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SOUHRN

Uvod a cil studie: Genetické predispozice hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi jak chronické parodon- @
titidy (CP), tak i diabetes mellitus (DM), mezi kterymi existuje recipro¢ni vztah. U obou chorob jsou za
kandidatni povazovany geny pro imunoregulaéni faktory, k nimz se fadi signalni peptidy zvané cytokiny.
Cilem nasi studie bylo analyzovat polymorfismy ve vybranych cytokinech, konkrétné v interleukin-1
(IL-1) genovém klasteru a v /L-6 genu, u pacientd s CP s/bez DM a porovnat je se zdravou populaci.
Metodika: Do studie pfipadl a kontrol (tzv. case-control study) jsme zaradili celkem 590 osob: 226
zdravych; 248 pacientd pouze s CP, 36 pacientti s CP i DM 1. typu (TIDM), 80 pacientli s CP a DM 2.
typu (T2DM). Pro genotypizaci jsme vyuzili postupl zaloZzenych na polymerdzové retézové reakci (PCR)
a nasledné restrik¢ni analyze.

Vysledky: Frekvence alel a genotypUl sledovanych polymorfismd ve vybranych cytokinech, kromé va-
rianty v /L-1B genu se mezi skupinami pacientl a zdravymi jedinci statisticky vyznamné nelisily. V /L-T
genovém klastru jsme vSak nalezli protektivni haplotyp u CP a haplotypy zvysujici riziko rozvoje CP
u pacientd s T2DM i s TIDM. Rovnéz v genu pro /L-6 jsme prokazali signifikantni rozdil ve frekvenci
haplotypu GGG mezi pacienty s CP a zdravymi jedinci.

Zaveér: Nase vysledky naznacuji, ze na rozdil od analyz jednotlivych polymorfismd rlizné haplotypy
v IL-1 genovém klasteru i v promotoru genu pro /L-6 mohou ovliviovat riziko rozvoje CP u pacientd
s/bez DM v ¢eské populaci. Domnivame se, ze stanoveni haplotypd ma, oproti sledovani jednotlivych
alelickych a genotypovych frekvenci, lepsi vypovédni hodnotu a méla by mu byt ddna pfi genetické
analyze komplexnich nemoci prednost.
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SUMMARY

Introduction and aim of study: Genetic predispositions play an important role in the etiopathogenesis
of periodontal diseases (CP) and diabetes mellitus (DM). Recent studies have also proven a bidirectional
interrelationship between these conditions. The immunoregulatory factors, including signal peptides,
so called cytokines, are considered as candidate genes for both of these diseases. The aim of our study
was to analyse polymorphisms in selected cytokines, namely in the interleukin-1 (IL-T) gene cluster and
IL-6 gene, in patients with CP and with/without DM and compare them with the healthy population.

Methods: 590 subjects were enrolled in this case-control study: 226 healthy/non-periodontitis sub-
jects, 248 patients only with CP, 36 patients with CP and type 1 DM (T1DM), 80 patients with CP and
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type 2 DM (T2DM). For genotyping methods based on polymerase chain reaction (PCR) and subsequent
restriction analysis were used.

Results: The allele and genotype frequencies of the studied polymorphisms, except for a variant in the
IL-1B gene, did not differ significantly between the groups of patients and healthy controls. However, in
the /L-T gene cluster, a protective haplotype in CP and risk haplotypes for CP in patients with T2DM or
with TIDM were found. In addition, in the /L-6 gene, a significant difference in GGG haplotype frequencies
between the groups of patients with CP and healthy controls was identified.

Conclusion: Our results suggest, that contrary to analyses of individual polymorphisms, different haplo-
types in the /L-7 gene cluster and /L-6 gene promoter may affect the risk for CP development in patients
with/without DM in Czech population. We assume that the determination of haplotypes may have a bet-
ter predictive value than study of individual allele and genotype frequencies and it should be preferred

in genetic analysis of complex diseases.

KEYWORDS: periodontitis - diabetes mellitus - gene variability - cytokines - interleukins

UVOD A CILE STUDIE

Vyznam vybranych cytokinti u parodontitidy
a diabetes mellitus

Parodontitida je onemocnéni vyvolané bakterie-
mi (zejména gramnegativnimi), pfi kterém dochazi
k rozvoji chronického zanétu, coz ma za nasledek
ztratu pojivové tkaneé, alveolarni kosti a nakonec
izubt. Rovnéz prubéh diabetes mellitus (DM), ktery
zahrnuje skupinu metabolickych onemocnéni cha-
rakterizovanych hyperglykémii, je chronicky a na
jeho vzniku i progresi se podili zAnétliva reakce. Mezi
obéma chorobami existuje reciproc¢ni vztah, ktery
je v posledni dobé intenzivné studovan [4]. Kromé
environmentalnich faktorfi (stres, koufeni, obezita
atd.) hraje v etiopatogenezi téchto komplexnich cho-
rob roli také geneticka predispozice. Za kandidatni
jsou mimo jiné povazovany geny pro imunoregulacni
faktory, k nimz se fadi signalni peptidy zvané cytoki-
ny. Vyznam cytokindi, pfedevsim pak interleukinu-1
(IL-1) a interleukinu-6 (IL-6), v obousmérném vztahu
chronické parodontitidy (CP) a DM 2. typu (T2DM) je
znazornén na obr. 1[28, 33].

