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SAZETAK

Starenje parodontalnih tkiva, kao i ¢itavog organizma, je prirodan, nezaustavljiv
proces koji se karakteriSe nakupljanjem nezeljenih promena koje dovode do poremecaja
homeostaze, gubitka funkcije 1 ve¢om verovatno¢om za pojavu ostecenja, bolesti 1 smrti
jedinke. Dinamika ovog procesa se razlikuje medu jedinkama, ali postoje razlike i u
samom organizmu jer organi, tkiva, ¢elije, pa ¢ak i subcelularne strukture ne stare istom
brzinom. Posledi¢no, bioloska starost jedinke ne mora da odgovara njenoj hronoloskoj
starosti. Dalje, pojedina stanja i patoloski procesi mogu dovesti do ubrzanog starenja.
Pokazano je da osobe zarazene virusom humane imunodeficijencije (engl. Human
Immunodeficiency Virus, HIV) fenotipski brze stare od neinficiranih osoba $to moze da
bude posledica same infekcije i/ili primene antiretrovirusnih lekova, koji su znacajno
produzili Zivotni vek pacijentima sa HIV-om. Upotrebom razli¢itih markera starenja
moguce je razlikovati biolosku od hronoloske starosti individue, ali i razlikovati prerano
starenje odnosno bolesti koje su u vezi sa starenjem od fizioloskog starenja.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se utvrdi veza izmedu starenja parodontalnih
tkiva 1 razlicitih bioloskih markera starenja kao Sto su duZina telomera, parametri
metabolizma gvozda i dobno zavisna smena prisustva parodontopatogena kod HIV-om
inficiranih pacijenata i neinficiranih kontrola.

Istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka. U studiju je bilo ukljuceno 105
HIV-om inficiranih i 100 neinficiranih ispitanika muSkog pola podeljenih u dve starosne
grupe: mladu sa ispitanicima do 35 godina Zivota i stariju sa ispitanicima koji imaju vise
od 50 godina. Nakon potpisanog informisanog pristanka od ispitanika su dobijeni
anamnesticki podaci, uzorci krvi i bris oralne sluzokoze, a odraden je i detaljan
stomatoloski pregled. Iz uzoraka krvi odredivani su relativna duzina telomera leukocita i
parametri metabolizma gvozda, serumsko gvozde, ukupni kapacitet transferina za
vezivanje gvoZzda, saturacija transferina i koncentracije transferina i feritina. Iz briseva
oralne sluzokoze detektovani su slede¢i parodontopatogeni mikroorganizmi: Prevotella
intermedia, Peptostreptococcus micros, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Eikenella corrodens, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia i Treponema
denticola. Inspekcijom usne duplje utvrdivano je prisustvo oralnih manifestacija
karakteristicnih za HIV-infekciju dok je parodontoloski pregled posluzio za procenu

stanja potpornog aparata zuba.



Rezultati studije pokazuju da su vrednosti relativne duzine telomera veée kod
mladih u odnosu na starije ispitanike 1 U grupi pacijenata sa HIV-infekcijom i u grupi
neinficiranih pacijenata. HIV-om inficirane osobe su imale duze telomere u odnosu na
neinficirane ispitanike i u mladoj i u starijoj ispitivanoj starosnoj grupi. Pacijenti koji
nisu bili na terapiji antiretrovirusnim lekovima imali su duze telomere u odnosu na
pacijente koji su bili na razliitim rezimima antiretrovirusne terapije. Svi parametri
metabolizma gvozda, izuzev koncentracija transferina i feritina, su bili visi kod mladih u
odnosu na starije osobe u obe ispitivane grupe. Nasuprot ovom, koncentracija
transferina kod HIV-om inficiranih pacijenata bila je niza kod mladih u odnosu na
starije ispitanike Sto je bio slucaj i sa koncentracijama feritina posmatrano u obe
ispitivane grupe. Zastupljenost parodontopatogenih mikroorganizama je bila veca kod
starijih u odnosu na mlade ispitanike u HIV-om inficiranoj grupi pacijenata, sa
izuzetkom A. actinomycetemcomitans-a ¢ija je zastupljenost bila podjednaka izmedu
mladih i starijih ispitanika. Kod starijih neinficiranih pacijenata, veéa zastupljenost
parodontopatogena, u odnosu na mlade ispitanike, pokazana je kod svih ispitivanih
mikroorganizama izuzev P. micros-a i T. forsythia-e. Dalje, broj oralnih bakterija je bio
veé¢i kod HIV-om inficiranih u odnosu na neinficirane pacijente u obe starosne grupe, a
bio je zapazen i rearanzman u zastupljenosti parodontopatogena sa starenjem. Oralne
manifestacije HIV-infekcije, sem linearnog gingivalnog eritema, su bile ¢eSée
zastupljene kod starijih ispitanika. Svi parodontoloski parametri su bili statisti¢ki
znacajno veci kod starijih HIV-om inficiranih osoba u odnosu na mlade HIV-om
inficirane ispitanike, dok kod neinficiranih ispitanika nije uocena znacajna razlika u
vrednostima ovih parametara medu starosnim grupama.

Starenje parodontalnih tkiva kod HIV-om inficiranih pacijenata se karakterise
promenom kvantitativnog 1 kvalitativnog sastava oralne flore i brzim propadanjem
potpornog aparata zuba. Mehanizmi ukljuCeni u ovaj proces jo§ uvek nisu detaljno
razjaSnjeni pa ¢e ovo polje istraZivanja, imaju¢i u vidu produZen Zivotni vek 1 znacaj
oCuvanja oralnog zdravlja kod HIV-om inficiranih osoba, biti izazov za modernu

stomatologiju.

Kljuéne reéi: HIV, starenje, parodontalna tkiva, oralne bakterije
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SUMMARY

Aging of periodontal tissues, as well as organism as a whole, is natural,
unstoppable process of accumulation of undesirable changes which lead to disturbancy
of chomeostasis, loss of function and increased susceptibility to diseases and death.
Dynamic of this process is often unpredictable because individuals, organs, tissues,
cells, and even subcellular structures do not have the same rate of aging. Considering
that, the biological aging of the individuals does not neccesarily match their
chronological aging. Furthermore, some conditions and pathological processes could
increase the speed of aging. It has been shown that patients with human
immunodeficency virus (HIV) infection age faster than their non-infected counterparts.
The altered aging in HIV-infected patients could be triggered by infection itself or due
to usage of antiretroviral drugs, which increased life expectancy in these patients.
Various biological markers of aging could be used in order to determine the difference
between biological and chronological age of the patient, and to differ premature aging
or aging-related diseases from physiological aging.

The aim of this research was to identify the relations between periodontal tissue
aging and biomarkers of aging such as, relative telomere length, iron metabolism
parameters and presence of periodontal pathogens within oral cavity.

Investigation was designed as a cross-sectional study. The study enrolled 105
HIV-infected and 100 non-infected male subjects subdivided in two age groups:
younger (<35 years of age) and older (>50 years of age). After signing the informed
consent, anamnestic data, blood samples and buccal swabs were collected from each
patient and detailed oral examinations were performed. The blood samples were used
for relative telomere length and iron metabolism parameters (serum iron, total iron
binding capacity, transferrin saturation and concentrations of transferrin and ferritin)
analyses. The buccal swabs were used for the identification of periodontal pathogens:
Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia and Treponema denticola. Oral manifestations of HIV-infection were detected
by inspection and periodontal parameters were determined by probing.

Results of this study indicate that relative telomere length is longer in younger

patients in both, HIV-infected and non-infected group, compared to their older



counterparts. HIV-infected patients had longer telomeres compared to non-infected
patients, in both age groups. Additionaly, naive HIV-infected patients had longer
telomeres than those treated with various forms of antiretroviral therapy. All iron
metabolism parameters values, with exception of serum transferrin and ferritin
concentrations, were higher in younger compared to older patients in HIV-infected and
non-infected group. In contrast, transferrin concentration was higher in older compared
to younger HIV-infected patients, which was the case for ferritin concentrations in
infected and non-infected group, as well. The presence of periodontal pathogens was
higher in older HIV-infected patients compared to younger ones, with exception of A.
actinomycetemcomitans which had similar prevalence in both age groups. Older non-
infected patients had higher prevalence of periopathogens compared to younger
subjects, with exception of P. micros and T. forsythia. Furthermore, we showed a
substantial increase in bacterial burden within oral cavity and certain rearrangements in
bacterial composition during the course of aging. Oral manifestations characteristic for
HIV-infection, were more prevalent in older HIV-infected patients with exception of
linear gingival erythema that was more frequently observed in youger patients. All
periodontal parameters were significantly higher in older compared to younger HIV-
infected patients, whereas such a difference was inexistent in the control group.
Periodontal tissue aging in HIV-infected patients is characterized by qualitative
and quantitative changes in oral flora and by rapid deterioration of periodontal tissue
structures. Mechanisms involved in this process are not quietly understood. Having in
mind increased life expectancy in HIV-infected patients in the era of antiretroviral
therapy, this field of reaserch will be emerging and very attractive in future as well.

Key words: HIV, aging, periodontal tissues, oral bacteria

Scientific field: Dental sciences
Narrower scientific field: Basic dental sciences
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1. UvOD



1.1. Starenje

Starenje je prirodan i1 nezaustavljiv bioloski proces koji se karakteriSe
nakupljanjem nezeljenih promena u organizmu koje dovode do slabljenja fizioloSkih
funkcija, poremecaja homeostaze i poveéane verovatno¢e za oboljevanja i smrt (1).
Proces starenja se moze pratiti na nivou ¢itavog organizma, zatim na nivou organa,
tkiva, Celija i na kraju na nivou subcelularnih struktura. Tokom starenja dolazi do
redukcije veli¢ine tela; koza gubi elasti¢nost, menja boju, a dolazi i do stvaranja nabora
na kozi; kardiovaskularne promene obuhvataju smanjenje snage sr¢anog misica kao 1
promene na krvnim sudovima u vidu smanjene elastiCnosti; disajni kapaciteti se
smanjuju; u gastrointestinalnom traktu dolazi do smanjenja apsorpcije, sekrecije i
motiliteta; promene u urinarnom sistemu se ogledaju u smanjenjom broju nefrona
bubrega, ali i u smanjenom tonusu miSi¢a mokraéne besike; kod cula se redukuje broj
receptora, dok promene u centralnom nervnom sistemu obuhvataju progresivan gubitak
memorije kao i usporeno reagovanje na razli¢ite drazi; imuni sistem pokazuje znake
slabijeg odgovora na $tetne agense (2-4). Promene koje se javljaju na ¢elijskom nivou u
toku procesa starenja ukljucuju uvecanje celije, uvecanje jedra i GoldZijevog aparata,
vakuolizaciju citoplazme i povecanje broja lizozoma (5, 6). Subcelularne promene
tokom starenja obuhvataju skracivanje krajeva hromozoma — telomera, prekide u
molekulu dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), epigenetske promene naslednog
materijala, promene u broju i1 gradi hromozoma, disfunkcije mitohondrija, i
rearanziranje citoskeleta (6, 7). Promene u strukturi i funkcionisanju citoskeletnih

proteina su pracene sliénim promenama proteina ekstracelularnog matriksa (8).

1.2. Starenje oralnih tkiva

Starenje organizma se u velikoj meri reflektuje i na oralnim tkivima. Oralna
mukoza postaje atrofi¢na, glatka, istanjena, smanjuje se stepen keratinizacije, epitelne
gredice se zaravnjuju, dok se u vezivnom tkivu broj ¢elija smanjuje, a broj kolagenih
vlakana uvecava (9, 10). Vaskularizacija tkiva postaje redukovana, a kapilari fragilniji.
U krvnim sudovima koji ishranjuju oralna tkiva Cesto se uocavaju aterosklerotske
promene. Nervna vlakna podlezu degenerativnim procesima, reparatorni mehanizmi su
usporeni, a postoje i poremecaji u imunom odgovoru (11). Znacajne promene trpi i
muskuloskeletni sistem: viliéne kosti postaju osteoporoti¢ne i1 rarefikovane, dok se

miSi¢na masa progresivno smanjuje, a pokreti u mastikatornim misi¢ima postaju



usporeni i zamarajuci (12). U temporomandibularnim zglobovima javljaju se brojne
disfunkcije usled degenerativnih promena, kako na koStanim tkivima tako i na
temporomandibularnim diskusima, zglobnoj kapsuli i zglobnim vezama (13). Takode,
zapaza se 1 hipofunkcija svih pljuvacnih zlezda koja u najtezoj formi dovodi do
kserostomije. Izostankom lubrikantnog efekta pljuvacke povecana je mogucénost
povredivanja i oSteCenja mekih oralnih tkiva pa se na dehidriranoj mukozi Cesto
pojavljuju fisure, abrazije i traumatske ulceracije. Broj receptora za ukus se¢ takode
smanjuje $to moze dovesti do promena u ishrani kod starijih osoba (12). Promene na
zubima se karakteriSu izmenom boje (dominiraju sivkaste nijanse), veli¢ine (usled
atricije) i mehanickih karakteristika tvrdih zubnih tkiva (14, 15). Povlacenje nastavaka
odontoblasta iz dentinskih kanali¢a, sklerozacija dentinskih tubula i smanjenje veli¢ine
komore pulpe usled stvaranja sekundarnog dentina smanjuju elasti¢nost i otpornost zuba
1 povecavaju moguénost mehanickih oste¢enja zubnih tkiva u koje spadaju abrazija,
atricija i abfrakcija (15, 16). Proces starenja ne zaobilazi ni parodontalna tkiva. U ova
tkiva koja Cine potporni aparat zuba ubrajaju se: gingiva, periodoncijum, cement korena
zuba 1 alveolarna kost. Na svim ovim strukturama mogu se uociti promene koje nastaju
kao posledica starenja. Promene na gingivi su identi¢ne promenama koje se javljajuiu
oralnoj mukozi. Epitel gingive se istanjuje, gubi elasti¢nost, a redukuje se i nivo
keratinizacije (10). U vezivnom tkivu gingive smanjuje se broj fibroblasta, dok se broj i
stabilnost kolagenih vlakana uvecava (8). Kao posledica ovih promena smanjuje se
elasticnost 1 otpornost gingive i dolazi do gingivalnih recesija i smanjenja Sirine
pripojne gingive (10). Periodontalna vlakna se istanjuju, dolazi do njihovog
prerasporeda i neadekvatne insercije u cement korena zuba i alveolarnu kost. Broj
epitelnih ostrvaca unutar periodontalnog ligamenta se smanjuje, dok Sirina
periodontalnog ligamenta moze biti uvecana ili smanjena u zavisnosti od opterecenja
koje deluje na zub u toku procesa zvakanja (17). U toku starenja dolazi i do
zadebljavanja cementa korena zuba, dok njegova povrsina postaje neravna. Inkrementne
linije cementa mogu posluZiti za odredivanje hronoloske starosti individue jer se cement
korena zuba kontinuirano, tokom ¢itavog zivota, deponuje oko dentina korenskog dela
zuba (17). U alveolarnoj kosti dolazi do povecanja kosStanih Supljika, dok se koStane
gredice istanjuju. Kortikalna lamina alveolarne kosti postaje tanja, a interalveolarne

septe se zaravnjuju. Debljina periosta alveolarne kosti starenjem se uvecava kost (18).



1.3. Teorije starenja

Dinamika procesa starenja je cesto nepredvidiva i znaCajno varira izmedu
razli¢itih individua, organa, tkiva, pa ¢ak i izmedu samih celija. Brojne teorije starenja
su predloZzene kako bi se objasnili razliCiti aspekti ovog procesa. Moderne teorije
starenja se dele u dve grupe: teorije programiranog starenja i teorije greske. Po
teorijama programiranog starenja svi zivotni procesi se odvijaju po odredenom
,bioloskom rasporedu 1 ,,bioloski ¢asovnik* je taj koji odreduje kada ¢e se odredeni
Zivotni proces zaustaviti (19). Primer ovih teorija je Hejflikov (engl. Hayflick) fenomen
ograni¢ene cCelijske proliferacije (20). Naime, utvrdeno je da odredene celije u
organizmu imaju predodreden broj deoba i da po zavrSetku poslednje deobe dolazi do
pokretanja mehanizma programirane ¢elijske smrti — apoptoze. Glavni nedostatak ove
teorije je nemogucnost primene na ¢elije koje se ne dele, tj. ¢elije zaustavljene u GO fazi
¢elijskog ciklusa. Za razliku od teorija programiranog starenja, koje se okrecu ka
Lunutra$njim* prediktorima, teorije greske isti¢u uticaj faktora spoljas$nje sredine na
zivotni vek. Za sada se kao najsveobuhvatnija prihvata teorija oksidativnog stresa po
kojoj reaktivni kiseoni¢ni produkti dovode do oSteenja proteina, ugljenih hidrata, lipida
1 nukleinskih kiselina i na taj na¢in remete njihovu strukturu i funkciju $to dovodi do
senescencije Citavog organizma (21). OsSteCenja celija i1 tkiva, pored nakupljanja
reaktivnih kiseoni¢kih produkata, nastaju 1 zbog slabljenja zastitnih antioksidativnih
mehanizama. Drugim re¢ima, u tkivima dolazi do disbalansa izmedu proizvodnje i
neutralisanja Stetnih kiseonickih produkata Sto stvara ,temelje* za tkivna oStecenja.
Pored direktnog citotoksi¢nog efekta, reaktivni kiseoni¢ni produkti utiCu i na brojne
signalne puteve unutar celija, gde aktiviranjem specifiénih protein kinaza podsti¢u
procese proliferacije, diferencijacije ali i Ccelijske smrti. Problemi sa teorijom
oksidativnog stresa su uoceni kod organizama sa visokim stepenom metabolickih
procesa i velikom produkcijom reaktivnih kiseoni¢kih produkata koji ne utic¢u na njihov
zivotni vek (22). Mnogi autori navode kako ni jedna od postojecih teorija starenja
(programirano starenje i teorije greSke) ne zadovoljava u potpunosti i da bi ,,novu*
teoriju starenja trebalo traziti u kombinovanju viSe razlicitih teorija. Ova mis$ljenja su
podstaknuta ¢injenicom da su kompleksni mehanizmi starenja, bilo da na njega uticu

unutra$nji ili spoljasnji faktori, ¢esto isprepletani.



1.4. Biomarkeri starenja

Proces starenja zavisi od brojnih ¢inilaca, izmedu ostalih to su nasledna osnova,
uticaji spoljasnje sredine, kao i nacin zivota. Kao posledica ovog multifaktorskog
delovanja hronoloska starost individue ne mora da bude podudarna sa njenom
bioloskom staro§¢u. Da bi se utvrdio odnos izmedu hronoloske i1 bioloske starosti
individue, kao i da bi se razlikovalo normalno, fiziolosko starenje od patoloskog
starenja organizma mogu se Koristiti razliciti bioloski markeri. Bioloski markeri starenja
se mogu podeliti u fizioloske, endokrine, biohemijske i geneticke markere. Fizioloski
markeri starenja obuhvataju funkcije respiratornog i kardiovaskularnog sistema, indeks
telesne mase, gustinu kostiju i drugo (2, 23). Endokrini biomarkeri starenja su nivoi
polnih hormona, zatim hormona $titne zlezde, hormona rasta i insulinu sli¢nog hormon
rasta (24). Snizene koncentracije ovih hormona se pronalaze u krvi starijih osoba. U
biohemijske markere starenja ubrajaju se feritin, lipidni profil, nivo glikozilovanog
hemoglobina i nivoi inflamatornih peptida: interleukina 6 i 18 (I1-6, 1I-1p), C-reaktivnog
proteina (CRP) i faktora tumorske nekroze-alfa (TNF-a) (24). Vise koncentracije ovih
biohemijskih biomarkera starenja su povezane sa ve¢om verovatno¢om oboljevanja 1
rizika od smrtnog ishoda kod starijih osoba. Geneticki pokazatelji starenja su oStecenja
molekula DNK, rearanziranje hromozoma, duzina telomera, stepen metilacije DNK
molekula i1 pojedini regulatori genske ekspresije kao S§to su molekuli
mikroribonukleinskih kiselina (mikroRNK) (25, 26). Spisak biomarkera starenja,

naravno, nije konac¢an jer potraga za idealnim biomarkerom jo$ uvek nije zavrSena.

1.5. DuZina telomera kao biomarker starenja

Telomere predstavljaju krajeve hromozoma koji imaju ulogu u njihovoj zastiti
od degradacije i uzajamnog slepljivanja. Sastoje se iz velikog broja ponovaka sekvence
nukleotida TTAGGG (T-timin, A-adenin, G-Guanin) udruzenih sa proteinskom
komponentom zvanom S$elterin (Slika 1.1). Uloga Selterina je da zastiti same telomere,
jer usled problema u replikaciji krajeva DNK jednostruki lanac u duzini od 300 bp

(134 19

Str¢i” iz dvostrukog heliksa 1 kao takav predstavlja metu za DNK reparatornu
masineriju koja ga moZe prepoznati kao strukturnu greSku i “iseéi” iz molekula.
Jednostruki lanac DNK se zato uvija u ¢vor, odnosno pravi petlju koju stabilizuju

proteini Selterinskog kompleksa: TRF1 (telomere repeat factor 1), TRF2 (telomere



repeat factor 2), POTL1 (protection of telomere 1), RAP1 (repressor/activator protein 1),
TPP1 (tripeptidyl peptidase 1) i TIN2 (TRF1 & TRF2 interacting nuclear protein 2).
Sem zastitne uloge, Selterin najverovatnije ucestvuje i u regulisanju aktivnosti enzima
koji odrzavaju duzinu telomera. U toku replikacije DNK Selterinski kompleks se odvaja
od telomera Sto izlaze telomere delovanju nukleaza. Nakon svake ¢elijske deobe dolazi
do skracenja telomera hromozoma, pa duzina telomera moze posluziti kao pokazatelj
starenja Celije. Kada dode do grani¢nog skracenja telomera, nastaje takozvani Hayflick-
ov fenomen nakon koga deobe viSe nisu moguce i Celija ulazi u apoptozu. Maticne,
progenitorske i odredene tumorske ¢elije imaju sposobnost da odrzavaju ili produzavaju
duzinu telomera zahvaljujuéi aktivnosti enzima telomeraze. Ovaj kompleksni enzim se
sastoji iz specificne telomerazne reverzne transkriptaze (TERT), RNK komponente
telomeraze (TERC) i proteina koji stabilizuju ¢itav kompleks. RNK komponenta
telomeraze sluzi kao matrica za sintezu telomernih ponovaka (27). Telomeraza je
uglavnom “utiSana” kod veéine somatskih ¢elija adultne osobe ali postaje izrazito
aktivna u toku kancerogeneze pa se smatra da regulacija telomerazne aktivnosti moze

imati ulogu u nastanku kancera (28).
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Slika 1.1. Grada telomera i Selterinski kompleks (preuzeto i modifikovano:
https://www.slideshare.net/ArtiGuptall/chromosome-54646725).



