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(PD) diagnostikai. ISradimas apima metoda ir rinkinj, skitus PD uzdegimo aktyvumui nustatyti organizmo skysciy méginiuose,
jskaitant danteny vagelés skystj, seiles ir kraujo plazma, tiek reumatoidiniu artritu sergantiems, tieck nesergantiems asmenis.
ISradimas jvardina metodologinius Zingsnius ir medziagas, reikalingas méginiy surinkimui, RNR skyrimui, kDNR sintezei,
kiekybinei atvirkstinés transkriptazés PGR ir duomeny analizei, siekiant nustatyti santykinj PD specifiniy miRNR, konkre¢iai miR-
140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p, kiekj. Rezultatai rodo, kad iS8analizavus ankséiau minétas miRNR galima jautriai ir specifiSkai
nustatyti PD.




DIAGNOSTINIS miRNR RINKINYS SKIRTAS PERIODONTITO UZDEGIMINIO
AKTYVUMO VERTINIMUI PACIENTUOSE SU REUMATOIDINIU ARTRITU

TECHNIKOS SRITIS

ISradimas priskiriamas medicinos technologijy sri¢iai, Zinomos medziagos mikro-RNR (miRNR)
medicininis panaudojimas skirtas periodontito uZdegiminio aktyvumo diagnostikai sergantiems
ir nesergantiems reumatoidiniu artritu ir kitomis sisteminémis ligomis, remiantis modifikuota
organizmo skysCiuose (danteny vagelés skystyje, seilése ir plazmoje) aptinkamy miRNR

surinkimo, i§skyrimo bei identifikavimo metodika.
TECHNIKOS LYGIS

Periodontitas (PD) yra létiné infekciné liga, apibiidinama jungiamojo audinio uzdegimine
destrukcija, dél kurios netenkama periodonto jungties ir rezorbuojasi alveolinis kaulas. PD yra
labiausiai paplitusi 1étiné uzdegiminé liga, kurios daznis siekia nuo 10 proc. iki 70 proc.
suaugusiyjy populiacijoje, priklausomai nuo amZiaus ir tyrimuose naudojamy diagnostiniy
kriterijy (1). Ligos paplitimas didéja proporcingai gyventojy amziui — nustatyta, kad 70 proc.
vyresniy nei 65 mety gyventojy serga PD (2). Atsizvelgiant j populiacijos senéjimo tendencijg
bei didé¢jantj rizikos veiksniy sirgti PD pasirei$kimg (nutukimas, cukrinis diabetas ir kt.), ateityje
prognozuojamas didesnis PD paplitimas (3). Itin didelis PD paplitimas yra susijes su ligos
besimptome eiga, dél kurios asmenys kreipiasi gydymui tik pasireiskus vélyviesiems ligos
poZymiams — piiliavimui i§ danteny, danty paslankumui, danty netekimui ir t.t. Nepaisant to, kad
PD yra pagrindiné danty netekimo prieZastis, neigiama periodonto patologijos jtaka neapsiriboja
vien pakitimais burnoje. Ilgai trunkantis, 1étinis anaerobiniy bakterijy kiekio padidéjimas burnoje
yra siejamas su didesne rizika sirgti bakterinés kilmeés pneumonija, létine obstrukcine plauciy
liga bei kitomis kvépavimo sistemos ligomis bei véZziniais susirgimais (4). Periodonto
patogeniniy bakterijy patekimas ] kraujotakg kasdieniy procediry metu (danty valymo,
kramtymo ir kt.) prisideda prie ateroskleroziniy pakitimy formavimosi, didina infekcinio
endokardito bei infarkto i$sivystymo rizika (5, 6). Visgi didZiausig neigiama poveikj organizmui
PD sukelia dél maZo intensyvumo létinio uZdegimo, kuris aktyvuoja imuning¢ sistemg ir lemia
padidéjusig uzdegiminiy mediatoriy produkcijg (7). Padidéjusi naviky nekrozés veiksnio (angl.
tumor necrosis factor a, TNF-a), interleukino-6 (IL-6) ir kity uzdegiminiy citokiny produkcija
yra pagrindinis PD ir autoimunines ligas siejantis patogenezés mechanizmas (8). Labiausiai su
PD siejama autoimuniné uzdegiminé liga — reumatoidinis artritas (RA). PD daZnis pacientams,
sergantiems RA, yra iki dviejy karty didesnis lyginant su bendrgja populiacija bei gali paveikti
net 97 proc. pacienty serganciy RA (9). Taip pat periodonto patologijos klinikine eiga koreliuoja
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su RA ligos aktyvumu, o po sékmingo periodontologinio gydymo stebimas RA klinikinio
aktyvumo sumazéjimas (10). PD ir RA ligy metu nustatoma padidéjusi uzdegiminiy citokiny
produkcija, kuri paskatina jungiamojo ir kaulinio audinio rezorbcijg (8). Taip pat ligas sieja
pana$i epigenetiné reguliacija: IL-6 geno promotoriaus metilinimas yra maZesnis tarp pacienty
sergan¢iy RA bei PD, lyginant su sveikais asmenimis, dél ko nustatomas padidéjes IL-6 kiekis

kraujo serume (11).

