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SOUHRN

Úvod: Toll-like receptory (TLRs) patří k rodině signálních molekul, které se podílejí na rozpo-
znávání cizorodých antigenů. Cílem naší práce bylo analyzovat polymorfismy v genech pro TLRs
a asociovat je s přítomností vybraných parodontálních patogenů a s klinickým obrazem chronic-
ké parodontitidy (CP).

Metody: Dva polymorfismy v TLR-2 genu, dva SNPs v TLR-4 genu a tři varianty v TLR-9 genu
byly studovány u 216 pacientů s CP a 184 nepříbuzných kontrolních osob. Všechny polymorfis-
my byly detekovány pomocí PCR-RFLP metod. Subgingivální přítomnost sedmi parodontálních pa-
togenů byla vyšetřena pomocí VariOr®Dento testu.

Výsledky: U žádného z polymorfismů v TLR-2, TLR-4 a TLR-9 genu jsme neprokázali význam-
né rozdíly ve frekvencích alel a genotypů mezi pacienty s CP a kontrolními osobami. Při komplex-
ní analýze jsme však našli signifikantní rozdíly ve frekvencích TLR-9 haplotypů mezi oběma sku-
pinami. Haplotyp TLR-9 TTA byl významně častější (9,8 % vs. 2,8 %, p < 0,00005) a haplotyp TTG
méně častý (33,7 % vs. 41,3 %, p = 0,03) u pacientů s CP než u kontrol. Ve frekvencích TLR-2
a TLR-4 haplotypů nebyly pozorovány signifikantní rozdíly mezi oběma skupinami. Při porovnání
výskytu vybraných parodontálních patogenů jsme potvrdili významné rozdíly ve frekvencích P. gin-
givalis, T. forsythensis, P. micros, P. intermedia (p < 0,01) a marginální rozdíly ve výskytu T. denti-
cola a F. nucleatum (p < 0,05) mezi nemocnými a zdravými osobami. Naproti tomu, signifikantní
rozdíl ve výskytu A. actinomycetemcomitans nebyl mezi oběma skupinami detekován. Významné
asociace mezi CP, parodontálními patogeny a TLR-2 nebo TLR-9 polymorfismy nebyly nalezeny;
prokázali jsme však marginální korelaci obou TLR-4 variant s výskytem P. gingivalis (p = 0,05).

Závěr: Naše výsledky poukazují na asociaci TLR-9 haplotypů s rozvojem chronické parodonti-
tidy a naznačují možnou interakci mezi přítomností určitých bakterií v subgingiválním plaku a po-
lymorfismy v TLR-4 genu, což je v souladu s multifaktoriální etiologií tohoto onemocnění.

Klíčová slova: parodontitida – gen – polymorfismus – bakterie – asociace – haplotyp

SUMMARY

Introduction: Toll-like receptors (TLRs) belong to the pattern recognition receptor family of sig- 107
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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.

Key words: periodontitis – gene – polymorphism – bacteria – association – haplotype

Čes. Stomat., roč. 111, 2011, č. 5, s. 107–116.

ÚVOD

Nemoci parodontu jsou velmi časté a spolu se zubním kazem patří k hlavním příčinám
ztráty zubů [15]. Podstatným článkem v řetězci příčin zánětů parodontálních tkání je
mikrobiální povlak hromadící se na povrchu zubů. Ačkoliv přítomnost bakterií plaku se
zdá být nezbytným faktorem pro spuštění zánětlivé a imunitní odpovědi organismu, nej-
sou faktorem dostačujícím a množství plaku nemusí korelovat se závažností onemocně-
ní, což je vysvětlováno individuální náchylností jedince k onemocnění [26, 33]. Bakterie
aktivují imunitní systém pomocí rodiny receptorů pro patogenní vzory (Pathogen Pat-
tern Receptors – PPRs), mezi které patří i tzv. Toll-Like Receptory (TLRs) a indukují tvor-
bu zánětlivých mediátorů, které spolu s bakteriálními produkty vedou k destrukci pa-
rodontálních tkání [47].

