ ,,bakterie ochronne” ogra-
niczajace rozwoj przewleklego zapalenia przyzebia [182, 183].

Jednoczes$nie prezentowane sa dane wskazujace, ze w patogenezie chro-
nic periodontitis istotna rolg spetnia prozapalna odpowiedz cytokinowa Th17
wyrazajaca si¢ wysokim poziomem IL-17 i TNF-o w ptynie dziastowym
pacjentow z przewlektym zapaleniem przyzebia [22, 153, 201]. IL-17 indu-
kuje aktywacje neutrofili wraz z reakcja zapalna, ktora dodatkowo wzmacnia
synergistyczne oddziatywanie TNF-o, 1L-22 i IL-26. Ponadto, IL-17 wyz-
wala neutrofilig, a IL-22 indukuje peptydy przeciwbakteryjne, co stanowi
niespecyficzna odpowiedz immunologiczna przeciw patogenom bakteryjnym
i grzybom [25, 209, 219] Odpowiedz cytokinowa Th17 spelnia zatem wazna
role¢ w obronie immunologicznej gospodarza, a takze moze stanowi¢ glowny
mediator patogenezy wielu chorob zapalnych, co potwierdzaja dane z ostatnich
lat [43, 91, 155, 184].

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach wykazano zwigkszone poziomy
TNF-a, IL-1B i IL-17, przy czym poziomy tych cytokin w postaci cigzkiej
byly statystycznie wyzsze niz w postaci umiarkowanej. Zwigkszone poziomy
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IL-17, a takze TNF-a oraz IL-1PB w przewleklym zapaleniu przyzebia opisywali
wczesniej inni autorzy [22, 49, 153, 201]. Jednak po raz pierwszy w tej pracy
wykazano, ze nadprodukcja IL-17 i TNF-a oraz IL-1p jest charakterystyczna
dla obu postaci klinicznych przewlektego zapalenia przyzebia. Jednocze$nie
na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyrdzni¢ pacjentow z wysoka oraz
umiarkowana cytokinowa odpowiedzia prozapalna. Intensywno$¢ odpowiedzi
cytokinowej prozapalnej — wysoka i umiarkowana, odpowiada cigzkiej i umi-
arkowanej postaci klinicznej przewlektego zapalenia przyzebia. Wnioskowac
zatem mozna, ze przewlekte zapalenie przyzgbia determinuje utrzymujaca sig¢
odpowiedz cytokinowa prozapalna, ktorej intensywnos$¢ moze mie¢ znacze-
nie dla klinicznego przebiegu choroby. Wniosek ten czgsciowo wspieraja dane
wykazujace zalezno$¢ progresji uszkodzenia stawow u pacjentow z reumatoidal-
nym zapaleniem stawow od wysokiej produkcji IL-17 i TNF-a [93].

W badaniach in vitro przeprowadzonych przez Oda i wsp. [134] oraz Monetti
iwsp.[126] wykazano, ze periopatogeny moga indukowaé¢ odpowiedz cytokinowa
Th17. Mozliwe jest wigc, ze komorki Th17 odgrywaja wazna fizjologiczna
funkcj¢ kontrolujac kolonizacjg przyzgbia drobnoustrojami, a zwlaszcza perio-
patogenami. Prawdopodobnie efektem tej funkcji sa znacznie nizsze wartosci
poziomow IL-17 wykrywane u o0séb z zapaleniem dziasel, co stwierdzitam
we wczesniejszych badaniach [181]. Natomiast znaczne zwigkszenie cy-
tokinowej odpowiedzi prozapalnej wydaje si¢ by¢ efektem zaburzen jej regulacji
wewnatrzkomoérkowe;j lub silnej ekspresji genéw docelowych w nastgpstwie ak-
tywacji ich transkrypcji przez periopatogeny [151, 158]. Wysokie koncentracje
IL-17, TNF-a oraz IL-1p w ptynie dziastowym wykazano u wszystkich chorych
z cigzkim przewlekltym zapaleniem przyzebia. Wnioskowac wigc mozna, ze bar-
dzo silna odpowiedz cytokinowa zwigzana z ci¢zkim przewleklym zapaleniem
przyzebia, wywierajac prozapalny i przeciwbakteryjny efekt, wtornie redukuje
wystgpowanie i aktywnos¢ metaboliczna Lactobacillus mikroflory jamy ustne;.
Z kolei umiarkowana odpowiedz cytokinowa komorek Th17 oraz monocytow/
makrofagow moze nie by¢ wystarczajaca dla eliminacji Lactobacillus produ-
kujacych nadtlenek wodoru, ktorych wystgpowanie wydaje si¢ ograniczac¢ ak-
tywno$¢ sekrecyjng komoérek Th17 oraz monocytow/makrofagdw, co w nastep-
stwie moze zapobiegaC progresji przewleklego zapalenia przyzgbia. Sugesti¢
t¢ uprawdopodobniaja badania do§wiadczalne wykazujace, ze szczepy Lacto-
bacillus moga wywiera¢ potencjalny efekt immunomodulujacy, oddziatywujac
supresyjnie na ekspresj¢ genow cytokin prozapalnych [111, 162, 203].

Przedstawione w tej pracy wyniki wskazuja, ze rozwdj przewleklego zapa-
lenia przyzgbia jest zwiazany z utrzymujaca si¢ odpowiedzig cytokinowa komo-
rek Th17, ktorej intensywno$¢ moze mie¢ znaczenie dla przebiegu klinicznego
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choroby. Jednoczes$nie wytwarzajace nadtlenek wodoru pateczki Lactobacillus
moga zapobiegac progresji przewlektego zapalenia przyzgbia, najprawdopodob-
niej ograniczajac aktywno$¢ sekrecyjna komorek Th17.

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach in vitro zaanalizowano oddzia-
tywanie supernatantow hodowli szczepoéw bakterii: Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans oraz SZCzZepow
Lactobacillus acidophilus na ekspresje cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1p,
IL-17), cytokiny przeciwzapalnej (IL-10) i genu BTG2, a takze na aktywnos¢
metaboliczna komorek. Badania te zostaty przeprowadzone w ludzkich fibrobla-
stach dziastowych, ktore stanowia dominujace komorki tkanki tacznej przyzgbia
1 zapewniajq integralnos¢ jego struktury [7, 94].

