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SOUHRN

Uvod: Toll-like receptory (TLRs) patii k rodiné signalnich molekul, které se podileji na rozpo-
znavani cizorodych antigenti. Cilem nasi prace bylo analyzovat polymorfismy v genech pro TLRs
a asociovat je s pritomnosti vybranych parodontalnich patogenti a s klinickym obrazem chronic-
ké parodontitidy (CP).

Metody: Dva polymorfismy v TLR-2 genu, dva SNPs v TLR-4 genu a tfi varianty v TLR-9 genu
byly studovany u 216 pacientt1 s CP a 184 nepribuznych kontrolnich osob. VSechny polymorfis-
my byly detekovany pomoci PCR-RFLP metod. Subgingivalni pfitomnost sedmi parodontalnich pa-
togenu byla vySetfena pomoci VariOr®Dento testu.

Vysledky: U Zadného z polymorfismti v TLR-2, TLR-4 a TLR-9 genu jsme neprokazali vyznam-
né rozdily ve frekvencich alel a genotypt1 mezi pacienty s CP a kontrolnimi osobami. Pfi komplex-
ni analyze jsme vSak nasli signifikantni rozdily ve frekvencich TLR-9 haplotypi mezi obéma sku-
pinami. Haplotyp TLR-9 TTA byl vyznamné ¢asté&jsi (9,8 % vs. 2,8 %, p < 0,00005) a haplotyp TTG
méneé casty (33,7 % vs. 41,3 %, p = 0,03) u pacienttt s CP neZ u kontrol. Ve frekvencich TLR-2
a TLR-4 haplotypt1 nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi obéma skupinami. Pfi porovnani
vyskytu vybranych parodontalnich patogenti jsme potvrdili vyznamné rozdily ve frekvencich P. gin-
givalis, T. forsythensis, P. micros, P. intermedia (p < 0,01) a marginalni rozdily ve vyskytu T. denti-
cola a F. nucleatum (p < 0,05) mezi nemocnymi a zdravymi osobami. Naproti tomu, signifikantni
rozdil ve vyskytu A. actinomycetemcomitans nebyl mezi obéma skupinami detekovan. Vyznamné
asociace mezi CP, parodontalnimi patogeny a TLR-2 nebo TLR-9 polymorfismy nebyly nalezeny;
prokéazali jsme vSak marginalni korelaci obou TLR-4 variant s vyskytem P. gingivalis (p = 0,05).

Zavér: NasSe vysledky poukazuji na asociaci TLR-9 haplotypt1 s rozvojem chronické parodonti-
tidy a naznacuji moZnou interakci mezi pritomnosti urcitych bakterii v subgingivalnim plaku a po-
lymorfismy v TLR-4 genu, coZ je v souladu s multifaktorialni etiologii tohoto onemocnéni.

Klic¢ova slova: parodontitida — gen — polymorfismus — bakterie — asociace — haplotyp

SUMMARY

Introduction: Toll-like receptors (TLRs) belong to the pattern recognition receptor family of sig-
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nal molecules that recognize heterogeneous antigens. The aim of this study was to analyze poly-
morphisms in the TLR genes and their association with the presence of selected periodontal pa-
thogens and clinical manifestation of chronic periodontitis (CP).

Methods: Two polymorphisms in TLR-2, two SNPs in TLR-4 and three variants in TLR-9 genes
were studied in 216 patients with CP and 184 unrelated controls. All polymorphisms were detec-
ted using the PCR-RFLP methods. The subgingival presence of 7 selected periodontal pathogens
was investigated by the VariOr®Dento test.

Results: No significant differences were found in frequencies of alleles or genotypes of all
polymorphisms in the TLR-2, TLR-4 and TLR-9 genes between patients with CP and controls.
However, in a complex analysis, significant differences in frequencies of TLR-9 haplotypes were
determined between both groups. Haplotype TLR-9 “TTA” was significantly more frequent (9.8% vs.
2.8%, p < 0.00005) and haplotype “TTG” less frequent (33.7% vs. 41.3%, p = 0.03) in patients with
CP in comparison with controls.