Interleukin-1

IL-1 je pluripotentni cytokin, ktery patfi k hlav-
nim mediatorim zanétlivého procesu. Prozanétlivou
aktivitu vykazuji jeho dvé formy IL-1x a IL-1f v kon-
trastu s protizanétlivymi schopnostmi antagonisty
IL-1 receptoru (IL-1RA) [8].

U pacientl s parodontitidou byly v gingivé nale-
zeny zvySené hladiny IL-1a a IL-1f [18] a vyznamné
vy$$i hladiny IL-1B v gingivalni tekutiné vykazovali
také pacienti s DM 1. typu (T1IDM) [32] a pacienti
s T2DM s CP ve srovnani s nediabetickymi kontrolami
[3, 6]. Hypotézu o vlivu hyperglykémie na stupen
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Obr.1 Vyznam cytokinli v obousmérném vztahu chronické paro-
dontitidy (CP) a diabetes mellitus 2. typu (T2DM), upraveno
podle [26, 31].

Hyperglykémie charakteristickd pro onemocnéni T2DM je pfi-
¢innym faktorem vzniku pozdnich produktl glykace (AGES),
coz spolecné s vyssi koncentraci lipidd, mastnych kyselin (MK)
a s lipopolysacharidy (LPSs) ovliviuje nejen funkci bunék imu-
nitniho systému a produkci prozanétlivych molekul, ale také
narusuje metabolismus tkani parodontu. V ddsledku téchto
déjl dochazi ke snizeni odolnosti v{ci mikrobidlni infekci ve-
douci ke vzniku a rozvoji CP, kde gramnegativni (G-) bakterie
uvolnuji endotoxiny a LPSs a indukuji odpovéd monocytl

a makrofagl ve formé aktivace mediatort zanétu. Mezi né
patfi tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), prostaglandin E2
(PGE2) a dale celd rada cytokind, predevsim pak interleukin-18
(IL-1B), IL-6 a IL-8, které se mohou podilet na rozvoji inzulinové
rezistence a na destrukci B-bunék pankreatu. Mezi T2DM a CP
vznika tzv. bludny kruh (circulus vitiosus); funkce cytokind

a variabilita v jejich genech tak mohou hrat vyznamnou roli

v pochopeni téchto komplikovanych vztaha.

zanétlivé odpovédi u parodontitidy potvrdila studie
na potkanim modelu, jejiz vysledky naznacuji, ze
DM mfiZe zvySovat produkci IL-1B, tumor nekroti-

makrofagy .
| rezistence
rozvoj inzulinové ! k mikrobialni
rezistence IL-1B, IL-6, infekci
IL-8, TNF-q,
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zujiciho faktoru-alfa (TNF-«) a lipopolysacharidt
(LPSs) v parodontalnich tkanich [17]. V nedavno
publikované studii bylo zjiSténo, Ze IL-1f a TNF-«
mohou ovlivilovat inzulinovou rezistenci a posko-
zeni B-bunék pankreatu [27]. Protektivni role je pak
prisuzovana IL-1RA, jehoZ vyssi exprese ve slinach
byla pozorovana u pacientl s T2DM a zdravym pa-
rodontem [12].

Proteiny IL-1a, IL-1B a IL-1RA jsou kédovany
geny IL-1A, IL-1B a IL-IRN, které jsou soucasti IL-1
genového klastru o velikosti 430 kb lokalizovaného
na chromozomu 2q14-g21 [37]. Polymorfismy v téch-
to genech mohou pfispét ke zménam v produkci
prislusnych cytokint a jsou intenzivné zkoumany
u rtznych zanétlivych chorob. Existuji také studie
u pacienti s T2DM zabyvajici se vztahem mezi pa-
rodontitidou a variabilitou v IL-1 genovém Kklastru
(11, 22, 38].

Interleukin-6

Patogeneze obou onemocneéni je spojena i s vy-
sokymi hladinami IL-6 [10, 29, 39], pleiotropniho
cytokinu zapojujiciho se do regulace imunitniho
systému a zanétlivych procesti, hematopoezy a me-
tabolismu kosti. IL-6 také ovliviiuje inzulinovou
rezistenci v jatrech i tukové tkani a spolecné s dal-
§imi prozanétlivymi cytokiny se mtize podilet na
poskozeni B-bunék Langerhansovych ostrivka [21].