Uzyskane dane nie wykazaty zwickszonej ekspresji zadnej z badanych cy-
tokin pod wplywem supernatantow z hodowli wybranych periopatogendow oraz
pateczek Lactobacillus.

Natomiast supernatanty z hodowli wybranych periopatogendéw istotnie
zwigkszaly ekspresje genu B7TG2. Gen ten reprezentuje rodziny genéw BTG
kodujacych biatka regulacyjne o aktywnosci antyproliferacyjnej preferencyjnie
wytwarzane w fazie G1 cyklu [44, 148]. Nastepstwem zwigkszonej ekspresji
genu BTG2 moze by¢ czg$ciowe zahamowanie proliferacji komorek. Na podsta-
wie badan przeprowadzonych w mojej pracy ustalono, ze zywotnos¢ fibrobla-
stow nie zmienia si¢ pod wptywem supernatantow z hodowli periopatogenow.
Oznacza to, ze nie dochodzi do redukcji zywotnosci komoérek mimo zwigkszone;j
ekspresji genu BTG2. Wniosek ten wspieraja inne badania [89]. Jednak utrzy-
mywanie si¢ wysokiej ekspresji genu BTG2 w komodrkach moze powodowaé
ich $mier¢ na drodze apoptozy [210]. Z drugiej strony supernatanty z hodowli
Lactobacillus acidophilus nie oddziatywaty na ekspresj¢ genu B7G2 w fibrobla-
stach. Wnioskowa¢ zatem mozna, ze produkty zewnatrzkomoérkowe z hodowli
Lactobacillus nie powoduja odpowiedzi antyproliferacyjnej w fibroblastach.

Produkowany, gtéwnie w mitochondriach wszystkich komorek eukariotycz-
nych, ATP jest konieczny do wigkszosci funkcji komoérkowych [41]. Jednocze-
$nie, zmniejszenie komorkowej produkcji ATP stwarza metaboliczne warunki
prowadzace do $mierci komorki na drodze réoznych mechanizméw, wlaczajac
apoptoze, autofagie lub martwicg. Obnizenie poziomoéw ATP, gtdéwnie wskutek
zaburzen mitochondrialnych, aktywuje apoptoze. W autofagii, procesie samode-
gradacji, niski poziom energii, w tym niedobdr ATP poprzedza §mier¢ komorki
[20, 106, 171]. Podczas martwicy komérkowej nadmierna utrata ATP wystepu-
je wskutek zmiany przepuszczalno$ci mitochondriéw [200]. ATP stanowi wigc
jedna czasteczke, ktorej deficyt jest zaangazowany w procesy mediujace wszyst-
kie rodzaje $mierci komorki. Dlatego poziom ATP w komorkach jest istotnym
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wyktadnikiem ich aktywnos$ci metabolicznej i zywotnosci. Do oznaczen kon-
centracji ATP w komorkach stosuje si¢ wiele metod, wiaczajac enzymatyczne,
fluorometryczne i chromatograficzne [34, 57, 115]. Jednak najbardziej czutym
i specyficznym jest pomiar bioluminescencyjny [28, 71, 207]. W metodzie biolu-
minescencji stosuje si¢ enzym — lucyferazg, ktory katalizuje powstawanie §wia-
tta z ATP i lucyferyny. Dobrze juz udokumentowano, ze intensywnos¢ emitowa-
nego $wiatla jest liniowo zalezna od ste¢zenia ATP [28].

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach wykazano, ze supernatanty 24
godz. hodowli P. gingivalis, jak rbwniez A. actinomycetemcomitans oddziatywu-
ja na ludzkie fibroblasty dziaslowe, istotnie zmniejszajac produkcje ATP. Efektu
redukcji pozioméw ATP w komorkach nie obserwowano w nastgpstwie stoso-
wania supernatantow P. intermedia. Jednoczes$nie stwierdzono, ze aktywnos¢
supernatantow P. gingivalis, jak rowniez A. actinomycetemcomitans, ogrzewa-
nych w 56°C przez 30 min, nie ulegta zmniejszeniu. Natomiast supernatanty te
po ogrzaniu w 100°C przez 30 min nie wykazywaty aktywno$ci. W odrdznie-
niu od polisacharydow i termostabilnych peptydow, duze biatka zwykle ulegaja
zniszczeniu po ogrzaniu w 56°C przez 30 min. Dobrze juz udokumentowano
fakt, ze szczepy P. gingivalis 1 A. actinomycetemcomitans produkuja toksyny,
ktore jednak naleza do duzych biatek. Sa to wydzielane przez P. gingivalis pro-
teazy cysteinowe (gingipainy: HRgpA-95kDa, RgpB-50kDa i Kgp-110kDa),
ktore odgrywaja istotne znaczenie w destrukcji tkanek oraz produkowana przez
A. actinomycetemcomitans toksyna CDT (cytolethal distending toxin; zbudowa-
na z 3 podjednostek o masach czasteczkowych 24-35 kDa), ktora hamuje podziat
ludzkich fibroblastow dziastowych, a szczegdlnie cyklu komorkowego w fazie
progresji G, do mitozy [14, 77, 167]. Z kolei polisacharydy nie sa wydzielane
przez badane periopatogeny, stanowia bowiem komponente lipopolisacharydu
(LPS) wchodza w sktad struktury $ciany komorkowej tych bakterii. Uzyskane
dane pozwalaja wigc wnioskowac, ze uwalniane przez P. gingivalis, jak rowniez
A. actinomycetemcomitans substancje redukujace poziomy ATP w fibroblastach
dziastowych moga by¢ termostabilnymi peptydami. Rezultatem ich aktywnosci
cytotoksycznej mogtby by¢ spadek produkcji ATP. Z drugiej jednak strony nie
stwierdzono wzrostu odsetka komorek martwych w nastgpstwie dziatania bada-
nych supernatantow. Te dane wskazuja raczej, ze substancje wytwarzane przez
P. gingivalis 1 A. actinomycetemcomitans, najprawdopodobniej bedace pepty-
dami, nie dzialaja litycznie na btong plazmatycznag, a ich toksycznos$¢ zwiazana
jest bezposrednio z uszkodzeniem mitochondrialnym. T¢ unikalna aktywnos$¢
peptydow potwierdzaja dane wykazujace, ze przepuszczalne peptydy skutecznie
wnikaja do ludzkich komorek i moga z wysoka specyficznoscia oddziatywac
na mitochondria [51, 74]. W nastgpstwie obnizenia potencjatu energetycznego
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komorki moze dochodzi¢ wtornie do zahamowania proliferacji fibroblastow
i indukcji $mierci komorki na drodze apoptozy [107]. Z kolei pozioméw ATP
w fibroblastach dziastlowych nie zmienialy supernatanty P. intermedia, zatem
periopatogen ten najprawdopodobniej nie wytwarza substancji indukujacych za-
burzenia wewnatrzkomoérkowe. Powyzszy wniosek moga wspiera¢ wczesniej-
sze dane wykazujace, ze ekstrakty bakteryjne P. intermedia poddane dziataniu
ultradzwigkow nie hamuja wzrostu fibroblastow [213]. Natomiast badajac w tej
pracy supernatanty 24-godz. hodowli szczepow L. acidophilus stwierdzono,
w nastepstwie ich stosowania, istotne zwigkszenie pozioméw ATP fibroblastach
dziastowych. Jednoczes$nie wzrost poziomow ATP nie byt zalezny od wytwa-
rzanego nadtlenku wodoru przez szczepy L. acidophilus. Wptyw produktow ze-
wnatrzkomoérkowych periopatogendw oraz Lactobacillus acidophilus na poziom
ATP w fibroblastach dziastowych HGF-1 przedstawiono na rycinie 14.