We did not find significant differences in frequencies of TLR-2 and TLR-4 haplotypes between
both groups. Comparison of the occurrence of the selected periodontal pathogens confirmed sig-
nificant differences in frequencies of P. gingivalis, T. forsythensis, P. micros, P. intermedia. (p < 0.01)
and marginal differences in the occurrence of T. denticola and F. nucleatum (p < 0.05) between the
group of patients and controls. In contrast, no significant difference between both groups was
found for A. actinomycetemcomitans. No significant associations between CP, periodontal patho-
gens and TLR-2 or TLR-9 polymorphisms was observed in any group; however, we found margi-
nal correlation of both TLR-4 variants with the occurrence of P. gingivalis (p = 0.05).

Conclusions: In conclusion, these findings suggest that TLR-9 haplotypes may be associated
with susceptibility to chronic periodontitis and indicate a possible interaction between the occur-
rence of some bacteria in the subgingival plaque and polymorphisms in the TLR-4 gene; this fin-
ding is in agreement with multifactorial etiology of this disease.
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Nemoci parodontu jsou velmi ¢asté a spolu se zubnim kazem patii k hlavnim pri¢inam
ztraty zubu [15]. Podstatnym ¢lankem v fetézci pfi¢in zanétth parodontalnich tkani je
mikrobidlni povlak hromadici se na povrchu zubt. A¢koliv pritomnost bakterii plaku se
zda byt nezbytnym faktorem pro spusténi zanétlivé a imunitni odpovédi organismu, nej-
sou faktorem dostacujicim a mnozZstvi plaku nemusi korelovat se zavaznosti onemocné-
ni, coZ je vysvétlovano individudlni nachylnosti jedince k onemocnéni [26, 33]. Bakterie
aktivuji imunitni systém pomoci rodiny receptorta pro patogenni vzory (Pathogen Pat-
tern Receptors — PPRs), mezi které patfi i tzv. Toll-Like Receptory (TLRs) a indukuji tvor-
bu zanétlivych mediatort, které spolu s bakteridlnimi produkty vedou k destrukci pa-
rodontalnich tkani [47].

V soucasnosti je u ¢lovéka popsano 11 TLR receptort [1], které jsou rtizné exprimo-
vany a distribuovany ve tkanich, coZ vede ke tkanoveé specifickym interakcim imunitni-
ho systému s mikroorganismy a jejich souc¢astmi [30]. Za jeden z nejvyznamneéjsich je po-
vazovan TLR-4, jehoz hlavnim ligandem je lipopolysacharid (LPS), ale vaze
i lipoteichoovou kyselinu a stresové bilkoviny (hsp60) a TLR-2, na ktery se vazi peptido-
glykan a kyselina lipoteichoova G+ bakterii spolu s lipoproteiny a lipopeptidy G- bakte-
rii. Na rozdil od vétSiny LPS gram-negativnich bakterii, které jsou rozpoznavany TLR-4
receptorem, lipopolysacharid z P. gingivalis stimuluje TLR-2 receptor [31]. TLR-9, ktery
slouzi jako receptor pro sekvence CpG (cytosine-phosphate-guanine) bakteridlni DNA
[4], neni lokalizovan na bunétné membrané, ale uvnitf bunky. Je pritomen zejména ve
tkanich imunitniho systému (jako jsou lymfatické uzliny, kostni dfeni, leukocyty v peri-
ferni krvi) [11] a hraje vyznamnou roli pri stimulaci makrofagt a dendritickych buné¢k
[10].

Dosud byla popsana fada polymorfismt v genech pro TLR-2, TLR-4 i TLR-9 [27, 40]
a u nékterych z nich také jejich funkéni dopad. Zaména A za G v pozici +896 v genu pro
TLR-4 vede k nahrazeni kyseliny asparagové glycinem v pozici 299 (Asp229Gly) a zamé-
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na C za T v pozici +1196 k zaméné aminokyseliny threoninu za izoleucin v pozici 399
(Thr399lle), coZ ovliviiuje efektivitu imunitni odpovédi [2]. Substituce A za G v pozici
2408 (2408A/G, rsb743708) genu pro TLR-2 vede také ke zméné€ aminokyseliny
(Arg753GIn) a sniZuje schopnost aktivace TLR-2 [28, 40]. Polymorfismus (-16934T/A,
rs4696480) v genu pro TLR-2, ktery muZe ovliviiovat jeho transkripci, byl asociovan se
zvySenym rizikem rozvoje folikularniho lymfomu [34]. V promotoru genu pro TLR-9 by-
la nalezena rada polymorfismui, z nichZ dva, v pozicich -1486T/C (rs187084) a -1237T/C
(rs5743836), mohou vytvaret nova vazebna mista pro nuklearni faktory Sp-1 a NF-kB
a ovliviiovat tak regulaci transkripce TLR-9 genu [17]. DalSi varianta 2848A/G
(rs352140) ve druhém exonu tohoto genu byla asociovana s alteraci genové exprese [24]
a s rozvojem systémového lupus erythematodes (SLE) v ¢inské populaci [50]. Dosud
bylo publikovano pouze nékolik praci zabyvajicich se tilohou TLRs polymorfismti u pa-
cient1 s chronickou parodontitidou [6, 12-14].