V současnosti je u člověka popsáno 11 TLR receptorů [1], které jsou různě exprimo-
vány a distribuovány ve tkáních, což vede ke tkáňově specifickým interakcím imunitní-
ho systému s mikroorganismy a jejich součástmi [30]. Za jeden z nejvýznamnějších je po-
važován TLR-4, jehož hlavním ligandem je lipopolysacharid (LPS), ale váže
i lipoteichoovou kyselinu a stresové bílkoviny (hsp60) a TLR-2, na který se váží peptido-
glykan a kyselina lipoteichoová G+ bakterií spolu s lipoproteiny a lipopeptidy G- bakte-
rií. Na rozdíl od většiny LPS gram-negativních bakterií, které jsou rozpoznávány TLR-4
receptorem, lipopolysacharid z P. gingivalis stimuluje TLR-2 receptor [31]. TLR-9, který
slouží jako receptor pro sekvence CpG (cytosine-phosphate-guanine) bakteriální DNA
[4], není lokalizován na buněčné membráně, ale uvnitř buňky. Je přítomen zejména ve
tkáních imunitního systému (jako jsou lymfatické uzliny, kostní dřeň, leukocyty v peri-
ferní krvi) [11] a hraje významnou roli při stimulaci makrofágů a dendritických buněk
[10].

Dosud byla popsána řada polymorfismů v genech pro TLR-2, TLR-4 i TLR-9 [27, 40]
a u některých z nich také jejich funkční dopad. Záměna A za G v pozici +896 v genu pro
TLR-4 vede k nahrazení kyseliny asparagové glycinem v pozici 299 (Asp229Gly) a zámě-108
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na C za T v pozici +1196 k záměně aminokyseliny threoninu za izoleucin v pozici 399
(Thr399Ile), což ovlivňuje efektivitu imunitní odpovědi [2]. Substituce A za G v pozici
2408 (2408A/G, rs5743708) genu pro TLR-2 vede také ke změně aminokyseliny
(Arg753Gln) a snižuje schopnost aktivace TLR-2 [28, 40]. Polymorfismus (-16934T/A,
rs4696480) v genu pro TLR-2, který může ovlivňovat jeho transkripci, byl asociován se
zvýšeným rizikem rozvoje folikulárního lymfomu [34]. V promotoru genu pro TLR-9 by-
la nalezena řada polymorfismů, z nichž dva, v pozicích -1486T/C (rs187084) a -1237T/C
(rs5743836), mohou vytvářet nová vazebná místa pro nukleární faktory Sp-1 a NF-kB
a ovlivňovat tak regulaci transkripce TLR-9 genu [17]. Další varianta 2848A/G
(rs352140) ve druhém exonu tohoto genu byla asociována s alterací genové exprese [24]
a s rozvojem systémového lupus erythematodes (SLE) v čínské populaci [50]. Dosud
bylo publikováno pouze několik prací zabývajících se úlohou TLRs polymorfismů u pa-
cientů s chronickou parodontitidou [6, 12-14].

Cílem naší studie bylo zjistit, zda mohou varianty v TLRs genech ovlivňovat riziko
rozvoje chronické parodontitidy v české populace. Analyzovali jsme dva jednonukleoti-
dové polymorfismy (SNPs, single nucleotide polymorphisms) v genu pro TLR-2, dvě va-
rianty v genu pro TLR-4 a tři polymorfismy v genu pro TLR-9 ve skupině zdravých osob
a nemocných s parodontitidou s cílem: a) popsat frekvence SNPs v genech pro TLRs v čes-
ké populaci, b) analyzovat možné asociace vybraných variant a jejich kombinací (tzv. ha-
plotypů) s náchylností ke vzniku chronické parodontitidy (CP) a c) identifikovat případ-
né interakce TLRs variant s přítomností vybraných mikroorganismů v gingiválním sulku.

METODY

Do studie zkoumající vztah polymorfismů v genech pro TLR-2, TLR-4 a TLR-9 bylo za-
řazeno celkem 400 osob, z toho 216 pacientů [105 mužů a 111 žen, věku 43,3 ± 7,7 let
(průměr ± SD)] s diagnózou chronické parodontitidy, kteří byli sledováni a léčeni na Sto-
matologické klinice LF MU a FN u sv. Anny v Brně v období 5 let, a 184 nepříbuzných
zdravých kontrolních osob srovnatelného věku a pohlaví (92 mužů a 92 žen, věku 40,7
± 9,6 let) získaných ve spolupráci s praktickými lékaři.