Novija istrazivanja dovode u vezu skraCenje telomera kod pacijenata sa
hroni¢nim bolestima kao $to su dijabetes tip 2, ateroskleroza, Alchajmerova bolest i
hroni¢ni parodontitis (29-32). Promene u duzini telomera se verovatno desavaju kao
posledica povecanog broja ¢elijskih deoba sa ciljem reparacije oSte¢enog tkiva, kao i
hroni¢nih inflamacija i uvecanog oksidativnog stresa na koji su telomere izrazito
osetljive (Slika 1.2).
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Slika 1.2. Bolesti i stanja kod kojih je utvrdeno skracivanje telomera (preuzeto i
modifikovano: http://defytime.jp/bc/en/about_telomere.html)



1.6. Parametri metabolizma gvozda kao biomarkeri starenja

1.6.1. Metabolizam gvozda

Gvozde predstavlja veoma vazan mikroelement za gotovo Citav Zivi svet jer je
ukljueno u brojne energetske, metabolicke, odbrambene i transportne procese u
¢elijama. Neophodno je za sintezu vaznih biomolekula kao S§to su hemoglobin,
mioglobin, citohrom b i c, citohrom oksidaza, katalaza, peroksidaza, sukcinat
dehidrogenaza, ksantin oksidaza 1 drugi. Od ukupne koli¢ine gvozda u telu odrasle
osobe (3-5 g) oko 67% se nalazi u formi hemoglobina, nesto manje od 30% u depoima —
feritinu i hemosiderinu, dok ostatak ulazi u sastav mioglobina, transferina i razlicitih
enzima. Dnevne potrebe organizma su oko 10 mg gvozda i obezbeduju se unosom
hrane. Otprilike ista koli¢ina gvozda se na dnevnom nivou gubi deskvamacijom
intestinalnog epitela. Unos gvozda u organizam je strogo kontrolisan jer ne postoje
mehanizmi za njegovu efikasnu eliminaciju iz organizma. Prevelika koli¢ina gvozda
moze promovisati generisanje slobodnih kiseoni¢nih radikala koji mogu dovesti do
ostecenja i smrti Celija. Zbog toga je od velikog znacaja da se unos gvozda podudara sa

gubicima i da je taj unos precizno regulisan.

Apsorpcija jona gvozda odvija se u pocetnom delu dvanaestopalacnog creva
(Slika 3). U zavisnosti od oblika u kom se gvozde nalazi, razli¢iti transportni mehanizmi
omogucavaju njegov unos u enterocite (33). Najveci deo gvozda koje unosimo hranom
nalazi se u jonskom feri (Fe**) obliku. Da bi se gvozde apsorbovalo neophodno je da se
redukuje do fero (Fe**) jona u kiseloj sredini Zeludagnog soka u prisustvu reduktaza kao
Sto su askorbinska kiselina (vitamin C), cistein i histidin. Konverziju feri u fero jon
moze vrsiti 1 enzim — duodenalni citohrom b (Dcytb) koji se nalazi na apikalnoj strani
enterocita. Dvovalentno gvozde se zatim unosi u enterocit preko transportera
dvovalentnih metala tip 1 (engl. divalent metal transporter 1, DMT1). Nedavno je
uocena i mogucnost da se 1 gvozde u feri obliku unese u enterocit interakcijom sa 33-
integrinom i proteinom mobilferinom. Nakon prolaska kroz apikalnu membranu ovaj
kompleks se spaja sa citoplazmatskim proteinima i nastaje paraferitin koji moze da
prevede gvozde u fero oblik. Pored jonskog, gvozde se moze uneti u enterocite i u
obliku hema (prosteticna grupa iz mioglobina i hemoglobina), laktoferina i feritina.

Pretpostavlja se da se ovi veliki molekuli unose u ¢eliju posredstvom specificnih



transportnih sistema (za hem se zna da je to proteinski nosa¢ hema, engl. haem carrier
protein type 1, HCP1), a da se zatim delovanjem unutaréelijskih enzima iz njih oslobada

gvozde.

Sudbina gvozda unutar celije moze biti dvojaka: vezivanje za feritin,
intracelularni depo gvozda ili transport ka bazolateralnoj strani enterocita gde se
posredstvom molekula feroportina izbacuje iz ¢elije. Kako je Zivotni vek enterocita
dvanaestopalacnog creva 3 do 4 dana, njihovom eksfolijacijom se gubi i gvozde koje je
zadrzano unutar celija, Sto moze da predstavlja mehanizam kojim se organizam
suprotstavlja prevelikom unosu ovog mikroelementa. Sa druge strane, izlazak jona
gvozda iz Celije zavisi od feroportina ¢ija se aktivnost menja u prisustvu hepcidina
(feroportin se internalizuje i degraduje u prisustvu ovog proteina). Hepcidin stvaraju
hepatociti kada su njihovi depoi gvozda puni, pa verovatno predstavlja glavni

regulatorni mehanizam za unos gvozda u organizam.
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Slika 1.3. Mehanizam apsorpcije gvozda u tankom crevu (preuzeto i modifikovano:
http://clashdot.wikidot.com/info:iron-metabolism)

Ukoliko je gvozde transportovano do bazolateralne strane enterocita i putem
feroportina proslo u meducelijski prostor, pod dejstvom transmembranskog proteina
hefestina se ponovo vra¢a u feri oblik i prebacuje u cirkulatorni sistem. U krvi se
gvozde brzo vezuje za transportni protein transferin 1 prebacuje do ciljnih ¢elija koje ¢e
preuzeti ovaj kompleks putem receptorima posredovane endocitoze (kompleks gvozde-

transferin se vezuje za transferinski receptor na ciljnoj ¢eliji). Kapacitet transferina da



vezuje gvozde u krvi uveliko premasuje koli¢inu cirkuliSuéeg gvozda, i obicno je 25-
40% transferina saturisano gvozdem. Saturacija transferina govori o koli¢ini gvozda u
cirkulatornom sistemu. Unutar ciljne ¢éelije gvozde se moze Koristiti za sintezu razli€itih
biomolekula ili se deponuje u formi feritina 1 po potrebi oslobada i transportuje do ¢elija
kojima je neophodno. Koncentracija feritina u krvi je indirektni pokazatelj stanja
telesnih depoa gvozda (34).

1.6.2. Transferin

Transferin predstavlja monomerni, bilobarni (N i C lobus) glikoprotein krvne
plazme molekulske mase oko 80000 Da. Koncentracija transferina u krvi iznosi od 25-
50 pmol/l, odnosno oko 2,5 g/l. Sinteza ovog glikoproteina se vr$i u hepatocitima, a po
ispustanju u krv on obavlja svoju ulogu u transportu jona gvozda kroz cirkulatorni
sistem. Svaki lobus molekula transferina moze da veze po jedan jon gvozda u feri
obliku. Stoga su moguca Cetiri oblika transferina u krvi: kada su i N- i C-lobus vezali
gvozde (11-27%), kada je gvozde vezano samo za N-lobus (21-23%), kada je gvozde
vezano samo za C-lobus (11-17%) i kada za transferin nije vezano gvozde-apotransferin
(40-51%) (35). Stabilnost veze izmedu molekula transferina i jona gvozda poveéava se
u prisustvu bikarbonatnih jona. Kompleks transferin-gvozde dolazi putem krvi do ciljne
¢elije koja na svojoj povrsSini poseduje receptore za transferin. Broj receptora za
transferin zavisi od potreba Celija za gvozdem i u proseku je izmedu 15 1 20% od
ukupnog broja receptora integrisano u celijsku membranu (33). Veéi zahtevi za
gvozdem dovode do ugradnje novih receptora na povrsinu Celije (36). U zavisnosti od
“opterecenja” gvozdem, transferin se jace ili slabije vezuje za transferinski receptor (pri
fizioloSkom pH apotransferin se najslabije vezuje i lako se otpusta sa receptora, dok je
veza sa difericnim transferinom najjac¢a). Po vezivanju za transferinski receptor,
kompleks se vezikularnim transportom unosi u celiju, a zatim biva acidifikovan i
konacno pri niskom pH gvozde se osloboda od transferina (37). Transferin se zajedno sa
receptorom vracéa na povrsinu celije i oslobada za novo vezivanje gvozda (Slika 1.4). Za
8-10 dana, koliko iznosi polu-zivot transferina, ovaj glikoprotein moze da ponovi ciklus

vezivanje-oslobadanje gvozda oko 100 puta (33).

Koncentracija transferina u krvi se odreduje imunohemijski, metodom

turbidimetrije. Dobru korelaciju sa koncentracijom transferina u krvi pokazuje i
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vrednost ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda (transferrin iron binding capacity, TIBC)
preko koje se odreduje i vrednost saturacije transferina. Odredivanje TIBC i saturacije
transferina su jednostavnije i jeftinije metode od odredivanja serumskog transferina, ali
njihovi nedostaci su ti Sto precenjuju kapacitet transferina za vezivanje gvozda,
uglavnom zbog toga $to se joni gvozda mogu vezati i za druge proteine krvne plazme,
kao $to su npr. albumini. Nedostaci odredivanja serumskog transferina su geneticki
uslovljene varijacije ovog molekula S§to dovodi do neadekvatnog vezivanja
odgovarajuc¢ih antitela. Stoga se prilikom odredivanja parametara metabolizma gvozda

Cesto paralelno vrs$i odredivanje koncentracije i saturacije transferina (38).
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Slika 1.4. Transferinski ciklus (preuzeto i modifikovano: https://clinicalgate.com/iron-

deficiency-anemia-anemia-of-chronic-disorders-and-iron-overload/)
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1.6.3. Feritin

Feritin predstavlja glavni unutarcelijski depo jona gvozda. Ovaj globularni
protein sa molekulskom masom od 450000 Da ima Supljinu u svom centralnom delu.
Svaki molekul feritina u centralnoj Supljini (jezgru) moze da deponuje oko 4500 jona
gvozda u feri obliku (39). Unutar jezgra, gvozde se kristalizuje pa se za oslobadanje iz
depoa feritinski kompleks mora najpre razloziti. Forma feritina koja ne sadrzi gvozde
naziva se apoferitin. Apoferitin se sastoji iz 24 strukturno identi¢na polipeptidna lanca
koji formiraju spoljasnji deo (ljusturu) molekula. Izmedu ovih lanaca nalaze se kanali
kojim se joni gvozda dopremaju do unutrasnje Supljine, odnosno, jezgra molekula. Na
samom ulazu kanala nalazi se kompleks dvovalentnih jona (Ca?*, Cd?*, Zn%, ...) koji su
prikaceni na glutaminske ostatke polipeptidnih lanaca ljusture. Njihova uloga je da
reguli$u transport jona gvozda u unutra$njost feritinskog kompleksa (40). Za razliku od
spoljasnje strane ljusture, unutrasnja strana je podlozna izmenama u sastavu. Promena u
broju karboksilnih i fosfatnih grupa odreduje stepen kristalizacije jona gvozda Sto dalje
uslovljava kapacitativnost feritinskog depoa (40). Osim u ¢elijama, feritin se moze naci
i u cirkulaciji i indirektni je odraz stanja naSih unutarcelijskih depoa gvozda (41).
Procenjuje se da se na svakih 1 pg/l feritina u serumu nalazi 8 mg intracelularnog
feritina (42). Normalne koncentracije feritina u serumu iznose od 20-250 ug/l kod osoba
muskog pola i 20-200 pg/l kod Zena (43). Put kojim feritin dolazi do ekstracelijske
te¢nosti joS uvek nije detaljno razjaSnjen, ali je najverovatnije da oStecenje Celija dovodi
do oslobadanja feritinskih kompleksa u krv. Ovo se potvrduje povecanjem nivoa
serumskog feritina nakon oStecenja ¢elija u nekim zapaljenskim reakcijama, stoga se
feritin ubraja u proteine akutne faze. Postojanje receptora za feritin je za sada potvrdeno
na hepatocitima, limfoidnim 1 eritroidnim prekursorima, kao najve¢im potroSa¢ima
gvozda (44). Nedostatak gvozda u ishrani, smanjena apsorpcija ili povecan gubitak
krvarenjem smanjuju nivoe gvozda u organizmu Sto indirektno pokazuje 1 nizak
serumski nivo feritina (45, 46). Povecane koncentracije feritina u serumu nalaze se u
stanjima kada postoji viSak gvozda u organizmu, kao §to su hemohromatoza i
hemosideroza, Ceste transfuzije krvi, ali su i karakteristika velikog broja hroni¢nih
infekcija, maligniteta i trovanja gvozdem (47, 48). Nepostojanje adekvatnih
mehanizama za izbacivanje “viskova” gvozda iz organizma vremenom moze dovesti do

uvecanja nivoa intra- i ekstracelularnog feritina.

12



1.7. Promena sastava oralne mikroflore kao biomarker starenja

Oralni mikrobiom predstavlja kompleksnu 1 dinami¢nu zajednicu
mikroorganizama koja ima vaznu ulogu u odrzavanju zdravlja usne duplje (49). U
zamenu za nutrijente i staniSte, mikrobiom obezbeduje domacinu zastitu od invazije
patogenih mikroorganizama kao i metabolite i imunoloske modulatore neophodne za
pravilan razvoj i funkcionisanje orofacijalnog sistema (50, 51). Oralni mikrobiom se
kvalitativno i kvantitativno menja tokom ¢itavog zivota (52). Bakterijska kolonizacija
usne duplje pocinje prolaskom ploda kroz porodajni kanal i od tog trenutka se deSavaju
neprestane promene u ovom mikro biosistemu. Faktori bakterijske adhezije i
karakteristike povrsine ciljne membrane ¢elija domacina omogucavaju primarnu vezu
izmedu mikroorganizma i oralne mukoze koja se vremenom usloznjava vezivanjem
novih bakterija, ¢ime nastaje visoko organizovana zajednica mikroorganizama zvana
biofilm. U prvih nekoliko meseci zivota biofilm prekriva keratinizovanu i
nekeratinizovanu oralnu mukozu, dok se nicanjem zuba broj potencijalnih ,,nisa“ za
biofilm znacdajno uvecava (53, 54). Gled zuba i gingivalni sulkus koji se formira oko tek
izniklog zuba predstavljaju nova mesta za bakterijske interakcije, rast i razvoj. Stvaranje
zubnog kamenca, zubni ispuni, protetske nadoknade i ortodontski aparati postavljeni u
usnu duplju doprinose uvecanju broja novih mikrosredina koje pogoduju stvaranju
kompleksne ,,mreze* mikroorganizama u okviru biofilma (49, 55, 56). Uprkos stalnim
promenama broja i sastava mikroorganizama u usnoj duplji, oralni mikrobiom je u
fizioloskim uslovima adekvatno balansiran imunim sistemom domacina i dostupnoséu

nutrijenata (57, 58).

Znacajno mesto u okviru oralnog mikrobioma zauzimaju i parodontopatogene
bakterije koje mogu dovesti do ireverzibilnog oStec¢enja potpornih zubnih tkiva ali i do
ozbiljnih sistemskih poremecaja (59-61). Najznacajniji predstavnici ove grupe
mikroorganizama  su:  Prevotella  intermedia,  Peptostreptococcus  micros,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia i Treponema denticola.

Prevotella intermedia se ubraja u gram-negativne, obligatorne anaerobe koji su
Cesti izazivaci parodontalnih oSte¢enja. Antigeni koji se nalaze na povrSini bakterije,

kao 1 njeni produkti izazivaju snazni imuni odgovor domacina §to dovodi do oSteenja

13



parodontalnih tkiva (62). Interakcija fimbrija bakterije i lamelipodija epitelnih ¢elija
omogucava adheziju, a odreduje i1 kapacitete za invaziju ciljnih tkiva (63). Jaka veza
izmedu bakterije 1 ciljne celije uzrokovana je stimulacijom lamelipodija mehani¢kim
oste¢enjem, inflamacijom ili modifikacijom epitela koji nastaje kao posledica starenja
oralnih tkiva (64). Ova interakcija svrstava P. intermedia-u u primarne kolonizatore
oralnih keratinocita i predstavlja fundament za kasnije naseljavanje sekundarnih
kolonizatora kao S§to je P. gingivalis. P. intermedia je snazan parodontalni patogen,
odgovoran za agresivne forme parodontitisa, akutni ulceronekrozni gingivitis i neke

ozbiljne sistemske infekcije (65-67).

Peptostreptococcus micros je anaerobni gram-pozitivni mikroorganizam Kkoji
ima vaznu ulogu u patogenezi parodontalnih ostecenja (65). Pokazano je da ¢ak i delovi
ove bakterije mogu da indukuju imunoloske reakcije sa usputnim destrukcijama
periodontalnog vezivnog tkiva (68). P. micros koagregira sa Porphyromonas gingivalis-
om i drugim bakterijama u oralnom biofilmu u cilju poboljsane adhezije i stabilnosti

bakterijske suprastrukture (69).

Porphyromonas gingivalis je glavni etioloski faktor u razvoju hroni¢nog
parodontitisa (70). Zahvaljuju¢i brojnim faktorima virulencije, ovaj gram-negativni
anaerob, zaobilazi nadzor imunog sistema domacina i izaziva ciljanu tkivnu destrukciju
(70). Fimbrijama i kapsulom P. gingivalis se “kaci” kako na tvrda, tako i na meka oralna
tkiva, ali 1 odoleva fagocitozi, inhibira hemotaksu 1 smanjuje imuni odgovor domacina
blokirajuéi sintezu interleukina 1, 6 i 8 od strane fibroblasta (71, 72). Sa druge strane,
pronadeno je da kapsula otezava invaziju ciljnih tkiva (73). Lipopolisaharidi bakterijske
membrane, aktiviranjem imunoloskog odgovora, dovode do remodelovanja kosti, a
proteaze do degradacije vezivnog tkiva parodoncijuma (74, 75). Metabolizam P.
gingivalis-a je nezamisliv u odsustvu gvozda, pa ova bakterija svojim
aminopeptidazama razlaze transportne proteine gvozda i na taj nacin pribavlja sebi ovaj

vazan mikroelement (76).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans je gram-negativni fakultativni anaerob
Cesto prisutan u teSkim lezijama parodontalnih tkiva (npr. lokalizovani agresivni
parodontitis), ali i u ekstra-oralnim ZariStima kod ateroskleroze, endokarditisa,

cerebralnih apscesa i osteomijelitisa (59, 77-79). A. actinomycetemcomitans efikasno
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prolazi kroz epitelne barijere i inicira imuni odgovor koji zatim dovodi do znacajnih
destrukcija  potpornog  aparata zuba  (80). Izrazena  invazivnost  A.
actinomycetemcomitans-a se moze objasniti proteolizom citokeratina i fibronektina §to
olakSava prodor kroz meka tkiva (81). OlakSan prodor je zasluga i leukotoksina A.
actinomycetemcomitans-a koji dovodi do unistavanja ¢elija specifi¢nog i nespecificnog
imuniteta (82, 83).

Eikenella  corrodens je jedan od predstavnika  gram-negativnih
parodontopatogena. Cesto agregira sa A. actinomycetemcomitans—om i P. gingivalis-om
unutar subgingivalnog biofilma. Moze da raste u sredini sa malo kiseonika, ali su
mikroelementi, kao §to je gvozde, esencijalni za prezivljavanje ovog mikroorganizma na
oralnoj mukozi i subgingivalnom prostoru (84). Proteoliticki enzimi E. corrodens
uniStavaju vezivno tkivo periodoncijuma, ali i deluju protiv imunoglobulina i

komponenti komplementa (84).

Treponema denticola spada u spiralne, gram-negativne anaerobne bakterije, koje
su Cesto udruzene sa razliCitim bakterijama subgingivalne niSe. Ova bakterija je
odgovorna za nastanak ranih faza parodontitisa, akutnog ulcero-nekroznog gingivitisa i
akutnog perikoronitisa (85). Razliciti faktori virulencije, kao §to su proteaze sli¢ne
tripsinu 1 himotripsinu, zatim, hemoliti¢ki faktori, kao i adhezini kojima se “lepe” za
ciljne molekule, doprinose razaraju¢em efektu T. denticola-e na parodontalna tkiva (85,
86). Sli¢no E. corrodens, i ovaj mikroorganizam zavisi od oksido-redukcionih svojstava

mikroelemenata, gvozda i mangana (87, 88).

Tannerella forsythia je anaerobni gram-negativni predstavnik familije
Bacterioides. Glavni faktor virulencije T. forsythia-e, su proteaze koje ucestvuju u
degradaciji proteinskih nosaca gvozda ¢ime obezbeduju gvozde i aminokiseline
esencijalne za bakterijski rast (89). Delovanje proteaza na imunoglobuline i druge
protektivne molekule domacina, slabi njegov imuni odgovor, a ujedno dolazi i do
“otkrivanja” mesta (kriptotope) pogodnih za bakterijsku adheziju (90). Dalje,
otpustanjem razli¢itih metabolita, kao §to su sukcinati, T. forsythia pospesuje razvoj P.
gingivalisa i T. denticola-e (91). Sva tri mikroorganizma se ubrajaju u grupu bakterija

“crvenog kompleksa” odgovornog za razli¢ite forme parodontitisa (92).
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1.8. Infekcija virusom humane imunodeficijencije i starenje

Infekcija virusom humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency
virus, HIV) spada u hroni¢no, infektivno oboljenje koje je, prakti¢no, od otkri¢a prvog
slu¢aja pocetkom osamdesetih godina proslog veka, veoma brzo dobilo pandemijske
razmere. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO) iz 2016. godine,
Sirom sveta je blizu 37 miliona ljudi zarazeno ovim virusom, dok je izmedu 35 i 43
miliona osoba umrlo od posledica HIV infekcije. Samo u toku 2016. od komplikacija
povezanih sa infekcijom HIV-a umrlo je oko milion ljudi. HIV slabi imuni odgovor

organizma, §to moze dovesti do pojave brojnih oportunistickih infekcija i tumora.

Tri najCe$¢a nacina transmisije HIV-a su: seksualni kontakt, krvni put
(transfuzije krvi, davanje produkata krvi, nesterilne igle) i vertikalni prenos sa inficirane
majke na plod. Heteroseksualni kontakt je danas najces¢i put transmisije virusa humane
imunodeficijencije u svetu, dok je homoseksualni put drugi po ucestalosti. Kontrola krvi
i produkata krvi smanjila je prenos HIV-a transfuzijama u razvijenim zemljama, dok je
u zemljama u razvoju stopa ove vrste prenosa i dalje visoka zajedno sa zajednickom
upotrebom igala kod intravenskin narkomana. Do 35% HIV-om inficiranih majki
prenese infekciju na plod, kako u toku same trudnoce kroz placentu, tako i u toku
porodaja. Visoke koncentracije HIV-a u mleku dojilja mogu dovesti do transmisije
virusa na plod (93). Virus se ne moze preneti dodirom, deljenjem predmeta ili odece sa
inficiranom osobom, grljenjem, ljubljenjem, aerosolima, insektima ili fekooralnim
putem. Rizik od infekcije za zdravstveno osoblje predstavlja slu¢ajan ubod inficiranom
iglom, mada je u tom slucaju rizik od prenosa virusa oko 0,3% (94). Preekspoziciona i

postekspoziciona profilaksa znacajno smanjuju rizik od infekcije (95).