Cilem nasi studie bylo zjistit, zda mohou varianty v TLRs genech ovliviiovat riziko
rozvoje chronické parodontitidy v ¢eské populace. Analyzovali jsme dva jednonukleoti-
dové polymorfismy (SNPs, single nucleotide polymorphisms) v genu pro TLR-2, dvé va-
rianty v genu pro TLR-4 a tfi polymorfismy v genu pro TLR-9 ve skupiné zdravych osob
a nemocnych s parodontitidou s cilem: a) popsat frekvence SNPs v genech pro TLRs v ¢es-
ké populaci, b) analyzovat moZné asociace vybranych variant a jejich kombinaci (tzv. ha-
plotyptl) s nachylnosti ke vzniku chronické parodontitidy (CP) a c) identifikovat pripad-
né interakce TLRs variant s pfitomnosti vybranych mikroorganismu v gingivalnim sulku.

METODY

Do studie zkoumajici vztah polymorfismui v genech pro TLR-2, TLR-4 a TLR-9 bylo za-
rfazeno celkem 400 osob, z toho 216 pacientt [105 muzt a 111 Zen, véku 43,3 = 7,7 let
(pramér * SD)] s diagné6zou chronické parodontitidy, kteri byli sledovani a 1é¢eni na Sto-
matologické klinice LF MU a FN u sv. Anny v Brné v obdobi 5 let, a 184 nepribuznych
zdravych kontrolnich osob srovnatelného véku a pohlavi (92 muzi a 92 Zen, véku 40,7
+ 9,6 let) ziskanych ve spolupraci s praktickymi 1ékafri.

VSichni pacienti splnili diagnosticka kritéria pro chronickou parodontitidu definova-
na Americkou asociaci pro parodontologii (AAP) [3]. Diagnéza byla stanovena na zakla-
dé podrobného klinického parodontologického vySetfeni, vybranych parodontalnich in-
dextl, méfenim ztraty tiponu (clinical attachment loss, CAL) a pohyblivosti zubti, spolu
s RTG vySetrenim. Ztrata kosti byla zjiStovana radiograficky z ortopantomogramu diag-
nostické kvality za pouziti indexu podle Miihlemanna [32]. Kritériem pro vylouceni ze
souboru nemocnych i zdravych osob byla pfitomnost celkového onemocnéni v anamné-
ze (kardiovaskularni choroby — ICHS, srde¢niho selhani, dale diabetu mellitu a/nebo
nadorového onemocnéni).

Pro studium asociaci genetickych polymorfismti v genech pro TLRs s chronickou pa-
rodontitidou byl zvolen pristup ,kontroly-pripady” (case-control). Studie byla schvalena
Komisi pro etiku lékafského experimentu na lidskych subjektech Lékarské fakulty Ma-
sarykovy univerzity a FN u sv. Anny v Brné. Podepsany informovany souhlas vySetifova-
nych osob je k dispozici.

Molekularné-biologicka analyza obsahu gingivalniho sulku

U 100 pacienttl s chronickou parodontitidou (CP) a u 52 zdravych kontrolnich osob
jsme odebrali pomoci papirového ¢epu (ISO standard 40) obsah parodontalniho chobo-
tu (gingivalniho sulku) na mikrobiologické vySetfeni. Odebrany material byl zpracovan
pomoci soupravy VariOr®Dento test (Protean, s.r.o., Ceské Budéjovice, CR, www.gen-
tred.cz). Tento test stanovuje mnoZstvi mikroorganismu semikvantitativné nasledujicim
zptisobem: (-) mikroorganismy nedetekovany, coZ predstavuje mnoZstvi bakterii mensi
nez 103, (+) slabé pozitivni korespondujici s poétem bakterii 103 — 104, (++) stfedné po-
zitivni, coZ vyjadfuje nalez poc¢tu bakterii mezi 104 — 105, a (+++) silné pozitivni, s mnoz-
stvim bakterii vy$$im nez 105.
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Geneticka analyza
Izolace DNA: Genomicka DNA byla izolovana z leukocyti periferni venézni krve tzv.
proteinazovou metodou.

