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9. ZAVERY

Zadani této disertacni prace bylo definovano cily uvedenymi na stran¢ -’ . Souhrnné

fe¢eno, mélo jeji feseni navazujici na predchozi dlouhodoby vyzkum, potvrdit

- vztah mezi rizikovym genotypem, pfitomnosti patogennich bakterii a
progresi onemocnéni

- ptitomnost defektu neutrofilnich granulocyti u pacienti s ¢asnou
parodontitidou

- vyznam Thl a Th2 lymfocytil v progresi onemocnéni

- vyznam polyklonalni tvorby imunoglobulinti v patogenezi onemocnéni

- vztah mezi parodontitidou a ateroskler6zou

V kontextu s timto zadanim vedou vysledky prace k témto zavérim:

V pribéhu desetileté 1é¢by 20 pacientti s ¢asnou parodontitidou (early-onset
periodontitis) doslo diky konzervativni terapii a pravidelné domaci pé¢i o parodont
ke stabilizaci onemocnéni u 15 osob s ¢asnou parodontitidou. Progrese onemocnéni
byla naopak zji§téna u péti pacientq.

Pacienti byli ve ¢tvrtém roce studie rozdéleni na zaklad¢ klinického stavu na skupinu
A (s mirmnou formou onemocnéni) a skupinu B (s t&€Z8§i formou onemocnéni).
Signifikantn€ vy$$i hodnoty gingivalniho indexu a po¢tu parodontalnich chobott byly
opakované zji§tény u skupiny B neZ u skupiny A.

IL-1 kombinovany genotyp, tj. kombinace alely — 2 genu pro IL-1A (s nukleotidovou
zaménou C — T v pozici -889) a alely — 2 genu pro IL-1B (s nukleotidovou zdaménou
C — T vpozici +3953), byl detekovan u 60 % pacienti. Vy$§i vyskyt IL-1
kombinovaného genotypu byl zji§tén u pacienti skupiny B. Potvrdili jsme tak vazbu
mezi IL-1 kombinovanym genotypem a progresi onemocnéni.

V poslednim roce studie jsme detekovali patogenni bakterie v parodontdlnich
chobotech, pfipadn¢ v gingivalnim sulku pacientli. Zjistili jsme pfitomnost bakterii
Treponema denticola u 81,3 % pacientl, Porphyromonas gingivalis u 62,5 %
pacientl, Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.a) u 50% pacientd,
Porphyromonas intermedia u 43,8 % pacienti a Tannerela forsythia u 31,3 %
pacientii. Bakterie 7. denticola a A. a. ptevladaly u pacientti skupiny A, kdezto T.

denticola a P. gingivalis ptevladaly u pacientti skupiny B.
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Vyss$i vyskyt patogennich bakterii byl nalezen u pacientii sIL-1 kombinovanym
genotypem neZ u pacientu bez néj.

Metodou INT byla detekovana produkce kyslikovych radikald neutrofilnimi
granulocyty. Niz§i hodnoty indexu INT nez je jeho fyziologické rozmezi byly
detekovany u 90 % pacientl na po¢atku terapie a u 53 % pacientti po péti letech 1é¢by.
Nicméné u 67 % pacientt doslo ke zvySeni hodnot indexu INT v pribéhu 1é¢by.
Signifikantné¢ vy$§i tvorba IFN-y a signifikantn€ niz§i tvorba IL-4 byla zji§t€na u
zdravych sourozenci nez u pacientti po 24 hodin stimulaci mononuklearnich bunék
E. coliaAd. a.

Pocet bun¢k produkujicich cytokiny IL-4, IL-6, IL-10 a IFN-y byl sledovan metodou
ELISPOT po stimulaci mononuklearnich bunék izolovanych z periferni krve 3, 5 a 7
dni standardnim kmenem E. coli, standardnim kmenem A.a. a kmenem 4. a.
izolovanym z gingivalniho sulku daného pacienta ¢i zdravé kontrolni osoby. U
zdravych osob byla kinetika reakce (tj. pocet bun€k produkujicich cytokiny v prubéhu
tfeti az sedmy dne stimulace) nezadvisla na pouzZitém bakteridlnim kmenu.
Signifikantni pokles po¢tu bun¢k produkujicich IL-6 a IL-4 byl zji§tén u pacientti po
stimulaci standardnim kmenem 4. a. v porovnani se stimulaci vlastnim kmenem 4. a..
Po stimulaci standardnim kmenem A. a. do$lo i k poklesu poétu bunék tvoficich IL-10
a IFN-y nez po stimulaci vlastnim kmenem 4. a..

Zatimco pocet bun€k produkujicich cytokiny byl podobny u pacientl a zdravych osob,
koncentrace cytokinti zji§téna metodou ELISA byla signifikantn€ vy$$i u zdravych
osob neZ u pacient.

Koncentrace imunoglobulinti IgM byla po stimulaci E. coli a A. a. signifikantné vyssi
u zdravych osob neZ u pacientil. Po stimulaci vlastnim kmenem 4. a. byla u zdravych
osob zjisténa vyssi koncentrace IgA, aviak niz8i produkce IgM a IgG neZ u pacienti.
Po stimulaci mononukledrnich bun€k izolovanych z periferni krve pokeweed
mitogenem (PWM) dochézi k polyklonalni tvorb¢ imunoglobulinii. Po stimulaci PWM
a concanavalinem A (ConA) dochazi k signifikantnimu poklesu hladin polyklonalné
tvofenych imunoglobulini u zdravych osob, naopak k signifikantnimu vzestupu
koncentrace imunoglobulini po PWM+ConA u pacientii na po¢atku lé¢by. V prub&¢hu
terapie doslo u pacienti s EOP k upraveni imunitni reakcsc:slz, Ze u vétsiny pacientll
byla detekovana inhibice tvorby imunoglobulini po PWM stimulaci.