Yra Zinoma, kad uzdegima periodonto audiniuose inicijuoja mikroorganizmy sankaupos ant
danties pavirsiaus. Siy mikroorganizmy veiklos produktai aktyvuoja Zmogaus imuning sistema,
paskatindami limfocity, makrofagy bei polimorfonukleary infiltracija | uZdegimo Zidinj.
Bakterijy lipopolisacharidy paskatinti makrofagai i§skiria didelius kiekius uZdegiminiy citokiny:
interleuking-1 (IL-1), TNF-a, prostaglanding E2 (PGE2) ir t.t. Tuo tarpu T limfocitai, aktyvuoti
patogeniniy bakterijy, produkuoja IL-1 bei limfotoksing. UZdegiminiai citokinai lemia
katabolinius procesus periodonto pazeidimo Zidinyje — paskatinama metaloproteinaziy ir kity
fermenty, gebanciy ardyti kolagena, veikla (12). Tiek bakterijy tiesioginé veikla, tiek imuninés
sistemos lasteliy atsakas prisideda prie periodonto audiniy ardymo ir ligos progresavimo (13).
Nepaisant reik§mingos mikroorganizmy jtakos PD pradinése stadijose, yra manoma, kad
mikroorganizmy akumuliacija periodonto audiniuose tik 20 proc. padidina rizikg sirgti
paZengusia periodonto liga (14). Nuo uZdegiminio atsako intensyvumo priklauso tolesnis ligos

progresavimo greitis bei bendras neigiamas poveikis organizmui.

UZdegimas yra sudétingas patofiziologinis mechanizmas, reguliuojamas jvairiy mediatoriy
tarpusavio sgveikos. Iprastai uzdegimo metu aktyvuoti imuniniy lasteliy membranose esantys
patogeny atpaZinimo receptoriai paskatina branduolio veiksnio kapa B (angl. nuclear factor
kappa B, NF-xB) aktyvacija (15). NF-kB lastelés branduolyje prisijungdamas prie specifiniy
DNR seky inicijuoja taikininiy geny transkripcija (16). Dél to lasteléje paskatinama uzdegiminiy
citokiny, chemokiny, anti-apoptoziniy veiksniy, adhezijos molekuliy produkcija (16).
Pagrindiniy uzdegiminiy citokiny (TNF-o, IL-1B, IL-6) koncentracijos padidéjimas lemia
imuniniy lasteliy diferenciacija ir migracijg j uzdegimo vietg bei tolesnj uzdegimo progresavima.
Kiekvienas uzdegiminés kaskados etapas yra regulivojamas neigiamais ir teigiamais
griZtamaisiais rySiais. Ypa¢ dideliu reguliaciniu potencialu pasizymi molekulés, veikian¢ios
uzdegimo mediatorius koduojanc¢iy geny transkripcijg branduolyje ar transliacijg citoplazmoje.
Pavyzdziui, acetilkofermento A (Acetyl-CoA) paskatintas histony acetilinimas lemia
suaktyvéjusig interferono gama (IFN-y) geno transkripcijg branduolyje, o IFN-y skatina imuniniy
T lasteliy diferenciacijg (17). Tuo tarpu branduolyje transkribuoty geny raiska gali biti
reguliuojama kito epigenetinio veiksnio — miRNR (20). Tai nedidelés (vidutiniskai 22 nukleotidy
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ilgio), viengrandés, nekoduojancios RNR molekulés, kurios daugiausia neigiamai veikia geny
raiSka, prisijungdamos prie informacinés RNR (iRNR) ir, priklausomai nuo sekos atitikimo
lygio, inicijuodamos transkripto degradacija ar slopindamos transliacijg ribosomose ir tokiu biidu
inhibuodamos specifiniy baltymy sinteze (20). UZdegiminio atsako reguliavime dalyvauja
jvairios miRNR. Remiantis 2018 metais atliktu Fushimi tyréjy grupés tyrimu, miR-140-3p
dalyvauja osteoblasty diferenciacijos procesuose, tarpininkaudama tarp Wnt3 ir TGF-B3
signaliniy keliy, ta¢iau detalesnis mechanizmas kol kas dar néra Zinomas (19). Be to, Taguchi su
bendraautoriais savo darbe i$skiria $ig miRNR kaip vieng i§ potencialiausiy bioZymeny PD
diagnostikai (20). Tuo tarpu miR-145 slopina IL-6 ir IL-8 rai$kg bei maZina IL-1f paskatintg
membrany degradacija (21, 22). Eksperimentiniame tyrime su pelémis miR-145 inhibicija 1émé
didesn¢ makrofagy infiltracijg bei uzdegimg kepenyse, ir prieSingai — eksperimentinis miR-145
raiSkos padidinimas slopino makrofagy diferenciacija, infiltracija ir bendrg uzZdegimo
intensyvumg (23). Taip pat uzdegimo reguliacijoje reikSmingai dalyvauja ir miR-146a (24).
Nepakankama miR-146a raiSka yra siejama su uzdegiminémis bei autoimuninémis ligomis —
RA, sistemine raudongja vilklige bei psoriaze (25). NF-kB skatina miR-146a raiskos padidéjima,
kuri, savo ruoZtu, jungiasi prie patogeng atpazjstan¢iy membranos receptoriy ir slopina tolesng
NF-xB aktyvacija (26). Tokiu neigiamu grjiZtamuoju ry$iu miR-146a slopina tolimesnj
uZdegiminio atsako progresavimg. Be to, miR-146a mazina IL-1B, IL-6, IL-8 bei TNF-o
produkcijg, aktyviyjy deguonies formy susidaryma, makrofagy chemotaksj ir tokiu budu
prisideda prie hipererginio uzdegiminio atsako slopinimo (27, 28). D¢l §iy savybiy miR-146a yra
laikoma viena daugiausiai Zadan¢iy molekuliy jvairiy uzdegiminiy ligy diagnostikai bei
gydymui.