Stanoveni polymor.fismii v genu pro TLR-2:

Polymorfismus v pozici G2408A (Arg753GIn) v genu pro TLR-2 jsme analyzovali me-
todou PCR podle Schroder a kol. [40] s naslednou restrikéni analyzou enzymem Acil.

Polymorfismus v pozici -16933T/A v genu pro TLR-2 jsme analyzovali modifikovanou
metodou PCR podle Sutherland a kol. [46] s restrik¢ni analyzou enzymem Hpy 188III.

Stanoveni polymor-fismit v genu pro TLR-4:

Polymorfismy v genu pro TLR4 [v pozici 896A/G (Asp299Gly) a 1196C/T (Thr399lle)
byly analyzovany modifikaci metody ptivodné popsané Lorenz a kol. [29].

Stanoveni polymorfismii v genu pro TLR-9:

Polymorfismy v pozici -1486T/C a -1237T/C v genu pro TLR-9 jsme analyzovali podle
Hamann a spol. [16] metodou PCR s restrikéni analyzou enzymem AflIl a BstNI.

Polymorfismus v pozici 2848A/G v genu pro TLR-9 jsme analyzovali podle Lazarus
a kol. [27] metodou PCR s naslednou restrikéni analyzou enzymem Acil.

STATISTICKE HODNOCENI

Alelické frekvence v souborech pacientt1 a kontrol jsme po¢itali z pozorovanych poétt
genotypu. Vyznamnost rozdila v alelickych frekvencich mezi jednotlivymi skupinami by-
la hodnocena Fisher-exact testem. Signifikance odchylek od Hardyho-Weinbergova ekvi-
libria pro kazdy polymorfismus a rozdily ve frekvencich genotypt1 jsme testovali pomoci
y2-testu. Rozdily v kvantité subgingivalné pfitomnych bakterii ve vztahu k urc¢itému ge-
notypu byla testovana Kruskalovou-Wallisovou ANOVOU. Hladiny vyznamnosti (P) byly
v pripadé potreby korigovany Bonferoniho metodou podle vzorce P, = P x n, kde P je
nekorigovana hodnota a n je pocet lokusu.

Haplotypova analyza byla provedena s pouzitim programu PHASE v.2.1, vyvinutym
Stephensem a kol. [44, 45]. Tento program je dostupny pro nekomercni ti¢ely na adre-
se http://www.stat.washington.edu/stephens/. Rozdily ve frekvencich haplotypti byly
pocitany permutacnim testem a hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky vy-
znamnou.

K vypoéttim relativniho rizika, konfidenénich intervalti a hladin vyznamnosti byl pou-
Zit programovy balik Statistica v. 9.0 (Statsoft Inc., Tulsa, USA).

VYSLEDKY

Celkem 184 zdravych nepfibuznych kontrolnich osob a 216 pacientt s chronickou
parodontitidou (CP) bylo zarazeno do studie. Mezi obéma skupinami nebyly vyznamné
rozdily ve véku, pohlavi a statusu koufeni (pomér kuraka 27,7 % u kontrol vs. 30,9 %
u pacientta s CP; p > 0,05).

Distribuce genotypu a alel jednotlivych SNPs jsou ukazany v tabulce 1. Soubory byly
v Hardyho-Weinbergovu ekvilibriu u v§ech testovanych SNPs. Zadny polymorfismus ne-
byl vyznamneé asociovan s chronickou parodontitidou po korekci na mnohonasobné srov-
nani.

Mozny vztah mezi genetickymi variantami v TLR-2, TLR-4 a TLR-9 genech a mikro-
biologickym obrazem (vyskytem urcitych typt bakterii — A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythensis, T. denticola, P. micros, F. nucleatum - v gingi-
valnim sulku) byl analyzovan u podskupiny pacienttt s CP (N = 100) a kontrolnich osob
(N = 52). Prokazali jsme vyznamné rozdily ve vyskytu P. gingivalis (69,0 % u CP vs.
17,3 % u kontrol, p < 0,000001), T. forsythensis (89,0 % u CP vs. 51,9 % u kontrol,
P < 0,000001), P. micros (80,0 % u CP vs. 48,1 % u kontrol, p < 0,0001), P. intermedia
(71,0 % u CP vs. 50,0 % u kontrol, p < 0,01), a marginalné vyznamné rozdily ve vysky-
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Tab. 1 Frekvence alel a genotypti TLR-2, TLR-4 a TLR-9 polymorfismti u kontrolnich osob a pa-

cientt1 s chronickou parodontitidou (CP)