Iako je ucinjeno dosta na prevenciji i tretmanu oportunistickih infekcija 1 tumora
kod HIV-om inficiranih osoba, ove komplikacije su najces¢i uzroci smrti kod osoba sa
HIV-om. Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (Center for Disease Control and
Prevention, CDC, www.cdc.gov/hiv/basics/livingwithhiv/opportunisticinfections.html)
navodi sledeca stanja kao najée$¢e komplikacije HIV infekcije: kandidijazu disajnih
puteva, pluca 1 jednjaka, invazivni cervikalni karcinom, kokcidiomikoze, kriptokokoze,
citomegalovirusne infekcije, encefelatis prouzrokovan HIV-om, infekcije herpes

simpleks virusom, histoplazmoze, KaposSijev sarkom, razli¢ite tipove limfoma,
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tuberkulozu, mikobakterijske infekcije, pneumoniju Pneumocystis carinii, rekurentne
pneumonije, progresivnu  multifokalnu  encefalopatiju, septikemiju izazvanu
salmonelom, toksoplazmozu mozga i nagli gubitak telesne tezine. NajceS¢e oralne
komplikacije HIV-a su oralna kandidijaza, Cupasta leukoplakija, linearni gingivalni

eritem i akutni ulceronekroti¢ni gingivitis i parodontitis (96, 97).

1.8.1. Struktura HIV-a

Virus humane imunodeficijencije pripada retrovirusima, grupi virusa koji imaju
sposobnost da svoju jednolancanu RNK prevode u dvolanc¢anu DNK posredstvom
enzima reverzne transkriptaze (Slika 1.6). Geneticki materijal virusa humane
imunodeficijencije upakovan je u lipidni dvosloj u koji su uronjeni transmembranski
proteini sa oznakom gp41 na koje se sa spoljasnje strane virusne partikule nadovezuju
glikoproteini gp120. Proteini gp41 i gp120 formiraju molekul gp160. Unutrasnju stranu
lipidnog dvosloja podupire matriksni protein p17, dok protein p24 formira kapsid virusa
unutar koga se pored jednolanc¢ane RNK nalaze i tri enzima neophodna za Zivotni ciklus

virusa, reverzna transkriptaza (p64), integraza (p32) i proteaza (p10).

Ribonukleinska kiselina HIV-a se sastoji iz devet gena smesStenih izmedu dva
duga terminalna ponovka (eng. long terminal repeats, LTR) koja imaju ulogu u
ubacivanju virusnog genoma u genom domacina (uz pomo¢ enzima integraze), kao i u
zapocCinjanju transkripcije HIV gena. Tri gena HIV RNK (gag, pol i env) kodiraju
strukturne proteine i enzime virusne partikule, dok preostali geni (tat, rev, nef, vif, vpr i
vpu) spadaju u regulatorne gene. HIV-2 umesto regulatornog proteina vpu sadrzi vpx.
Gag kodira Cetiri glavna strukturna proteina virusne partikule: p6; nukleokapsidni
protein, NC (p9); 1 dva ve¢ spomenuta proteina, matriksni, MA (p24) 1 kapsidni, CA
(p17). Pol nosi informacije za sintezu reverzne transkriptaze (RT), integraze (IN),
proteaze (PR) i ribonukleaze H (RNAse H). Env kodira protein p160 koji zajedno sa
ugljenohidratnom komponentom koju mu dodaju Ccelijski enzimi ¢ini glikoprotein
gp160. Regulatorni gen tat (skra¢eno od transaktivator) ubrzava proizvodnju virusnih
Cestica, dok rev i vpr (kodira virusni protein R) ubrzavaju stvaranje virusnih proteina.
Vpu (kodira virusni protein U) ucestvuje u stvaranju virusnih Cestica i olakSava njihov
izlazak iz c¢elije domacina, dok vif (kodira virion infektivni faktor) odreduje stepen

infektivnosti novostvorene virusne partikule. Gen koji vrsi negativnu regulaciju sinteze
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novih kopija HIV-a je nef (kodira negativni replikativni faktor) ¢iji proizvod blokira
pocetak transkripcije ostalih virusnih gena, a samim tim usporava i virusnu replikaciju.
Uloga regulatornog gena vpx, koji se nalazi u sastavu RNK HIV-2 jo§ uvek nije
dovoljno razjasnjena mada pokazuje strukturnu sli¢nost sa genom koji kodira viralni

protein R kod HIV-1.

o W ¥ HIVRNK

e

\3$

Vpr

Slika 1.6. Struktura HIV RNK. (Preuzeto i mofifikovano: http://dualtarget.com/cobas-

ampliprepcobas/)
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1.8.2. Mehanizam delovanja HIV-a

Ciljne ¢elije HIV-a su pomazu¢i T-limfociti (eng. T-helper lymphocytes),
monociti i tkivni makrofagi. Ulasku HIV-a u ¢eliju prethodi vezivanje gp120 virusa za
CD4 receptor kao i za hemokinske ko-receptore CXCR4 (CD184) i CCR5 (CD195) koji
se nalaze na membranama ciljnih ¢elija (98, 99). Ova veza aktivira gp40 da se odvoji od
gp120 i insertuje u ciljnu Celiju i konacno zapoc¢ne fuziju lipidnog dvosloja virusne
Cestice sa plazma membranom c¢elije domacina (100, 101). Na ovaj nadin se virusni
kapsid ubacuje u ¢eliju, a sadrzaj kapsida se nakon dezintegracije celokupnog kapsidnog
(CA) i dela matriksnog (MA) proteina oslobada u citoplazmu c¢elije domacina (102).
RNK virusa se u citoplazmi konvertuje u dvolan¢anu komplementarnu DNK (cDNK)
pod dejstvom enzima reverzne transkriptaze. Ova cDNK sa preostalim proteinskim
komponentama virusa (MA, IN, vpr) ali i citoplazmatskim proteinima ¢elije safinjava
preintegracioni kompleks (eng. pre-integration complex, PIC). Preintegracioni
kompleks se mikrotubularnim transportom prebacuje do jedarne membrane kroz cije
pore ulazi u unutrasnjost jedra (102). Enzim integraza zatim ugraduje genetski materijal
virusa u genom domacdina $to je potpomognuto i ,lepljivim krajevima® (eng. sticky
ends) LTR sekvenci virusne cDNK. Mesto integracije zavisi od brojnih faktora medu
kojima su najznacajniji sekvenca DNK domacina 1 organizacija hromatina. NajceSce se
c¢DNK virusa ugraduje u delove DNK molekula domacina sa visokim sadrzajem CG
nukleotida 1 velikom gustinom CpG ostrva, kao 1 u regione sa povecanom
deacetilacijom histona §to sve ukazuje na regione sa visokom transkripcionom
aktivnosc¢u (103). Integrisana virusna DNK naziva se provirus. Regulacija ekspresije
HIV gena zavisi od slozene interakcije Celijskih transkripcionih faktora i transaktivatora
virusne transkripcije zvanog Tat. Transkripcija provirusa dovodi do sinteze virusnih
iRNK koje ¢e se u citoplazmi celije prepisati u oko 30 razli¢itih virusnih proteina od
kojih su najznacajniji Tat, Nef, Rev, Vpu, Vpr, Vif, Env i Gag-Pol poli-protein (104).
Gag protein je jedan od klju¢nih faktora u ,,sklapanju® novih virusnih Cestica (105).
Formirani virusi se oslobadaju iz ¢elije nakon njenog pucanja. Sa druge strane, ¢elijski
integritet moZe ostati ouvan tako Sto ¢e virusi da ,,pupe* i izlaze iz ¢elije kroz plazma

membranu u ekstracelijsku te¢nost (Slika 1.7).
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Slika 1.7. Replikacija HIV-a (predzeto i modifikovano:

http://www.retrovirology.com/content/10/1/41)

1.8.3. Antiretrovirusna terapija i starenje

U terapiji HIV infekcije se primenjuju tacno utvrdene kombinacije
antiretrovirusnih lekova (kombinovana antiretrovirusna terapija, CART), koji se prema
mehanizmu dejstva svrstavaju u pet grupa (Slika 1.8). Nukleozidni/nukleotidni
inhibitori reverzne transkriptaze (NIRT) se nakon intracelularne trifosforilacije
kompetitivnom inhibicijom vezuju za reverznu transkriptazu (RT), enzim Koji je
odgovoran za transkripciju virusne RNK u dvostruki DNK lanac (106). Na ovaj na¢in
oni blokiraju dalju sintezu DNK molekula HIV-a. Lekovi iz grupe NIRT su: zidovudin,
zalcitabin, didanozin, stavudin, lamivudin i dr. Nenukleozidni inhibitori reverzne
transkriptaze (NNIRT) se takode selektivno i specificno vezuju za RT HIV-a i
spreavaju njenu aktivnost (106). Lekovi iz grupe NNIRT su: nevirapin, delaviridin,
efavirenz i etravirin. Ovo je moguéi nacin delovanja pomenutih lekova i na humanu

reverznu transkriptazu, pa samim tim i na duzinu telomera hromozoma inficirane celije.
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Treca grupa lekova predstavljena je inhibitorima HIV-proteaze, proteazni inhibitori (P1).
Njihov mehanizam delovanja ogleda se u blokiranju nastanka gradivnih proteina
neophodnih za formiranje zrele virusne partikule. U ovu grupu spadaju: sakvinavir,
lopinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir i dr. Inhibitori fuzije HIV-a sprecavaju
vezivanje 1 ulazak virusa u Cdeliju domacina onemoguéavanjem konformacionih
promena receptorskih molekula. U inhibitore fuzije ubrajaju se: enfuvirtid i maravirok.
Peta i za sada poslednja grupa antiretrovirusnih lekova su inhibitori virusne integraze.
Oni spreCavaju povezivanje virusne DNK sa domacinovom i na taj nacin i Sirenje dalje
infekcije. Glavni lek iz ove grupe je raltegravir. Zahvaljujuéi uspehu antiretrovirusne
terapije (ART), HIV infekcija je prevedena iz nekada neizlecive i smrtonosne bolesti u
hroni¢no, progresivno oboljenje. Tako je antiretrovirusna terapija u mnogome izmenila i
klini¢ku sliku HIV infekcije u usnoj duplji. Iako su stepen i vrsta promena u usnoj duplji
u korelaciji sa stadijumom HIV infekcije, primetno je znacajno smanjenje ucestalosti
teskih oblika parodontopatija i stomatitisa, oralne kandidijaze, ¢upaste leukoplakije i
Kaposijevog sarkoma koji su nekada bili karakteristicne manifestacije kod obolelih od
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Slika 1.8. Mesta delovanja antiretrovirusnih lekova (preuzeto i modifikovano:
https://sites.google.com/site/glasgowunimedicine/home/infection)
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Iako je zahvaljuju¢i ART-u zivotni vek osoba sa HIV infekcijom znatno
produzen, istrazivanja ukazuju da je kod ovih pacijenata proces starenja izmenjen i
ubrzan u odnosu na proces starenja kod zdravih osoba (107). Tako su kod ovih
pacijenata Cesto prisutni metaboli¢ki sindrom, kardiovaskularne i cerebrovaskularne
bolesti, bolesti urinarnog sistema, kao i maligniteti koji za posledicu imaju skraéenje
zivotnog veka. Medutim, i dalje je nejasno da li i na koji nac¢in sama HIV infekcija, kao
I antiretrovirusni lekovi uti¢u na proces starenja. Tako je jedan mali broj, medusobno
kontradiktornih studija pokazao da sama HIV infekcija utiCe na promenu relativne
duzine telomere (108, 109). Grupe autora su pokazale da dolazi do znac¢ajnog skraéenja
duzine telomere u HIV-om inficiranih osoba, $to objasnjavaju uticajem inflamacije na
konstantnu aktivaciju imunog sistema, ¢emu pridodaju i izloZenost oksidativnom stresu
(110, 111). Nasuprot njima, pokazan je i uticaj HIV infekcije na povecanje duzine
telomere §to se tumaci virusnom aktivacijom telomeraze, acetilacijom histona i
demetilacijom promotora TERT-a, kao i posttranslacionom kontrolom telomerazne
aktivnosti (112). Istovremeno bi i antiretrovirusni lekovi mogli da uti¢u na stabilnost i

funkcionisanje telomeraze, Sto bi se takode odrazilo na promenu duZine telomera.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Osnovni ciljevi istrazZivanja:

1)

2)
3)
4)
5)

Odrediti relativnu duzinu telomera hromozoma leukocita periferne krvi kod dve
grupe ispitanika (HIVV-om neinficiranih osoba i osoba sa HIV-infekcijom).

Odrediti serumske parametre metabolizma gvozda kod obe grupe ispitanika.
Ustanoviti mikrobioloski sastav usne duplje kod obe grupe ispitanika.

Utvrditi klini¢ke parametre stanja parodontalnih tkiva kod obe grupe ispitanika.
Ispitati povezanost izmedu dobijenih vrednosti duzine telomera i parametara
metabolizma gvozda sa primenom razlic¢itih antiretrovirusnih  lekova,
parodontalnim statusom ispitanika, kao i sa statusom bakterijske flore kod obe

grupe ispitanika.

Hipoteza istraZivanja

HIV infekcija i primena antiretrovirusne terapije uti¢u na proces starenja organizma §to

se posledi¢no moZe odraziti i na stanje parodontalnih tkiva.
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. Eti¢ki standard

Studija je odobrena od strane Etickih komiteta Stomatoloskog (broj odobrenja
36/9, od 13.03.2015. godine) i Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj
odobrenja 29/XII-1, od 01.12.2014. godine). Svi eksperimenti su izvodeni u skladu sa
Edinburskom revizijom Helsinske deklaracije. Pre ukljuCenja u studiju protokol
istrazivanja je detaljno objaSnjen svim pacijentima i od njih je dobijena pisana
saglasnost za ucestvovanje u studiji. Pacijenti su mogli na sopstveni zahtev da prekinu

ucesce u bilo kojoj fazi studije.

3.2. Dizajn studije

Studija koja je predmet ove doktorske disertacije je bila podeljena na dva dela. U
prvom delu studije, kod svakog pacijenta su odredivani relativna duZina telomera i
parametri metabolizma gvozda, dok je u drugom delu studije kod istih pacijenata
odredivano prisustvo parodontopatogenih mikroorganizama i promena na oralnoj
sluzokozi, kao i stanje parodontalnih tkiva. Pacijenti su prema zdravstvenom statusu bili

podeljeni u dve grupe:

a) neinficirane i

b) inficirane HIV-om

Svi pacijenti su dodatno bili podeljeni u dve starosne grupe: grupu pacijenata
mladih od 35 godina i grupu pacijenata starijih od 50 godina. Pacijenti koji su inficirani
HIV-om su dalje bili podeljeni prema terapijskom rezimu na: one koji nisu bili na
terapiji, pacijente tretirane kombinacijom nukleozidnih inhibitora (2NRTIs+NNRTI),
pacijente lecene kombinacijom nukleozidnih inhibitora i proteaznog inhibitora
(2NRTIs+PI), pacijente leCene inhibitorima integraze (INSTI) i pacijente leCene

kombinacijom inhibitora integraze i proteaznih inhibitora (PI1+INSTI).

3.3. Ispitivana populacija i kriterijumi za ukljuc¢ivanje i iskljucivanje pacijenata

U ovoj studiji ucestvovalo je 105 HIV-om inficiranih pacijenata leCenih na
Odeljenju za HIV 1 AIDS, Klinike za infektivne i tropske bolesti “Prof. dr Kosta
Todorovi¢”, Klinickog centra Srbije 1 100 pacijenata, dobrovoljnih davalaca krvi sa

Instituta za transfuziologiju Srbije u Beogradu. Pacijenti su ukljucivani u studiju po
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redosledu dolaska na odgovarajuéi pregled. U studiju su bile ukljuCene samo osobe
muskog pola. Opsti kriterijumi za ukljucenje u studiju bili su starost pacijenata i
dobrovoljni pristanak za ucestvovanje u studiji. Dodatno, za ukljuc¢enje pacijenata
zarazenih HIV-om bila je potrebna potvrdena HIV-monoinfekcija odgovaraju¢im
imunoloskim testovima (ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay i Western
blot). Kriterijumi iskljucenja su bili zajednicki za obe ispitivane grupe. Pacijenti mladi
od 18 godina i pacijenti izmedu 35 i1 50 godina starosti, nisu bili ukljuceni u studiju.
Dodatni kriterijumi iskljuenja bili su: akutne ili teSke hroni¢ne bolesti, koinfekcije sa
virusima hepatitisa B (HBV) ili hepatitisa C (HCV), radioterapija ili terapija

citotoksi¢nim lekovima, koriS¢enje alkohola i narkotika i prisustvo minimum 20 zuba.

3.4. Prikupljanje uzoraka

Za ispitivanje relativne duzine telomera kao i broja virusnih kopija i CD4 broja,
prikupljani su uzorci pune krvi u 2 epruvete zapremine od 6 ml (BD Vacutainer®
K,EDTA, Franklin Lakes, NJ, USA) u kojima se kao antikoagulantno sredstvo nalazi
etilendiaminotetrasir¢etna kiselina (EDTA). Za odredivanja parametara statusa gvozda
krv je prikupljana u epruvetu zapremine 6 ml sa serumskim separatorom (BD
Vacutainer® SST, Franklin Lakes, NJ, SAD), a zatim je krv centrifugirana na 2000 g u
trajanju od 10 minuta, na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja serum je prebacen u
nove, sterilne, plasti¢ne tube od 1,5 ml. Za ispitivanje kvantitativnog i kvalitativnog
sastava oralne flore uzimani su uzorci briseva grubim trljanjem unutrasnjih strana oba
obraza. Inaktivacija virusa iz pune krvi vrSena je zagrevanjem uzorka na 60 °C u
trajanju od 40 minuta. Uzorci pune krvi, serumi i brisevi obrazne sluzokoze su ¢uvani

na -70 °C do daljih analiza.

Slika 3.1. Epruvete za prikupljanje uzoraka krvi i komplet za bris obrazne sluzokoze
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3.5. lIzolacija DNK iz pune Kkrvi

Uzorci DNK iz pune krvi su izolovani metodom isoljavanja. Pola mililitra pune
krvi je prebaCeno iz epruvete u sterilnu plasticnu tubu zapremine 1,5 ml. Uzorku je
zatim dodato 700 pl rastvora za liziranje eritrocita, a potom je Citava smeSa
resuspendovana laganim provlacenjem kroz plastini nastavak automatske pipete.
Uzorak je zatim centrifugiran na 12100 g u trajanju od 30 sekundi. Nakon
centrifugiranja odbacen je supernatant, a pelet je kompletno resuspendovan u 1 ml
rastvora za liziranje eritrocita. Centrifugiranje uzorka je ponovljeno na istoj brzini i u
jednakom trajanju. Ukoliko nakon centrifugiranja pelet nije bio bele boje koraci
centrifugiranja su ponavljani. Dobijeni beli pelet je zatim resuspendovan u 300 pl
rastvora za liziranje leukocita i 20 pl 10% natrijum-dodecil sulfata (SDS). U smesu je
zatim dodato 20 pl proteinaze K koncentracije 10 mg/ml i uzorak je lagano
vorteksovan. Usledilo je inkubiranje uzorka u vodenom kupatilu na 56 °C u trajanju od
sat vremena. Po zavrSenoj inkubaciji u smesSu je dodato 120 pl 5M natrijum-hlorida i
uzorak je lagano vorteksovan u trajanju od 30 sekundi. Uzorak je zatim centrifugiran na
12000 g u trajanju od 3 minuta i dobijeni supernatant, koji sadrzi molekule DNK, je
prebacen u novu sterilnu, plasticnu tubu od 1,5 ml. U supernatant je zatim dodat 1 ml
hladnog (-20 °C), apsolutnog etanola i uzorak je promuckan u ruci 30 puta. Usledilo je
centrifugiranje na 12000 g u trajanju od 2 minuta. Nakon toga supernatant je odbacen i
u tubu je dodat 1 ml hladnog (-20 °C) 75% etanola. Uzorak je promuckan u ruci 30
puta, a zatim centrifugiran na 12000 g u trajanju od 2 minuta. Po centrifugiranju,
supernatant je odbacen, a pelet je ostavljen u termostatu na temperaturi od 37 °C u
trajanju od 10 minuta, kako bi viSak etanola ispario. Pelet je rastvoren u 100 pl

destilovane vode i ¢uvan na -70 °C do narednih analiza.

Tabela 3.1. Rastvori za liziranje krvnih ¢elija

Reagens Sastav

10,95 g saharoze, 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5), 1
ml Triton X-100 M, 0,5 ml 1 M MgCl,,
destilovana voda do 100 ml

Rastvor za liziranje
eritrocita

1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 40 ml 1 M NacCl,
0,4 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0), destilovana
voda do 100 ml

Rastvor za liziranje
leukocita
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3.6. Izolacija DNK iz brisa obrazne sluzokoze

Izolacija bakterijske DNK iz brisa obrazne sluzokoze vrSena je metodom
prokuvavanja. Pamucna vatica brisa je odvojena sterilnim makazicama i prebacena u
sterilnu, plasti¢nu tubu od 1,5 ml. U tubicu je dodato 300 pul 50 mM rastvora natrijum-
hidroksida, a zatim je tubica lagano vorteksovana u trajanju od 10 sekundi. Uzorak je
dalje inkubiran u termosejkeru (Biosan TS-100C®; Riga, Letonija) na 95 °C u trajanju
od 5 minuta. Rastvor je zatim pazljivo prebacen u novu, sterilnu, plasticnu tubu od 1,5
ml i u njega je dodato 30 pl 1M rastvora Tris-HCI (pH=8,0). Uzorak je zatim
centrifugiran (Eppendorf MiniSpin®; Hamburg, Nemacka) na 12000 g u trajanju od 2
minuta i supernatant je prebacen u nove, sterilne, plasti¢éne tube zapremine 1,5 ml. Do

daljih analiza uzorak je ¢uvan na -20 °C.

3.7. Odredivanje koncentracije i ¢istoe genomske DNK

Koncentracija i ¢isto¢a genomske DNK dobijene iz uzoraka pune krvi je
odredivana metodom spektrofotometrije u maloj zapremini te¢nosti (eng. microvolume
specrophotometry) na NanoDrop® 1000 spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific,
Vilmington, DE, USA). Odredivanje apsorbance uzorka vrsilo se postavljanjem 1 pl
uzorka na opti¢ki put duzine 0,2 mm na talasnim duzinama od 230, 260 i 280 nm
monohromatske svetlosti. Apsorbanca uzorka (A) je poredena sa apsorbancom
destilovane vode (blank) i softverski je odredivana koncentracija DNK ispitivanog
uzorka. U slucajevima kada je odnos apsorbanci uzorka na talasnim talasnim duzinama
od 260 1 280 nm (OD260/280) bio veci od 1,8, a odnos apsorbanci uzorka na talasnim
duzinama od 230 i 260 nm (OD230/260) bio izmedu 2 i 2,2, uzorak se smatrao ¢istim i
dalje je analiziran. Na osnovu izmerenih koncentracija DNK u uzorcima, pripremljeni

su radni rastvori u koncentraciji od 5 ng/ul.