Akivaizdu, kad uzdegiminio atsako intensyvumas yra pagrindinis diagnostinis ir prognostinis
rodiklis vertinant PD eigg, tolesnio progresavimo rizikg bei neigiamg sisteminj poveikj viso
metodai — pilnas periodontologinis iStyrimas ir radiologinis iStyrimas — yra paremti dél
periodonto ligos jau jvykusios audiniy destrukcijos sunkumo jvertinimu, o ne uzdegiminio
aktyvumo nustatymu. Vienintelis ligos intensyvumo vertinimui naudojamas klinikinis
parametras yra kraujavimo po zondavimo indeksas. Sis indeksas ne visada objektyviai atspindi
ligos eiga, nes indekso tikslumas priklauso nuo daugelio veiksniy: klinicisto zondavimo jgtidziy,
zondavimui naudojamos jégos, paciento vartojamy vaisty ir kt. Verta iSskirti, kad rukanc¢iam
pacientui Sio indekso taikymas néra racionalus dél danteny kraujagysliy pokyciy. Akivaizdus
naujy diagnostiniy Zymeny bei naujy diagnostiniy metody poreikis PD vertinti yra

akcentuojamas 2018 m. Europos periodontology draugijos (angl. European Federation of
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Periodontology, EFP) ir Amerikos periodontology akademijos (angl. American Academy of
Periodontology, AAP) pasaulinio kongreso pranesime (29).

Seilés yra vienas i$§ organizmo skysciy ir laikomos tinkamiausia biologine terpe neinvazinei PD
ir kity ligy diagnostikai deél keliy priezas¢iy (30). Pirmiausia, seiliy surinkimas pacientui
nesukelia diskomforto bei gali biiti atlickamas ne tik specializuotoje gydymo jstaigoje, bet ir
pirminés sveikatos priezitiros jstaigose, dél ko didéja tikimybé nustatyti ligg ankstyvoje stadijoje
— iki vélyvy ligos simptomy pasireiskimo. Be to, seilése aptinkamos jvairios lokaliai i§skiriamos
organinés kilmés medZiagos, jskaitant baltymus, metabolitus bei geneting medZiagg. Kooijman
vadovaujama tyréjy grupé taiko baltymy kombinacijy identifikavimg seilése, siekiant nustatyti
lengva ir paZengusj periodontitg (EP3553525). Kiekybiskai ir kokybiSkai nustatoma baltymy
piruvatkinazés (PK), matrikso metaloproteinazés-9 (MMP-9), S100 kalcj suri$ancio baltymo A9
(S100A9), S100 kalcj suriSancio baltymo A8 (S100A8), hemoglobing sudaranciy grandiniy 3
(Hb-beta) kombinacija. Taip pat, siekiant atskirti lengva PD nuo pazengusio, Chatterjea
rekomenduoja seilése aptinkamy IL-1B, IL-6, MMP-9, MMP-3 baltymy kombinacijos kokybinj
ir kiekybinj identifikavimg (EP3407068). Siekiant pagerinti diagnostinio rinkinio tiksluma,
Bakker ir kt. rekomenduoja MMP-8 bei hepatocity augimo veiksnio (HGF) koncentracijos
jvertinimg derinti su demografiniais rodikliais (lytis, kiino masés indeksas) (EP3407070).