Všichni pacienti splnili diagnostická kritéria pro chronickou parodontitidu definova-
ná Americkou asociací pro parodontologii (AAP) [3]. Diagnóza byla stanovena na zákla-
dě podrobného klinického parodontologického vyšetření, vybraných parodontálních in-
dexů, měřením ztráty úponu (clinical attachment loss, CAL) a pohyblivosti zubů, spolu
s RTG vyšetřením. Ztráta kosti byla zjišťována radiograficky z ortopantomogramu diag-
nostické kvality za použití indexu podle Mühlemanna [32]. Kritériem pro vyloučení ze
souboru nemocných i zdravých osob byla přítomnost celkového onemocnění v anamné-
ze (kardiovaskulární choroby – ICHS, srdečního selhání, dále diabetu mellitu a/nebo
nádorového onemocnění).

Pro studium asociací genetických polymorfismů v genech pro TLRs s chronickou pa-
rodontitidou byl zvolen přístup „kontroly-případy“ (case-control). Studie byla schválena
Komisí pro etiku lékařského experimentu na lidských subjektech Lékařské fakulty Ma-
sarykovy univerzity a FN u sv. Anny v Brně. Podepsaný informovaný souhlas vyšetřova-
ných osob je k dispozici.

Molekulárně-biologická analýza obsahu gingiválního sulku
U 100 pacientů s chronickou parodontitidou (CP) a u 52 zdravých kontrolních osob

jsme odebrali pomocí papírového čepu (ISO standard 40) obsah parodontálního chobo-
tu (gingiválního sulku) na mikrobiologické vyšetření. Odebraný materiál byl zpracován
pomocí soupravy VariOr®Dento test (Protean, s.r.o., České Budějovice, ČR, www.gen-
tred.cz). Tento test stanovuje množství mikroorganismů semikvantitativně následujícím
způsobem: (-) mikroorganismy nedetekovány, což představuje množství bakterií menší
než 103, (+) slabě pozitivní korespondující s počtem bakterií 103 – 104, (++) středně po-
zitivní, což vyjadřuje nález počtu bakterií mezi 104 – 105, a (+++) silně pozitivní, s množ-
stvím bakterií vyšším než 105.
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Genetická analýza
Izolace DNA: Genomická DNA byla izolována z leukocytů periferní venózní krve tzv.

proteinázovou metodou.

Stanovení polymorfismů v genu pro TLR-2:
Polymorfismus v pozici G2408A (Arg753Gln) v genu pro TLR-2 jsme analyzovali me-

todou PCR podle Schröder a kol. [40] s následnou restrikční analýzou enzymem AciI.
Polymorfismus v pozici -16933T/A v genu pro TLR-2 jsme analyzovali modifikovanou

metodou PCR podle Sutherland a kol. [46] s restrikční analýzou enzymem Hpy188III.

Stanovení polymorfismů v genu pro TLR-4:
Polymorfismy v genu pro TLR4 [v pozici 896A/G (Asp299Gly) a 1196C/T (Thr399Ile)

byly analyzovány modifikací metody původně popsané Lorenz a kol. [29].

Stanovení polymorfismů 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 restrikční analýzou enzymem AflII a BstNI.
Polymorfismus v pozici 2848A/G v genu pro TLR-9 jsme analyzovali podle Lazarus

a kol. [27] metodou PCR s následnou restrikční analýzou enzymem AciI.

STATISTICKÉ HODNOCENÍ

Alelické frekvence v souborech pacientů a kontrol jsme počítali z pozorovaných počtů
genotypů. Významnost rozdílů v alelických frekvencích mezi jednotlivými skupinami by-
la hodnocena Fisher-exact testem. Signifikance odchylek od Hardyho-Weinbergova ekvi-
libria pro každý polymorfismus a rozdíly ve frekvencích genotypů jsme testovali pomocí
χ2-testu. Rozdíly v kvantitě subgingiválně přítomných bakterií ve vztahu k určitému ge-
notypu byla testována Kruskalovou-Wallisovou ANOVOU. Hladiny významnosti (P) byly
v případě potřeby korigovány Bonferoniho metodou podle vzorce Pcorr = P × n, kde P je
nekorigovaná hodnota a n je počet lokusů.

Haplotypová analýza byla provedena s použitím programu PHASE v.2.1, vyvinutým
Stephensem a kol. [44, 45]. Tento program je dostupný pro nekomerční účely na adre-
se http://www.stat.washington.edu/stephens/. Rozdíly ve frekvencích haplotypů byly
počítány permutačním testem a hodnota p < 0,05 byla považována za statisticky vý-
znamnou.