JelikoZ mira exprese IL-6 genu mize byt ovlivnéna
polymorfismy v jeho promotorové oblasti [41], probi-
haji intenzivni studie zkoumajici jednonukleotidové
polymorfismy (SNPs) -174G/C (rs1800795), -572G/C
(rs1800796) a -597G/A (rs1800797) u pacientlr s CP
s/bez DM ve srovnani se zdravymi kontrolami [35, 36,
42]. Nicméné dosavadni analyzy v rozli¢nych popula-
cich, které zkoumaly predevsim rozdily v alelickych
a genotypovych frekvencich jednotlivych polymor-
fisma, jsou obdobné jako u studii zabyvajicich se
variabilitou v IL-1genu rozporuplné.

Cil prace

Cilem nasi studie bylo analyzovat nejenom alelo-
vé a genotypové distribuce polymorfismi ve vybra-
nych cytokinech, konkrétné IL-1a a B, antagonisty
jeho receptoru a IL-6, ale zaméftili jsme se téZ na
moznou asociaci jejich alelickych kombinaci (tzv.
haplotypti) s CP s/bez DM.

MATERIAL A METODY

Popis souboru a klinické vysetfeni

Do studie pfipadd a kontrol (tzv. case-control
study) jsme vybrali 590 nepiibuznych osob z regionu
jizni Moravy, které jsme vySetfili v letech 2005 aZ
2015 na Parodontologickém oddéleni Stomatologické
kliniky Fakultni nemocnice u svaté Anny v Brné
(H.P.,].V., A.F.). Kritéria pro zafazeni do studie byla
nasledujici: vék vyssi nez 30 let, pritomnost vice nez
16 vlastnich zubt (kromé tfetich molar(), pacienti
nesmeéli podstoupit parodontologickou 1écbu béhem
uplynulych Sesti mésicti anebo uzivat v poslednich
tfech mésicich antibiotika. Ze studie jsme vyloucili
téhotné a kojici Zzeny, pacienty po transplantacich
organi, osoby se zavaznymi systémovymi chorobami
(hematologicka, onkologicka a autoimunitni one-
mocnéni, infekce HIV) a pacienty dlouhodobé uzi-
vajici kortikosteroidy, imunosupresiva a nesteroidni
antiflogistika. zakladni charakteristika pacientli
i kontrolnich osob je uvedena v tabulce 1.

U pacientii s CP i osob bez parodontitidy jsme ode-
brali celkovou a stomatologickou anamnézu, detailné
klinicky vySetfili stav chrupu a parodontu a provedli
rentgenologické vysetfeni. Pomoci parodontalni son-
dy UNC-15 jsme provedli na kazdém zubu méfeni a za-
znamenali hloubku parodontalnich chobotfi (probing
pocket depth, PD) ve ¢tyfech lokalitach (distalné, ves-
tibularné, mezialné, oralné). Ve stejnych lokalitich
jsme méfili velikost gingivalnich recest (GR) a zapsali
jsme ilokality s vyraznou hyperplazii gingivy. Z téch-

Tab. 1 Demograficka a klinicka data pacient s CP, CP+T1DM, CP+T2DM a kontrolnich osob

Charakteristika Kontroly cP CP+TIDM CP+T2DM
N = 226 N =248 N =36 N =80
Veék (primérny vék+SD) 52,8+11,0 54,4+8,0 49,8+9,6 65,6+9,6
Pohlavi (muzi/zeny) 115/1M 17/131 16/20 40/40
Koureni (ne/ano, %) 72,6/27,4 71,3/29,7 77,8/22,2 87,7/12,3
Doba trvani diabetu (roky+SD) - - 24,7116 1,2+8,7
PD (prdmeér v mm+SD) 1,21+0,30 3,23+0,76 3,54+0,93 3,80+1,03
GR (prdmér v mm+SD) 0,16+0,28 0,72+0,53 0,87+0,77 1,09+0,78
CAL (primér v mm=SD) 1,38+0,25 3,96+1,01 4,41+1,48 4,88+1,31

CAL = klinicka ztrata tiponu, CP = chronicka parodontitida, GR = gingivalni recesy, N = pocet jedincti, PD = hloubka parodontalnich chobott,

SD = smérodatna odchylka, TIDM = diabetes mellitus 1. typu, T2DM = diabetes mellitus 2. typu
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to idajl jsme nasledné vypocitali klinickou ztratu
uponu (clinical attachment loss, CAL).