V dlouhodobé studii se nam nepodafilo prokazat vztah mezi progresi Casné

parodontitidy a hodnotou inhibi¢niho indexu.
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Produkce IgA po PWM stimulaci mononuklearnich bunék izolovanych z periferni
krve pacientt signifikantné rostla v priibéhu desetileté 1é€by a korelovala se zlepSenim
klinického stavu parodontu.

Nase zkuS$enosti s vySetfovanim tvorby imunoglobulini po polyklonalni stimulaci i se
sledovanim inhibice jejich tvorby byly aplikovany na zji§téni vlivu infuze
intravenéznich imunoglobulind u pacienti s primarnim imunodeficitem. U pacientl
s IgG selektivnim imunodeficitem (IgGSD) byla zjiSténa po PWM stimulaci
signifikantné vy$§i polyklonalni tvorba IgA a IgM nez u zdravych osob. Plisobenim
infize intravenéznich imunoglobulini doslo k poklesu koncentraci IgA a IgM. U
pacienti s béZnym variabilnim imunodeficitem (CVID) byly detekoviny po PWM
stimulaci vy$8i hodnoty IgM a IgG, ale niz8i hladiny IgA neZ u zdravych kontrol.
Pusobenim infize doslo k poklesu pouze produkce IgM.

Po stimulaci bunék PWM+ConA doslo k signifikantni inhibici tvorby imunoglobulint
u zdravych osob. U pacientii s imunodeficity pfed infuzi nedoslo k inhibici tvorby
imunoglobulini po PWM+sct0i’r’nqulaci. Po aplikaci infize doS$lo k inhibici tvorby IgG u
IgGSD pacientd, ale ne u CVID pacientii. Lymfocyty aktivované ConA produkovaly
supresivni faktory, které spolu s IVIG infuzi ovliviiovaly jak stimulaci tak inhibici
tvorby imunoglobulinti in vitro.

Metodou RayBio byla zjiSténa produkce cytokinii po pétidenni stimulaci PWM a
PWM+ConA u pacienti s EOP. Byly vySetfeny vzorky od tfi pacienti s inhibici
polyklonalni tvorby imunoglobulinii a tfi pacientti bez inhibice polyklondini tvorby
imunoglobulint. Po stimulaci PWM se tvofilo vice IL-1a, IL-7, IL-15, IL-17, s TNF-
RI a IL-6sR neZ po stimulaci PWM+ConA. Naopak po stimulaci PWM+ConA bylo
detekovano vice IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, TGF-p a TNF-f neZ po stimulaci PWM.

U pacienti s normalni inhibici tvorby polyklonalnich imunoglobulini byla
detekovana po PWM stimulaci také vyssi tvorba cytokint IL-1p, IL-10, IL-12p40, IL-
12 p70, TNF-a a IFN-y neZ po PWM+ConA stimulaci. Av3ak u pacienti bez inhibice
tvorby polyklonalnich imunoglobulind byly tyto cytokiny produkovany ve vys$§i
koncentraci po PWM+ConA stimulaci nezZ po PWM stimulaci.

Vys8i koncentrace TNF-a a IL-10 po stimulaci PWM a zaroveri vy$3i inhibice jejich
tvorby po stimulaci PWM+ConA byla zji§téna pomoci multiplexové analyzy u
pacientu s normalni inhibici neZ u pacienti s naru$enou inhibici.

Parodontitida je jednim zrizikovych faktori pro rozvoj aterosklerézy. U deviti

pacienti skupiny B (s téZ8i formou &asné parodontitidy) byly detekovany rizikové
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alely pro apolipoprotein apo €2, apo €4 a nebo apoB -100 Arg 3500 Gin. Pouze u
jednoho pacienta ze skupiny A (s mirnym pribéhem onemocnéni) byly zji$tény apo &2
a apo e4. ZvySené genetické riziko rozvoje hyperlipoproteinémie (homozygotni
kombinace apoe2) a hypercholesterolémie ( apoB -100 Arg 3500 Gin) bylo zji§téno u
dvou pacientd skupiny B.

U pacientli apo €2+ byly zji§t€ny signifikantn€ niz$i koncentrace LDL a cholesterolu
a niz8i koncentrace HDL a triglyceridi neZ u pacienti apoe2-. Hladiny LDL, které
byly niz$i nez fyziologické rozmezi, souviseji se snizenou degradaci VLDL u apoe 2+
pacientu.

U pacienti apo ¢4+ byly detekovany niz§i hladiny LDL, HDL, cholesterolu a
triglyceridi nez u pacienti apo €4-. Dva zpacienti apo €4+ jsou jiz léCeni
v souvislosti s hypertenzi a vysokymi hladinami cholesterolu, proto mohly byt
vysledky touto lé€bou ovlivnéné.

Soucasné vysledky laboratornich vy3etfeni nenasvéd¢uji moznému rozvoji cévnich
onemocnéni u vétSiny pacienti s ¢asnou parodontitidou. U dvou osob s vyrazné
rizikovym genotypem doporuc¢ime interni vysetfeni.

Bylo zavedeno pocitatové hodnoceni metody RayBio a ELISPOT pomoci obrazové
analyzy LUCIA.

Vysledky této disertacni prace maji vyznam zejména z hlediska prevence. Poukazuji
na vyznam preventivnich prohlidek mladeZze zaméfenych na sledovani ¢asnych zmén
na parodontu a dtlezitost v€asného zahajeni konzervativni 1é€by u postizenych

jedinct.
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