Jau minétas miRNR potencialas reguliuoti jvairiy organizmo procesy homeostaze bei itin
palankios diagnostinés savybés (nedidelis molekulés dydis, nesudétingas ir tikslus
identifikavimas ir kt.) 1émé tai, jog miRNR yra vienos placiausiai tiriamy ir diagnostikai taikomy
genetiniy medZiagy. Siuo metu yra 5 komerciniai diagnostiniai rinkiniai, kurie sékmingai pra¢jo
klinikiniy tyrimy etapus (31). ,,ThyraMIR*“ (Interpace Diagnostics) yra 10 miRNR
identifikavimu paremtas diagnostinis rinkinys, skirtas nustatyti skydliaukés cisty piktybiskumg ir
pvertinti chirurginés intervencijos poreikj. Nuo 2018 m. ,,ThyraMIR* testavimas JAV yra
finansuojamas valstybés ir rekomenduojamas atlikti prie§ skydliaukeés cisty chirurginj Salinima.
Tuo tarpu ,miRview mets* (Oncotest) yra skirtas piktybiniy naviky metastaziy miRNR
identifikavimui, siekiant nustatyti naviko kilme. Europos miRNR diagnostikos lyderis 7AmiRNA
sitilo kraujyje cirkuliuojan¢iy miRNR kombinacijy identifikavimg osteoporozés (,,OsteomiR*),
trombocity funkcijos (,, ThrombomiR*) bei audiniy toksiniy paZeidimy (,,ToxomiR*) jvertinimui.
Kiti diagnostiniai rinkiniai, skirti véZiniy susirgimy, Alzheimerio ligos, kepeny pazeidimo
toksinais vertinimui, yra klinikiniy tyrimy fazése (31). Nors miRNR identifikavimu paremty
diagnostiniy rinkiniy PD nustatymui patentuota kol kas néra, tyrimai rodo kai kuriy miRNR
potencialg biiti panaudotoms, kaip biologiniams PD Zymenims. PavyzdZiui, remiantis 2019 m.

Fujimori ir bendraautoriy straipsniu, miR-381-3p koncentracija seilése galimai koreliuoja su
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periodontologiniy kiSeniy zondavimo gyliu ir gali biiti naudojama neinvazinei PD diagnostikai

(32).

Minétos PD diagnostiniy rinkiniy patenty parai§kos (EP3553525; EP3407068; EP3407070) buvo
pateiktos patentavimui iki 2018 mety liepos ménesio, kai buvo paskelbta EFP ir AAP patvirtinta
naujoji periodonto ligy klasifikacija (29). Nuo 2018 m. galiojantioje periodonto ligy
klasifikacijoje pateikiami esminiai poky¢iai, kuriais remiantis ligos diagnozé yra nustatoma ne
pagal prarasty periodonto audiniy kiekj (kaulo, danteny, periodonto jungties), bet pagal esamu
laiku nustatoma periodonto audiniy sveikata. [vesta diagnozé — atitinkama periodonto buklé su
ankstesniu periodonto jungties netekimu (29). Remiantis 1999 m. sudaryta ir iki 2018 m.
galiojusia klasifikacija §i diagnozé atitikty vidutinj ar sunky periodontitg (33). Pagal anksé¢iau
galiojusig periodonto ligy klasifikacija sudaryti diagnostiniai metodai néra suderinami su §iuo
metu naudojamais ligos klasifikavimo kriterijais bei neatspindi ligos aktyvumo, dél to galimai
yra ne visiSkai tikslts. Taip pat, nepaisant to, kad parinktos baltymy ar miRNR kombinacijos yra
siejamos su uzdegiminiais procesais, patys diagnostiniai rinkiniai yra pagristi ne uzdegimo
aktyvumo, o labiau PD stadijos vertinimu. Itin svarbu, kad vertinant minéty diagnostiniy rinkiniy
tikslumg nebuvo dokumentuojamas sisteminiy prieSuzdegiminiy bei imunitetg slopinané¢iy vaisty
poveikis. Yra Zinoma, kad §ie vaistai, mazindami uzdegiminiy mediatoriy kiekj organizme, gali
maskuoti PD sunkuma (9). Dél Sios priezasties nurodyti diagnostiniai rinkiniai negali biti
naudojami pacienty, vartojanéiy sisteminiy prieSuzdegiminiy bei imunitetg slopinanciy vaisty

(pvz., vartojamy sergant RA ar kitomis autoimuninémis ligomis), PD diagnostikai.
ISRADIMO ESME

Miisy sukurtas diagnostinis rinkinys yra paremtas su uZdegimu susijusiy miRNR identifikavimu
organizmo skyséiuose, todél yra mazai invazinis. Sis metodas yra unikalus tuo, kad jis leidZia
identifikuoti PD uzdegimo aktyvumg tiek reumatologiskai sveikiems, tiek asmenims,
sergantiems su periodontitu patogenetiskai glaudziai susijusia liga — RA. Miisy sukurta su PD
susijusio uZdegiminio aktyvumo nustatymo metodika ir rinkinys susideda i§ keliy pagrindiniy
etapy: meginiy surinkimo, RNR skyrimo ir miRNR analizés kiekybinés atvirkstinés
transkriptazés polimerazinés grandininés reakcijos (AT-kPGR) metodu. Siuo i§radimu siekiama
sukurti maZai invazinj miRNR identifikavimu paremtg diagnostinj metodg ir rinkin5, skirtg
jvertinti PD uZdegiminj aktyvumg asmenims, sergantiems PD ir/ar reumatoidiniu artritu.
ISradimas jgalins mazai invazing PD diagnostika, taip pat bus naudojamas identifikuoti PD
aktyvuma, kuris aktualus renkantis tolimesn¢ periodontologinio gydymo taktikg. ISradimas
pritaikytas RA sergantiems pacientams, siekiant greitai ir tiksliai jvertinti PD sukelto uzdegimo

intensyvumg. Sio tikslinei pacienty grupei skirto diagnostinio metodo ir rinkinio poreikis
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grindZiamas tuo, kad RA sergantiems pacientams bet kokios kilmés aktyvus uzdegimas
organizme neigiamai veikia RA ligos kliniking eigg bei gali riboti RA ligos eigai modifikuoti

skirty medikamenty skyrimg (pvz., metotreksato, biologinés terapijos ir kt.).
TRUMPAS PAVEIKSLU APRASYMAS