Slika 3.2. Spektrofotometar NanoDrop® 1000
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3.8. Odredivanje relativne duZine telomera

Odredivanje relativne duzine telomera u uzorcima DNK dobijenih iz pune krvi
pacijenata vrSeno je metodom relativne kvantifikacije pomocu lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (real-time polymerase chain reaction, real-time PCR).
Ovom metodom se artificijalno umnozava genetski materijal imitirajuci prirodne uslove
replikacije DNK molekula kroz ciklicno smenjivanje faza denaturacije, hibridizacije i
elongacije na adekvatnim temperaturnim profilima. Ugradivanjem fluorescentne boje u
molekul dvolancane DNK moguce je pratiti umnozavanje molekula DNK pomocu
detektorskog sistema aparata. Ciklus u kom reakcija umnozavanja ulazi u
eksponencijalnu fazu naziva se Ct vrednost (Cycle threshold). Ct vrednost je obrnuto
srazmerna koli¢ini genetskog materijala koji se amplifikuje. Niza Ct vrednost govori o
vecoj koli¢ini dela molekula DNK koji se umnozava, dok visoke Ct vrednosti govore
maloj koli¢ini dela DNK koji treba umnoziti. Normalizacija rezultata postize se
oduzimanjem Ct vrednosti referentnog gena (humani beta-globin) od Ct vrednosti

ispitivanog uzorka.

Fluorescence

Slika 3.3. Detekcija fluorescentne boje u toku lancane reakcije polimeraze

Za odredivanje relativne duzine telomera real-time PCR analiza se vrsila u dve
odvojene reakcije, umnozavanje telomera i umnozavanje referentnog gena - humanog
beta globina (HBG). U 23 pl reakcione smese koju je saCinjavalo 12,5 pl Maxima™
SYBRGreen/ROX gPCR Master Mix-a (Thermo Fiher Scientific, Viljnus, Litvanija), po
1 pl TelF i TelR prajmera finalnih koncentracija od 100 i 900 nm, redom, odnosno
HBGF i HBGR prajmera finalnih koncentracija 300 i 700 nm, redom i 85 upl

destilovane vode dodavano je po 10 ng DNK uzorka (2 pl radnog rastvora DNK).
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Sekvence prajmera su date u tabeli 3.2. Real-time PCR analiza je izvodena na Real-time
PCR sistemu za detekciju (Line Gene-K Fluorescence PCR detection system, BIOER
Technology, Sangaj, Kina). Temperaturni profil za reakciju umnoZavanja telomera
uklju¢ivao je pocetnu denaturaciju na 95 °C u trajanju od 10 minuta i 30 ciklusa
denaturacije na 95 °C u trajanju od 15 sekundi i hibridizacije na 56 °C u trajanju od 60
sekundi. Amplifikacija humanog beta globina vrSila se prema slede¢em temperaturnom
profilu: pocetna denaturacija na 95 °C u trajanju od 10 minuta i 40 ciklusa denaturacije
na 95 °C u trajanju od 15 sekundi i hibridizacije na 54 °C u trajanju od 60 sekundi.
Zarad provere specificnosti reakcije radena je i analiza topljenja (melting analiza)
dobijenih produkata gradiranim podizanjem temperature reakcione smese za 0,2 °C na
svakih 20 sekundi. Pocetna temperatura analize topljenja iznosila je 75 °C, a krajnja 95
°C. Za evaluaciju uspesSnosti reakcije, nagib standardne krive serijski razblaZene
referentne DNK (293T, koncentracije, 40, 20, 10, 5, 2,5 ng/ul) je analizirana u svakoj
reakciji. Ako su R? vrednosti standardne krive bile veée od 0,98 podaci dobijeni iz
reakcije su dalje analizirani. Relativna duzina telomera (RTL) je dalje izraCunavana

pomoc¢u AACt metoda opisanog od strane Cawthona (113).

Tabela 3.2. Sekvence prajmera i temperature hibridizacije (Th) za telomere i referentni
gen

Th
(°C)

Prajmeri Sekvence prajmera (5°—3”)

TelF: CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT

Prajmeri zatelomere 0. < TTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 56

Prajmeri za humani  HBGF: GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC

Derivative(-dF dT)

beta-globin (HBG) =~ HBGR: CACCAACTTCATCCACGTTCACC 54
b E / = S Intercept
80 rf. \\ = 7 = S = -
f i ¥ \\ e ] - Correlation
BT & T T e W Y B v

N S5 G A I AT TR I . Concentaton

Temparature(T)

Slika 3.4. Kriva topljenja (eng. melting curve) Slika 3.5. Generisanje standardne
produkata real-time PCR-a krive reakcije
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3.9. Odredivanje vrednosti parametara metabolizma gvozda
Iz uzoraka seruma su odredivani slede¢i parametri metabolizma gvozda:
serumsko gvozde, ukupna saturacija transferina gvozdem (total iron binding capacity-

TIBC), saturacija transferina gvozdem, koncentracija transferina i koncentracija feritina.

3.9.1. Odredivanje koncentracije serumskog gvozda

Koncentracija gvozda vezanog za transferin u serumu odredivana je pomocu
ferozinskog testa (BioSystems, Barselona, Spanija) prema uputstvima proizvodada.
Serumsko gvozde se u najveéem procentu nalazi u trovalentnom, feri obliku (Fe*")
vezano za transportni protein transferin. Dodavanjem rastvora guanidinijum-hlorida u
serum, gvozde se oslobada od transferina, a zatim se pomocu askorbinske kiseline
redukuje u dvovalentni, fero oblik (Fe®"). U serum se zatim dodaje ferozin koji sa
dvovalentnim gvozdem stvara obojeni kompleks. Apsorbanca rastvora je proporcionalna
koli¢ini dobijenog obojenog kompleksa. Apsorbance (A) rastvora uzorka, standarda,
blanka sa su merene na fotometru (ByoSystems photometer BTS-330, Barselona,
Spanija). Za odredivanje koncentracije serumskog gvozda u odgovarajuéim kivetama su
pripremljeni slede¢i rastvori: rastvor guanidinijum-hlorida (reagens A), rastvor
askorbinske kiseline i ferozina (reagens B), radni rastvor (smesa reagenasa A i B) kao i
rastvor gvozda koji predstavlja standard. Sastav i koncentracije reagenasa su date u
tabeli . Blank je dobijen meSanjem 200 ul uzorka sa 1 ml reagensa A. Uzorak je
dobijen meSanjem 200 pl seruma i 1 ml radnog rastvora, a standard meSanjem 200 pl
standarda sa 1 ml radnog rastvora. Nakon dobrog meSanja rastvori su inkubirani na
sobnoj sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta. Ocitavanje apsorbanci pripremljenih

rastvora vrseno je na talasnoj duzini od 560 nm.

Tabela 3.3. Reagensi za odredivanje koncentracije serumskog gvozda

Reagens Sastav

Reagens A 1 M guanidinijum hlorid, 0,4 M acetatni pufer
Reagens B 8 mM ferozin, 200 mM askorbinska kiselina
Radni rastvor smesSa reagenasa A i B u odnosu 4:1

Standard gvozda 200 po/dl
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Koncentracija (C) serumskog gvozda je izratunavana pomocu formule:

Cuzorka = (Auzorka - Ablank)/ Astandard X Cstandard.

3.9.2. Odredivanje ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda

Ukupni kapacitet vezivanja gvozda (transferrin iron binding capacity, TIBC) je
odredivan nakon potpunog zasi¢enja serumskog transferina sa rastvorom feri jona,
dodavanjem 1 ml 0,12 mM rastvora gvozde (III)-hlorida u 500 pl seruma. Nakon
inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta, viSak jona gvozda u feri
obliku je precipitiran sa prahom magnezijum-hidroksid karbonata i ostavljen na sobnoj
temperaturi u trajanju od 60 minuta. U toku ove inkubacije rastvor je nekoliko puta
snazno promesan. Rastvor je zatim centrifugiran na 2000 g u trajanju od 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja, supernatant u kom se nalazi transferin za
koji je vezano gvozde pazljivo je prebacen u novu, sterilnu, plasticnu tubu od 1,5 ml.
Koncentracija gvozda koje je vezano za transferin se odreduje ferozinskim testom kao

Sto je opisano u delu odredivanju koncentracije serumskog gvozda.

3.9.3. Odredivanje procenta saturacije transferina
Procenat saturacije transferina se izracunava deljenjem koncentracije serumskog

gvozda 1 ukupne saturacije transferina gvoZzdem i mnoZenjem tog koli¢nika sa 100.

3.9.4. Odredivanje koncentracije transferina

Koncentracija transferina u serumu odredivana je turbidometrijom. Za ovu
proceduru pripremani su blank (destilovana voda), kalibratori (5 serijski razblazenih
koncentracija rastvora kalibratora se nalazi u setu proizvodaca) i uzorak (serum). Svi
rastvori su najpre zagrejani na 37 °C, a zatim je 10 ul svakog rastvora (destilovana
voda, kalibratori, uzorak) dodato u po 1 ml rastvora kozjeg anti-humanog antitela na
transferin. Rastvori su inkubirani sa antitelom na 37 °C u trajanju od 5 minuta.
Vezivanjem za ovo antitelo transferin je precipitiran, a apsorbanca dobijenih antigen-
antitelo kompleksa je merena fotometrom (ByoSystems photometer BTS-330,
Barselona, Spanija) na talasnoj duzini od 540 nm. Apsorbance rastvora kalibratora su
koriS¢ene za crtanje standardne krive. Koncentracija transferina je odredivana

ocitavanjem apsorbance sa standardne krive.
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3.9.5. Odredivanje koncentracije feritina

Koncentracija feritina u serumu je takode odredivana turbidometrijom prema
uputstvu proizvodaca. Za ovaj postupak pripremani su blank (destilovana voda), uzorak
(serum) i pet serijskih razblazenja standarda u 0,9% rastvoru natrijum-hlorida (videti u
tabeli 3.4). Razli¢ite koncentracije standarda posluzile su za generisanje standardne
krive. Po 30 ul destilovane vode, seruma ili rastvora standarda su dodavani u 1 ml
radnog rastvora koji sadrzi Cestice lateksa oblozene anti-humanim antitelima na feritin.
Tokom inkubiranja rastvora na temperaturi od 37 °C u trajanju od 5 minuta dolazi do
povezivanja antigena i antitela i posledi¢ne precipitacije Cestica lateksa. Apsorbance
rastvora izmerene na fotometru (ByoSystems photometer BTS-330, Barselona, Spanija)
na talasnoj duzini od 540 nm proporcionalne su koncentraciji feritina u rastvorima.
Koncentracija feritina je odredivana interpolacijom vrednosti apsorbance sa standardne

krive.

Tabela 3.4. Priprema serijskih razblazenja za standard feritina

Standard 1 2 3 4 5

Feritin standard (ul) 30 60 120 180 240
Fizioloski rastvor (pl) 210 180 120 60 -

Faktor razblaZenja 0,125 0,25 05 0,75 1

Slika 3.6. Fotometar BTS 330
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3.10. Odredivanje broja virusnih kopija (plasma viral load-pVL)

Broj virusnih kopija je odredivan kombinacijom reverzne transkripcije i lanCane
reakcije polimeraze u realnom vremenu (reverse transcription real-time polymerase
chain reaction, RT-PCR) pomoc¢u odgovarajuceg kita za detekciju, Ultrasensitive assay
version 1,5 (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, SAD) sa minimalnim nivoom
detekcije od 50 virusnih kopija po mililitru. Reverznom transkripcijom se virusna RNK
prevodi u komplementarnu DNK (cDNK), koja se umnozava u lan¢anoj reakciji
polimeraze Sto se detektuje i softverski obraduje COBAS TagMan analizatoru (Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ, SAD).

3.11. Odredivanje CD4 broja (CD4 count)

CD4 broj predstavlja broj CD4 T-limfocita u uzorku pune krvi. Apsolutni broj
CD4 limfocita je odredivan metodom protocne citometrije koris¢enjem kita BD
FACSCount™ CD4 reagent (Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, CA, SAD) sa
antitelima na CD4 marker T-limfocita. Proto¢na citometrija je vrSena na aparatu BD
FACSCount™ cell analyzer (Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, CA, USA).
Detektorski sistem aparata je prikupljao signale iz laserom pobudene fluorescentne boje

koja je vezana za antitelo za CD4 marker limfocita

SBD FACSCount
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Slika 3.7. Analizator COBAS TagMan Slika 3.8. Celijski analizator
BD FACSCount™
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3.12. Odredivanje kvalitativnog sastava oralne flore sa obrazne sluzokoze

3.12.1. UmnoZavanje delova bakterijske DNK PCR metodom

Kvalitativni sastav oralne flore obrazne sluzokoze pacijenata odredivan je
primenom lanc¢ane reakcije polimeraze (polymerase chain reaction, PCR) uz
odgovarajuce prajmere specificne za odredene delove bakterijske DNK. Primenom ove
metode odredivano je prisustvo sedam razlic¢itih bakterija: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Eikenella corrodens (Ec), Peptostreptococcus micros
(Pm), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Tannerella forsythia
(Tf) i Treponema denticola (Td). Pet mikrolitara uzorka DNK izolovane iz brisa obrazne
sluzokoze dodavano je u reakcionu smesu ukupne zapremine 20 pl koju su sadinjavali
voda za PCR, 2,5 pl pufera (10X DreamTaq Green buffer), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dezoksiribonukleotidtrifosfati (dANTPs), 0,2 uM prajmera specifiénih za ispitivane
bakterije i 1 jedinica (1 U) DNK polimeraze (DreamTag DNA polymerase) (Thermo
Fisher Scientific; Valtam, MA, SAD). PCR je izveden pomocu aparata za umnozavanje
DNK (Peqlab PeqSTAR 2X; Erlangen, Nemacka) prema slede¢em temperaturnom
profilu: pocetna denaturacija na 95 °C u trajanju od 3 minuta; 35 ciklusa denaturacije na
95 °C u trajanju od 45 sekundi, hibridizacije na temperaturi koja je odgovorajuca za
svaki par prajmera u trajanju od jednog minuta i elongacije na 72 °C u trajanju od
jednog minuta; i kona¢ne elongacije na 72 °C u trajanju od 5 minuta. Kao pozitivna
kontrola u svakom PCR-u koris¢ena je DNK izolovana iz referentnog soja odgovarajuce
bakterije, a za negativnhu kontrolu umesto uzorka u reakcionu smeSu je dodavana
destilovana voda. Sekvence prajmera, temperature hibridizacije i veli¢ine produkata

genskog umnozavanja PCR-om su date u tabeli 3.5.

Slika 3.9. Aparat za umnozavanje DNK molekula, PeqSTAR 2X
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Tabela 3.5. Spisak prajmera, temperatura hibridizacije (Th) i veli¢ine produkata PCR-a.

Th Veli¢ina

Bakterije Sekvence prajmera (5°—3’) °C) (bp)
Aggregatibacter Fwd: GCTAATACCGCGTAGAGTCGG 55 500
Eikenella Fwd: CTAATACCGCATACGTCCTAAG &5 688
corrodens Rv: CTACTAAGCAATCAAGTTGCCC
. Rv: ATATCATGCGATTCTGTGGTCTC
mICros
gingivalis Rv: ACTGTTAGCAACTACCGATGT
intermedia Rv: CCGCTTTACTCCCCAACAAA
Tannerella Fwd: GCGTATGTAACCTGCCCGCA e5 600
forsythia Rv: TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
Treponema Fwd: TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 60 316
denticola Rv: TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA
Ciljna sekvenca
J_"_\
| '
I DENATURACLIA: l 1 |: I
= Visoka temperatura
= dovodi do razdvajanja
lanaca DNK
HIBRIDIZACIA:
t NiZa temperatura : t
omogucava prajmerima
: da se veiu za krajeve : : =
ciljne sekvence
55-80"C
ELONGACIIA:
Termostabilna DNK J r rj r
polimeraza dodaje
nukleotide na 3' kraj -
prajmera
72°C T2°C TG

( CIKLUS 1 (2 MOLEKULA) )—‘

( CIKLUS 2 (4 MOLEKULA) )—d

(CII{LUS n (2"MOLEKU LA})

Slika 3.10. Sematski prikaz lancane reakcije polimeraze (polymerase chain reaction,
PCR), preuzeto i modifikovano: https://medial.shmoop.com/images/biology/biobook
_dna_graphik_38.png
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3.12.2. Gel elektroforeza

Da bi produkti genskog umnozavanja bili uoceni neophodno ih je najpre
razdvojiti u elektricnom polju na poliakrilamidnom gelu. U tu svrhu koriséen je sistem
za vertikalnu elektroforezu (PerfectBlue™ Twin S system, Peqlab, Nemacka) u
kombinaciji sa uredajem za napajanje elektricnom strujom (250 V Electrophoresis
Power Source, VWR International, PA, SAD). Negativno naelektrisani fragmenti DNK
uzorka (fosfatne grupe molekula DNK su nosioci ovog naelektrisanja) se u elektricnom
polju sistema za vertikalnu elektroforezu kre¢u kroz pore poliakrilamidnog gela ka
pozitivno naelektrisanoj elektrodi. Brzina kretanja DNK fragmenta kroz pore gela zavisi
od veli¢ine fragmenta, odnosno od broja baznih parova (bp) fragmenta DNK. Kraéi
fragmenti DNK lakSe i brze prolaze kroz pore gela u odnosu na duze fragmente DNK.
Trodimenzionalna mreza poliakrilamidnog gela dobija se povezivanjem molekula
akrilamida 1 bis-akrilamida. Lancanu reakciju povezivanja ovih molekula zapocinje
amonijum-persulfat (APS) dok je katalizator reakcije tetrametiletilendiamin (TEMED).
Za polimerizaciju gela potrebno je oko 30-40 minuta. Receptura za pravljenje 8%

poliakrilamidnog gela data je u tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Sastojci potrebni za pravljenje 8% poliakrilamidnog gela

Sastojak Zapremina
Destilovana voda 3,9ml
5X TBE pufer 1,3 ml
40% Akrilamid/bis-akrilamid 1,3 ml
10% Amonijum persulfat 46 pl
Tetraetilmetilendiamin 8,4 ul

Nakon dodavanja svih sastojaka, smesa je pazljivo nalivena u stakleni kalup
unutras$njih dimenzija 100 x 100 x 0,8 mm, a onda je sa gornje strane postavljen cesalj
¢iji zupcei formiraju bunari¢e u koje ¢e se nalivati uzorci. Po zavrSenoj polimerizaciji
gela, Cesalj je paZljivo vaden, a nastali bunari¢i su ispiranjem destilovanom vodom
pripremani za nalivanje uzoraka. Dimenzija bunari¢a odgovara dimenzijama zupca

¢eslja iiznosi 14 x 5 x 0,8 mm. Kalup sa polimerizovanim gelom je postavljen u sistem
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za vertikalnu elektroforezu i naliven Tris-Borna kiselina-EDTA (TBE) puferom za
elektroforezu. U bunari¢e gela naliveni su uzorci DNK, pozitivna i negativna kontrola i
DNK lestvica (videti dole) prethodno pomesani sa bojom za pracenje toka elektroforeze
(1X DNA loading dye, Thermo Fisher Scientific; Valtam, MA, SAD). Boja za pracenje
toka elektroforeze sadrzi dve komponente: 1) bromfenol plavu boju koja se u
elektricnom polju sistema za elektroforezu kre¢e kroz 8% poliakrilamidni gel kao i
DNK fragment duzine 45 bp 1 2) ksilen cijanol koji se pod istim uslovima elektroforeze
kre¢e kao DNK fragment duzine 160 bp. Elektroforeza je vrSena na voltazi od 230 V u
trajanju od 30 minuta. Nakon zavrSene elektroforeze, gelovi su potapani u vodeni
rastvor interkaliraju¢eg agensa (1X SYBR Safe DNA Gel Stain solution, Life
technologies, Grand Island, NY, SAD) u trajanju od 10 minuta. Kako bi se uodili
fragmenti DNK, poliakrilamidni gel je posmatran pod ultravioletnim (UV) svetlom na
UV-transiluminatoru (Vilber Lourmat TCX-15 MX®; Eberhardzell, Nemacka). Obasjan
UV svetlom interkaliraju¢i agens (umetnut u DNK) fluorescira i na taj nacin ¢ini
fragmente DNK vidljivim golim okom. Za procenu veli¢ine DNK fragmenta kori$¢ena
je DNK lestvica (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific; Valtam,
MA, SAD), sastavljena od 10 hromatografski precis¢enih DNK fragmenata (traka)
veli¢ine od 100 do 1000 baznih parova (traka veli¢ine 500 bp je podebljana 1 sluzi za
lakSu orijentaciju). Svi gelovi su fotografisani, analizirani i adekvatno odloZeni kao

potencijalni biohazardni otpad.

Slika 3.11. Priprema sistema za vertikalnu elektroforezu
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3.13. Odredivanje kvantitativhog sastava oralne flore sa obrazne sluzokoze
Odredivanje ukupnog broja oralnih bakterija kod HIV-om inficiranih i
neinficiranih ispitanika vrSeno je pomoc¢u real-time PCR metode, odnosno
kvantitativnog PCR-a (qPCR). Reakciona sme$a je sadrzala 5 pl uzorka bakterijske
DNK, 12.5 pl real-time PCR master miksa (Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix, Thermo Fisher Scientific, Vilnjus, Litvanija), po 1 pul EuF i EuR prajmera
konac¢ne koncentracije 0.2 uM 1 5.5 ul vode bez nukleaza (Nuclease free water, Thermo
Fisher Scientific, Vilnjus, Litvanija). EuF i EUR predstavljaju univerzalne prajmere Kkoji
se vezuju za visoko konzervirane regione 16S ribozomske DNK (rDNK). Sekvence,

temperatura hibridizacije i veli¢ina PCR produkta je data u tabeli 3.7.

Tabela 3.7. Sekvenca prajmera, temperatura hibridizacije (Th) i veli¢ina produkta real-
time PCR-a

N . Th Veli¢ina
Prajmeri Sekvence prajmera (5°—3”) (°C) (bp)

Univerzalni prajmeri EuF: TCCTACGGGAGCACAGT

Real-time PCR je izvoden na aparatu za detekciju (Line Gene-K Fluorescence
PCR detection system, BIOER Technology, Sangaj, Kina) u skladu sa uputstvima
proizvodaca hemikalija. Prvi korak u izvodenju reakcije bio je zagrevanje reakcione
smeSe na 95 °C u trajanju od 10 minuta. Slede¢i korak u programu je ponavljanje 40
ciklusa denaturacije (95 °C, 60 sekundi), hibridizacije (60 °C, 60 sekundi) i elongacije
(72 °C, 90 sekundi), a zavrsni korak genskog umnozavanja je bila kona¢na elongacija
na 72 °C u trajanju od 5 minuta. Deset serijski razblazenih (od 32,4 ng/ul do 32,4 fg/ul,
factor razblazenja 1:10) uzoraka DNK referentnog soja Prevotella melaninogenica
(Prevotella melaninogenica soj 157 ATCC® 25845) ukljuéeno je u svaku reakciju u
cilju dobijanja standardne krive. Ukupan broj genskih kopija je odredivan na osnovu

interpolacije sa standardne krive.
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3.14. Klini¢ki pregled

3.14.1. Inspekcija mekih oralnih tkiva

U klinicki pregled usne duplje uklju¢ena je inspekcija mekih oralnih tkiva.
Prisustvo oralnih promena koje upucuju na HIV infekciju (HIV-asocirani gingivitis,
linearni gingivalni eritem, HIV-asocirani periodontitis, akutni ulceronekroti¢ni
gingivitis, nekrotizirajuéi stomatitis, oralna kandidijaza, obloZen jezik, cupasta
leukoplakija 1 KapoSi sarkom) belezeno je u specijalno dizajnirane dijagnosticke

kartone.