produkty zewnatrzkomorkowe
periopatogenow

(A. actinomycetemcomitans,

P. gingivalis)

1

produkty zewnatrzkomorkowe
Lactobacillus acidophilus

Ryc. 14. Wptyw produktow zewnatrzkomérkowych periopatogenéw oraz Lactobacillus acidophilus
na poziom ATP w fibroblastach dzigstowych HGF-1.

Do chwili obecnej identyfikacja tego czynnika (-0w) stymulujacego pro-
dukcje ATP w ludzkich fibroblastach dziastowych pozostaje nieznana. Jednakze
stwierdzana w tej pracy termostabilno$¢ tego czynnika (-6w) wskazuje na jego
natur¢ polisacharydu. Wniosek ten wspieraja badania potwierdzajace, ze Lacto-
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bacillus spp., wlaczajac L. acidophilus, moga uwalnia¢ w duzych ilosciach eg-
zopolisacharydy (EPS) [23, 104, 111]. Dotychczas opisano réznorodne funkcje
EPS, m.in. jako promujace kolonizacjg, jako czynniki chroniace przed wplywem
srodowiska oraz stabilizujace strukture biofilmu i jako czasteczki sygnalizacyj-
ne [10]. W tej pracy, po raz pierwszy stwierdzono, ze uwalniane przez szczepy
L. acidophilus, prawdopodobnie EPS, moga wykazywa¢ pro-oksydacyjna ak-
tywnos¢, zwigkszajac tym samym syntezg ATP w ludzkich fibroblastach dzia-
stowych. Uzyskane wyniki koresponduja z wczesniejszymi obserwacjami in
vivo dokumentujacymi stymulujace dzialanie supernatantéw L. acidophilus na
proliferacje fibroblastow [68] oraz na wzrost i rozwdj embrionalnych komorek
in vitro [108].

Z przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, ze szczepy paleczek Lac-
tobacillus produkujace nadtlenek wodoru wystepuja istotnie czegsciej u chorych
z umiarkowanym anizeli ci¢zkim przewlektym zapaleniem przyzgbia. Wskazuje
to, ze Wyzej wymienione szczepy moga zapobiega¢ rozwojowi choroby. Z kolei
w badaniach in vitro wykazatam zréznicowany efekt oddziatywania supernatan-
tow z hodowli wybranych periopatogenoéw oraz szczepow Lactobacillus acido-
philus na potencjat energetyczny fibroblastoéw dziastowych. Te dane uzasadniaty
zatem podjecie w tej pracy proby oceny zastosowania terapeutycznego u pacjen-
tow z przewlektym zapaleniem przyzgbia doustnych tabletek probiotycznych,
zawierajacych szczep Lactobacillus reuteri produkujacy nadtlenek wodoru. Lac-
tobacillus reuteri jest jednym z dobrze juz poznanych gatunkéw bakterii pro-
biotycznych o udokumentowanym dziataniu w wielu zakazeniach bakteryjnych
[21,27,47,53,76,78,112, 144, 156, 160, 179]. Reuteryna, ktora produkuje, jest
3-hydroksypropionaldehydem o szerokim spectrum dziatania przeciwbakteryj-
nego [16, 88, 186, 220]. Dziata w szerokim zakresie pH i jest oporna na dziatanie
enzymow lipo- i proteolitycznych. Oddziatywuje takze supresyjnie na produkcje
cytokin prozapalnych. Reuteryna blokuje adherencje i zapobiega kolonizacji pa-
togenow [84, 116].