1 pav. Tiriamyjy grupés pagal periodontito (PD) ir reumatoidinio artrito (RA) statusg. KT —
sveiki asmenys (PD-RA-), PD+RA- — tik PD sergantys asmenys, PD+ — asmenys, sergantys
PD, nepriklausomai nuo RA statuso, RA+PD- — tik RA sergantys asmenys, RA+ — asmenys,
sergantys RA, nepriklausomai nuo PD statuso, ir PD+RA+ — asmenys, sergantys ir PD, ir RA.

2 pav. miRNR raiSkos profilis periodontitu (PD) ir reumatoidiniu artritu serganéiy tiriamyjy
audinivose: > 25% meéginiy aptikty miRNR raiskos profilis (N=760) (A), miRNR raiskos
profilis, gautas palyginus PD+ vs. PD- atvejus (N=177, FC>1,5, P< 0,050) (B).

3 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-Sp ir -195-5p raiSka tik periodontitu (PD)
(PD+RA-), PD ir reumatoidiniu artritu (RA) (PD+RA+) serganciy, ir sveiky asmeny (KT)

danteny audiniuose. Juodi brik$niai Zymi mediang, * P<0,050, ** P<0,010.

4 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p raiska sunkia periodontito (PD)
forma (III ir IV stadijos) serganciy ir sveiky asmeny (KT) danteny audiniuose. Juodi briik$niai

Zymi mediang, * P<0,050, *** P<0,001.

5 pav. Santykiné miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p raiSka periodontitu serganiy ir
sveiky asmeny danteny audiniuose pagal periodontito jungties netekimo lygio (CAL) (A),
kiSeniy zondavimo gylio (PPD) (B), kraujavimo po zondavimo indekso (BOP) (C) ir

vvvvv

** P<0,010 ir *** P<0,001.

6 pav. MiR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio palyginimas tarp tik PD serganciy
(PD+RA-) ir sveiky asmeny (KT) (A) ir tarp PD serganéiy, nepriklausomai nuo RA statuso
(PD+) ir periodontologiSkai sveiky asmeny (PD-) (B) danteny vagelés skys¢io méginiy. Juodi

briikk§niai Zymi mediang, * P<0,050 ir ** P<0,010.

7 pav. MiR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio palyginimas tarp sunkia periodontito
(PD) forma (III ir IV stadijos) serganciy ir sveiky asmeny (KT) danteny vagelés skyscio

méginiy. Juodi bruksniai Zymi mediang, * P<0,050, ** P<0,010 ir *** P<0,001.
8 pav. MiR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio palyginimas tarp skirtingomis
periodontito (PD) formomis (I, II, III ir IV stadijos) serganciy ir sveiky asmeny (KT) danteny

vagelés skys¢io méginiy. Juodi briksniai Zymi mediana, * P<0,050, ** P<0,010 ir *** P<0,001.



9 pav. MiR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio palyginimas periodontitu serganéiy ir
sveiky asmeny danteny vagelés skys¢io méginiuose pagal periodontito jungties netekimo lygio
(CAL) (A), kiSeniy zondavimo gylio (PPD) (B), kraujavimo po zondavimo indekso (BOP) (C) ir

rentgenologinio kaulo netekimo (BL) (D) rodiklius. Juodi briik§niai Zymi mediang, * P<0,050,
** P<0,010 ir *** P<0,001.

10 pav. Svarbiausios asociacijos tarp miRNR kiekio tiriamyjy seiliy méginiuose ir klinikiniy-
patologiniy periodontito (PD) rodikliy: miR-140-3p kiekio skirtumai tarp asmeny, serganéiy
skirtingomis PD formomis (I ir IV stadijos) (A), miR-145-5p kiekio skirtumai tarp asmeny
grupiy su skirtingais kiSeniy zondavimo gylio (PPD) (B) ir rentgenologinio kauly netekimo (BL)
(C) rodikliais. Juodi briikk$niai Zymi mediang, * P<0,050.

11 pav. MiR-145-5p ir -195-5p kiekio kraujo plazmoje palyginimas tarp tik periodontitu (PD)
sergan¢iy (PD+RA-)ir sveiky asmeny (KT) (A), sergan¢iy PD, nepriklausomai nuo RA statuso
(PD+) ir periodontologiskai sveiky asmeny (PD-) (B). Juodi briikk§niai Zymi mediang, * P<0,050
ir ** P<0,010.