3.14.2. Procena stanja parodontalnih parametara

Odredivanje parodontalnih parametara vrSeno je na svakom zubu pomocu
University of North Carolina 15 (UNC 15) parodontalne sonde (Hu-Friedy, Cikago, IL,
SAD) od strane kalibrisanog ispitivaca. Stanje parodontalnih tkiva je procenjivano na
osnovu sledeé¢ih parametara: plak indeksa (PI), dubine sondiranja (DS), nivoa pripojne
gingive (NPE) i1 krvarenja nakon provokacije (KNP). Svi parametri su unoSeni u

parodontalne kartone pacijenata.

3.14.2.1. Plak indeks (Silness-Loe)

Prilikom procene statusa parodontalnih tkiva, kao vazan parameter, odredivan je
plak indeks. Prisustvo ili odsustvo plaka na povrSini zuba detektovano je pomocu
parodontalne sonde na Cetiri povrSine zuba (mezijalnoj, distalnoj, oralnoj 1
vestibularnoj) 1 izraZavano brojevima od 0 do 3, pri ¢emu je 0 oznacavala nepostojanje
biofilma na povrSini zuba; 1 — tanak sloj biofilma uz ivicu gingive; 2 — umerenu
koli¢inu biofilma u gingivalnom sulkusu ili dzepu, vidljivu i golim okom; 3 — veliku
koli¢inu biofilma koja u potpunosti ispunjava gingivalni sulkus ili dzep, kao 1
interdentalni prostor. Kona¢no, za dobijanje plak indeksa, zbir prose¢nih vrednosti

indeksa za svaki zub je deljen sa ukupnim brojem zuba ispitanika.

3.14.2.2. Dubina sondiranja

Dubina sondiranja je rastojanje od ivice gingive do dna gingivalnog sulkusa
odnosno parodontalnog dzepa koje se meri pomocu parodontalne sonde. Parodontalna
sonda se zavrSava zaobljenim vrhom koji prilikom merenja dolazi do spoja epitela i

zuba. Radni deo sonde je graduisan od 0 do 15 mm, s tim §to su delovi izmedu 4-0g i 5-
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0g, 9-0og i 10-0g i 14-og i 15-og milimetra prebojeni crno radi lakSeg ocitavanja
rezultata merenja. Dubina sondiranja je odredivana na Cetiri povrSine zuba. Parametar
dubine sondiranja se izraCunava sabiranjem prose¢nih vrednosti dubina sondiranja

svakog zuba i deljenjem dobijenog zbira sa ukupnim brojem zuba.

3.14.2.3. Nivo pripojnog epitela

Nivo pripojnog epitela predstavlja rastojanje izmedu gledno-cementne granice zuba i
dna gingivalnog sulkusa odnosno parodontalnog dzepa. Nivo pripojnog epitela nam
indirektno govori o gubitku koStane potpore zuba. Kao i kod dubine sondiranja, za
merenje nivoa pripojnog epitela koristi se parodontalna sonda. Nivo pripojnog epitela se
izraCunava u odnosu na fiksnu poziciju na zubu, a to je gledno-cementna granica. U
slu¢aju da se ivica gingive nalazi u nivou gledno-cementne granice, dubina sondiranja je
jednaka nivou pripojnog epitela. U slucaju da se ivica gingive nalazi iznad gledno-
cementne gtanice nivo pripojnog epitela se izraCunava oduzimanjem rastojanja od ivice
gingive do gledno-cementne granice od dubine sondiranja. Kada se ivica gingive nalazi
ispod nivoa gledno-cementne granice nivo pripojnog epitela se izraCunava sabiranjem

dubine sondiranja i rastojanja izmedu ivice gingive i gledno-cementne granice.

3.14.2.4. Krvarenje nakon provokacije

Krvarenje nakon provokacije je odredivano nakon merenja dubine sondiranja.
Po povlacenju sonde iz gingivalnog sulkusa odnosno parodontalnog dzepa praceno je da
li na datom mestu dolazi do vidljivog krvarenja. Prisustvo ili odsustvo krvarenja je
belezeno u odgovaraju¢i karton, a parametar krvarenje nakon provokacije je
izraCunavan sabiranjem broja mesta gde je nakon sondiranja uoceno krvarenje,
deljenjem tog zbira sa 4 (da bi se dobila prose¢na vrednost za jedan zub jer je sondiranje
vrSeno na 4 povrsSine zuba) 1 kona¢no mnozenjem dobijenog koli¢nika sa 100 kako bi se

dobila procentualna vrednost.

3.15. Statisticka analiza podataka

Sve statistiCke analize su vrSene pomocu statistiCkog softverskog paketa za
drustvene nauke (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS v20.0, IBM, Cikago,
IL, SAD) koji ima S$iroku primenu i u polju biomedicine. Normalnost raspodele
ispitivanih podataka vrSena je pomocu Kolmogorov-Smirnov testa. Postojanje

statisticke znacajnosti u relativnoj duzini telomera, parametrima metabolizma gvozda,
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kvalitativnoj zastupljenosti oralnih mikroorganizama, ucestalosti oralnih promena i
parametrima parodontalnog statusa izmedu ispitivanih grupa vrSeno je pomocu T-testa
za nezavisne uzorke, Mann-Whitney U testa i y>- testa (Chi-square test), gde je to bilo
odgovarajuce. Ispitivanje korelacija izmedu broja virusnih kopija i1 relativne duzine
telomere i broja virusnih kopija sa parametrima metabolizma gvozda uradeno je
pomocu Spirmanovog testa. Korelacija izmedu relativne duzine telomera i parametara
metabolizma gvozda su utvrdivane pomocu Spirmanovog testa korelacije. Rezultati su
predstavljani kao srednja vrednost * standardna devijacija ili srednja vrednost *
standardna greska srednje vrednosti (Standard error of mean, SEM), gde je to bilo
odgovarajuce. Razlike su smatrane znacajnim ukoliko je p-vrednost bila manja od 0,05.
Dobno zavisno prisustvo parodontopatogenih bakterija je utvrdivano formiranjem
Sestogodi$njih intervala a + 3, oko odredenog starosnog doba, a. Formirano je 12 takvih
intervala oko slede¢ih godina starosti ispitanika: 26, 28, 30, 32, 53, 55, 57, 59, 61, 63,
65 1 67. Vrednost 32 je uzeta kao gornja granica mlade grupe, i dobijena je
oduzimanjem polovine intervala od grani¢nog broja godina, 35 — 3, kako bi se oko te
vrednosti mogao formirati Sestogodis$nji interval. Na sli¢an nacin je dobijena i donja
granica za stariju grupu ispitanika, 53, kao zbir 50 + 3. Najmladi pacijent je imao 23
godine pa je SestogodiSnji interval koji obuhvata tu vrednost centriran oko broja 26, 23
+ 3. Interval oko broja 67 je obuhvatao sve pacijente starije od 64 godine, 67 — 3.
Razmak izmedu centralnih vrednosti dobnih intervala, a, je bio 2 godine. Odnosi
izmedu parodontalnih parametara 1 starosti ispitanika su odredivani koriS¢enjem
najboljeg linearnog fitovanja prikupljenih podataka. Koeficijenti k i b definisali su krive
najboljeg linearnog fitovanja, PP = k*a + b, gde je PP odgovaraju¢i parodontalni

parametar, a a starosna dob ispitanika izrazena u godinama.
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4. REZULTATI
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4.1. Opste karakteristike ispitivanih grupa

U studiju je bilo uklju¢eno 205 ispitanika podeljenih u dve grupe,
eksperimentalnu 1 kontrolnu. Eksperimentalnu grupu sacinjavalo je 105 HIV-om
inficiranih pacijenata leGenih u Odeljenju za HIV i AIDS Klinike za tropske i infektivne
bolesti “Prof. dr Kosta Todorovi¢”, Klinickog centra Srbije u Beogradu. Ispitanici
kontrolne grupe bili su dobrovoljni davaoci krvi Instituta za transfuziologiju Srbije i
pacijenti koji su dolazili na redovan kontrolni pregled na Klinike Stomatoloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kontrolnu grupu ¢inilo je 100 pacijenata.
Eksperimentalna grupa je podeljena na podgrupu pacijenata mladih od 35 godina 1
podgrupu pacijenata starijih od 50 godina. ProseCna starost pacijenata u mladoj
podgrupi iznosila je 29,1 + 3,9 godina, dok je u starijoj podgrupi iznosila 59,5 + 7,7
godina. Kontrolna grupa je takode bila podeljena na mladu (< 35 godina) i stariju (> 50
godina) podgrupu pacijenata. U mladoj podgrupi pacijenata iz kontrolne grupe prose¢na
starost je iznosila 28,1 + 4,3 godine, dok je u starijoj podgrupi iznosila 64,7 = 9,0
godina (Slika 4.1). Nije uo¢ena statistiCki znaCajna razlika u starosti izmedu mladih,
odnosno starijih ispitanika u eksperimentalnoj i kontrolnoj grupi.

Pacijenti eksperimentalne grupe podeljeni su i u odnosu na terapiju koju su
primali. Osam pacijenata (7,6%) nije primalo terapiju, 65 pacijenata je leCeno sa
inhibitorima reverzne transkriptaze, NRTI+NNRTI (61,9%), 30 pacijenata bilo je na
tretmanu sa kombinacijom inhibitora reverzne transkriptaze i proteaznih inhibitora,
INSTI+PI (28,6%), a po jedan pacijent (0,9%) je bio na terapiji inhibitorima integraze,
INSTI, odnosno inhibitorima integraze i proteaznim inhibitorima, PI+INSTI (Slika

4.2B). Opste karakteristike HIV-om inficiranih pacijenata su date u tabeli 4.1.

AHIV-ominficiram Neinficiram
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Tabela 4.1. Klini¢ki parametri HIV-om inficiranih pacijenata.

Mladi od 35 godina  Stariji od 50 godina
=55 =50 p-vrednost
CD4 broj (¢elija/ul) 461,9 £ 232,6 567,0 £ 317,7 0131
(10,0-984,0) (84,0-1368,0)
pVL (kopija x 103 /ml) 189,7 + 804,0 0,1+0,5 0.418
(0-3940,0) (0-2,8)
Trajanje terapije (meseci) 289+323 85,6 +61,1 <0.001
(0,8-128,8) (0,8-213,7)

Biohemijski parametri
BMI (kg/m?) 25,1+29 259+4.2 0,280
AST (U/l) 25,7+9,8 255+11,9 0,949
ALT (UN) 38,7+51,2 279+114 0,220
ALP (U/l) 86,8 £ 30,1 915+423 0,647
TC (mmol/l) 53+13 6,1+11 0,017
TG (mmol/l) 25+23 2619 0,860
HDL (mmol/l) 1,0+0,7 1,2+0,6 0,511
LDL (mmol/l) 2,7+0,8 39+13 0,001
Glukoza (mmol/l) 5204 59+21 0,074
CRP (mg/l) 9,0+13,2 20,4+374 0,037

Nacin transmisije, n (%)
Homoseksualni put 40 (72,7) 13 (26,0) <0,001
Heteroseksualni put 6 (10,9) 24 (48,0) <0,001
Transfuzija krvi 0 (0) 2 (4,0) 0,224
Vertikalni put 0 (0) 0(0) -
Nepoznato 9(16,4) 11 (22,0) 0,313

Rezultati su navedeni kao srednja vrednost £ SD. Opsezi za CD4 broj, broj virusnih kopija u

krvnoj plazmi (engl. plasma viral load, pVL) i trajanje terapije su dati u zagradama. Skracenice:
BMI, engl. body mass index, indeks telesne mase; AST, aspartat aminotransferaza; ALT, alanin
aminotransferaza; TC, engl. total cholesterol, ukupni holesterol; TG, engl. total tryglicerides,
ukupni trigliceridi; HDL, engl. high-density lipoprotein, lipoproteini velike gustine; LDL, engl.

low-density lipoprotein, lipoproteini male gustine; CRP, C-reaktivni protein.
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4.2. Relativna duZina telomera

Relativna duzina telomera odredena je kod svih ispitanika. Ukupno gledano,
telomere kod mladih ispitanika (0,85 + 0,36) su bile statisticki znacajno (p=0,022) duze
u odnosu na telomere kod starijih ispitanika (0,74 + 0,29). Dalje, telomere kod HIV-om
inficiranih ispitanika su bile duze (0,83 £ 0,34) u odnosu na telomere neinficiranih
osoba (0,76 + 0,31). Ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna (p=0,093). Kao Sto je i
ocekivano, telomere kod mladih ispitanika su bile duze u odnosu na telomere starijih
ispitanika i1 kod eksperimentalne i kod kontrolne grupe (tabela 4.2). Telomere mladih
HIV-om inficiranih pacijenata su bile duze od telomera starijih HIV-om inficiranih
osoba ali bez statisticke znacajnosti (p=0,216). Mladi, neinficirani ispitanici su imali
statisticki znac¢ajno (p=0,031) duze telomere od starijih neinficiranih osoba. Telomere
HIV-om inficiranih osoba su bile duze u odnosu na telomere neinficiranih ispitanika i u

mladoj 1 u starijoj dobnoj grupi ali bez statisticke znacajnosti (tabela 4.2).

Tabela 4.2. Uporedni prikaz relativne duzine telomera (RDT) izmedu ispitivanih grupa.

HIV status Starosna dob
Hevom Neinficirani Miadi Stariji
Grupa <35  >50 <35 >50 HIV+  HIV-  HIV+  HIV-
RDT 0,87 0,79 0,83 0,69 0,87 0,83 0,79 0,69
p-vrednost 0,216 0,031 0,512 0,093

4.3. Relativna duzina telomera (RDT) i kombinovana antiretrovirusna terapija
HIV-om inficirani pacijenti koji nisu primali terapiju imali su duZe telomere
(1,22 £ 0,56) u odnosu na pacijente koji su primali kombinovanu antiretrovirusnu
terapiju (0,80 £ 0,30) $to je bilo statisticki znacajno (p=0,001), slika 4.2. Podeljeno po
vrsti terapije najduze telomere su imali pacijenti leCeni kombinacijom inhibitora
reverzne transkriptaze (NRTI+NNRTI), zatim pacijenti le¢eni kombinacijom inhibitora
reverzne transkriptaze i proteaznih inhibitora (NRTI+PI), inhibitorima integraze
(INSTI) i kombinacijom proteaznih inhibitora i inhibitora integraze (PI+INSTI), redom.
Vrednosti duzine telomera kod HIV-om inficiranih pacijenata na razli¢itom

antiretrovirusnom tretmanu i kod pacijenata koji nisu primali terapiju prikazane su na
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slici 4.3. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu duzine telomera kod pacijenata

le¢enih razli¢itim kombinovanim tretmanima.
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Slika 4.2. A) Relativne duZine telomera kod pacijenata sa HIV infekcijom koji ne
primaju terapiju i kod pacijenata sa HIV-om koji su na kombinovanoj antiretrovirusnoj

terapiji. Slika 4.2. B) Raspodela HIV-om inficiranih pacijenata na osnovu terapije.
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Slika 4.3. Relativne duzine telomera kod pacijenata sa HIV infekcijom koji ne uzimaju
antiretrovirusnu terapiju i kod pacijenata sa HIVV-om koji primaju razli¢ite kombinacije
antiretrovirusnih terapeutika: inhibitore reverzne transkriptaze, NRTI+NNRTI (0,83 +
0,30), kombinaciju inhibitora reverzne transkriptaze i proteaznih inhibitora, NRTI+PI
(0,76 = 0,33), inhibitore integraze, INSTI (0,66) i kombinaciju proteaznih inhibitora i
inhibitora integraze, PI+INSTI (0,51). Statisti¢ki znaCajna razlika u duZini telomera
postoji izmedu pacijenata koji ne primaju terapiju i pacijenata leCenih sa nukleozidnim

inhibitorima (p=0,002) ili kombinacijom nukleozidnih i proteaznih inhibitora (p=0,005).
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4.4. Koncentracije serumskog gvozda

Serumsko gvozde bilo je u viSoj koncentraciji kod mladih ispitanika (108,67 +
39,94 pg/dl) u odnosu na starije (91,13 £ 26,33 pg/dl), a ova razlika je bila statisticki
znacajna (p=0,013). Koncentracije serumskog gvozda kod HIV-om inficiranih osoba
(94,20 £ 33,01 pg/dl) bile su statisticki znacajno nize (p=0,029) u odnosu koncentracije
gvozda kod neinficiranih ispitanika (109,88 + 36,94 pg/dl). Serumsko gvozde kod
mladih, neinficiranih ispitanika bilo je statisti¢ki znac¢ajno (p=0,031) viSe koncentracije
nego kod starijih neinficiranih osoba (slika 4.4). Koncentracija serumskog gvozda je
bila veca kod mladih u odnosu na starije pacijente i u eksperimentalnoj grupi, ali ta
razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,346). Koncentracije gvozda u serumu su bile
nize kod HIV-om inficiranih pacijenata u odnosu na pacijente bez HIV-a u obe starosne

dobi, ali bez statisticke znacajnosti (slika 4.4).
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Slika 4.4. Uporedni prikaz koncentracija serumskog gvozda izmedu ispitivanih grupa.
Najvise vrednosti koncentracija serumskog gvozda imali su mladi ispitanici, neinficirani
118,72 £ 38,04 pg/dl, inficirani 98,62 + 39,93 pg/dl. Vrednosti koncentracija serumskog
gvozda za starije osobe iznosile su 92,82 + 28,80 pug/dl u kontrolnoj 1 90,36 + 25,60
po/dl u eksperimentalnoj grupi.
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4.5. Ukupni kapacitet vezivanja gvozda

Ukupni kapacitet vezivanja gvozda se nije statisticki razlikovao (p=0,163)
izmedu starijih (321,24 £+ 72,54 pg/dl) i mladih ispitanika (342,46 + 75,78 ug/dl).
Neinficirani ispitanici su imali vec¢i ukupni kapacitet vezivanja gvozda (350,80 + 48,90
pg/dl) u odnosu na inficirane pacijente (320,08 £ 86,96 pg/dl) i ova razlika je bila
statistiCki znacajna (p=0,044). Ukupni kapacitet vezivanja gvozda je bio veci kod
mladih u odnosu na starije ispitanike 1 u kontrolnoj i u eksperimentalnoj grupi, s tim $to
je ta razlika u kontrolnoj grupi bila statistiCki znacajna (p=0,038), dok u
eksperimentalnoj nije bilo statisticki znacajne razlike (p=0,825). Kod ispitanika mladih
od 35 godina vrednosti ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda su bile vise kod
neinficiranih u odnosu na inficirane osobe, ali bez statistiCke znacajnosti (p=0,056).
Stariji neinficirani ispitanici su imali viSe vrednosti za ukupni kapacitet vezivanja
gvozda u odnosu na ispitanike iz eksperimentalne grupe, takode bez statisticke

znacajnosti (slika 4.5).
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Slika 4.5. Uporedni prikaz vrednosti ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda izmedu
ispitivanih grupa. Najvise vrednosti ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda izmerene su u
kontrolnoj grupi, kod mladih ispitanika 362,12 + 50,44 ng/dl, a kod starijih 328,97 +
38,58 pg/dl. U eksperimentalnoj grupi ovaj kapacitet je iznosio 322,80 + 91,43 pg/dl
kod mladih i 317,63 + 84,22 ng/dl kod starijih ispitanika.
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4.6. Saturacija transferina

Vrednosti saturacije transferina bile su vece kod ispitanika mladih od 35 godina
(32,40 £ 11,97%) u odnosu na ispitanike starije od 50 godina (29,95 + 11,68%). Ova
razlika nije bila statisticki znaCajna (p=0,313). Saturacija transferina bila je veca
kontrolnoj grupi (31,47 + 10,25%) u odnosu na eksperimentalnu (31,18 = 12,96%),
takode bez statisticki znacajne razlike (p=0,905). Mladi ispitanici i u kontrolnoj i u
eksperimentalnoj grupi imali su viSe vrednosti za saturaciju transferina nego stariji
ispitanici iz istih grupa ali nije bilo statisticke znacajnosti, p vrednost za kontrolnu
grupu iznosila je 0,186, a za eksperimentalnu 0,739. Statisticki znacajne razlike u
vrednostima saturacije transferina nisu postojale ni izmedu inficiranih i neinficiranih

pacijenata u mladoj (p=0,712), odnosno starijoj (p=0,581) dobnoj grupi.