Zkoumany soubor zahrnoval:

i) 226 zdravych osob, které netrpély CP, DM ani
jinymi systémovymi chorobami podle vyse uvede-
nych kritérii. Osoby zatfazené do kontrolni skupiny
mély hodnotu CAL mensi nez 2 mm.

ii) 364 pacientt s generalizovanou CP, ktefi splro-
vali diagnosticka kritéria definovana podle American
Academy of Periodontology (AAP) [2]. Mezi Kkrité-
ria pro zatfazeni pacientli do této skupiny patfilo:
minimalné 30 % postizenych zubli a CAL > 2 mm.
Tyto pacienty jsme dale rozdélili do tfi podskupin
v zavislosti na pfitomnosti onemocnéni a typu DM:

1. 248 pacientd bez DM a jinych systémovych

onemocneéni,

2. 36 pacientli s TIDM,

3. 80 pacientli s T2DM.

U pacientd s DM jsme zaznamenali hladiny gly-
kémie, glykovaného hemoglobinu (HbAlc) a lipida
(celkovy cholesterol, HDL, LDL a triacylglyceroly), viz
tab. 2, dale farmakoterapii a informace o komplikacich
spojenych s DM podle zdravotni dokumentace z diabeto-
logickych ordinaci. Do studie jsme zafadili jen ty osoby
s DM, u kterych onemocnéni trvalo déle nez tfi roky.

Studie byla schvalena Etickou komisi Lékarské
fakulty Masarykovy univerzity a Fakultni nemocnice
usvaté Anny v Brné. Pisemny informovany souhlas
podepsaly vSechny osoby pred zafazenim do studie
v souladu s Helsinskou deklaraci.

I1zolace DNA a genotypizace

I1zolaci DNA a stanoveni genotypti pro SNPs v IL-1
genovém klasteru: IL-1A -889C/T (rs1800587), IL-1B
+3953C/T (rs1143634) a variabilniho poctu tandemo-
vych repetic (VNTR polymorfismus) ve 2. intronu

Tab. 2 Koncentrace glukdzy v krvi (glykémie), glykovaného
hemoglobinu a lipidd u pacientti s CP+T1DM a CP+T2DM

Charakteristika CP+T1DM CP+T2DM p
glykémie (mmol/IxSD) | 7,34%2,34 7,572,13 0,61
HbAlc 69,36x11,56 | 5826+15,66 0,001*
(mmol/mol+SD)

celkovy cholesterol 4,78+0,72 4,77+1,01 0,94
(mmol/I+SD)

HDL (mmol/I£SD) 1,65+0,39 1,33+0,63 0,01
LDL (mmol/1£SD) 2,70+0,64 2,81x92 0,56
TAG (mmol/I+SD) 1,01+0,64 1,96+1,14 0,0071*

CP = chronicka parodontitida, HbAlc = glykovany hemoglobin, p =
p-hodnota, SD = smérodatna odchylka, TAG = triacylglyceroly, TIDM
= diabetes mellitus 1. typu, T2DM = diabetes mellitus 2. typu, *p < 0,05

genu pro IL-IRN jsme provedli podle jiZ dfive publi-
kovanych protokola [16] (P.B.L., J.K.).

Analyza polymorfismti v promotoru IL-6 genu
-174G/C (rs1800795), -572G/C (rs1800796) a -597G/A
(rs1800797) byla zaloZena na principu polymerazové
fetézové reakce (PCR) s naslednou restrikci vybrany-
mi enzymy; postupovali jsme podle nasich jiz dtive
zvefejnénych protokold [15] (S.V.).

VSechny genetické analyzy byly provedeny bez
znalosti osobnich a klinickych tidajt vySetfovanych
osob. U 10 % vzorkil DNA jsme stanoveni genotypt
opakovali pro ovéfeni spravnosti analyzy.

Statistické hodnoceni

Pro hodnoceni jsme pouzili standardni metody
deskriptivni statistiky; pocitali jsme absolutni a re-
lativni frekvence pro kategoridlni proménné a pri-
meér se smérodatnou odchylkou pro kvantitativni
proménné. Vzhledem k normdalnimu rozlozeni na-
meéfenych hodnot jsme stav parodontu i laboratorni
nalezy hodnotili pomoci analyzy variance (ANOVA).
Vyznamnost rozdild v alelickych frekvencich mezi
jednotlivymi skupinami jsme pocitali Fisherovym
exaktnim testem. Signifikance odchylek od Hardy-
Weinbergova ekvilibria pro kazdy polymorfismus
a rozdily ve frekvencich genotypti jsme testovali po-
moci y>-testu. Haplotypovou analyzu jsme provedli
s vyuzitim programu SNP analyzer v. 2.0. (http://
snp.istech2l.com/snpanalyzer/2.0/); hodnotup < 0,05
jsme povazovali za statisticky vyznamnou (L.I.H.).