12 pav. MiR-145-5p (A), -195-5p (B) ir 146a-5p (C) kiekio palyginimas tarp skirtingomis
periodontito (PD) formomis serganciy (I, I, III ir IV PD stadijos) ir sveiky (KT) asmeny kraujo
plazmos méginiy. Juodi briuksniai dézuéiy viduje Zymi vidurkj, ,,isai* — maZiausig ir didZiausig
reik§mes, taskai — i§skirtys, * P<0,050, ** P<0,010 ir *** P<0,001.

13 pav. MiR-145-5p, -146a-5p ir -195-5p kiekio palyginimas periodontitu serganéiy ir sveiky
asmeny kraujo plazmos meéginiuose pagal periodontito jungties netekimo lygio (CAL) (A),
kiSeniy zondavimo gylio (PPD) (B) ir rentgenologinio kaulo netekimo (BL) (C) rodiklius. Juodi
briksniai Zymi mediana, * P<0,050 ir ** P<0,010.

14 pav. Danteny vagelés skystyje (DVS) cirkuliuojan¢iy miRNR ROC kreiviy analizé: miR-140-
3p (A), miR-145-5p (B), miR-146a-5p (C) ir miR-195 -5p (D), miR-145-5p/-146a-5p (E) ir visy
miRNR (F) derinys. AUC — plotas po ROC kreive.

15 pav. Kraujo plazmoje cirkuliuojanéiy miRNR ROC kreiviy analizé: miR-140-3p (A), miR-
145-5p (B), miR-146a-5p (C) ir miR-195-5p (D) , miR-145-5p/-195-5p (E) ir visy miRNR (F)
derinys. AUC — plotas po ROC kreive.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Sio tyrimo tikslas buvo istirti miRNR raiskos profili PD paveiktuose ir sveikuose danteny
audiniuose, jvertinant autoimuninés ligos — RA poveikj. Tiriamyjy miRNR diagnostinis
potencialas buvo vertinamas danteny vagelés skys¢io (DVS), seiliy ir kraujo plazmos méginiy

atveju.




1. Tiriamieji
I§ viso j tyrima buvo jtraukta 240 Vilniaus universiteto Santaros ir Zalgirio kliniky pacienty.

Dalyviai buvo suskirstyti j dvi grupes pagal periodonto bukle:

1) PD+ (tiriamoji) grupé — 148 asmenys, kuriems PD diagnozuotas pagal 2018 m. Amerikos
periodontologijos akademijos (AAP) ir Europos periodontologijos federacijos (EFP) periodonto
ligy klasifikacija [17].

2) PD- (kontroliné) grupé - 92 periodontologiskai sveiki asmenys.

[vertinus tiriamuosius pagal 2010 m. ACR / EULAR reumatoidinio artrito klasifikavimo
kriterijus [16], i§ viso RA buvo diagnozuotas 64 asmenims PD+ grupéje ir 30 — PD— grupéje.

Visos tyrimo grupés parodytos 1 pav.

I tyrimg nebuvo jtraukti asmenys turintys maZiau nei 8 dantis, sergantieji cukriniu diabetu,
asmenys, vartojantys periodonto audinius galinius paveikti vaistus (kalcio kanaly blokatoriai,

anti-epileptiniai vaistai) bei né$¢ios moterys.

Tyrimg patvirtino Vilniaus regioninis biomedicinos tyrimy etikos komitetas (patvirtinimo Nr.
158200-18-922-500). Prie§ tyrimo pradZig buvo gautas rasytinis visy tyrimo dalyviy sutikimas.
Tyrimas buvo atliktas vadovaujantis 1975 m. Helsinkio deklaracijos, patikslintos 2013 m.,

principais.
2. Periodontologinis vertinimas

Klinikinj periodontologinj vertinimg atliko tyréjas periodontologas, atlikdamas viso burnos
zondavimg SeSiuose taSkuose bei rentgenologinj iStyrimg. Apskaiciuotas klinikinio iStyrimo
vidinio suderinamumo Kappa koeficientas sieké 0,86 remiantis periodonto jungties netekimo

(angl. clinical attachment loss, CAL) pakartotiniu vertinimu.

ApZitiros metu buvo vertinami Sie rodikliai: 1) CAL, 2) kiSeniy zondavimo gylis (angl. pocket
probing depth, PPD), 3) kraujavimas po zondavimo (angl. bleeding on probing, BOP), 4)
rentgenologinis kaulo netekimas (angl. bone loss, BL), 5) netekty danty skaiCius. Tretieji
kriminiai dantys ir implantai nebuvo vertinami. Remiantis klinikinio i§tyrimo parametrais,
tiriamieji buvo grupuojami atsizvelgiant i 2018 m. AAP/EFP gaires. Asmeniui buvo
diagnozuojamas PD, nustaCius su periodontitu susijusj CAL dviejuose ar daugiau ne Salia
esanliuose tarpdanciuose arba nustatius CAL >3 mm bei zonduojant >3 mm gylio kiSenes
bukaliniuose pavirSiuose prie daugiau nei dviejy danty. Pacientai buvo suskirstyti | keturias

grupes pagal PD iSsivystymo lygi: I stadija — pradiné, II stadija — viduting, III stadija — sunki, IV
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stadija — paZengusi sunki PD. UZdegimo aktyvumas periodonto audiniuose buvo nustatytas

jvertinus PPD ir BOP rodiklius periodontologinio i§tyrimo metu.