40

[ e
Lk S La

Saturacija transferina (%6)

A

1,

(=]

Mladiod 33 Starji od 30 Mladiod 33 Stamji od 30

B HIV-om mnficirani Menficiram

Slika 4.6. Uporedni prikaz vrednosti saturacije transferina izmedu ispitivanih grupa.
Saturacija transferina kod mladih, neinficiranih osoba iznosila je 33,00 + 10,47%, kod
mladih inficiranih 31,79 + 13,49%, kod starijih inficiranih 30,63 + 12,67%, dok su

najnize vrednosti zabelezene kod starijih neinficiranih ispitanika 28,51 £ 9,47%.
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4.7. Koncentracija transferina

Koncentracija transferina u serumu mladih ispitanika (29,96 + 7,10 umol/l) je
bila manja u odnosu na koncentraciju transferina u serumu starijih osoba (30,31 £ 8,43
umol/l) i ova razlika nije bila statistiCki znaajna (p=0,818). Srednja vrednost
koncentracija transferina kod HIV-om inficiranih osoba (28,61 + 8,88 umol/l) je bila
statisticki znacajno (p<0,001) manja od srednje vrednosti koncentracije transferina kod
neinficiranih ispitanika (32,42 = 4,66 pumol/l). Mladi neinficirani ispitanici su imali
statisticki znacajno (p=0,010) vece vrednosti koncentracije transferina u odnosu na
starije neinficirane ispitanike. U eksperimentalnoj grupi nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike (p=0,083) u koncentracijama transferina izmedu starijih i mladih pacijenata.
Medu mladim pacijentima, statisticki znacajno vise (p<0,001) vrednosti koncentracije
transferina imali su neinficirani ispitanici. Kod starijih pacijenata koncentracije
transferina u serumu neinficiranih osoba bile su viSe u odnosu na koncentracije
transferina kod HIV-om inficiranih ispitanika, ali to nije bilo statisticki znacajno
razli¢ito (p=0,666).
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Slika 4.7. Uporedni prikaz vrednosti koncentracija transferina izmedu ispitivanih grupa.
Koncentracije transferina kod ispitanika kontrolne grupe iznosile su 33,38 £ 4,57 pmol/I
za mlade 1 30,48 + 4,36 umol/l za starije ispitanike. U eksperimentalnoj grupi vise
koncentracije transferina imali su stariji (30,24 + 9,68 umol/l) u odnosu na mlade
ispitanike (26,77 £ 7,61 pmol/l).
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4.8. Koncentracija feritina

Koncentracija feritina u serumu mladih ispitanika (107,61 + 103,98 pg/l) je bila
statistiCki znacajno manja (p=0,019) u odnosu na koncentraciju feritina kod starijih
osoba (138,73 £ 92,98 pg/l). HIV-om inficirani ispitanici su imali statisti¢ki znacajno
(p<0,001) vece koncentracije feritina u serumu (148,72 + 108,79 ug/l) u odnosu na
neinficirane osobe (81,74 + 68,76 pg/l). Nije bilo statisticki znacajnih razlika u
koncentracijama feritina izmedu starijth 1 mladih ispitanika u kontrolnoj grupi
(p=0.535). U eksperimentalnoj grupi statisti¢ki zna¢ajno (p=0.038) veéu koncentraciju
feritina u serumu imali su starije osobe u odnosu na mlade pacijente. Statisticki
znacajno veée koncentracije feritina u serumu imali su inficirani u odnosu na

neinficirane pacijente i u mladoj (p=0,008) i starijoj (p=0,004) ispitivanoj grupi.
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Slika 4.8. Uporedni prikaz vrednosti koncentracija feritina izmedu ispitivanih grupa.
NajviSe koncentracije feritina izmerene su u eksperimentalnoj grupi: 161,64 = 95,89
pg/l kod starijih i 134,03 + 121,88 pg/l kod mladih ispitanika. U kontrolnoj grupi vise
koncentracije feritina u serumu su imali stariji ispitanici 84,73 + 59,02 pg/l u odnosu na
mlade 80,24 + 74,13 ug/l.
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4.9. Kvalitativni sastav oralne flore

U ovom delu istrazivanja uéestvovalo je 60 HIV-om inficiranih i 60 neinficiranih
ispitanika. Obe grupe su, prema starosti, bile podeljene u dve podgrupe, podgrupu
ispitanika mladih od 35 godina i podgrupu ispitanika starijih od 50 godina. Mladi HIV-
om inficirani pacijenti su imali proseéno 29,3 * 4,2 godine, dok je prosecna starost
pacijenata u starijoj HIV-om inficiranoj podgrupi iznosila je 59,0 + 8,2 godina. Mladi
neinficirani ispitanici su bili prose¢no stari 29,5 + 3,5 godina. Stariji neinficirani
ispitanici su imali prose¢no 61,4 £ 7,5 godina. Nije uoCena statisticki zna¢ajna razlika u
starosti izmedu mladih, odnosno starijih ispitanika u eksperimentalnoj i kontrolnoj
grupi.

Od ukupnog broja ispitanika, PCR analizom je detektovano prisustvo
parodontopatogenih mikroorganizama kod 106 osoba (88,3%) (Slika 4.9A) i to kod 58
HIV-om inficiranih osoba (55%) i kod 48 ispitanika iz neinficirane grupe (45%) (Slika
4.9B).

A 14 (11,7%)

48 (45%)

38(353%)

106 (88.3%)

BDetektovani ONedetektovani BHIV-om inficirani Neinficirani

Slika 4.9. A) Broj pacijenata kod kojih su detektovani parodontopatogeni
mikroorganizmi; B) Broj pacijenata iz HIV-om inficirane i neinficirane grupe kod kojih

su detektovani parodontopatogeni mikroorganizmi.
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Najzastupljeniji mikroorganizmi u svim ispitivanim grupama bili su P.
intermedia i P. micros dok je najrede detektovana bakterija bila T. denticola. Svi trazeni
mikroorganizmi su bili zastupljeniji kod starijih u odnosu na mlade ispitanike. Razlika
izmedu broja detektovanih mikroorganizama kod ispitanika razli¢ite starosne dobi je

bila statisticki znacajna jedino kod P. gingivalis-a (Slika 4.9.1).
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Slika 4.9.1. Distribucija parodontopatogenih bakterija kod ispitanika starijih od 50 i
mladih od 35 godina. Statisti¢ki znacajna razlika je uocCena kod P. gingivalis-a
(p=0,006).

1 Prevotella intermedia Prevotella intermedia 1
2 Peptostreptococcus micros Peptostreptococcus micros 2
3 Porphyromonas gingivalis Tannerella forsythia 3
4 Eikenellacorrodens omitans
5 Tannerella forsythia 5
6 A. actinomycetemcomitans Porphyromonas gingivalis 6
7 Treponema denticola Treponema denticola 7
Stariji od 50 Mladi od 35

Slika 4.9.2. Distribucija parodontalnih patogena kod starijih i mladih pacijenata.
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Prevalenca parodontopatogena je bila statisticki znacajno veca kod HIV-om
inficiranih pacijenata u odnosu na ispitanike kontrolne grupe, izuzev T. denticola-e.
(Slika 4.9.3). Dalje, distribucija bakterija kod neinficiranih ispitanika je opadala od P.
intermedia-e do T. denticola-¢ u slede¢em nizu Pi>Pm>Pg>Aa>Ec>Tf>Td, dok je kod

HIV-om inficiranih pacijenata opadajuéi niz bio Pi>Pm>Ec>Pg>Tf>Aa>Td (Slika 4.9.4).
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Slika 4.9.3. Distribucija parodontopatogenih mikroorganizama kod HIV-om inficiranih i
neinficiranih pacijenata. StatistiCki znacajno veée prisustvo parodontopatogena
detektovano je kod HIV-om inficiranih u odnosu na neinficirane ispitanike kod sledecih
mikroorganizama: P. intermedia (p=0,010), P. micros (p=0,003), E. corrodens
(p<0,001), P. gingivalis (p<0,001), A. actinomycetemcomitans (p=0,013) i T. forsythia
(p<0,001).

1 Prevotella intermedia Prevotella intermedia 1
2 Peptostreptococcus micros Peptostreptococcus micros 2
3 Porphyromonas gingivalis 3
4 A. actinomycetemcomitans 4
: Ekenellacomrodens ¢
6 Tannerella forsythia 6
7 Treponema denticola Treponema denticola 7
HIV-om inficirani Neinficirani

Slika 4.9.4. Distribucija parodontalnih patogena kod HIV-om inficiranih i neinficiranih
pacijenata.
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Prevalenca parodontopatogena kod HIV-om inficiranih pacijenata je bila veéa
kod starijih nego kod mladih ispitanika. Razlika je bila statisticki znacajna izmedu

zastupljenosti P. intermedia-e, E. corrodens-a i P. gingivalis-a (Slika 4.9.5).
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Slika 4.9.5. Prevalenca parodontopatogena kod HIV-om inficiranih pacijenata. Veca
zastupljenost parodontalnih mikroorganizama detektovana je kod starijih u odnosu na
mlade ispitanike eksperimentalne grupe, sa izuzetkom A. actinomycetemcomitans.
Statisticki znacajna razlika je uocCena kod P. intermedia-e (p=0,01), E. corrodens
(p=0,032) i P. gingivalis-a (p=0,008).

1 Prevotella intermedia Prevotella intermedia 1
2 Peptostreptococcus micros Peptostreptococcus micros 2
3 Tannerella forsythia 3
4 Porphyromonas gingivalis _ 4
5 Tannerella forsythia j 5
6 A. actinon ncomitans Porphyromonas gingivalis 6
7 Treponema denticola Treponema denticola 7
HIV-om inficirani stariji od 50 HIV-om inficirani mladi od 35

Slika 4.9.6. Distribucija parodontalnih patogena kod starijih i mladih HIV-om

inficiranih pacijenata.
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U kontrolnoj grupi nije bilo statisticki znacajnih razlika u zastupljenosti

ispitivanih parodontopatogena izmedu starijih i mladih osoba (Slika 4.9.7).
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Slika 4.9.7. Zastupljenost parodontalnih mikroorganizama kod ispitanika kontrolne

grupe.
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Slika 4.9.8. Distribucija parodontalnih patogena kod starijih i mladih neinficiranih

pacijenata.
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Zastupljenost parodontopatogenih bakterija bila je veca kod HIV-om inficiranih
u odnosu na neinficirane osobe mlade starosne dobi, sa izuzetkom T. denticola-e.
Statisticko znacajno vece prisustvo parodontopatogena detektovano je u slucaju T.

forsythia-e i E. corrodens (Slika 4.9.9).

100 -
00 -

*k %
60 - == »
50 - =
40 |
30 -
20 -
10 -
0 . . . . . |
Pm f Ec Aa Ps Td

Procenat pozitiviih wzoraka (%)

B HIV-ommficirani Memficiram

Slika 4.9.9. Distribucija parodontopatogenih mikroorganizama kod HIV-om inficiranih i
neinficiranih osoba mladih od 35 godina. Statisticki znacajne razlike su uocene kod T.

forsythia-e (p<0,001) i E. corrodens (p=0,006).

1 Prevotella intermedia Prevotella intermedia 1
2 Peptostreptococcus micros Peptostreptococcus micros 2
3 Tannerella forsythia A. actinon comitans 3
4 Porphyromonas gingivalis 4
5 5
6 Porphyromonas gingivalis Tannerella forsythia 6
7 Treponema denticola Treponema denticola 7
HIV-om inficirani mladi od 35 Neinficirani mladi od 35

Slika 4.9.10. Distribucija parodontalnih patogena kod HIV-om inficiranih i neinficiranih

pacijenata mladih od 35 godina.
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Prevalenca parodontopatogena kod

starijih pacijenata je bila veéa u

eksperimentalnoj u odnosu na kontrolnu grupu. Razlika je bila statisti¢ki znacajna kod

pet od sedam parodontopatogena (Slika 4.9.11).
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Slika 4.9.11. Distribucija parodontopatogenih bakterija kod HIV-om
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inficiranih i

neinficiranih osoba starijih od 50 godina. Statisticka znacajno veca zastupljenost

parodonopatogenih mikroorganizama kod HIV-om inficiranih osoba uoc¢ena je u slucaju
P. intermedia-e (p=0,002), P. micros-a (p=0,003), P. gingivalis-a (p=0,002), E.
corrodens-a (p<0,001) i T. forsythia-e (p<0,001).

1 Prevotella intermedia

[Se]

Peptastreptococcus micros
Porphyromonas gingivalis

Etkenella corrodens

Tannerella forsythia

oOmitans

=1 O L 4= e

Treponema denticola

HIV-om inficirani stariji od 50

Prevotella intermedia 1
Peptostreptococcus micros 2
Porphyromonas gingivalis 3
mitans 4

5

Tannerella forsythia 6
Treponema denticola 7

Neinficirani stariji od 50

Slika 4.9.12. Distribucija parodontalnih patogena kod HIV-om inficiranih i neinficiranih

pacijenata starijih od 50 godina.

60



4.10. Korelacija izmedu pVL-a, RDT-a i parametara metabolizma gvozda

Na slici 4.10.A se vidi pozitivna korelacija izmedu broja virusnih kopija i
relativne duzine telomera (r=0,355, p=0,006). Korelacije izmedu broja virusnih kopija 1
parametara metabolizma gvozda nisu bile statisticki znacajne (Slika 4.10.B-F). Takode,
nije postojala ni statisticki znacajna korelacija izmedu RDT i parametara metabolizma

gvozda.
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Slika 4.10. Dijagram korelacije pVL-a, RDT-a i parametara metabolizma gvozda. A
korelacija izmedu pVL-a i RDT-a (p=0,006, n=59); B Korelacija izmedu pVL-a i
serumskog gvozda (p=0,661, n=58); C Korelacija izmedu pVL-a i TIBC (p=0,194,
n=58); D Korelacija izmedu pVL-a i saturacije transferina (p=0,499, n=58); E
Korelacija pVL-a i transferina (p=0,579, n=56); F Korelacija pVL-a i feritina (p=0,106,
n=41).
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4.11. Uticaj starosnog doba na distribucija parodontopatogena

Dobno zavisna distribucija parodontopatogena analizirana je i u kontrolnoj i u

eksperimentalnoj grupi koris¢enjem 12 SestogodiSnjih dobnih podgrupa. Procenti

pozitivnih testova za svaku od sedam ispitivanih bakterija su predstavljeni na slici 4.10.

Uocen je trend povecavanja razlike u distribuciji odredenih parodontopatogena (E.

corrodens i P. intermedia), kao i raniji porast broja bakterija kod starijih HIV-om

inficiranih pacijenata u odnosu na starije neinficirane ispitanike.
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Slika 4.11. Dobna raspodela parodontopatogena kod

HIV-om inficiranih i neinficiranih ispitanika.
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4.12. Kvantitativni sastav oralne flore

Medu ispitivanim grupama nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupnom broju
oralnih bakterija iako su HIV-om inficirani pacijenti imali ¢etvorostruko vise bakterija u

usnoj duplji u odnosu na neinficirane pacijente i u mladoj i u starijoj grupi (Tabela 4.11).

Tabela 4.12. Ukupan broj oralnih bakterija kod HIV-om inficiranih i neinficiranih pacijenata.

Broj genskih kopija / ukupan broj bakterija
(srednja vrednost + SD) x 10’

<35 godina >50 godina p-vrednost
HIV-om inficirani 3,61+£5,19 5,03 + 8,47 0,697
Neinficirani 0,88 +0,25 1,15+0,28 0,088
p-vrednost 0,272 0,181

4. 13. Oralne manifestacije HIV-infekcije

Inspekcijom usne duplje ustanovljeno je da se oralne manifestacije
karakteristicne za HIV infekciju, sa izuzetkom linearnog gingivalnog eritema, cesce
javljaju u starijoj zivotnoj dobi. Ulceronekroti¢ni parodontitis 1 oblozeni jezik su
registrovani samo kod starijih osoba dok prisustvo nekrotizirajueg stomatitisa, Cupaste

leukoplakije i Kaposijevog sarkoma nije uoceno (Tabela 4.12).

Tabela 4.13. Oralne manifestacije karakteristicne za HIV infekciju.

Varijabla Starosno doba p-vrednost
<35godina  >50 godina
n=30 n=30

HIV-asocirani gingivitis (%) 56,7 90,0 0,007
Linearni gingivalni eritem (%) 16,7 6,7 0,424
HIV-asocirani parodontitis (%) 13,3 46,7 0,010
Ulceronekroti¢ni parodontitis (%) 0 3,3 1,000
Nekrotiziraju¢i stomatitis (%) 0 0 /
Oblozeni jezik (%) 0 6,7 0,492
Cupasta leukoplakija (%) 0 0 /
Kaposi sarkom (%) 0 0 /
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4.14. Uticaj starosnog doba na parodontalni status ispitanika

Odnosi parodontalnih parametara i starosnog doba ispitanika prikazani su na
slici 4.14. Sve izmerene vrednosti parodontalnih parametara, sa izuzetkom dubine
parodontalnog dzepa, su bile statisti¢ki znacajno ve¢e kod HIV-om inficiranih osoba u
odnosu neinficirane ispitanike. Dodatno, svi parodontalni parametri su bili statisticki
znacajno veci kod starijih u odnosu na mlade pacijente eksperimentalne grupe. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u vrednostima parodontalnih parametara izmedu starijih 1

mladih ispitanika neinficirane grupe.
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Slika 4.14. Starosna distribucija parodontalnih parametara. Metodom linearnog
fitovanja (prava linija) predstavljene su vrednosti parodontalnih parametara.
Koeficijenti linearnog fitovanja dati su u tabeli 4.15. Statisticki znacajno vece vrednosti
svih parodontalnih parametara su uocene kod starijih u odnosu na mlade ispitanike iz
HIV-om inficirane grupe: plak indeks, P1 (p<0,001), dubina parodontalnog dzepa, DPDZ
(p=0,011), nivo pripojnog epitela, NPE (p<0,001) i krvarenje nakon provokacije
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(p<0,001). Nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednostima parodontalnih parametara

izmedu starijih i mladih ispitanika kontrolne grupe.

Tabela 4.15. Koeficijenti najboljeg linearnog fitovanja vrednosti parodontalnih

parametara predstavljenih na slici 4.13.

HIV-om inficirani Neinficirani
Parodontalni parametar

K b k b
Plak indeks 0,0222 0,9225 0,0022 1,3048
Dubina parodontalnog dzepa  0,0176 1,0878 0,0011 2,3543
Nivo pripojnog epitela 0,0550 0,4564 0,0315 0,7977
Krvarenje nakon provokacije ~ 1,0949 4,9179 0,3361 30,6500
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5. DISKUSIJA
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Ova studija preseka je, prema nasim saznanjima, prva koja se bavi ispitivanjem
relativne duzine telomera i parametara metabolizma gvozda kao biomarkera starenja
kod HIV-om inficiranih osoba koje su na razli¢itim terapijskim rezimima. lako se brojni
biomarkeri mogu Kkoristiti za evaluaciju procesa starenja (114-116), ova studija je
fokusirana na dva nezavisna biomarkera koja se mogu jednostavno odrediti iz pune Kkrvi
i koristiti za odredivanje bioloSke starosti ispitanika. Dodatno, ovo je prva studija u
kojoj se pretpostavlja da su kvalitativne i kvantitativne promene bakterijskog sastava
usne duplje znaci preranog ili ubrzanog starenja kod HIV-om inficiranih osoba. U
studiju su ukljuceni samo ispitanici muskog pola jer je procenat Zena inficiranih HIV-
om, starijih od 50 godina veoma nizak u nasoj populaciji i adekvatna eksperimentalna
grupa nije mogla biti formirana. Ovim je iz studije iskljuen uticaj pola, odnosno
hormonskog statusa na proces starenja organizma. Naime pokazano je da zenski polni
hormoni imaju uticaj na duzinu telomera $to moze biti jedan od razloga zasto je zivotni
vek zena duzi nego kod muskaraca (117, 118). Za potrebe studije, eksperimentalna
grupa je podeljena na ispitanike dve starosne dobi. Na osnovu klinickih karakteristika,
obe starosne grupe HIV-om inficiranih ispitanika su pokazale homogenost po pitanju
broja CD4 limfocita i1 broja virusnih kopija, kao 1 odredenih biohemijskih parametara,
dok je ocekivano, duzina trajanja terapije bila razli¢ita. Lipidni profil i vrednost C-
reaktivnog proteina su se razlikovali izmedu starijih 1 mladih ispitanika eksperimentalne
grupe i ovi nalazi su bili u skladu sa drugim istrazivanjima (119, 120). Dominantan vid
transmisije HIV-a kod mladih ispitanika je bio putem nezasSticenog homoseksualnog
odnosa, §to je u skladu sa literaturnim podacima, dok su stariji ispitanici, suprotno
ocekivanjima, najceSc¢e inficirani HIV-om putem nezasti¢enog heteroseksualnog odnosa

(121-123).

Odredivanje relativne duzine telomera vrseno je iz leukocita periferne krvi koji
predstavljaju relativno lako dostupne celije za analizu. Istrazivanje koje su sproveli
Daniali i saradnici pokazalo je da su telomere leukocita periferne krvi krace u odnosu na
telomere celija koje se dele sporijim tempom, kao S$to su misi¢ne celije, adipociti 1
keratinociti (116). Medutim, isti naucnici su pokazali da je dinamika skraéivanja
telomera kod odraslih osoba u ovim ¢elijama ista kao i kod leukocita i da uocene razlike
u duzini telomera verovatno nastaju u doba ranog rasta i razvoja individue (116).

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedeno, leukociti periferne krvi se, zbog manje
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invazivne procedure izolacije celija na kojima bi se vrSili eksperimenti, smatraju
¢elijama izbora za odredivanje relativne duzine telomera. Rezultati ove doktorske
disertacije ukazali su da HIV-om inficirane osobe imaju duze telomere u odnosu na
neinficirane ispitanike $to je uoc¢eno kako u mladoj, tako i u starijoj grupi pacijenata.
Ovaj nalaz je u suprotnosti sa drugim studijama koje su se bavile istrazivanjem duzine
telomera kod HIV-om inficiranih osoba (108, 109, 124). U istrazivanjima iz 2015. (108)
i 2017. godine (124), za razliku od naSe studje, u dizajnu nije bila isklju¢ena koinfekcija
sa virusom hepatitisa C (HCV), koji sa svoje strane moze uticati na sSmanjenje broja
telomernih ponovaka (125). Gonzalez-Serna i saradnici su uporedivali uticaj HCV i
HIV infekcije na gubitak telomera i utvrdili da brzo skracenje telomera kod osoba
inficiranih HIVV-om dolazi u fazi serokonverzije, dok se u slu¢aju HCV-infekcije to
deSava u kasnijim fazama bolesti (109). Za razliku od ove studije, nasi pacijenti su
testirani u kasnijim fazama infekcije. Dalje, mogu¢i odgovori za neslaganje nalaza
izmedu nase i prethodnih studija mogu biti i ti da su: a) ispitanici sa HIV-om u proseku
imali duze telomere od neinficiranih ispitanika, a da se nasumicnim uklju¢ivanjem
ispitanika u ovu studiju preseka ova razlika nije izbegla, ili da je b) virus doveo do
produZenja telomera u leukocitima periferne krvi. Mehanizmi pomocu kojih virus moze
dovesti do produzenja telomera mogu i¢i preko aktiviranja enzima telomeraze i/ili preko
mehanizama koji ne zavise od telomeraze, a koji se jednim imenom nazivaju
alternativno produzavanje telomera (engl. alternative telomere lengthening, ALT) (126).
Sa produzavanjem telomera ¢elija domacina virusi produzavaju i svoj opstanak u njima
(127). Aktiviranje telomeraze i posledi¢no produzenje telomera ve¢ je pokazano na
primeru Epstajn-Bar virusa (EBV) koji moze i putem ALT-a uvecati broj telomernih
ponovaka (111, 128). Pored EBV-a, pokazano je da i drugi virusi kao $to su humani
herpes virus 8 (HHV-8), humani papilomavirus (HPV), zatim virusi hepatitisa B i C
(HBV, HCV) mogu dovesti do uvecane ekspresije telomeraze u ciljnim ¢elijama,
medutim to nije dovodilo do produZenja telomera (111). Zhu i saradnici su primetili da
se kod nekih virusa telomeraza aktivira tek kada duZina telomera “padne” na kriti¢nu
vrednost pa bi i u slucaju gore pomenutih virusa, telomeraza samo odrzavala kriticnu
duzinu telomera, ali ne bi dovodila do njihovog produzenja (127). Moguce je da se
slicni  mehanizmi  aktiviraju 1 u ¢elijama inficiranim virusom humane

imunodeficijencije. Reynoso i saradnici su pokazali u in vitro uslovima da HIV aktivira
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telomerazu kod makrofaga, poveéava otpornost ovih ¢elija na oksidativni stres i na taj
nacin ¢uva svoj rezervoar U organizmu (129). Interesantno je spomenuti i studiju na
monozigotnim blizancima diskordantnim za HIV-infekciju u kojoj je nadeno da su CD8
limfociti imali znacajno krace telomere kod HIV-inficiranih u odnosu na neinficirane
blizance, dok su CD4 limfociti bili sa znacajno duzim telomerama kod HIV-om
inficiranih blizanaca (130). Autori navode i da je telomeraza u ovim CD4 i CD8
limfocitima bila skoro nedetektibilna, ali ostavljaju kao mogucnost da je njena funkcija
znacajno veca na mestu produkcije samih limfocita (130). Isti autori ne isklju¢uju ni
moguénost da je razlog duzih telomera kod CD4 limfocita to $to su CD4 limfociti sa
kra¢im telomerama ranije “stradali” u kontaktu sa virusom, dok su oni sa duzim
telomerama preostali u krvi (130). Dodatno, Lichterfeld i saradnici u istraZivanju iz
2008. godine navode razliku u duZini telomera kod CD8 limfocita izmedu pacijenata
uspevaju da odrze broj limfocita u fizioloskom opsegu i broj virusnih kopija ispod praga
detekcije, a nemaju simptome bolesti niti su na antiretrovirusnoj terapiji (HIV-
kontrolora). HIV-kontrolori su imali duze telomere u CD8 limfocitima, kao i vecu
ekspresiju telomeraze u odnosu na iste c¢elije HIV-progresora (131). | pored
nehomogenosti u rezultatima po pitanju duZine telomera nakon HIV-infekcije, u svim
navedenim studijama telomere su se skraivale sa starenjem ispitanika, kao Sto je

pronadeno i u nasoj studiji.