Kontroly Pacienti s CP P
p-level
N (%) N (%) (Ecor
TLR-2 2408G/A
GG 172 (93.5) 198 (91.7)
GA 12 (6.5) 18 (8.3) 0,49
AA 000 0(0.0)
G alela 96,7 95,8
A alela 3.3 42 s
TLR-2 -16934A/T
AA 48 (26,1) 43 (10.8)
AT 96 (52.2) 125 (31.3) 0,32
T 40 (21,7) 48 (12,0)
A alela 522 48,8 0,10
T alela 47 .8 51,2
TLR-9 -1486C/T
T 54 (29.3) 64 (29.6)
CT 90 (48.9) 109 (50.5) 0,90
cC 40 (21,7) 43 (19.9)
T alela 53.8 54,9 0.41
C alela 46,2 45,1
TLR-9 -1237C/T
T 149 (81.0) 164 (75.9)
CT 33 (17.9 49 (22,7) 0,47
cC 2(1.1) 3 (1.4
T alela 89.9 87.3
C alela 10,1 12,7 R
TLR-9 2848A/G
AA 59 (32.1) 86 (39.8)
AG 93 (50.5) 105 (48.6) 0,13
GG 32 (7.4 25 (11.6)
A alela 57.3 64,1 0,03
G alela 42,7 35,9 ©.21)
TLR-4 896A/G
AA 163 (88.6) 191 (88.4)
AG 21 (1.4 25 (11.6) 0,96
GG 000 0(0.0)
A alela 94,3 94,2
G alela 57 5.8 R
TLR-4 1196C/T
cC 0.0 0(0.0)
CT 21 (1.4 25 (11.6) 0,96
T 163 (88.6) 191 (88.4)
C dlela 57 5.8
T alela 94,3 94,2 R

tu T. denticola (66,0 % u CP vs. 46,2 % u kontrol, p < 0,05) a F. nucleatum (97,0 % u CP
vs. 86,5 % u kontrol, p < 0,05) mezi nemocnymi a zdravymi osobami. Naproti tomu ne-
byl patrny signifikantni rozdil ve vyskytu A. actinomycetemcomitans (22,0 % u CP vs.
32,7 % u kontrol, p = 0,11) mezi obéma skupinami (tab. 2, graf 1). Vyznamné asociace
mezi CP, parodontalnimi patogeny a TLR-2 ¢i TLR-9 polymorfismy nebyly nalezeny; na-
Sli jsme vSak marginalni korelaci obou TLR-4 variant s vyskytem P. gingivalis (p = 0,05).

Pri analyze vyskytu nékolika polymorfismti spole¢né (tzv. haplotyptl) jsme nasli v po-
pulaci pouze ¢étyri TLR-9 haplotypy s frekvenci vyskytu vice nez 5 %, vzhledem k silné
vazebné nerovnovaze mezi jednotlivymi variantami. Distribuce TLR-9 haplotypt byla sig-
nifikantné rozdilna mezi obéma skupinami (tab. 3). Haplotyp T(-1486)/T(-1237)/A(2848)
TLR9 genu se vyznamneé c¢astéji vyskytoval u pacientta s CP neZ u kontrol (9,8 % versus
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Tab. 2 Pritomnost 7 analyzovanych parodondalnich patogent ve vybranych podskupinach

Kontroly (N = 52) Pacienti s CP

Patogen Mnozstvi* (N = 100)
N (%) N (%)
- nedetekovan 7 (13.5) 3 (3.0)

Fusobacterium nucleatum (F.n.) * 2446.2) 2000

++ 15 (28.8) 42 (42,0)

+++ 6 (11,5) 35 (35,0)

) -nedetekovan 35 (67,3) 78 (78.,0)

Agr?got/bocfer ' n 17 32.7) 22 (22.0)
Z;:‘er)omycefemcom/mns " 000 000
+++ 0(0.0) 0 (0.0

-nedetekovan 43 (82.7) 31 (31.0)