W tej pracy zastosowano doustne tabletki probiotyczne zawierajace szczep
Lactobacillus reuteri produkujacy nadtlenek wodoru u 19 dorostych osob
z umiarkowanym przewlektym zapaleniem przyzebia (podgrupa 2B). Podgru-
pe te wytoniono z grupy liczacej 35 pacjentéw z umiarkowanym przewleklym
zapaleniem przyzebia (grupa 2). U wszystkich pacjentdw stanowiacych grupe
2 wykonano zabiegi higienizacyjne (skaling i root-planing — SRP) i oceniono
parametry kliniczne. U 19 pacjentow (54,3%) nie stwierdzono istotnej popra-
wy parametrow klinicznych: SBI, PPD, CAL. Natomiast po zakonczeniu kuracji
w tej podgrupie badanych stwierdzono istotna poprawg kliniczna u 14 pacjen-
tow (73,7%) wyrazajaca si¢ zmniejszeniem warto$ci parametréw klinicznych:
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SBI, PPD, CAL. Ponadto, wykazano obnizenie poziomdéw oznaczanych cytokin
prozapalnych (TNF-a, IL-1p oraz IL-17). Wyniki te koresponduja z wynikami
Vivekanandy i wsp. [204] oraz Vicario i wsp. [202] dokumentujacymi redukcje
warto$ci wskaznikow u pacjentdow z umiarkowanym przewlektym zapaleniem
przyzebia stosujacych zabiegi higienizacyjne oraz tabletki probiotyczne. Twet-
man 1 wsp. [196] stosujac gume do zucia zawierajaca szczepy Lactobacillus reu-
teri takze wykazali zmniejszenie wartosci wskaznikoéw GI i SBI oraz redukcje
poziomu cytokin TNF-a i IL-8. Z kolei inni autorzy wskazali popraw¢ wskazni-
kéw klinicznych u pacjentdw z zapaleniem dziasel [79, 97]. Lin i wsp. wykazali
ponadto, ze L. reuteri hamuje wytwarzanie cytokin prozapalnych [109].

W moich badaniach u 5 pacjentéw tworzacych podgrupe BPK nie stwier-
dzono jednak poprawy klinicznej, a poziomy oznaczanych cytokin prozapalnych
(TNF-0, IL-1p oraz IL-17) nie zmienily si¢ istotnie statystycznie. Wskazywac to
moze na brak skutecznej kolonizacji kieszonek przyzgbnych przez zastosowany
szczep probiotyczny Lactobacillus reuteri. Mozliwe jest, ze proces kolonizacji
przyzgbia u niektorych pacjentéw wymaga dhuzszego stosowania tabletek pro-
biotycznych zawierajacych szczep Lactobacillus reuteri.

Liczne publikacje przedstawiaja wlasciwosci oraz dokumentuja wptyw pa-
teczek kwasu mlekowego (Lactobacillus salivarius, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei oraz Lactobacillus brevis) na stan przyzgbia jamy ustnej
[37, 168, 174]. Spadek warto$ci wskaznika ptytki nazgbnej (P1.I) u pacjentow
z chorobami przyzebia, zwiazany ze stosowaniem probiotyku, byt obserwowany
w badaniach zespolow Della Riccia [37], Shimauchi [168], Staab [174] oraz
Vivekananda [204]. Oceniany wskaznik dziastowy (GI) byt rowniez obnizony
w porownaniu do warto$ci poczatkowych w badaniach Della Riccia i wsp. [37]
oraz Shimauchi i wsp. [168]. Z kolei Staab i wsp. uzyskali istotne statystycznie
zwigkszenie wartosci GI po zastosowaniu probiotyku [174]. Zmiany w glebo-
kosci kieszonek przyzgbnych (PPD) oraz obnizenie wartosci $redniej utraty kli-
nicznego przyczepu tacznotkankowego (CAL) byly obserwowane w badaniach
klinicznych Matsuoka i wsp. [120] oraz Vivekananda i wsp. [204]. Shimauchi
i wsp. uzyskali istotne statystycznie obnizenie warto$ci giebokosci kieszeni
przyzebnych (PPD) jedynie u 0s6b palacych z cigzkim przewlektym zapaleniem
przyzebia [168].

Przedstawione w tej pracy dane wskazuja, ze w nastgpstwie stosowania ta-
bletek probiotycznych, zawierajacych szczep Lactobacillus reuteri produkuja-
cy nadtlenek wodoru, dochodzi do istotnej poprawy parametrow klinicznych
i zmniejszenia poziomli cytokin prozapalnych u chorych z umiarkowanym prze-
wlektym zapaleniem przyzgbia. Obserwacje te maja znaczenie dla praktyki sto-
matologicznej, gdyz pozwalaja na zmodyfikowanie postgpowania leczniczego
w przewleklym zapaleniu przyzebia.
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6. WNIOSKI

64

W przewlekltym zapaleniu przyzebia u dorostych najczesciej wykrywanymi
periopatogenami w kieszonkach przyzgbnych sa: Porphyromonas gingiva-
lis (36,67%), Fusobacterium nucleatum (36,67%) oraz Parvimonas micra
(26,67%). Jednoczesnie pateczki Lactobacillus wytwarzajace nadtlenek
wodoru wystepuja istotnie czg$ciej w kieszonkach przyzgbnych u chorych
z umiarkowanym przewleklym zapaleniem przyzg¢bia niz u chorych z cigz-
kim przewlektym zapaleniem przyzgbia.

W ptynie dziastowym kieszonek przyzegbnych wystgpuje znaczna koncentra-
cja cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1p, IL-17), przy czym poziomy tych
cytokin sa statystycznie wyzsze w cigzkim niz w umiarkowanym przewle-
ktym zapaleniu przyzgbia.

Supernatanty hodowli wybranych szczepow periopatogenow (Porphyromo-
nas gingivalis, Prevotella intermedia oraz Aggregatibacter actinomycetem-
comitans) nie zwigkszaja ekspresji genow dla cytokin prozapalnych (TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-12 i IL-17) oraz cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w ludzkich
fibroblastach dziastowych.

Supernatanty hodowli szczepow klinicznych Lactobacillus acidophilus nie
zwigkszaja ekspresji genow dla cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-18, IL-6,
IL-1211L-17) oraz cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w ludzkich fibroblastach
dziastowych.

Supernatanty hodowli wybranych szczepow periopatogenow (Porphyromo-
nas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans) istotnie zwiekszaja ekspresjg¢ genu czynnika antyproliferacyjnego
BTG2 w ludzkich fibroblastach dziastowych, podczas gdy ekspresja tego
genu nie zmienia si¢ w nastepstwie dziatania supernatantow hodowli szcze-
pow klinicznych Lactobacillus acidophilus.

Zewnatrzkomoérkowe produkty periopatogendw (Porphyromonas gingiva-
lis 1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans), bedace najprawdopodobniej
peptydami docelowymi dla mitochondriow, redukuja syntezg ATP w ludz-
kich fibroblastach dziastowych, co moze hamowac ich proliferacj¢ 1 induko-
wac¢ $mier¢ komorki w wyniku apoptozy.