VYSLEDKY

Klinické vysetfeni

PostiZeni parodontu u pacientd s CP s/bez diabe-
tu a u zdravych osob jsme hodnotili pomoci PD, GR
a CAL, viz tab. 1. U vSech skupin pacientf byly hod-
noty PD, GR a CAL vyznamné vySsi pii porovnani se
zdravymi kontrolami (p < 0,01). Statisticky vyznam-
ny rozdil jsme pozorovali i pfi srovnani pacientti s CP
a CP+T2DM (p < 0,01). U nemocnych s CP a diabetem
obou typli jsme hodnotili také koncentraci glukozy
v krvi, HbAlc a lipidt (celkového cholesterolu, HDL,
LDL a triacylglyceroldl) ( tab. 2). Ackoli se glykémie
nalac¢no neliSila mezi skupinou pacientti s CP+T1DM
a CP+T2DM, hladina HbAIc byla vyznamné vyssi
u pacientdl s TIDM. Tito pacienti méli také vys-
§i koncentraci HDL cholesterolu (p = 0,01) a nizsi
primeérnou koncentraci triacylglycerold (p < 0,01)
pfi porovnani se skupinou pacientii s CP+T2DM.

Interleukin-1
Neprokézali jsme statisticky vyznamnou aso-
ciaci alelickych ani genotypovych frekvenci IL-
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Tab. 3 Genotypové a alelové frekvence polymorfismu v /L-1B +3953C/T (rs1143634) u pacientti s CP, CP+T1DM, CP+ T2DM a u kontrol

Genotypy
Alely Kontroly cpP OR (95% CI) CP+TIDM OR (95% CI) CP+T2DM OR (95% CI)
IL-1B +3953 C/T N (%) N (%) N (%) N (%)
CC 15(50,9) | 156 (62,9) 1,00 18 (50,0) 1,00 48 (60,0) 1,00
CT 95 (42,0) 80 (32,3) 0,62 (0,42-0,91) 16 (44,4) 1,08 (0,52-2,22) 26 (32,5) 0,66 (0,38-1,14)
1T 16 (7,1) 12 (4,8) 0,55 (0,25-1,21) 2(56) 0,80 (0,17-3,77) 6 (7,5) 0,90 (0,33-2,43)
C 325 (71,9) 392 (79,0) 1,00 52 (72,2) 1,00 122 (76,3) 1,00

127 (281) | 104 (21,0)* | 0,68 (0,50-0,91) 20 (27,8) 0,98 (0,57-1,71) 38(23,8) 0,80 (0,52-1,21)

CI = interval spolehlivosti, CP = chronicka parodontitida, /L-7 = interleukin-1, OR = pomér $anci, TIDM = diabetes mellitus 1. typu, T2DM = diabetes

mellitus 2. typu *p < 0,05

1A -889C/T (rs1800587) SNP a VNTR ve 2. intronu
IL-IRN, ale nalezli jsme rozdily ve frekvencich alel
IL-1B +3953C/T mezi zdravymi kontrolami a pacienty
s CP (p<0,02) (tab. 3). Také frekvence tzv. ,,double
genotypu*“ slozeného z IL-1A -889C/T a IL-1B +3953C/T
SNPs, ktery byl dfive oznacovany jako ,s paro-
dontitidou asociovany genotyp*“, nebyla mezi jed-
notlivymi skupinami statisticky vyznamné roz-
dilna.

Pro haplotypovou analyzu, pii které jsou sledo-
vany frekvence kombinaci jednotlivych typt alel
zkoumanych polymorfismi, jsme alely s vice nez
dvéma repeticemi oznacili jako IL-IRN*L (dlouha ale-
l1a) a alelu se dvéma repeticemi jako IL-TRN*S (kratka
alela) [16]. Vysledky haplotypové analyzy ukazuji,
Ze s rizikem CP je podle aditivniho modelu vysoce
signifikantné asociovan haplotyp TTL (p < 0,01,
OR = 0,64, 95% CI = 0,465-0,890). CCL haplotyp
jsme shledali rizikovy (p < 0,05, OR = 1,94, 95% CI
=1,068-3,506) u pacientti s CP a T2DM v recesivnim
modelu, stejné tak jako CTL haplotyp (p< 0,05, OR =
3,03, 95% CI =1,081-8,483) u pacientii s CP a TIDM ve

srovnani se zdravymi osobami podle dominantniho
modelu (tab. 4).

Interleukin-6

Ani v pfipadé sledovanych SNPs v promotoru
IL-6 genu jsme nenas$li statisticky vyznamny rozdil
ve frekvencich alel a genotypll mezi pacienty s CP
a zdravymi jedinci. Analyzou haplotypt jsme proka-
zali signifikantni rozdil ve frekvenci haplotypu GGG
mezi skupinou pacientf s CP a kontrolami (p < 0,03,
OR =1,679, 95% CI = 1,050-2,685) podle recesivniho
modelu. Nepozorovali jsme ale statisticky vyznam-
né rozdily ve frekvencich haplotypti u pacientti s CP
v kombinaci s TIDM nebo T2DM v porovnani se zdra-
vymi jedinci (tab. 5).