L + 3 (5.8) 12 (12,0
Porphyromonas gingivalis (P.g.) " 368 990

+++ 3 (5,8) 48 (48,0)

-nedetekovan 25 (48.1) 11(1,0)

: + 16 (30.8) 38 (38.0)

Tannerella forsythensis (T.f.) " 7(13.5) 26 (26.0)

+++ 4(7,7) 25 (25,0)

-nedetekovan 28 (63.8) 34 (34,0)

Treponema denticola (T.d.) * 2446.2) 64 64.0)
++ 0(0.0) 2(20)
4+ 0.0 000

-nedetekovan 27 (51.9) 20 (20,0)

Peptostreptococcus micros (P.m.) * 18 (349 44 (44.0)

++ 47.,7) 24 (24,0)

+++ 3 (5,8) 12 (12,0)

- nedetekovan 26 (50,0) 29 (29.0)

Prevotella intermedia (P.i.) al 21 ¢404) 28 28.0)

++ 3(5.8) 20 (20,0)

+++ 2 (3,8) 23 (23,0)

* - nedetekovan (odpovidd podtu bakterii < 103), + slabé pozitivni (odpovidd poltu bakterii 103-104), ++ stfed-

né pozitivni (odpovidd podtu bakterii 104-10%), +++ silné pozitivni (odpovidd podtu bakterii > 10°)

Tab. 3 Frekvence TLR-9, TLR-2 a TLR-4 haplotypt

Haplotypy TLR-9
-1486C/T -1237C/T +2848A/G Kontroly Pacienti s CP P OR (95 % CI)
@ T A 459 415 NS 0,87 (0,66-1,15)
T T G 41,3 33,7 0,03 0,72 (0,54-0,96)
T © A 8,7 11,3 NS 1,31 (0,82-2,10)
T T A 2,8 9.8 < 0,00005 3,75 (1,85-7,61)
@ T G 0,0 2,1 NS *
@ © A 0,0 1.4 NS *
T © G 1.1 00 NS *
@ © G 0.3 00 NS *
Haplotypy TLR-2
2408G/A -16933T/A Kontroly Pacienti s CP P OR (95 % Cl)
G A 52,2 48,8 NS 0,88 (0,66-1,16)
G T 44,6 47,0 NS 1,10 (0,83-1.,46)
A T 3.2 4,1 NS 1,29 (0,61-2,71)
Haplotypy TLR-4
896A/G 1196C/T Kontroly Pacienti s CP P OR (95 % Cl)
A T 94,3 94,2 NS 0,99 (0,54-1,79)
G © 5,7 58 NS 1,02 (0,56-1,84)

NS = nevyznamny (nesignifikantni) rozdil
*nehodnoceno pro nizkou frekvenci
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2,8 %, p < 0,00005; OR = 3,75, 95 % CI: 1,85-7,61) a naopak haplotyp T(-1486)/T
(-1237)/G (2848) se u pacientu s CP vyskytoval méné neZ v kontrolni skupiné (33,7 %
versus 41,3 %, p = 0,03; OR = 0,72, 95 % CI: 0,54-0,96, tab. 3). Naproti tomu se nam
nepodafrilo prokazat vyznamné rozdily ve frekvencich haplotypti TLR-2 a TLR-4 mezi pa-
cienty s CP a kontrolnimi osobami (tab. 3).
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E— | |
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Graf. 1 Procento (%) vyskytu parodontalnich patogent u kontrol a pacientti s chronickou paro-
dontitidou (CP)

Negat. = odpovida poctu bakterii < 103
Pozit. = odpovida detelkci poctu balkterii > 103 [tj. slabé pozitivni (103-104), stredné pozitivni (104-105)
a silné pozitivni (> 109)]

DISKUSE

Chronicka parodontitida je multifaktoridlnim onemocnénim, u néhoZ hraji roli slozité
interakce mezi fadou genu a faktort zevniho prostredi [8, 51]. Podle v sou¢asnosti po-
uzivaného patogenetického modelu je parodontitida iniciovana a spousténa bakteriemi
zubniho plaku [43]. Na rozpoznavani téchto patogent, jakymi jsou napf. P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans a F. nucleatum, se podileji TLRs receptory, které jsou pritom-
ny ve tkanich parodontu [39]. Dosud nej¢astéji se u parodontitidy studovala tiloha po-
lymorfismu v genu pro TLR-4, a to zejména jeho dvou variant (Asp299Gly a Thr399lle),
u nichz byl prokazan vztah k funkci [2]. [ kdyZ se na prvni pohled muiZze zdat, Ze TLR-4
gen je vhodnym ,kandidatnim“ genem pro rozvoj parodontitidy, studium asociaci jeho po-
lymorfismt1 nedoslo ke konzistentnim zavéram [6, 9, 12, 13, 19, 20, 22, 25, 35, 38, 41,
42, 49, 52].