7. Zewnatrzkomorkowe produkty Lactobacillus acidophilus, bedace najpraw-

9.

dopodobniej egzopolisacharydami z aktywnos$cia prooksydacyjna, zwigk-
szaja syntez¢ ATP w ludzkich fibroblastach dziastowych.

W umiarkowanym przewlektym zapaleniu przyzgbia u ponad potowy cho-
rych (54%) zabiegi higienizacyjne nie sa wystarczajaco skuteczne dla po-
prawy parametréw klinicznych (w zakresie wskaznikow SBI, PPD, CAL)
i w ich wyniku nie dochodzi réwniez do zmniejszenia poziomu cytokin pro-
zapalnych (TNF-q, IL-1p oraz IL-17).

Tabletki probiotyczne zawierajace szczep Lactobacillus reuteri istotnie
wplywaja na poprawg parametréow klinicznych (w zakresie wskaznikow
SBI, PPD, CAL) i zmniejszenie poziomu cytokin prozapalnych (TNF-a,
IL-1B oraz IL-17) u chorych z umiarkowanym przewleklym zapaleniem
przyzebia.
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8. STRESZCZENIE

Przewlekte zapalenie przyzebia nalezy do najczgstszych chorob zapalnych wy-

stepujacych u ludzi. Prowadzi do destrukcji dziasel, cementu korzeniowego,

oz¢bnej oraz wyrostka zebodotowego kosci. Czgstos¢ wystegpowania i nasilenie
choroby przyzebia wzrasta wraz z wiekiem.

W etiopatogenezie przewlektego zapalenia przyzgbia podstawowa rolg od-
grywaja bakterie beztlenowe, okreslane jako periopatogeny lub periodontopato-
geny. Najwazniejszymi periopatogenami sa: Porphyromonas gingivalis, Fuso-
bacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema
denticola 1 wzgledny beztlenowiec — Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Celem niniejszej pracy bylo wyjasnienie mozliwo$ci antagonistycznego od-
dziatywania waznych klinicznie periopatogenow i szczepow Lactobacillus mi-
kroflory jamy ustnej w przewleklej chorobie przyzebia u dorostych w badaniach
in vivo i in vitro.

Cel ten byt realizowany w nastgpujacych zadaniach badawczych:

1. Ocena wystgpowania periopatogenow i bakterii z rodzaju Lactobacillus,
ze szczegbdlnym uwzglednieniem wytwarzania nadtlenku wodoru, u oséb
z umiarkowanym i ci¢zkim przewlektym zapaleniem przyzgbia.

2. Ocena prozapalnej odpowiedzi cytokinowej (TNF-a, IL-18 i IL-17) u cho-
rych z umiarkowanym i cigzkim przewlektym zapaleniem przyzgbia.

3. Ocena ekspresji genéw dla cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1f, IL-6,
IL-12 i IL-17) i cytokiny przeciwzapalnej IL-10 oraz genu czynnika an-
typroliferacyjnego BTG2 w ludzkich fibroblastach dziastowych pod wpty-
wem supernatantow z hodowli wybranych szczepow periopatogenow
(P. gingivalis, P. intermedia 1 A. actinomycetemcomitans) oraz supernatan-
tow z hodowli szczepow klinicznych L. acidophilus.

4. Ocena wplywu supernatantow z hodowli wybranych szczepoéw periopato-
genow (P, gingivalis, P. intermedia 1 A. actinomycetemcomitans) na poziom
adenozynotrdjfosforanu (ATP) w ludzkich fibroblastach dziastowych i ich
Zywotnos¢.

5. Ocena wptywu supernatantow z hodowli szczepdw klinicznych L. acidophilus
na poziom ATP w ludzkich fibroblastach dzigstowych i ich zywotnos¢.

6. Ocena prozapalnej odpowiedzi cytokinowej (TNF-a, IL-1p 1 IL-17) u chorych
z umiarkowanym przewlekltym zapaleniem przyzebia otrzymujacych suple-
ment diety — tabletki probiotyczne zawierajace szczep Lactobacillus reuteri,
produkujacy nadtlenek wodoru.

Badaniami objeto 65 0sob, w wieku 30-50 lat, wylonionych sposrdd 112
pacjentow zglaszajacych sig do leczenia w Klinice Stomatologii Zachowawczej
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i Periodontologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Pozna-
niu. Z badanej grupy pacjentow wybrano 30 osob (Grupa 1), sposrod ktoérych
na podstawie badania klinicznego wytoniono podgrupe 1A, obejmujaca 15 pa-
cjentdow z umiarkowanym przewleklym zapaleniem przyzebia i podgrupe 1B,
obejmujaca 15 pacjentow z cigzkim przewlektym zapaleniem przyzegbia.

Nastepna grupe badawcza (Grupa 2) stanowito 35 pacjentdw z umiarkowa-
nym przewlektym zapaleniem przyzebia, u ktéorych wykonano profesjonalne
oczyszczenie zgbow. Po 2 tygodniach od przeprowadzonych zabiegéw higieni-
zacyjnych wyodrebniono, na podstawie badania klinicznego, podgrupe 16 oséb
(Podgrupa 2A), u ktérych nie zastosowano tabletek probiotycznych oraz 19 oséb
(Podgrupa 2B), ktore stosowaty dwa razy dziennie tabletki doustne zawierajace
szczep Lactobacillus reuteri. U kazdego pacjenta oceniano higieng jamy ustnej
(wskaznik ptytki nazebnej PLI), stan dziaset (wskaznik dziastowy GI, wskaz-
nik krwawienia ze szczeliny dziastowej SBI), glgbokos¢ kieszonek przyzgbnych
(PPD) oraz utratg przyczepu tacznotkankowego (CAL).

Material badawczy stanowity probki zbiorcze ptynu dziastowego posiewane
na wzbogaconym agarze Columbia, agarze Rogosa (inkubowane w temp. 37°C
w warunkach beztlenowych) oraz agarze czekoladowym (inkubowane w temp.
37°C w warunkach tlenowych z 5% CO,). Wyroste bakterie identyfikowano sto-
sujac test rapid ID 32 A, API NH i API 50 CHL (bioMerieux). Zdolno$¢ do pro-
dukcji nadtlenku wodoru wérod szczepow Lactobacillus okre$lano na podlozu
roznicujacym TMB-Plus agar.