Veliki broj istrazivanja bavio se ispitivanjem uticaja antiretrovirusne terapije na
duzinu telomera kod HIV-om inficiranih osoba. U na$oj studiji pacijenti koji su bili na
antiretrovirusnoj terapiji imali su krace telomere u odnosu na pacijente bez terapije.
Ovaj nalaz je u skladu sa istrazivanjima koja navode da antiretrovirusna terapija dovodi
do disfunkcija mitohondrija, oSteenja mitohondrijalne DNK i posledi¢no uvecéanja
oksidativnog stresa na koje su telomere veoma osetljive (107, 110). Dalje, pojedini
autori veruju da inhibitori reverzne transkriptaze blokiraju delovanje telomeraze i tako
dovode do znacajnijeg gubitka telomera u aktiviranim leukocitima (132). Hotchkiss i
saradnici su pronasli skoro deset puta brzi gubitak telomera kod HIV-om inficiranih
osoba u odnosu na kontrole dve godine nakon pocetka primene antiretrovirusne terapije
(133). Sa druge strane vazno je ista¢i i nalaze autora koji nisu pronasli promene u duzini

telomera kod pacijenata koji su na antiretrovirusnoj terapiji. Tako, Montejano i saradnici
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navode da nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze ne dovode do znacajnijeg
gubitka telomera kod osoba kod kojih se virus drzi pod kontrolom (ispod 50 kopija po
ml Kkrvi) i da verovatno ve¢i uticaj na skracenje telomera ima samo trajanje HIV-
infekcije (134). Zanet i saradnici su pronasli da antiretrovirusna terapija ne uti¢e na
promenu duzine telomera kod ispitivanih pacijenata i istiCu veci znacaj broja virusnih
kopija, kao i koinfekciju sa HCV u tumacenju gubitka telomernih ponovaka (135). Od
nedavno je posebna pazZnja istrazivaca usmerena ka ispitivanjima duzine telomera kod
dece koja su intrauterino bila izloZena antiretrovirusnim lekovima. Kanadska studija iz
2018. godine je pokazala da HIV-om neinficirana deca koja su bila izloZzena delovanju
antiretrovirusnih lekova u toku gestacijskog perioda HIV-om inficirane majke, nisu
imala krace telomere u poredenju sa vrSnjacima koji nisu bili eksponirani ni HIV-u ni
antiretrovirusnoj terapiji (136). Ovo je slucaj i sa studijom iz 2012. godine u kojoj nije
pronadena razlika u duzini telomera izmedu neinficirane dece koja su bila izloZena
lekovima i dece HIV-om neinficiranih majki (137). Suprotno su pokazali Shiau i
saradnici koji su u ispitivanje ukljucili i HIV-om inficiranu decu koja su intrauterino bila
izlozena cART-u: najkrace telomere imala su deca sa HIV-om i neinficirana deca
izlozena lekovima, dok su neinficirana i neeksponirana deca imala znacajno duze
telomere (138). U ovoj studiji autori nisu pronasli razliku u duzini telomere izmedu
dece koja su bila izlozena lekovima (inficirani naspram neinficirani) (138), dok
Gianesin i saradnici nalaze znacajne razlike u duzine telomera izmedu sve tri ispitivane
grupe (139). Najkrace telomere u ovoj studiji imala su HIV-om inficirana deca, dok su
duze telomere imala redom neinficirana deca koja su bila izlozena preventivnoj terapiji i
deca iz kontrolne grupe (neinficirana i neeksponirana) (139). Toksi¢no delovanje
antiretrovirusnih lekova i posledi¢no uvecanje nivoa oksidativnog stresa, kao i
inhibitorno delovanje na telomerazu naj¢esce su navodeni razlozi za skracenje telomera
kod osoba koje su na terapiji. Ovi pomenuti mehanizmi mogli bi se iskoristiti i za
objasnjenje nasSih rezultata. Suprotno, selektivna eliminacija ¢elija sa kra¢im
telomerama i mehanizmi koji aktiviraju telomerazu mogli bi da budu razlozi dobijanja
produzenih telomera kod leukocita periferne krvi. Primenu kombinovane
antiretrovirusne terapije brojni autori povezuju sa stanjima i bolestima koje se kod
neinficiranih osoba obi¢no javljaju u kasnom Zzivotnom dobu (140, 141). Dokazano je

da su osobe koje su u sklopu kombinovane antiretrovirusne terapije imale proteazne
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inhibitore bile u veéem riziku od infarkta miokarda u odnosu na pacijente lecene
nenukleozidnim inhibitorima reverzne transkriptaze i da se ovaj rizik povecavao sa
godinama (140, 142). Promene na krvnim sudovima kod pacijenata na antiretrovirusnim
lekovima ranije su se dovodila u vezu sa promenama u metabolizmu lipida
karakteristiénim za HIV-om inficirane osobe, medutim, nedavno je pokazano da sama
HIV-infekcija ali i retrovirusni lekovi dovode do brzeg starenja endotelnih ¢éelija krvnih
sudova (143). Pojava dijabetes melitusa je takode ¢eS¢a kod HIV-om inficiranih
pacijenata na antiretrovirusnoj terapiji Sto se delimi¢no objaSnjava povecanom
rezistencijom na insulin nakon upotrebe proteaznih inhibitora, ali i zbog toksi¢nog
delovanja nukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze na mitohondrije (106).
Smanjenje koStane mase je takode opisano kao komplikacija koja ide uz primenu
antiretrovirusne terapije, pogotovo kada su u pitanju proteazni inhibitori i nukleozidni
inhibitori reverzne transkriptaze (144, 145). Grupa americkih istraziva¢a pokazala je
dobno zavisno smanjenje kostane mase kod HIV-om inficiranih pacijenata koji nisu
primali antiretrovirusnu terapiju (146). Ista grupa autora pokazala je smanjenje koStane
mase kod ovih pacijenata, u iznosu od 2-6%, nakon otpocinjanja terapije sa
antiretrovirusnim lekovima, narocito ako je u sklopu nje iSao nukleozidni inhibitor
reverzne transkriptaze, tenofovir (146). Zakljucili su i da zamena terapijskog rezima ne
dovodi do znacajnijeg smanjenja gubitka koStane mase. Delovanje HIV-infekcije na
smanjenje koStane mase pojedini autori objaSnjavaju direktnim uticajem virusnih
proteina na aktivaciju osteoklasta, preko nuklearnog faktora kB ili remecenjem
metabolizma vitamina D, vaznog za homeostazu kosti (147, 148). Dalje, pokazano je i
redukovano stvaranje osteoprotezerina u T-limfocitima kod osoba sa HIV-infekcijom $to
dovodi do povoljnijih uslova za razgradnju kosti (147). Promene sliéne ovima se
najverovatnije deSavaju i na nivou alveolarnog nastavka vilica i uslovljavaju brze
propadanje potpornih zubnih struktura. Imaju¢i na umu nedovoljno poznatu patogenezu
gubitka koStane mase kod pacijenata koji su na antiretrovirusnoj terapiji 1 nemogucnost
izmene terapijskog rezima od velike je vaznosti razjaSnjavanje mehanizama koji dovode
do promena na koStanim strukturama pogotovo kada se radi o pacijentima starije

zivotne dobi.

Ova studija je pokazala i da HIV-infekcija znacajno povecava oralno

,optere¢enje* mikroorganizmima u usnoj duplji i da utiCe na obrasce po kojima se
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menja sastav oralne flore tokom procesa starenja. Uoceni fenomen je verovatno
posledica kompleksnih interakcija HIV-infekcije, kombinovane antiretrovirusne terapije
i starenja. Takode, vazan parametar Koji treba uzeti u obzir kada se razmatra sastav
oralnog mikrobioma je i dostupnost mikroelemenata neophodnih za odvijanje
metaboli¢kih procesa oralnih mikroorganizama. Jedan od najvaznijih mikroelemenata
koji utice na arhitektoniku oralnog biofilma je gvozde (149). Raspolaganje ovim
mikroelementom zavisi od starosne dobi domacina jer se koli¢ina gvozda u organizmu

menja tokom procesa starenja.

U nasoj studiji P. intermedia je bila najcesce detektovani oralni mikroorganizam.
Ovaj nalaz je u skladu sa ranijim istrazivanjima radenim na HIV-om inficiranim i
neinficiranim pacijentima (150, 151). P. intermedia je bila statisticki znacajno vise
zastupljena u HIV-om inficiranoj grupi u odnosu na neinficirane ispitanike, ali i kod
starijih u odnosu na mlade HIV-om inficirane ispitanike. Ovaj obligatorni anaerob je
otporan na brojne antibiotike, ali je pokazano da heliraju¢a sredstva za gvozde mogu biti
korisni agensi u kontroli njegovog rasta (152). P. intermedia koristi razlicite izvore
gvozda za svoje metabolicke potrebe (153). Pokazano je i da ovaj mikroorganizam
preko svojih proteaza efikasno vezuje i razlaze proteinske nosace gvozda, laktoferin i
transferin, kako bi doSao do njihovog “dragocenog tovara” (153). Ista studija je
pokazala da A. actinomycetemcomitans, T. denticola i P. micros ne poseduju receptore
za vezivanje transferina (153). P. intermedia se Cesto nalazi u uzorcima subgingivalnog
biofilma kod pacijenata obolelih od akutnog ulceronekroti¢nog gingivitisa i hroni¢nih
formi parodontalne bolesti i smatra se jednim od ranih kolonizatora subgingivalnog
prostora (154, 155). Osim §to obezbeduje mesta za vezivanje izrazitijih
parodontopatogena, P. intermedia stvara i povoljan ekosistem sa odgovaraju¢im
nutrijensima i oksido-redukcionim statusom (156). Ovaj mikroorganizam je u balansu
sa imunim snagama domacina zahvaljujuéi cistein proteinazi, interpainu A, Kkoji
modifikuje odbranu organizma na viSe nivoa. Najznacajniji uticaj na imunitet obavlja
preko sistema komplementa degradiraju¢i C3 komponentu ¢ime se blokiraju sva tri
nacina njegove aktivacije ali i direktnim razaranjem imunoglobulina, pretezno klase IgG
(156, 157). Cesto su ove akcije u sinergizmu sa gingipainom, produktom P. gingivalis-
a. Delovanje ovih faktora virulencije na imunitet domacina pruza zastitu i ,,susedima“

¢ime obezbeduju stabilnost ove visoko organizovane mikrobijalne zajednice biofilma.
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Proteolitickim delovanjem interpaina A, P. intermedia ali i drugi mikroorganizmi
biofilma, snabdevaju se hemom i slobodnim aminokiselinama neophodnim za njihov
metabolizam (156).

P. micros je anaerobni mikroorganizam povezan sa razliitim formama
parodontalne bolesti. Bakterije ,,narandZzastog kompleksa® P. micros i P. intermedia
sinergisticki dovode do izrazenih dentoalveolarnih i parodontalnih infekcija (158).
Celijski zid P. micros-a izaziva snazan imuni odgovor stimulacijom makrofaga pri éemu
se stvaraju proinflamatorni citokini TNF-a, II-1B and 11-6 koji dovode do osteenja
parodontalnih tkiva (159). Mali je broj studija koje se odnose na prisustvo i potencijalno
patogeni uticaj P. micros-a u HIV-infekciji iako ovaj mikroorganizam kod
imunokompromitovanih pacijenata moze biti veoma opasan. Prisustvo P. micros-a u
subgingivalnoj ni$i HIV-om inficiranih pacijenata prvi put je opisano 1991 (160). U
odnosu na tu studiju, mi smo pokazali veci porast u zastupljenosti P. micros-a u
poredenju sa P. intermedia-om kod HIV-om inficiranih u odnosu na neinficirane
pacijente. Demonstrirana je i jednaka distribucija P. micros-a izmedu razli¢itih dobnih

grupa §to je bilo u skladu sa nasim istrazivanjem (68).

P. gingivalis je Gram-negativan anaerob sa visokim potrebama za hemom i
gvozdem pa je ova bakterija razvila efikasne strategije za njegovo preuzimanje,
internalizaciju i skladiitenje (76). Cak oko 50 proteina P. gingivalis-a je ukljueno u
koriS¢enje gvozda i hema (161). Imajuci ovo u vidu, dostupnost gvozda u usnoj duplji
predstavlja limitirajuci faktor za opstanak i patogeni uc¢inak ovog mikroorganizma. Ovo
je u skladu sa nalazima da je prisustvo sojeva P. gingivalis-a sa nizim potrebama za
gvozdem u korelaciji sa ve¢im oSteéenjima parodontalnih tkiva (76). Tako, dobno
zavisno akumuliranje gvozda u humanim cCelijama uti¢e na prevalencu P. gingivalis-a
unutar oralnog mikrobioma. U naSoj studiji je pokazano veée prisustvo bakterija
“crvenog kompleksa” P. gingivalis-a i T. forsythia-e kod HIV-om inficiranih u odnosu
na neinficirane ispitanike $to je u skladu sa ranijim istrazivanjima (162, 163). Ovo je
vazno jer P. gingivalis preko svojih metabolite moze biti uklju¢en u progresiju HIV-
infekcije (164). Imajuci to u vidu, rani tretman parodontalne bolesti kod HIV-om
inficiranih osoba je veoma znacajan. Podaci o dobno zavisnoj distribuciji ovog

parodontopatogena su i dalje nepotpuni. Ranije je utvrdeno da zastupljenost P.
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gingivalis-a raste tokom zivotnog veka $to je pokazano i kod nasih pacijenata starijih od
50 godina (165). Neadekvatan odgovor imunog sistema koji se vida kod starijih osoba
olakSava 1 mehanizme kojim mikroorganizmi izbegavaju imuni odgovor domacina.
Tako na primer lipopolisaharidi bakterijskog zida P. gingivalis-a mogu da blokiraju
TLR-4 receptor i u€ine ga neefikasnim u prepoznavanju brojnih parodontalnih patogena
(166). Sledeci faktor virulencije P. gingivalis-a, gingipain, blokira aktiviranje sistema
komplementa degradiranjem C3 komponente (90). Dalje, enzimskim delovanjem
gingipaina produkuju se velike koli¢ine C5a komponente komplementa, koja se vezuje
za receptor na membrani makrofaga. Zajednickom aktivacijom C5a receptora i
vezivanjem antigena P. gingivalis-a za TLR-2 i CXCR4 receptore blokira se fagocitna
aktivnost makrofaga (167). Treba spomenuti i da koaktivacija C5a i TLR2 receptora
dovodi do znacajne produkcije citokina II-1B, 11-6 i TNF-o koji dovode do gubitka
alveolarne kosti parodoncijuma (168, 169). Proteoliti¢kim delovanjem gingipaina moze
se izmeniti i povrSina neutrofila i tako oznaciti za fagocitozu od strane makrofaga (170,
171). Fimbrije P. gingivalis-a sluze za adheziju i kolonizaciju ¢elija domaéina, ali i
ucestvuju u gore pomenutom ,,utiSavanju* makrofaga vezivanjem za CXCR4 receptore
(167, 172). Manipulacijom imunog sistema, P. gingivalis obezbeduje ne samo svoje
prezivljavanje ve¢ Cini korist 1 mikroorganizmima u okruzenju, a ispustanjem vezikula
koje sadrze faktore virulencije (lipopolisaharide, gingipain 1 fimbrije) Siri svoj uticaj na
veci deo biofilma, a ¢ak i na epitel gingive kroz koji vezikule mogu da difunduju (173,
174). Eksperimentalni ze€iji model pokazuje da prisustvo P. gingivalis-a u oralnom
biofilmu dovodi do znac¢ajnog povecanja ukupnog broja bakterija, vece zastupljenosti P.

intermedia-e, E. corrodens, P. micros-a i pojave A. actinomycetemcomitans-a (175).

A. actinomycetemcomitans je bio ¢e$¢e detektovan kod HIV-om inficiranih u
odnosu na neinficirane ispitanike, mada je po zastupljenosti pao sa Cetvrte pozicije
(neinficirani pacijenti) na Sestu (HIV-om inficirani pacijenti). Ovaj “pad” u poziciji A.
actinomycetemcomitans-a se takode vidi i u toku procesa starenja $to je u skladu sa
drugim istrazivanjima (165). Ovo se moze objasniti gubitkom kapaciteta za vezivanje
spoljasnjeg membranskog proteina bakterije za ¢elije domacina zbog mikrostrukturnih
promena epitela uzrokovanih starenjem (9, 176). A. actinomycetemcomitans je gram
negativni kokobacil odgovoran za razli¢ite forme parodontopatija ali 1 za ekstraoralne

infekcije kao $to su endokarditis, artritis, cerebralni apsces i osteomijelitis (177-179).
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Nakon adheriranja na oralnu mukozu ovaj mikroorganizam veoma brzo migrira kroz
epitelni sloj ali i ulazi u epitelne Celije aktivirajuc¢i tako imuni odgovor (80, 180).
Faktori virulencije A. actinomycetemcomitans-a prave protivtezu odbrambenim
snagama organizma, a kada nastanu povoljni uslovi, nadvladavaju ih i omogucavaju
mikroorganizmu dublji prodor u tkiva. Od velikog broja ovih faktora najviSe su
ispitivani citoletalni distendirajuéi toksin (CDT) i leukotoksin. lako iniciraju imuni
odgovor podsticanjem stvaranja interleukina 1 i 18, oni imaju i mehanizme kojima A.
actinomycetemcomitans ,,izmi¢e* imunom odgovoru. Vezivanjem citoletalnog
distendirajuéeg toksina za membranske proteine monocita dolazi do blokiranja njihovog
¢elijskog ciklusa mehanizmima koji remete viSe signalnih puteva, a Rabin i saradnici su
dokazali ulogu ovog toksina i u apoptozi makrofaga (181-183). Sa druge strane,
leukotoksin vrsi ubijanje monocita, neutrofila i T-éelija (83, 184). Pored invazije mekih
tkiva potpornog aparata zuba, A. actinomycetemcomitans je odgovoran i za razgradnju
alveolarne kosti uglavnom preko aktiviranja matriksnih metaloproteinaza i preko

negativnog uticaja na osteogenezu (185, 186).

E. corrodens je fakultativno anaerobni mikroorganizam koji se smatra
uobicajenim parodontalnim patogenom. Prevalenca E. corrodens-a se povecavala sa
godinama sve do Seste dekade zivota kada je doslo do strmog pada u zastupljenosti
ovog mikroorganizma u obe ispitivane grupe. Slicna pojava je uoCena i1 kod A.
actinomycetemcomitans (ova dve mikroorganizma pripadaju takozvanoj HACEK
grupi). Mikroelementi kao §to je gvozde su esencijalni za opstanak E. corrodens-a na
oralnoj mukozi. Prethodna studija je analizirala 15 razli¢itih medijuma za kultivisanje
ove bakterija pod tri razli¢ita atmosferska uslova 1 saopSteno je da je aerobni rast bio
mogu¢ samo kada su u medijum dodati gvozde ili hem (84). Ovaj nalaz je potvrdio
znacaj gvozda za bakterijski rast. Brzi pad u zastupljenosti ove bakterije kod osoba
starijih od 60 godina javio se najverovatnije zbog manjka gvozda u ¢elijama domacina i
slabijih mehanizama za njegovo sakupljanje u odnosu na druge oralne bakterije. E.
corrodens je gram negativan anaerob koji se Cesto detektuje kod uznapredovalih formi
parodontalne bolesti (187). Vazan faktor virulencije ovog mikroorganizma predstavlja
N-acetil-D-galaktozamin specificni lektin kojim se E. corrodens vezuje za povrsinu
¢elija domacina ali i udruzuje sa drugim mikroorganizmima biofilma (188, 189).

Dokazano je i da se ovaj faktor virulencije moze razliCito eksprimirati $§to utice na
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sposobnost adhezije ovog mikroorganizma na epitelne celije ali i na moguénost
invadiranja ovih ¢elija (190). Dodatno, dokazano je i da N-acetil-D-galaktozamin
specifi¢ni lektin ucestvuje i u agregaciji eritrocita i u njihovoj hemolizi (190). Lizom
eritrocita oslobada se gvozde koje je vazno za rast i prezivljavanje ovih patogenih

bakterija (191).