K výpočtům relativního rizika, konfidenčních intervalů a hladin významnosti byl pou-
žit programový balík Statistica v. 9.0 (Statsoft Inc., Tulsa, USA).

V¯SLEDKY

Celkem 184 zdravých nepříbuzných kontrolních osob a 216 pacientů s chronickou
parodontitidou (CP) bylo zařazeno do studie. Mezi oběma skupinami nebyly významné
rozdíly ve věku, pohlaví a statusu kouření (poměr kuřáků 27,7 % u kontrol vs. 30,9 %
u pacientů s CP; p > 0,05).

Distribuce genotypů a alel jednotlivých SNPs jsou ukázány v tabulce 1. Soubory byly
v Hardyho-Weinbergovu ekvilibriu u všech testovaných SNPs. Žádný polymorfismus ne-
byl významně asociován s chronickou parodontitidou po korekci na mnohonásobné srov-
nání.

Možný vztah mezi genetickými variantami v TLR-2, TLR-4 a TLR-9 genech a mikro-
biologickým obrazem (výskytem určitých typů bakterií – A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythensis, T. denticola, P. micros, F. nucleatum – v gingi-
válním sulku) byl analyzován u podskupiny pacientů s CP (N = 100) a kontrolních osob
(N = 52). Prokázali jsme významné rozdíly ve výskytu 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 marginálně významné rozdíly ve výsky-110
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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 nemocnými a zdravými osobami. Naproti tomu ne-
byl patrný signifikantní rozdíl ve výskytu A. actinomycetemcomitans (22,0 % u CP vs.
32,7 % u kontrol, p = 0,11) mezi oběma skupinami (tab. 2, graf 1). Významné asociace
mezi CP, parodontálními patogeny a TLR-2 či TLR-9 polymorfismy nebyly nalezeny; na-
šli jsme však marginální korelaci obou TLR-4 variant s výskytem P. gingivalis (p = 0,05).

Při analýze výskytu několika polymorfismů společně (tzv. haplotypů) jsme našli v po-
pulaci pouze čtyři TLR-9 haplotypy s frekvencí výskytu více než 5 %, vzhledem k silné
vazebné nerovnováze mezi jednotlivými variantami. Distribuce TLR-9 haplotypů byla sig-
nifikantně rozdílná mezi oběma skupinami (tab. 3). Haplotyp T(-1486)/T(-1237)/A(2848)
TLR9 genu se významně častěji vyskytoval u pacientů s CP než u kontrol (9,8 % versus 111
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Tab. 1 Frekvence alel a genotypů TLR-2, TLR-4 a TLR-9 polymorfismů u kontrolních osob a pa-
cientů s chronickou parodontitidou (CP)

Kontroly Pacienti s CP P

p-level

N (%) N (%) (pcorr)

TLR-2 2408G/A

GG 172 (93,5) 198 (91,7)

GA 12 (6,5) 18 (8,3) 0,49

AA 0 (0,0) 0 (0,0)

G alela 96,7 95,8
0,32

A alela 3,3 4,2

TLR-2 -16934A/T

AA 48 (26,1) 43 (10,8)

AT 96 (52,2) 125 (31,3) 0,32

TT 40 (21,7) 48 (12,0)

A alela 52,2 48,8
0,19

T alela 47,8 51,2

TLR-9 -1486C/T

TT 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

TT 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
0,14

C alela 10,1 12,7

TLR-9 2848A/G

AA 59 (32,1) 86 (39,8)

AG 93 (50,5) 105 (48,6) 0,13

GG 32 (17,4) 25 (11,6)

A alela 57,3 64,1 0,03

G alela 42,7 35,9 (0,21)

TLR-4 896A/G

AA 163 (88,6) 191 (88,4)

AG 21 (11,4) 25 (11,6) 0,96

GG 0 (0,0) 0 (0,0)

A alela 94,3 94,2
0,54

G alela 5,7 5,8

TLR-4 1196C/T

CC 0 (0,0) 0 (0,0)

CT 21 (11,4) 25 (11,6) 0,96

TT 163 (88,6) 191 (88,4)

C alela 5,7 5,8
0,54

T alela 94,3 94,2
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Haplotypy TLR-9

-1486C/T -1237C/T +2848A/G Kontroly Pacienti s CP P OR (95 % CI)

C T A 45,9 41,5 NS 0,87 (0,66–1,15)