Z hodowli poszczegodlnych bakterii przygotowywano supernatanty. Fibro-
blasty dzigstowe HGF-1 (CRL-2014, ATCC) hodowano na podtozu hodowla-
nym ztozonym z ptynu DMEM wzbogaconego 10% plodowa surowica bydlg-
ca FBS. Oceny obecnosci ATP w hodowlach fibroblastow dziastowych HGF-1
dokonywano przy uzyciu testu luminescencyjnego (CellTiter-Glo Luminescent
Cell Viability Assay, Promega). W badaniu zywotnos$ci fibroblastow dziasto-
wych HGF-1 zastosowano test fluorescencyjny Live/Dead Viability/Cytotoxicity
Kit (Invitrogen, USA). Badano wpltyw supernatantow nieogrzewanych oraz su-
pernatantow ogrzewanych w temp. 56°C przez 30 minut oraz w 100°C przez 30
minut.

Oznaczanie poziomu cytokin TNF-a, IL-1B i IL-17 w plynie dziastowym wy-
konano metoda immunoenzymatyczna (ELISA). Wartos$¢ absorbancji odczytywa-
no za pomoca czytnika Reader 250 (bioMerieux). Zmiany w ekspresji genow
w hodowlach fibroblastow dziastowych, nast¢pujace pod wptywem supernatan-
tow uzyskanych z badanych bakterii, badano przy uzyciu metody mikromacie-
rzy, na platformie Affymetrix.

Wsréd badanych pacjentdw grupy 1 najwigkszy odsetek bakterii patogen-
nych stanowity P. gingivalis 36,67% oraz F. nucleatum 36,67%. Odsetek po-
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zostatych bakterii wynosit: Parvimonas micra 26,67%, P. intermedia 16,67%,
Gemella morbillorum 16,67%, A. actinomycetemcomitans 3,33%. Bakterie
L. acidophilus wykazano u 56,67% pacjentow grupy 1. Wartosci wskaznikow
klinicznych (GI, SBI, PPD i CAL) oraz poziomy cytokin (TNF-a, IL-1B i IL-17)
w plynie dziastowym byty istotnie wyzsze w grupie pacjentow z cigzkim prze-
wleklym zapaleniem przyzgbia (grupa 1B) niz w grupie pacjentow z umiarko-
wanym zapaleniem (grupa 1A).

W grupie 2, po zabiegu higienizacyjnym, u 16 pacjentow (podgrupa 2A)
stwierdzono istotne statystycznie obnizenie srednich warto$ci wszystkich wskaz-
nikow klinicznych (P11, GI, SBI, PPD, CAL) oraz pozioméw cytokin (TNF-a,
IL-1B 1 IL-17) w plynie dziastowym. U pozostatych 19 pacjentow (podgrupa 2B)
nie stwierdzono poprawy klinicznej po zabiegu higienizacyjnym. Nie stwier-
dzono statystycznych zmian w warto$ciach wskaznikéw SBI, PPD i CAL oraz
poziomach cytokin (TNF-a, IL-1B i IL-17) w ptynie dziastowym. U pacjentow
podgrupy 2B zastosowano tabletki probiotyczne zawierajace szczep Lactobacil-
lus reuteri. Po 2 tygodniach od zastosowania tabletek u 14 (74%) os6b wykazano
istotne statystycznie obnizenie srednich wartosci wskaznikow SBI, PPD i CAL
oraz poziomdw cytokin (TNF-a, IL-1B i IL-17). U 4 0s6b nie stwierdzono popra-
wy kliniczne;j.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze supernatanty 24 godz.
hodowli P. gingivalis oraz A. actinomycetemcomitans wpltywaja na istotne
zmniejszenie produkcji ATP przez ludzkie fibroblasty dziastowe. Supernatanty
P intermedia nie maja wptywu na zmiang poziomoéw ATP w fibroblastach. Jed-
noczes$nie wykazano aktywno$¢ supernatantow P. gingivalis i A. actinomycetem-
comitans ogrzewanych w 56°C przez 30 min, natomiast ogrzewanie superna-
tantow w 100°C przez 30 min doprowadzito do zaniku ich aktywnosci. Badajac
supernatanty 24-godz. hodowli szczepow L. acidophilus stwierdzono istotne
zwigkszenie poziomow ATP w fibroblastach dzigstowych. Jednoczes$nie wzrost
poziomow ATP nie byt zalezny od wytwarzanego przez szczepy L. acidophilus
nadtlenku wodoru.

W badaniach nie stwierdzono wptywu supernatantéw z hodowli bakterii na
zmiang poziomu ekspresji genow zwiazanych z cytokinami (TNFAIP, IL1p, IL6,
IL12, IL17, IL10) w fibroblastach dziastowych HGF-1. Wykazano za$ wzrost
ekspresji genu antyproliferacyjnego B7G2 pod wptywem supernatantow z ho-
dowli bakterii 4. actinomycetemcomitans, P. intermedia i P. gingivalis.

Uzyskane wyniki determinuja nastgpujace wnioski:

1. W przewlektym zapaleniu przyzebia u dorostych najczgsciej wykrywany-
mi periopatogenami w kieszonkach przyzebnych sa: P. gingivalis (36,67%),
F nucleatum (36,67%) oraz Parvimonas micra (26,67%). Jednocze$nie pa-
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teczki Lactobacillus wytwarzajace nadtlenek wodoru wystepuja istotnie czg-
sciej w kieszonkach przyzebnych u chorych z umiarkowanym przewlektym
zapaleniem przyzgbia, anizeli u chorych z cigzkim przewlektym zapaleniem
przyzebia.

W ptynie dziastowym kieszonek przyze¢bnych wystgpuje znaczna koncentra-
cja cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1pB, IL-17), przy czym poziomy tych
cytokin sa statystycznie wyzsze w cigzkim niz w umiarkowanym przewle-
ktym zapaleniu przyzgbia.