DISKUSE

Klinické vysetfeni

Souvislosti mezi diabetem a onemocnénim pa-
rodontu jsou znamé jiz fadu let. VétSina autort
se shoduje v tom, Ze diabetes zvySuje prevalenci,

Tab. 4 Frekvence /L-7 haplotypt u pacienti s CP, CP+T1DM, CP+T2DM a u kontrol

IL-1A -889C/T | IL-1B+3953C/T | IL-IRN (VNTR)& Kontroly cpP CP+T1IDM CP+T2DM
C C L 0,4319 0,4857 0,4749 0,5159*
C C S 0,2153 0,2185 0,1861 0,1878
T T L 0,2146 0,1342* 0,1661 0,1676
T C L 0,0497 0,0590 0,0339 0,0322
C T L 0,0318 0,0348 0,0890* 0,0156
T C S 0,0222 0,027 0,0273 0,0266
T T S 0,021 0,0378 0,0227 0,0361
C T S 0,0136 0,0029 = 0,0182

CP = chronicka parodontitida, /L-7 = interleukin-1, TIDM = diabetes mellitus 1. typu, T2DM = diabetes mellitus 2. typu

§Pro haplotypovou analyzu byly alely s vice nez dvémi repeticemi slouceny do skupiny s nazvem /L-TRN*L (,,long* alela), alela s dvémi repeticemi

byly oznacena jako IL-TRN*S (,,short“alela).
Haplotypy jsou sefazeny sestupné dle frekvence haplotyp u kontrol.

*p < 0,05 vs. kontroly
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Tab. 5 Frekvence /L-6 haplotyptl u pacienti s CP, CP+T1DM, CP+T2DM a u kontrol

Kontroly CP CP+TIDM CP+T2DM
IL-6 -174G/C IL-6 -572G/C IL-6 -597G/A
G G G 0,4596 0,5228* 0,5000 0,5088
C G A 0,4145 0,4214 0,3649 0,4222
G C G 0,0645 0,0423 0,1216 0,0498
G G A 0,0340 0 0 0
C G G 0,0230 0,0135 0,0135 0,0193
C C A 0,0046 0 0 0

CP = chronicka parodontitida, /L-6 = interleukin-6, TIDM = diabetes mellitus 1. typu, T2DM = diabetes mellitus 2. typu

Haplotypy jsou sefazeny sestupné podle frekvence haplotypt u kontrol.

*p < 0,05 vs. kontroly

Pozn. PFi analyze polymorfismii v /L-6 genu jsme sledovali alelické, genotypové a haplotypové frekvence pouze u 181 zdravych osob, 223 pacientl

s CP, 36 pacientli s CP a TIDM a 78 pacientti s CP a T2DM.

incidenci, progresi a zavaznost parodontitidy [13,
40]. Podle predpokladf byly hodnoty PD, GR i CAL
statisticky vyznamneé vyssi ve vSech skupinach pa-
cientl ve srovnani se zdravymi kontrolami. Nejhorsi
stav parodontu (s nejvétsi klinickou ztratou iponu)

jsme pozorovali u pacientli s CP+T2DM, a to i pfes

fakt, Ze v této skupiné bylo nejméné kurakd a pa-
cienti trpéli DM méné neZ polovinu let ve srovnani
s pacienty s TIDM. Pacienti s T2DM vSak byli o vice
nez patnact let starsi nez osoby v ostatnich skupi-
nach. Zajimavym ndalezem byly stejné koncentrace
glykémie u pacientti s TIDM a T2DM, avs$ak vyrazné
vyssi hodnoty HbAlc u pacientdl s TIDM. ZvySena
koncentrace triacylglycerolil a sniZzena hladina HDL
cholesterolu u pacientti s T2DM odpovida typickému
obrazu ,diabetické dyslipidémie* [7].

Interleukin-1

Asociaci IL-1A -889C/T (rs1800587) polymorfismu
u pacientil s CP s/bez DM v Ceské populaci jsme ne-
prokazali, coz je v kontrastu s vysledky metaanalyzy
Karimbuxe a kol. [19]. Dosud nebyla publikovana
prace zabyvajici se timto polymorfismem u pacientl
s TIDM, ale u pacienti s T2DM byla varianta v pozici
-889 IL-1A, konkrétné alela T, asociovana s vysSim
rizikem T2DM u muzl, zatimco u Zen méla tato
minoritni alela opacény, tedy protektivni, ale rovnéz
signifikantni efekt [24].