Nenasli jsme ani vyznamné asociace mezi parodontitidou a variantou Arg753GIn v ge-
nu pro TLR-2. NaSe vysledky jsou v souladu s fadou drive publikovanych negativnich
studii [6, 12-14, 52]. Funkéni polymorfismus v pozici -16934A/T také neovliviioval
dispozici jedincu k rozvoji CP v této praci, coz naznacuje, Ze TLR-2 gen pravdépodobné
nebude hrat vyznamnou roli v patogenezi onemocnéni parodontu v nasi populaci. Poly-
morfismy v TLR-2 genu byly naproti tomu asociovany se vznikem rady jinych zanétlivych
a autoimunitnich onemocnéni [5, 28, 37, 46].

TLR-9 je, stejné jako TLR-2 a TLR-4, exprimovan v gingivalnich 1ézich jak u pacientua
s gingivitidou, tak také, a to mnohem vyraznéji, u nemocnych s parodontitidou [23]. A¢-
koliv izolované SNPs v genu pro TLR-9 nebyly vyznamné asociovany s CP, v ramci
haplotypové analyzy jsme nasli vyznamny vztah TLR-9 [-1486T/-1237T/+2848A] haplo-
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typu s CP [21]. Dva polymorfismy leZici v promotorové oblasti tohoto genu mohou vy-
tvaret nova vazebna mista pro NF-kB (-1237C/T) a Sp1l (-1486C/T) [16]. Novak se spo-
lupracovniky [36] prokazal, Ze TT genotyp v pozici -1237C/T TLR-9 genu ma vySSi pro-
motorovou aktivitu nez CC genotyp. Kombinace alely C v pozici -1486 s alelou G v pozici
+1174 (varianta nevySetfena v nasi studii) sniZuje expresi TLR-9 genu [48]. Kikuchi a kol.
ukazali, Ze genotyp AA v pozici 2848A/G v exonu 2 muiZe zvySovat expresi tohoto genu
a podporovat tvorbu IgM(+) B lymfocytti po stimulaci CpG [24]. ,Rizikovy“ haplotyp pro
vznik CP v nasi praci obsahuje alelu A +2848A/G varianty spolu s alelami T -1237C/T
a -1486C/T polymorfismu, které vykazuji vy$si promotorovou aktivitu neZ opacné alely.
Mutzeme predpokladat, Ze bakterialni DNA pfitomnych parodontalnich patogentt muze
vyvolavat zanétlivé zmény parodontu a rozdily v regulaci transkripce TLR-9 genu (deter-
minované pritomnosti aktivné&jSich alel) mohou hrat v tomto procesu duleZitou tlohu.
Tento predpoklad je podporovan nalezy ziskanymi na modelu TLR-9 deficientnich mys$i,
které nereaguji na CpG DNA produkci cytokint dendritickymi burikami a makrofagy
[18]. Naproti tomu nebyly pozorovany rozdily v expresi TLR-9 nebo produkci IFNa/IFNb
po stimulaci TLR-9 ve vztahu k riiznym alelam tohoto genu [7]. Interakce mezi TLR-9 po-
lymorfismy a pritomnymi mikroorganismy nebyly pozorovany ani v nasi praci, na rozdil
od marginalni korelace obou polymorfismt v TLR-4 genu s vyskytem P. gingivalis.

ZAVER

Zavérem lze rici, Ze naSe vysledky poukazuji na asociaci TLR-9 haplotypti s rozvojem
chronické parodontitidy a naznac¢uji moznou interakci mezi pfitomnosti urcitych bakte-
rii v subgingivalnim plaku a polymorfismy v TLR-4 genech, coZ je v souladu s multifak-
torialni etiologii tohoto onemocnéni. PredloZena data predstavuji dalsi stfipky do mozai-
ky slozitého prediva genetického pozadi chronické parodontitidy, ale ke klinickému
vyuziti uvedenych poznatkti povede cesta jeSté pres radu dalSich molekularné genetic-
kych studii.
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