Supernatanty hodowli wybranych szczepéw periopatogendw (P. gingivalis,
P. intermedia oraz A. actinomycetemcomitans) nie zwigkszaja ekspresji ge-
néw dla cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-10, IL-6, IL-12 i IL-17) oraz cy-
tokiny przeciwzapalnej IL-10 w ludzkich fibroblastach dziastowych.
Supernatanty hodowli szczepow klinicznych L. acidophilus nie zwigkszaja
ekspresji gendéw dla cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-18, IL-6, IL-12 1 IL-17)
oraz cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w ludzkich fibroblastach dziastowych.
Supernatanty hodowli wybranych szczepow periopatogenow (P. gingivalis,
P intermedia, A. actinomycetemcomitans) istotnie zwigkszaja ekspresje genu
czynnika antyproliferacyjnego BTG2 w ludzkich fibroblastach dziastowych,
podczas gdy ekspresja tego genu nie zmienia si¢ w nastgpstwie dziatania
supernatantdéw hodowli szczepow klinicznych L. acidophilus.
Zewnatrzkomoérkowe produkty periopatogendw (P. gingivalis i A. actino-
mycetemcomitans), bedace najprawdopodobniej peptydami docelowymi dla
mitochondriéw, redukuja synteze ATP w ludzkich fibroblastach dziastowych,
co moze hamowac ich proliferacje i indukowa¢ $mier¢ komorek w wyniku
apoptozy.

Zewnatrzkomorkowe produkty L. acidophilus, bedace najprawdopodobniej
egzopolisacharydami z aktywnos$cia prooksydacyjna, zwigkszaja synteze¢
ATP w ludzkich fibroblastach dziastowych.

W umiarkowanym przewlektym zapaleniu przyzgbia u ponad potowy cho-
rych (54%) zabiegi higienizacyjne nie sa wystarczajaco skuteczne dla popra-
wy parametrow klinicznych (w zakresie wskaznikow SBI, PPD, CAL) i w
ich wyniku nie dochodzi rowniez do zmniejszenia poziomu cytokin proza-
palnych (TNF-a, IL-1B oraz IL-17).

Tabletki probiotyczne zawierajace szczep L. reuteri istotnie wplywaja na po-
prawg parametrow klinicznych (w zakresie wskaznikow SBI, PPD, CAL)
1 zmniejszenie poziomu cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1B oraz IL-17)
u chorych z umiarkowanym przewlektym zapaleniem przyzebia.



9. SUMMARY

Chronic periodontitis belongs to the most frequent inflammatory diseases in
humans, leading to destruction of periodontium, radicular cement, and osseous
alveolar process. Frequency and severity of chronic periodontitis increases with
progressing age.

In etiopathogenesis of chronic periodontitis the principal role is played by
anaerobic bacteria, defined as periopathogens or periodontopathogens. The most
important periopathogenes include Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema denticola
and the relative anaerobe of Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Present study aimed at clarification of the potential for an antagonistic in-
teraction between clinically important periopathogens and Lactobacillus strains
present in oral cavity microflora in chronic periodontitis in in vivo and in vitro
studies.

The aim was implemented in the following research tasks:

1. Evaluation of periopathogens and bacteria of Lactobacillus genus manifesta-
tion with particular attention given to hydrogen peroxide producing ability
in persons with moderate and severe chronic periodontitis;

2. Evaluation of pro-inflammatory cytokines response (TNF-q, IL-1 and IL-
17) in patients with moderate or severe chronic periodontitis;

3. Evaluation of expression manifested by genes of pro-inflammatory cytok-
ines (TNF-q, IL-1f, IL-6, IL-12 and IL-17) and of the anti-inflammatory cy-
tokine IL-10 and by the gene of an anti-proliferative factor, BTG2 in human
gingival fibroblasts under effect of supernatants obtained from cultures of
selected periopathogen strains (P. gingivalis, P. intermedia and A. actinomy-
cetemcomitans) and supernatants obtained from cultures of clinical L. acido-
philus strains.

4. Evaluation of effects exerted by supernatants isolated in cultures of selected
periopathogen strains (P. gingivalis, P. intermedia and A. actinomycetem-
comitans) on levels of adenosin-triphosphate (ATP) in human gingival fibro-
blasts and on their viability;

5. Evaluation of effects exerted by supernatants obtained from cultures of clini-
cal L. acidophilus strains on ATP level in human gingival fibroblasts and on
their viability;

6. Evaluation of pro-inflammatory cytokine response (TNF-a, IL-1f and IL-17)
in patients with moderate chronic periodontitis receiving a probiotic dietary
supplement, probiotic tablets containing Lactobacillus reuteri strain.
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The studies were conducted on 65 individuals, 30 to 50 years of age, se-
lected from among 112 patients of the Department of Conservative Dentistry
and Periodontology, Poznan University of Medical Sciences in Poznan. Among
the examined group of patients 30 persons (Group1) were selected among which
clinical examination allowed to distinguish the subgroup of 1A, including 15
patients with moderate chronic periodontitis and the subgroup of 1B, including
15 patients with severe chronic periodontitis.

The subsequent research group (Group 2) included 35 patients with chronic
moderate chronic periodontitis, subjected to professional cleaning of teeth. After
two weeks of hygienization procedures clinical examination allowed to distin-
guish a subgroup of 16 persons (subgroup 2A) administered with no probiotic
tablets and a subgroup of 19 persons (subgroup 2B) given twice daily oral tablets
containing Lactobacillus reuteri strain. Every patients was subjected to evalua-
tion of oral cavity hygiene ( plaque index, PL.I), condition of gingivae (gingival
index, GI; sulcus bleeding index, SBI), periodontal pocket depth (PPD) clinical
attachment loss (CAL).

The research material involved samples of gingival fluid plated on Columbia
agar, Rogosa agar (incubated at the temperature of 37°C, in anoxic conditions)
and on chocolate agar (incubated at the temperature of 37°C, in aerobic condi-
tions, in presence of 5% CO,). The growing bacterial strains were identified us-
ing ID 32 A, API NH and API 50 CHL rapid tests (bioMerieux). Ability of the
Lactobacillus strains to produce hydrogen peroxide was tested on the differenti-
ating TMB-Plus agar.