Z vysledkt nasi studie vyplyva, Ze polymorfis-
mus IL-1B +3953C/T (rs1143634) mazZe hrat roli v etio-
patogenezi CP v Ceské populaci, kdy se alela T jevi ja-
ko protektivni. Tato pozorovani podporuji nami dtive
zjiSténou asociaci C alely IL-1B +3953 polymorfismu
s rizikem rozvoje CP [14]. Nicméné funkéni vyznam
SNPs IL-1B +3953C/T varianty v korelaci s produkci IL-
1B neni jeSté dostate¢né zmapovan a dosavadni stu-
die poskytuji kontroverzni vysledky [25]. U pacientil

s CP a DM jsme vyznamny vztah ke studovanému
IL-1B polymorfismu neprokazali, ackoli Krikovsky
a kol. [20] povazuji T alelu u SNP IL-1B +3953 (ozna-
Covanou také jako +3954) za rizikovou u déti s TIDM.
Alela T v pozici +3953 IL-1B genu byla také jiz drive
spojena s vyssi koncentraci glukoézy v krvi u pacien-
tl s DM [23] a Guzman a kol. [11] nalezli marginalni
vztah mezi polymorfismem v pozici +3953C/T IL-1B
genu a vyskytem parodontitidy v diabetické popula-
ci. Struch a kol. [38] ve své praci uvadéji, Ze pacienti
s T2DM maji zvysené riziko CP, které dale nartista pti
urcité kombinaci variant IL-1A/1B genotypu. Nicméné
v Ceské populaci jsme statisticky vyznamny rozdil ve
frekvenci tzv. ,, double genotypu“ slozeného z IL-1A
-889C/T a IL-1B +3953C/T SNPs mezi skupinami paci-
entdl ve srovnani s kontrolami nenasli.

Vzhledem k tomu, Ze prozanétlivy potencial IL-1a
aIL-1p jeregulovan endogennimi inhibitory, jakymi
jenapf. antagonista IL-1 receptoru, také variabilita
v jeho genu by mohla hrit dileZitou roli v etiopato-
genezi danych onemocnéni. V nasi studii jsme vsak
nezjistili vyznamny vztah mezi IL-IRN (VNTR, 86 bp
v intronu 2) variantami u pacientti s CP s/bez DM, coZ
je v souladu s vysledky metaanalyzy od Ding a kol.
[9], kde IL-TRN VNTR byl asociovan pouze s agresivni,
ne vsak s chronickou parodontitidou. V egyptské
populaci byla frekvence kratké alely IL-IRN*S a ge-
notypu tvofeného kombinaci dvou kratkych alel
(tj. IL-IRNSS) niz$i u pacientd s TIDM ve srovnani se
zdravymi kontrolami [34] a v indické populaci tuto
kratkou alelu spolecné sIL-IRNSS genotypem asocio-
vali s rizikem rozvoje T2DM [1, 5].

Snasimi vysledky koresponduji pozorovani v chil-
ské populaci, kdy Lépez a kol. [22] neprokazali vy-
znamneé rozdily v alelickych ani genotypovych frek-
vencich polymorfismi IL-1A -889C/T, IL-1B +3953C/T
a IL-IRN VNTR mezi pacienty s CP s/bez T2DM, na
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druhou stranu vsak potvrdili asociaci TT genotypl
obou polymorfism@ IL-1A -889C/T i IL-1B +3953C/T
s vyskytem CP. Domnivame se, Ze diskrepance me-
zi vysledky rliznych studii je zapfi¢inéna nejenom
populac¢nimi rozdily, ale pfedevsim dosud nedosta-
tecnou komplexnosti genetického vysetfeni. Proto se
priklanime k haplotypové analyze, ktera, na rozdil
od analyz jednotlivych genovych variant, poskytuje
ucelenéjsi pohled na vztah polymorfismu v IL-1 ge-
novém Kklastru k CP a DM.

Pfi srovnani haplotypovych frekvenci se hap-
lotyp TTL, slozeny z IL-1A -889C/T, IL-1B +3953C/T
a IL-TRNS/L VNTR, zda byt protektivni k rozvoji CP.
Predpokladame, Ze difive popsany ,,ochranny* vliv
T alely IL-1B +3953C/T polymorfismu na rozvoj CP
v nasi populaci, se uplatnuje také u TTL haploty-
pu u stejné skupiny pacienti. Urcitou roli rovnéz
muize hrat pocet repetic v IL-IRN genu, nebot pfi
porovnani frekvenci TTL a TTS haplotypt u pacien-
td s CP a zdravych kontrol je ten s kratkou alelou
(2 repetice) v IL-IRN VNTR spise rizikovy pro rozvoj CP.
U pacient s kombinaci CP a TIDM mtiZeme oznacit
jako rizikovy haplotyp CTL, zatimco CCL haplotyp
zvysuje riziko vzniku CP a T2DM. Z dtivodu rozdilné
etiopatogeneze onemocnéni TIDM a T2DM nejsou
vysledky haplotypové analyzy pfekvapujici.