T T G 41,3 33,7 0,03 0,72 (0,54–0,96)

T C 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)

C T G 0,0 2,1 NS *

C C A 0,0 1,4 NS *

T C G 1,1 0,0 NS *

C C G 0,3 0,0 NS *

Haplotypy TLR-2

2408G/A -16933T/A Kontroly Pacienti s CP P OR (95 % CI)

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 % CI)

A T 94,3 94,2 NS 0,99 (0,54–1,79)

G C 5,7 5,8 NS 1,02 (0,56–1,84)

Izakoviãová Hollá L., Hrdliãková B., Vokurka J., Augustin P., Fassmann A., Vanûk J.
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NS = nevýznamný (nesignifikantní) rozdíl
*nehodnoceno pro nízkou frekvenci

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

* - nedetekován (odpovídá počtu bakterií < 103), + slabě pozitivní (odpovídá počtu bakterií 103–104), ++ střed-
ně pozitivní (odpovídá počtu bakterií 104–105), +++ silně pozitivní (odpovídá počtu bakterií > 105)

Tab. 2 Přítomnost 7 analyzovaných parodonálních patogenů ve vybraných podskupinách

Kontroly (N = 52) Pacienti s CP

Patogen Množství* (N = 100)

N (%) N (%)

- nedetekován 7 (13,5) 3 (3,0)

+ 24 (46,2) 20 (20,0)
Fusobacterium nucleatum (F.n.)

++ 15 (28,8) 42 (42,0)

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

-nedetekován 35 (67,3) 78 (78,0)
Agregatibacter

+ 17 (32,7) 22 (22,0)
actinomycetemcomitans

++ 0 (0,0) 0 (0,0)
(A.a.)

+++ 0 (0,0) 0 (0,0)

-nedetekován 43 (82,7) 31 (31,0)

+ 3 (5,8) 12 (12,0)
Porphyromonas gingivalis (P.g.)

++ 3 (5,8) 9 (9,0)

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

-nedetekován 25 (48,1) 11 (11,0)

+ 16 (30,8) 38 (38,0)
Tannerella forsythensis (T.f.)

++ 7 (13,5) 26 (26,0)

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

-nedetekován 28 (53,8) 34 (34,0)

+ 24 (46,2) 64 (64,0)
Treponema denticola (T.d.)

++ 0 (0,0) 2 (2,0)

+++ 0 (0,0) 0 (0,0)

-nedetekován 27 (51,9) 20 (20,0)

+ 18 (34,6) 44 (44,0)
Peptostreptococcus micros (P.m.)

++ 4 (7,7) 24 (24,0)

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

- nedetekován 26 (50,0) 29 (29,0)

+ 21 (40,4) 28 (28,0)
Prevotella intermedia (P.i.)

++ 3 (5,8) 20 (20,0)

+++ 2 (3,8) 23 (23,0)
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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 pacientů s CP vyskytoval méně než v kontrolní skupině (33,7 %
versus 41,3 %, p = 0,03; OR = 0,72, 95 % CI: 0,54–0,96, tab. 3). Naproti tomu se nám
nepodařilo prokázat významné rozdíly ve frekvencích haplotypů TLR-2 a TLR-4 mezi pa-
cienty s CP a kontrolními osobami (tab. 3).

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

Pozit.

Negat.

F.
n.

A
.a

.
P.

g.
T.

f.
T.

d.
P.

m
.

P.
i.

0 20 40 60 80 100 120

P = 0,009

P = 0,00007

P = 0,01

P = 0,000001

P = 0,000001

P = 0,11

P = 0,02

Pacienti
s CP
Kontroly

Graf. 1 Procento (%) výskytu parodontálních patogenů u kontrol a pacientů s chronickou paro-
dontitidou (CP)

Negat. = odpovídá počtu bakterií < 103

Pozit. = odpovídá detekci počtu bakterií > 103 [tj. slabě pozitivní (103–104), středně pozitivní (104–105)
a silně pozitivní (> 105)]

DISKUSE

Chronická parodontitida je multifaktoriálním onemocněním, u něhož hrají roli složité
interakce mezi řadou genů a faktorů zevního prostředí [8, 51]. Podle v současnosti po-
užívaného patogenetického modelu je parodontitida iniciována a spouštěna bakteriemi
zubního plaku [43]. Na rozpoznávání těchto patogenů, jakými jsou např. P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans a F. nucleatum, se podílejí TLRs receptory, které jsou přítom-
ny ve tkáních parodontu [39]. Dosud nejčastěji se u parodontitidy studovala úloha po-
lymorfismů v genu pro TLR-4, a to zejména jeho dvou variant (Asp299Gly a Thr399Ile),
u nichž byl prokázán vztah k funkci [2]. I když se na první pohled může zdát, že TLR-4
gen je vhodným „kandidátním“ genem pro rozvoj parodontitidy, studium asociací jeho po-
lymorfismů nedošlo ke konzistentním závěrům [6, 9, 12, 13, 19, 20, 22, 25, 35, 38, 41,
42, 49, 52].