Cultures of individual bacteria produced supernatants. Gingival fibroblast
line of HGF-1 (CRL-2014, ATCC) was cultured in a culture medium consisting
of DMEM enriched with 10% foetal bovine serum (FBS). Presence of ATP in
cultures of HGF-1 fibroblasts was evaluated using a luminescence test (CellTi-
ter-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega). In studies on viability of
gingival HGF-1 fibroblasts the fluorescence Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit
(Invitrogen, USA) was used. Effects were tested of unheated supernatants and
supernatants heated at the temperature of 56°C for 30 minutes and at 100°C for
30 minutes.

Levels of TNF-o, IL-1B and IL-17 cytokines in gingival fluid were established
using the immunoenzymatic ELISA) technique while the absorbance values were
read out using Reader 250 instrument (BioMerieux). Changes in gene expression
in cultures of gingival fibroblasts under effects of supernatants obtained from
studied bacterial cultures were established using microarrays and the Affymetrix
platform.
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In the studied patients of Group 1 the highest proportion of pathogenic cul-
tures was formed by P. gingivalis (36.67%), F. nucleatum (36.67%) and Parvi-
monas micra (26.67%). The species of P. intermedia (16.67%), Gemella morbil-
lorum (16.67%), A. actinomycetemcomitans (3.33%) were detected sporadically
only. Bacteria of L. acidophilus were demonstrated in 56.67% patients of Group
1. Values of clinical indices (GI, SBI, PPD and CAL) and cytokine levels (TNF-a,
IL-IB and IL-17) in the gingival fluid were significantly higher in the group of pa-
tients with severe chronic periodontitis (Group 1B) than in patients with moderate
chronic periodontitis (Group 1A).

Following hygienization procedure in Group 2, in 16 patients (subgroup 2A)
a significant decrease was noted in all clinical indices (PLI, GI, SBI, PPD, CAL)
and in cytokine levels (TNF-q, IL-1f and IL-17) in gingival fluid. In the remain-
ing 19 patients (subgroup 2B) no clinical improvement could be noted following
the hygienization procedure and no significant alterations could be detected in
values of SBI, PPD and CAL indices or in cytokine (TNF-a, IL-1B and IL-17) lev-
els in gingival fluid. In patients of the 2B subgroup probiotic tablets were applied,
containing the Lactobacillus reuteri strain. After 2 weeks of administration of
the tablets in 14 (74%) persons a significant decrease was detected in mean val-
ues of SBI, PPD and CAL indices and in levels of cytokines (TNF-o, IL-Ip and
IL-17). In 4 persons no clinical improvement was detected.

In the conducted studies supernatants of 24 cultures of P. gingivalis and
A. actinomycetemcomitans were found to significantly reduce ATP production
in human gingival fibroblasts while supernatants of P. intermedia induced no
alterations in ATP levels in fibroblasts. In parallel, the activity was demonstrat-
ed in supernatants of P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans heated at the
temperaturg of 56°C for 30 min, while heating of the supernatants at the tempera-
ture of 100°C for 30 min abolished their activity. Testing of supernatants obtained
from 24 hour cultures of L. acidophilus strains disclosed a significant increase in
ATP level in gingival fibroblasts. The increase in ATP levels manifested no rela-
tionship to hydrogen peroxide produced by the strains of L. acidophilus.

The studies demonstrated no effect of the bacterial culture supernatants on
expression of genes linked to cytokines (TNF-a, IL1B, IL6, 1L12, IL17, IL10)
in gingival fibroblast line of HGF-1. On the other hand, an increased expression
was detected of the anti-proliferative gene, BTG2 under effect of supernatants
from cultures of 4. actinomycetemcomitans, P. intermedia and P. gingivalis bac-
teria.

The obtained results allow for drawing the following conclusions:

1. In chronic periodontitis of adults the periopathogens most frequently de-
tected in periodontal pockets include P. gingivalis (36.67%), F. nucleatum
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(36.67%) and P. micra (26,67%). The hydrogen peroxide-producing bacilli
of Lactobacillus are manifested significantly more frequently in periodontal
pockets of patients with moderate chronic periodontitis than in patients with
severe chronic periodontitis.

Gingival fluid of periodontal pockets contains significant concentrations of
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-17), and levels of the cy-
tokines are significantly higher in patients with severe than in patients with
moderate chronic periodontitis.

Supernatants in cultures of selected periopathogen strains (P gingivalis,
P. intermedia and A. actinomycetemcomitans) induce no increase in expres-
sion of genes for pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12
and IL-17) or for the anti-inflammatory cytokine of IL-10 in human gingival
fibroblasts.

Supernatants in cultures of clinical L. acidophilus strains induce no increase
in expression of genes for pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-12 and IL-17) or for the anti-inflammatory cytokine, IL-10, in human
gingival fibroblasts.

Supernatants in cultures of selected periopathogen strains (P gingivalis,
P. intermedia, A. actinomycetemcomitans) significantly increase expression
of the anti-proliferative factor, B7G2, in human gingival fibroblasts while
expression of the gene manifests no alterations under effect of supernatant
obtained from clinical strains of L. acidophilus.

Extracellullar products of periopathogens (P. gingivalis and A. actinomyce-
temcomitans), representing most probably target peptides for mitochondria,
reduce synthesis of ATP in human gingival fibroblasts, which may inhibit
their proliferation and induce cell death due to apoptosis.

Extracellular products of L. acidophilus, representing most probably ex-
opolysaccharides with pro-oxidative activity, stimulate synthesis of ATP in
human gingival fibroblasts.

In moderate chronic periodontitis in almost every other patient (54%) hy-
gienization procedures prove to be insufficiently effective for improvement
of clinical parameters (in the scope of SBI, PPD, CAL indices) or for reduc-
tion of pro-inflammatory cytokine levels (TNF-a, IL-1p and IL-17).
Probiotic tablets containing L. reuteri strain significantly improve clinical
parameters (indices of SBI, PPD, CAL) and reduce pro-inflammatory cy-
tokine levels (TNF-a, IL-1PB and IL-17) in patients with moderate chronic
periodontitis.