Interleukin-6

Také polymorfismy v promotoru genu IL-6 jsou
kvili jejich moznému vlivu na miru exprese tohoto
cytokinu [41] intenzivné zkoumany. Metaanalyza
nékolika studii potvrdila asociaci IL-6 -174G/C
(rs1800795) polymorfismu s CP pouze u brazilské
populace, zatimco alela G IL-6 -572G/C (rs1800796)
varianty byla spojena s rizikem rozvoje CP bez za-
vislosti na etnicité populace [36]. V nasi studii jsme
neprokazali vztah jednotlivych alel ¢i genotypt
SNPs IL-6 -174G/C (rs1800795), -572G/C (rs1800796)
a -597G/A (rs1800797) k rozvoji CP u pacientl s/bez
DM. V ¢inské populaci byla protektivnim faktorem
pro CP s T2DM alela C polymorfismu IL-6 -572G/C
(rs1800796) [42] a u indické populace alela A poly-
morfismu IL-6 -597G/A (rs1800797) [35]. Rozdilné
vysledky jednotlivych studii mohou byt dany jed-
nak odlisnou frekvenci polymorfismt v riznych
populacich a také tim, Ze se nebere v potaz moz-
nost vzajemného ovliviiovani jednotlivych SNPs.
Polymorfismy totiz nemusi pfi transkripci IL-6 genu
plisobit aditivné, ale spisSe skrze sloZité interakce
definované haplotypem [41].

Ackoliv jsme u skupin pacientl s kombinaci obou
onemocnéni (tj. s CP s TLIDM/T2DM) nepozorovali sig-
nifikantni rozdily ve frekvencich IL-6 haplotypi, ha-
plotyp G(-174)/G(-572)/G(-597) byl v nasi studii spojen

s rizikem rozvoje CP. Jelikoz je patogeneze parodon-
titidy spojena se zvySenou hladinou IL-6 [39], mohl
by byt haplotyp GGG v porovnani s ostatnimi haplo-
typy vice transkripcné aktivni. Tento pfedpoklad je
v souladu s experimentem, pii kterém konstrukty
s haplotypem GGG transfekované do bunék a na-
sledné stimulované IL-1 vykazovaly oproti ostatnim
konstruktiim s odliSnymi haplotypy vyssi transkripci
[41]. Vysledky pokusti zabyvajici se u zdravych jedincti
s riznymi haplotypy koncentraci IL-6 v plné krvi po
stimulaci LPSs jsou protichtidné. Miiller-Steinhardt
a kol. [26] namérili pfi tomto experimentu u ho-
mozygotnich nositelli genotypu GGG v porovnani
s ostatnimi genotypy nizsi mnozstvi produkovaného
IL-6. V kontrastu s touto studii je prace od Rivera-
Chavez a kol. [31], ktefi pozorovali u homozygott
GGG ve srovnani s ostatnimi genotypy vyssi hladinu
IL-6, coz je v souladu s nasimi zavéry. Rozporuplné
vysledky vySe zminénych dvou studii mohou byt
zplsobeny pouZzitim riznych protokold pro inkubaci,
stimulaci plné krve, méfeni koncentrace IL-6 ¢i exis-
tenci jinych nez zkoumanych SNPs podilejicich se na
expresi IL-6. Dal§im limitem téchto pokust je jejich
ex vivo provedeni, tudiZ se mimo jiné nezohlednuje
vliv polymorfismu Asp358Ala (+48892A/C, rs2228145)
v genu pro receptor interleukinu-6 (IL-6R), ktery in vivo
zvySuje hladinu IL-6 v plazmeé [30].

Limitaci nasi studie je pocet pacientti s CP a sou-
Casné s DM, coZ je dlisledek relativné prisnych kri-
térii, ktera pro zafazeni do této podskupiny dodr-
Zujeme. Nizké pocty zahrnutych pacientd v téchto
skupinach, mohou byt diivodem negativnich vysled-
ki z divodu nizké ,sily testu“. Na druhou stranu
jsou jedinci, zahrnuti do skupin pacientti a zdravych
kontrol, velmi dobfe anamnesticky a klinicky vy-
Setfeni, studovana kohorta je etnicky homogenni
a velikost souboru pacient{i s CP bez DM a 0sob bez
parodontitidy je v porovnani s jinym studiemi tohoto
charakteru vyrazné vétsi.

ZAVER

Zavérem lze Tici, Ze polymorfismus +3953C/T
(rs1143634) v IL-1B genu miZe ovliviiovat nachylnost
k CP v Ceské populaci, avSak pro ucelenéjsi pochopeni
vlivu variability ve studovanych genech vybranych
cytokind je vhodnéjsi haplotypova analyza. Urcité
haplotypy v IL-1 a IL-6 genech lze povazovat za ri-
zikové, ¢i naopak protektivni pfi rozvoji danych
onemocnéni. Domnivame se, Ze vysledky nasi prace
mohou byt vyuzity k lepSimu porozuméni vztahu
mezi CP a DM na molekularni tirovni a v budoucnu
prispéji ke zlepSeni diagnostiky, pfipadné terapie
téchto komplexnich chorob.
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