Vidutinés BL vertés gautos remiantis standartizuotu Rydeno ir jo kolegy pateiktu protokolu [19].
Buvo vertinami pirmyjy ir antryjy kriminiy danty distaliniai ir mezialiniai pavir$iai. Prie§
18tyrima, atlikty danty nuotrauky vaizdo kokybé buvo suskirstyta j tris grupes (puiki, priimtina ir
nepriimtina), remiantis pakeistomis 1997 m. Kalifornijos odontology asociacijos gairémis [20]. |
periodontologinio iStyrimo vertinimg buvo jtrauktos tik danty vietos, kuriy nuotrauky vaizdo
kokybé buvo priimtina ar puiki bei dantys su aiSkiai matomais vainikéliais. Alveolinio kaulo
rezorbcija buvo jvertinta sudarant proporcijg ir vertinant atstumg nuo cemento emalio jungties iki

alveolinio kaulo ketros ir lyginant §j atstumg su visu Saknies ilgiu.

Anketa buvo naudojama uZregistruoti antropometrinius ir sociodemografinius rodiklius (amziy,
lyti, kino masés indeksa, iSsilavinimag, rukymo statusa, alkoholio vartojimo ir burnos sveikatos

priezitros jprocius (danty valymo daznumg ir meting danty prieZitiros profilaktikg).
3. Reumatologinis jvertinimas

Tiriamyjy kliniking RA biikle vertino gydytojas reumatologas, nustatant ligos aktyvumo indeksa
(angl. disease activity score, DAS28), vizualine analogy skalg (VAS, 100 mm) bei C-reaktyvinio
baltymo koncentracija (CRB, mg/1) [21]. Taip pat buvo registruojama RA ligos trukmé, ar
taikomas RA gydymas gliukokortikoidais (prednizolonas, metilprednizolonas), sintetiniais ligg
modifikuojanciais antireumatiniais vaistais (angl. synthetic disease-modifying antirheumatic
drugs, sSDMARD) (metotreksatas, sulfasalazinas ir kt.), ir/ar biologiniais ligg modifikuojanciais
antireumatiniais vaistais (angl. biologic disease-modifying antirheumatic drugs, bDMARD)
(TNF-a inhibitoriai, IL-6 receptoriy antagonistai, anti-CD20 monokloniniai antikiinai). Be to,
siekiant jvertinti RA jtaka serganciyjy gyvenimo kokybei ir pacdiai ligai, buvo naudojami RA
ligos poveikio (angl. RA impact of disease, RAID) ir sveikatos vertinimo (angl. health
assessment questionnaire, HAQ) klausimynai [22, 23]. Informacija apie RA ligos
seropozityvumg (teigiamg reumatoidinj faktoriy (RF) ir/ar antiklinus prie$ ciklinj citrulininj
peptida (anti-CCP)) ir CRB koncentracijg buvo surinkta i§ serganciyjy medicininiy duomeny.

4. Méginiy surinkimas

Danteny méginiai buvo surinkti i§ visy tyrimo dalyviy. Audiniy biopsijos méginiai i§ PD
serganciy asmeny buvo renkami i§ giliausios periodonto kiSenés periodontologinés apziiiros
metu. Danteny audiniai i§ periodontaliai sveiky asmeny buvo paimti chirurginio vainiko

prailginimo ar kity intervenciniy su tyrimu nesusijusiy procediiry metu. Surinkti danteny audiniy
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biopsijos méginiai buvo talpinami ir iki naudojimo laikomi RNR stabilizavimo tirpale

RNAlater™ (Thermo Fisher Scientific (TFS), JAV).

DVS meéginiai buvo renkami pasalinus supragingivalines apnaSas, seiles ir izoliavus dantis
kiSen¢ buvo patalpinami sterillis skystj absorbuojantys popieriniai kai$¢iai ir laikomi 30

sekundziy. PD nepaveiktiems asmenims DVS buvo rinktas Zandikaulio kapliy gomurinéje

evwe

--------

20 pL RNAlater ™ tirpalo.

Seiliy méginiai buvo surinkti i§ visy j tyrimg jtraukty asmeny. Dalyviy buvo paprasyta
maZiausiai 2 valandas prie§ seiliy surinkimg susilaikyti nuo valgymo ir gérimo. Pirmiausia,
tiriamieji 1 minut¢ skalavo burng distiliuotu vandeniu, kurj po to i§spjové. Tuomet dalyviy buvo
papraSyta j sterily mégintuvel] iSspjauti maZiausiai 2 mL seiliy. Po surinkimo, seiliy méginiai
buvo 15 min. centrifuguojami 2600 x g grei¢iu. Nuo lastelinés fazés atskirtas supernatantas buvo

perkeltas j steriliy 2 mL mégintuvélj, pridéjus RNaziy slopiklio SUPERase ™ (TFS, JAV).