Nenašli jsme ani významné asociace mezi parodontitidou a variantou Arg753Gln v ge-
nu pro TLR-2. Naše výsledky jsou v souladu s řadou dříve publikovaných negativních
studií [6, 12-14, 52]. Funkční polymorfismus v pozici -16934A/T také neovlivňoval
dispozici jedinců k rozvoji CP v této práci, což naznačuje, že TLR-2 gen pravděpodobně
nebude hrát významnou roli v patogenezi onemocnění parodontu v naší populaci. Poly-
morfismy v TLR-2 genu byly naproti tomu asociovány se vznikem řady jiných zánětlivých
a autoimunitních onemocnění [5, 28, 37, 46].

TLR-9 je, stejně jako TLR-2 a TLR-4, exprimován v gingiválních lézích jak u pacientů
s gingivitidou, tak také, a to mnohem výrazněji, u nemocných s parodontitidou [23]. Ač-
koliv izolované SNPs v genu pro TLR-9 nebyly významně asociovány s CP, v rámci
haplotypové analýzy jsme našli významný vztah TLR-9 [-1486T/-1237T/+2848A] haplo-
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typu s CP [21]. Dva polymorfismy ležící v promotorové oblasti tohoto genu mohou vy-
tvářet nová vazebná místa pro NF-kB (-1237C/T) a Sp1 (-1486C/T) [16]. Novak se spo-
lupracovníky [36] prokázal, že TT genotyp v pozici -1237C/T TLR-9 genu má vyšší pro-
motorovou aktivitu než CC genotyp. Kombinace alely C v pozici -1486 s alelou G v pozici
+1174 (varianta nevyšetřená v naší studii) snižuje expresi TLR-9 genu [48]. Kikuchi a kol.
ukázali, že genotyp AA v pozici 2848A/G v exonu 2 může zvyšovat expresi tohoto genu
a podporovat tvorbu IgM(+) B lymfocytů po stimulaci CpG [24]. „Rizikový“ haplotyp pro
vznik CP v naší práci obsahuje alelu A +2848A/G varianty spolu s alelami T -1237C/T
a -1486C/T polymorfismů, které vykazují vyšší promotorovou aktivitu než opačné alely.
Můžeme předpokládat, že bakteriální DNA přítomných parodontálních patogenů může
vyvolávat zánětlivé změny parodontu a rozdíly v regulaci transkripce TLR-9 genu (deter-
minované přítomností aktivnějších alel) mohou hrát v tomto procesu důležitou úlohu.
Tento předpoklad je podporován nálezy získanými na modelu TLR-9 deficientních myší,
které nereagují na CpG DNA produkcí cytokinů dendritickými buňkami a makrofágy
[18]. Naproti tomu nebyly pozorovány rozdíly v expresi TLR-9 nebo produkci IFNa/IFNb
po stimulaci TLR-9 ve vztahu k různým alelám tohoto genu [7]. Interakce mezi TLR-9 po-
lymorfismy a přítomnými mikroorganismy nebyly pozorovány ani v naší práci, na rozdíl
od marginální korelace obou polymorfismů v TLR-4 genu s výskytem P. gingivalis.

ZÁVùR

Závěrem lze říci, že naše výsledky poukazují na asociaci TLR-9 haplotypů s rozvojem
chronické parodontitidy a naznačují možnou interakci mezi přítomností určitých bakte-
rií v subgingiválním plaku a polymorfismy v TLR-4 genech, což je v souladu s multifak-
toriální etiologií tohoto onemocnění. Předložená data představují další střípky do mozai-
ky složitého přediva genetického pozadí chronické parodontitidy, ale ke klinickému
využití uvedených poznatků povede cesta ještě přes řadu dalších molekulárně genetic-
kých studií.
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