Treponema denticola sa druge strane pokusava da prevazide zavisnost od gvozda
ukljuujuéi u svoj metabolizam i druge jone kao S§to je mangan (88). lako ovaj
mikroelement nije bas$ lako dostupan bakterijama njegovo nakupljanje u ¢elijama tokom
Zivota predstavlja izvor jona koji moze da zameni gvozde (192). Veca zastupljenost T.
denticola-e kod starijih neinficiranih u poredenju sa starijim HIV-om inficiranim
pacijentima je verovatno posledica preuzimanja gvozda od strane drugih bakterija ali i
od samog HIV-a, ostavljajuéi male koli¢ine gvozda dostupnim. Dodatno, sa
poremecajima metabolizma gvozda karakteristiénim za HIV-infekciju, paralelno ide i
promena u homeostazi mangana jer ova dva dvovalentna metala imaju sli¢ne
metaboli¢ke puteve (193, 194). Kompeticija za iste transportere stavlja ova dva jon na
“klackalicu”, gde akumulaciju gvozda prati manjak mangana i obrnuto (194). T.
denticola poseduje brojne faktore virulencije kojim moze oStetiti integritet
parodontalnih tkiva. U njih se ubrajaju metaboli¢ki produkt, vodonik sulfid, koji je
toksiCan 1 za fibroblaste 1 za epitelne Celije; toksin-antitoksin (TA) sistem koji je vazan u
organizaciji biofilma i1 ima ulogu u programiranoj celijskoj smrti; transpozaze
odgovorne za geneticku varijabilnost T. denticola-e; dentilizin koji vrsi proteolizu
ekstracelularnog matriksa, komponenti signalnih puteva celije domacina i omogucava
prodor u ciljnu Celiju; proteaza slicna tripsinu ¢ija je uloga nedovoljno razjaSnjena; i
vezikule koje kao snazan faktor virulencije lakSe od samih bakterija invadiraju dublja
tkiva (195-198). Ovi faktori virulencije mogu da podstaknu snazan imuni odgovor
(TNF-a, 1I-1p, 11-6, 11-10) i dovedu do izraZzene kostane resorpcije, medutim pokazano je
da T. denticola poseduje i mehanizme kojima vrsi supresiju i izbegavanje imunog
odgovora (199, 200). Tako je pokazano da je T. denticola otporna na odbrambene
molekule epitelnih ¢elija, defenzine, kao i na fagocitozu od strane neutrofila (201, 202).
Ovaj mikroorganizam vrsi snaznu supresiju delovanja 11-8, degradacijom od strane
dentilizina ali 1 blokadom genske ekspresije 1 tako obezbeduje bezbednu nisu za susedne

mikroorganizme (203). Jo$ jedan od mehanizama kojim T. denticola izbegava imuni
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odgovor je internalizacija, odnosno ulazak bakterije u epitelnu celiju gde moze
bezbedno opstati i umnozavati se stvaraja¢i na taj nacin rezervoar za buduce infekcije

(204).

lako se T. forsythia povezuje sa uznapredovalim formama parodontalne bolesti
jos uvek nisu detaljno prouceni faktori virulencije kojim ovaj mikroorganizam dovodi
do ostecenja potpornog aparata zuba (205). NajviSe izuavana komponenta ovog
parodontopatogena je spoljasnji membranski protein (engl. outer membrane protein)
koji ima ulogu u vezivanju za proteine ekstracelularnog matriksa, adheriranju na
epitelne Celije 1 agregiranju T. forsythia-e sa jednim od prvih kolonizatora
subgingivalnog prostora, Fusobacterium nucleatum-om (89, 206). Dalje, dokazano je da
ovaj protein izaziva intenzivnu resorpciju alveolarne kosti na eksperimentalnom modelu
(207). T. forsythia kao asaharoliticki patogen, kao $to je to slucaj i sa P. gingivalisom,
obezbeduje metabolicke potrebe (slobodne aminokiseline, peptide i hem) delovanjem
svojih proteoliti¢kih enzima (89). Benefit koji ova bakterija obezbeduje drugim
parodontopatogenima, a prvenstveno P. gingivalis-u i T. denticola-i se ogleda u
ispustanju metabolita koji se koriste za sintezu njihovog ¢elijskog zida (89). Mehanizam
kojim se T. forsythia bori protiv imunog odgovora domacina najverovatnije ukljucuje
delovanje dipeptidilpeptidaze koja spreéava akumulaciju zapaljenskih celija (205).
Prisustvo T. denticola-e u sastavu biofilma izgleda da veoma zavisi od drugih ¢lanica
»crvenog kompleksa®, P. gingivalis-a i T. forsythia-e (85). Vise autora je pokazalo da je
prisustvo T. forsythia-e bilo uslov za kolonizaciju subgingivalnog prostora i ostalih
¢lanica kompleksa (208, 209). Glavni faktor virulencije T. forsythia-e, su proteaze koje
razlazu transportere gvozda 1 obezbeduju gvozde 1 aminokiseline neophodne za
bakterijski rast (89). Sa druge strane, adhezija ovog mikroorganizma za oralni epitel se
moze menjati modifikovanjem sastava povrSinskog sloja bakterije (89). Ovi faktori
virulencije kao i dostupnost mikroelemenata dovode do najvece zastupljenosti T.
forsythia-e kod pacijenata starih oko 60 godina. Nagli pad u prevalenci ove bakterije
nakon Sezdesete godine objasnjava se malnutricijom, hroni¢nim bolestima i delovanjem

lekova na depoe gvozda u organizmu (210-212).

Mikrobijalna raznovrsnost u usnoj duplji kod HIV-om inficiranih pacijenata je u

velikoj meri uslovljena poremec¢ajima u funkcionisanju imunog sistema, redukovanoj ili
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povecanoj dostupnosti odredenih mikroelemenata i meduzavisnosti bakterijskih faktora
virulencije i epitela usne duplje koji se konstantno menja. Ove interakcije se ¢esto vide i
u starijoj neinficiranoj populaciji kopirane kroz imunosenescencu, akumulaciju ili

gubitak vaznih metalnih jona i dobno zavisnim promenama oralne mukoze.

Iako je zivotni vek HIV-om inficiranih osoba znacajno produzen u HAART eri,
ovi pacijenti su pod ve¢im rizikom od morbiditeta i mortaliteta u odnosu na opstu
populaciju, a i primena kombinovane antiretrovirusne terapije dovodi do razli¢itih
poremecaja u usnoj duplji. Tako, veci stepen oralnih ulceracija, lokalnih hiperplazija
epitela, oboljenja pljuvacnih Zlezda i kserostomija moze uticati na sastav oralnog
mikrobioma (213, 214). Nasa studija je pokazala da je je oSteCenje parodontalnog tkiva
¢es¢e prisutno kod starijih HIV-om inficiranih pacijenata u odnosu na neinficirane
ispitanike iste starosne grupe. Parodontalni status mladih pacijenata, i HIV-om
inficiranih i neinficiranih, bio je sli¢an sa izuzetkom parametra dubina parodontalnog
dzepa. HIV asocirani gingivitis i parodontitis bili su ¢e$¢i kod pacijenata starijih od 50
godina. Jedino linearni gingivalni eritem, kao rani znak oStec¢enja parodoncijuma, je bio
¢es¢i u mladoj grupi. Zastupljenost oralnih manifestacija HIV infekcije je u skladu sa
literaturnim podacima (96, 215).

Starenje parodontalnih tkiva karakteriSu brojne morfoloske i1 funkcionalne
promene koje se mogu pratiti i na klinickom i na histoloSkom nivou. Starenjem dolazi
atrofije epitela gingive, on postaje tanji i glatkiji, vezivno tkivo gubi elasticitet, a
ishrana i senzitivnost tkiva se smanjuju (216). Histoloske promene epitela se odlikuju
poremecenom keratinizacijom, dok se u vezivnom tkivu odnos ¢elija i meducelijske
supstance menja na Stetu ¢elija (217). Andreescu i saradnici poredeci histolosku sliku
iseCaka gingive mladih 1 starijih ispitanika opisuju dobno zavisno uvecanje celija
spinocelularnog sloja (akantozu) 1 prisustvo jedara u ¢elijama povrSinskog sloja epitela
gingive (parakeratozu), sa prisutnom vakuolizacijom i drugim distrofi¢cnim promenama
u citoplazmama ovih ¢elija (10). Ove promene objasnjavaju adaptacijom tkiva na
mikrotraume 1 nutritivnim deficitom gvozda 1 vitamina B12. U vezivnom tkivu se,
pored karakteristicne promene odnosa ¢elija i meducelijske supstance, uocava i veliki
broj zapaljenskih infiltrata rasporedenih difuzno, nodularno ili perivaskularno (10).

Gingiva vremenom gubi i1 svoje reparatorne i odbrambene kapacitete §to je ukupno Cini

78



ranjivijom na spoljasnje mehanicke, bioloske i hemijske uticaje. Klini¢ke promene su
posledica gubitka mekog i potpornog vezivnog tkiva §to vremenom dovodi do
pomeranja (recesije) gingive u apikalnom smeru, a dodatno dolazi i do popustanja
najosetljivijeg dela parodoncijuma, pripojnog epitela, i formiranja parodontalnog dzepa.
Neki autori smatraju da je recesija gingive i spustanje nivoa pripojnog epitela posledica
kumulativnog oS$te¢enja ovog tkiva tokom vremena, a ne samog starenja (218).
Periodoncijum zuba starijih osoba se karakteriSe smanjenim brojem vlakana
meducelijske supstance i gubitkom pravilnosti njihovog rasporeda (217). O promenama
broja ¢elija u periodontalnom prostoru se i dalje polemise, ali je definitivno utvrdeno da
njihov potencijal za proliferaciju, diferencijaciju i migraciju sa godinama slabi (219,
220). Cement korena zuba vremenom zadebljava i smanjuje Sirinu periodontalnog
prostora Sto je neSto izrazenije zastupljeno u apikalnim delovima korena zuba.
Stvaranjem novih slojeva cementa periodontalna vlakna se ugraduju u koren zuba, a
formativne ¢elije cementa postaju zarobljene i brzo odumiru zbog neadekvatnog
dopremanja nutritivnih materija i eliminacije Stetnih produkata metabolizma (217). Na
ovaj nacin nastaje acelularni cement koji se dalje moZe remodelovati resorptivnim i
apozicionim procesima (221). Celularni cement se zadrzava u apeksu i furkaciji
viSekorenih zuba. Alveolarna kost koja ¢ini najstabilniji deo potpornog aparata zuba
takode pokazuje dobno zavisne promene. Odrzavanje integriteta koStanog tkiva zavisi
od balansa aktivnosti osteoblasta i osteoklasta, a dokazano je da se njihova funkcija
menja tokom starenja (217, 221). Dodatno, na funkcije ovih ¢éelija deluju brojni hormoni
1 lokalni faktori koji takode pokazuju dinami¢ne promene idu¢i od mladeg ka starijjem
zivotnom dobu (23). Aktivnosti osteoblasta kod starijih osoba su znacajno redukovane
usled smanjenog broja i funkcije ovih ¢elija. Osteoblasti vremenom gube proliferativni i
formativni potencijal (222, 223). Sa druge strane, osteoklasna aktivnost se sa godinama
povecava 1 premasSuje antagonistiCku delatnost osteoblasta ¢ime dolazi do gubitka
kostane mase, kako kompaktne tako i1 spongiozne kosti, smanjenja gustine kosti i
povecane poroznosti koStanog tkiva (18, 224). Starenjem dolazi do resorpcije alveolarne

kosti u apikalnom smeru §to postepeno dovodi do gubitka potpore zuba (225).

Promene u parodontalnim tkivima koje nastaju tokom starenja organizma
ispitivane su 1 na molekularnom nivou. Takahashi i1 saradnici su odredivali duZine

telomera u kulturama fibroblasta dobijenih iz gingive pacijenata sa agresivnim
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parodontitisom, kao 1 iz gingive zdravih ispitanika (226). Agresivni parodontitis je
oboljenje koje bi moglo posluziti kao model ubrzanog starenja parodontalnih tkiva, a
koje se karakteriSe brzom destrukcijom parodontalnih tkiva, ranim gubitkom zuba i
odsustvom drugih sistemskih oboljenja. Pretpostavka Takahashija i saradnika je bila da
¢e kod agresivnog parodontitisa, uociti veéi stepen skra¢ivanja telomera u odnosu na
zdrave ispitanike. Primetno je bilo da su u svakoj dobnoj grupi pacijenti sa agresivnim
parodontitisom imali kra¢e telomere u odnosu na zdrave ispitanike (226). Rezultati
Thomsona 1 saradnika, sa druge strane, nisu ukazali na vezu izmedu skracenja telomera
I gubitka potpornog aparata zuba. Nakon 12-ogodiSnjeg perioda uoceno je skracenje
relativne duzine telomera ispitanika za 0,15 dok se nivo pripojnog epitela povecao za 10
procenata (227). Sanders i saradnici su u periodu od 6 godina pratili promenu duzine
telomera kod pacijenata sa parodontalnom boles¢u kao i kod zdravih pacijenata starijih
od 50 godina. Razliku u duzini telomera pronasli su na pocetku, ali i na kraju studije,
gde su u oba vremena, pacijenti sa oboljenjem parodoncijuma imali znaajno krace
telomere u odnosu na zdrave kontrole. Stepen skracenja telomera je bio isti u obe
ispitivane grupe pa autori kao zakljucak iznose da je razlika u duzini telomera nastala u
ranijoj Zivotnoj dobi ili da su osobe sa krac¢im telomerama sklonije razvoju parodontalne

bolesti (228).

Imuni sistem usne duplje odrzava balans sa velikim brojem mikroorganizama
koji prekrivaju oralnu mukozu. Starenje imunog sistema (imunosenescencija) ima odraz
na kvantitativni i kvalitativni sastav oralne flore. Celije prirodnog imuniteta koje se
nalaze u oralnoj mukozi prepoznaju markere patogena preko odgovarajucih receptora i
predstavljaju ih dalje imunom sistemu. Cesto je u prepoznavanju mikroba potrebno
aktiviranje viSe razli¢itih receptora koji u sadejstvu dovode do odgovarajuceg
antimikrobnog i inflamatornog odgovora (229). Kombinovanje vise receptora u imunom
odgovoru doprinosi raznovrsnosti 1 Sirini odbrane organizma. Ekspresija i
funkcionalnost ovih receptora se menja tokom procesa starenja, kako kod ¢elija oralne
mukoze tako i kod odbrambenih ¢éelija imunog sistema (230, 231). Posledi¢na redukcija
prepoznavanja mikroorganizama od strane celija prve linije odbrane oralne sluznice
pruza mikroorganizmima priliku da uspostave novu ravnoteZzu sa imunim snagama,

Cesto na Stetu domacina. Promena oralne flore od nepatogenih ka patogenim
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mikroorganizmima inicira, a zatim i odrzava klinicke znake oSte¢enja parodontalnih

tkiva.

Pored redukovanog prepoznavanja mikroorganizama, rearanzman u sastavu
mikroflore koja naseljava oralni epitel se objaSnjava i drugim dobno zavisnim
promenama urodenog imuniteta. Starenje c¢elija nespecificne imunosti, makrofaga i
neutrofilnih granulocita, se karakterise i poremecajem hemotakse, fagocitoze i reakcije
na odredene citokine §to sve uslovljava neadekvatan odbrambeni odgovor (232, 233).
Smanjena proizvodnja reaktivnih kiseonickih produkata kod starijih ¢elija nespecificnog
imuniteta uslovljava neadekvatnu fagocitozu patogenih mikroorganizama (234). Ovo se
moze objasniti izmenama u lipidnom sastavu celijskih membrana koje uslovljavaju
njenu nestabilnost i brzu 1 prekomernu apoptozu celija nespecifiéne imunosti nakon
kontakta sa patogenom (234). Citotoksi¢na aktivnost ¢éelija prirodnih ubica (engl.
natural Killer, NK) takode opada sa godinama, usled smanjenog broja i redukovane
sekrecije citokina, S§to starije osobe Cini podloznijim infekcijama i neoplastiénim
promenama (235). Promene u steenom imunom odgovoru izazvane starenjem se
karakteriSu smanjenjem broja naivnih T-limfocita 1 uve¢anjem populacije citotoksi¢nih
CD8 limfocita. Medutim, citotoksi¢ni limfociti postepeno prolaze kroz razlicite
fenotipske forme sa redukovanim odbrambenim kapacitetima sve do pojave
»iscrpljenih® T-limfocita (236). Takode zapazen je i redukovan odbrambeni repertoar
kada je u pitanju humoralna specificna imunost starijih osoba. Pored fenotipskih
promena koje se ogledaju u ekspresiji razli¢itih ¢elijskih markera i proizvodnja antitela
je kvantitativno i kvalitativno izmenjena (237). Jedan od razloga za to je i neadekvatna
komunikacija sa T-limfocitima koja se ogleda u tome $to za aktivaciju B-limfocita nije
viSe potreban signal koji donose T-Celije (238). Kao i u slu¢aju T-limfocita, vremenom
se uvectava populacija ,,iscrpljenih B-limfocita S$to predstavlja ,slabu kariku*
odbrambenog sistema (239, 240). Precizno orkestrirana intercelularna komunikacija
imunog sistema se takode remeti tokom starenja. ZapaZena je povecana ekspresija
interleukina-1 (II-1) u gingivi starijih osoba u odnosu na mlade pacijente (241). Takode,
statisticki znacajno veca ekspresija Il-1 uocena je i u kulturi éelija periodontalnog
ligamenta dobijenih iz tkiva starijih osoba u odnosu na ¢elije ¢iji su donori bili mladi
ispitanici  (241). Grupa austrijskih i holandskih istrazivaca ispitivala je uticaj

hronoloskog doba pacijenta na inflamatorni odgovor kulture fibroblasta. Pokazali su da
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u prisustvu lipopolisaharida fibroblasti starijih donora daju statisticki znacajno vecu
ekspresiju 11-8 u odnosu na fibroblaste dobijene od mladih ispitanika (242). Ovi nalazi
se slazu sa istrazivanjima koja ukazuju na porast nivoa serumskih I1-1 i 11-8 uporedo sa
starenjem pacijenata i progresijom parodontalne bolesti (243). Povecanje koncentracije
ovih citokina verovatno nastaje zbog poja¢anog imunog odgovora kod starijih osoba ili

zbog duze izlozenosti parodontalnim patogenima.

Mnogi autori isti¢u znacaj oralne higijene u odrzavanju oralnog zdravlja i
drzanju oralnih mikroorganizama ,,pod kontrolom®. Zubi, dorzum jezika, mukoza,
subgingivalni prostor i saliva predstavljaju znacajan rezervoar bakterija u ustima.
Nazalost, losa oralna higijena je Cest klini¢ki nalaz kod HIV-om inficiranih pacijenata i
udruzena je sa godiStem, polom, socioekonomskim statusom, stepenom obrazovanja itd.
Uprkos velikoj potrebi za adekvatnom oralnom negom ovim pacijentima je cesto
uskraden stomatoloski tretman zbog stigme koja je joS uvek prisutna u mnogim
drustvima, stavljajuci ih pod veci rizik za razvoj oralnih oboljenja. Dodatno, stanja koja
prate HIV-infekciju kao $to su lipodistrofija, mucnina, povracanje, dijareja, gubitak
apetita 1 problemi sa zvakanjem i gutanjem cesto zahtevaju promene u tipu ishrane i

navikama u ishrani koje mogu uticati na rearanzman oralne flore.

Postoje brojni dokazi koji povezuju parodontalne patogene sa ozbiljnim
sistemskim oboljenjima i stanjima kao S$to su koronarna bolest, ateroskleroza,
prevremeni porodaj, infekcije centralnog nervnog sistema i drugo (60, 61, 244).
Kombinovana antiretrovirusna terapija je transformisala HIV-infekciju iz letalne u
hroni¢nu bolest pa se u narednim decenijama oc¢ekuje zna€ajan porast starijih HIV-om
inficiranih pacijenata. Promene u sastavu oralne flore i poremeceni imuni sistem
predstavlja dodatni izazov u odrzavanju oralnog i opSteg zdravlja kod ovih pacijenata.
Mogu¢énost delovanja na sastav oralne flore, “mikrobijalni inzinjering”, mogao bi da
dovede do uspostavljanja normalnog funkcionisanja imunog sistema na nivou usne

duplje.

[zmene u imunom sistemu domacina, dostupnost mikroelemenata i disfunkcije
oralnih tkiva koje se javljaju kod osoba sa HIV-infekcijom olaksavaju adheziju,
agregaciju 1 invaziju patogenih mikroorganizama $to moze da dovede do aktiviranja i

pogorsavanja osnovne bolesti i razvoja drugih sistemskih oboljenja. Dalje studije su
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potrebne kako bi se razumela kompletna dinamika oralnog mikrobioma i postavili novi

terapijski pristupi.
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije izvedeni su sledeéi zakljuccei:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Relativna duzina telomera kod pacijenata sa HIV-infekcijom je veca od relativne
duzine telomera neinficiranih pacijenata §to se moze dovesti u vezu sa

uvecanjem aktivnosti humane telomeraze pod dejstvom virusa.

U grupi HIV-om inficiranih pacijenata najveée duzine telomera su imali
pacijenti koji nisu primali antiretrovirusnu terapiju $to ukazuje na negativan

uticaj ove terapije na duzinu telomera.

Vrednosti parametara metabolizma gvozda: serumsko gvozde, ukupni kapacitet
za vezivanje gvozda, saturacija transferina su bili nizi kod starijih ispitanika u
obe ispitivane grupe. Koncentracija transferina je takode bila niza kod starijih
ispitanika u HIV-neinficiranoj grupi ispitanika, dok je koncentracija feritina,
obrnuto, bila visa kod starijih osoba u obe ispitivane grupe Sto govori o

nakupljanju ovog elementa u organizmu tokom starenja.

Starenjem dolazi do uvecéanja ukupnog broja parodontopatogena u usnoj duplji i

do promene u njihovoj distribuciji kod svih ispitanika.

Do uveéanja ukupnog broja parodontopatogena i izmene njihovog kvalitativnog
sastava dolazi i kod HIV pozitivnih osoba ali se u ovoj grupi promene javljaju u

ranijoj Zivotnoj dobi

Oralne manifestacije HIV-infekcije su ¢es¢e kod starijih HIV-om inficiranih
pacijenata $to ukazuje na slabljenje odbrambenih snaga organizma tokom

starenja.
Kada se uporede zdravi i HIV pozitivni ispitanici, promene parodontoloskih

parametara u vremenu su bile izrazenije kod HIV pozitivnih osoba §to govori o

vecoj destrukciji parodontalnih tkiva kod ovih osoba u toku starenja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucann BOLWKO TOJbU R

6poj nHgekca 4013/2010

UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

,YTUUAJ XB NHOEKUMJIE N AHTUPETPOBUPYCHWX JIEKOBA HA CTAPEHE
NAPOOOHTAJTHNX TKMBA*®

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paga,

e [a npefnoxeHa guceptauuja y LenNuHU HU Yy JenoBuUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OMMNO Koje Ounnome npema CTyaujCKMm nporpammma Apyrnx
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTYamnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.5.2018.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWLITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa EOLLUKO TOJbUR

Bpoj nHpekca 4013/2010

Cryavjcku nporpam JOKTOPCKE AKAOEMCKE CTYOWNJE

Hacnos paga ,YTULIAJ XVB MHOPEKLUNJE N AHTUPETPOBUPYCHUX JIEKOBA HA
CTAPEHE MAPOOOHTANTHNX TKMBA®

MenTtop [MPO®. P JENEHA MUNALWWH, MPO®. 1P TOPOAHA OPATOBUTR JIYKUR

MotnncaHn BOLWKO TOJLUR

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepgao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NWYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LITO Cy UMe U Npe3ume, roguHa n Mecto pohera 1 gatym
oabGpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpEXHMM CTpaHuuama aurutanHe
OmbnunoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory 1y nybnukaumjama YHmeepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.5.2018.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

»YTUUAJ XB NHOEKUWMJIE N AHTUPETPOBUNPYCHWX JIEKOBA HA CTAPEHE
NAPOOOHTANHNX TKUBA®

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OduncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpa-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauumjy noxpamweHy y [urutanHu penosvtopujym YHuBepsuTeTa
y Bbeorpagy mory ga kopucte CBW KOju NoLwwTyjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tvny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTtopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOopCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AennTn nog UCTUM ycrnosmma
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AENUTM Nog UCTUM yCnoBMMa

(Monumo ga 3aoKpyXuTe camo jedHy O LecCT MOHyheHux nuueHuu, KpaTak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 30.5.2018.




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpUbyLMjy U jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak 1 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX
nUeHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, QUCTPUOyLujy 1 jaBHO
caornwTtaBsawe gena, v npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH oa
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBah-€,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe pAena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULIEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuwujanHo — JennTtu nog uctum ycrosuma. [o3BosrbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTpMbyLmjy 1 jaBHO caonwtaBawe gerna, v npepage, ako ce Hasefe
nMme aytopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua fnuueHLEe U ako ce
npepaga Auctpubympa nog WCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - pgenuTu nog wuctum ycrnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBae,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM cnuMYHOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO INnLEeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