Plazmos méginiai taip pat buvo surinkti i§ visy j tyrimg jtraukty asmeny. Kraujo méginiai buvo
renkami j sterilius BD Vacutainer® mégintuvélius su etilendiamintetraacto rugsties dikalio
druskos (K2-EDTA) antikoaguliantu (Becton-Dickinson, Barricor ™, JAV), naudojant 21 G
adatg. Surinkti kraujo méginiai buvo 15 min. centrifuguojami 2000 x g grei¢iu. Po

centrifugavimo plazma buvo perkelta i sterilius 2 mL mégintuvélius.

Visi paruo$ti meéginiai buvo uZkoduoti, paZenklinti ir iki panaudojimo saugomi —80 °C

temperatiiroje.
5. Visuminés RNR skyrimas

Uz$aldyti danteny méginiai pirmiausia buvo mechaniskai homogenizuojami iki smulkiy milteliy,
panaudojant griistuvéle ir piestele. Visuminés RNR skyrimui buvo naudojamas 7TRIzo/™

(Invitrogen, TFS, JAV) reagentas, remiantis gamintojo rekomendacijomis.

RNR gryninimui i§ DVS, seiliy ir kraujo plazmos méginiy buvo naudojamas miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) rinkinys, remiantis gamintojo protokolu. Trumpai, DVS, seiliy ir plazmos meéginiai
buvo uzpilami QI4zol® lizés reagentu (Qiagen) ir 5 min. inkubuojama. Tuomet, jpylus 200 pL
chloroformo inkubuota dar 2-3 min. ir jnesta 25 fmol cel-miR-39 (TagManTM MicroRNA Assay,
Applied Biosystems (ABI), TFS; gamintojo kodas 000200), kuri buvo naudojama kaip RNR
gryninimo efektyvumo kontrolé. ISskirta RNR iki panaudojimo buvo saugoma —80 °C
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temperatiiroje. Visuminés RNR kokybé ir kiekis buvo vertinami naudojant NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, JAV) spektrofotometra ir Qubit 4 (Invitrogen, TFS) fluorometra.
6. Visuminé miRNR raiskos analizé miRNR mikrogardelémis

Visuminei miRNR raiSkos profilio analizei i$ viso buvo pasirinkta ir iStirta 16 méginiy. Trumpali,
100 ng visuminés RNR buvo maiSoma su sintetine kontroline miRNR Spike-In tirpalo (Agilent
Technologies (AT), JAV), defosforilinta, denatiiruota ir Zyméta 3-pCp cianino daZais, laikantis
miRNA Microarray System with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit (AT) protokolo. Zyméti
meéginiai i8dziovinami koncentratoriuje, resuspenduojami ir hibridizuojami ant Human
microRNA Microarray 8 x 60K formato mikrogardeliy (47). Po 20 val. 55 °C hibridizavimo
krosnyje, mikrogardelés plaunamos geny raiSkos gardeliy plovimo rinkinio buferiais (AT) ir
skenuojamos naudojant Agilent SureScan skenerj ir Agilent Microarray Scan Control

programing jranga.
7. Kopijinés DNR (kDNR) sintezé

Pasirinkty miRNR rai$kos analizei danteny audiniy biopsijos méginiuose reikalinga KDNR buvo
sintetinama atvirks$tinés transkripcijos (AT) (angl. reverse transcription, RT) reakcijos metu,
naudojant 7TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinj ir specifinj RT Primer Pool
pradmeny miSinj (ABI, TFS), remiantis gamintojo protokolu. ] paruosts, sumaiSytg ir
nucentrifuguotg reakcijos miSinj (12 pL/1 reakcijai) ineSama 3 pL (350 ng) visuminés RNR ir 5
min. inkubuojama ant ledo. AT atlikta termocikleryje gamintojo rekomenduojamu
temperatiriniu rezimu: 30 min. 16 °C, 30 min. 42 °C, 5 min. 85 °C ir pasibaigus reakcijai

laikoma 4 °C temperatiroje.

kDNR sintezei skys¢iy biopsijos méginiuose taip pat buvo naudojamas TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit rinkinys kiekvienam genui ir méginiui renkant atskiras reakcijas.
Reakcijoje buvo naudojami specifiniai atrinkty miRNR (miR-140-3p, -145, -146a ir -195)
smeigtuko formos pradmenys TagMan® MicroRNA Assay (gamintojo kodai: 002234, 002278,
000468 ir 000494, atitinkamai), remiantis gamintojo protokolu (viskas i§ ABI, TFS) (1 lentelé). |
paruo$tg reakcijos mi$inj (3,5 pL/1 reakcijai) ineSama 1,5 pL kiekvienai tiriamajai miRNR
specifiniy AT reakcijos pradmeny ir 2,5 pL (1-10 ng) visuminés RNR. Nucentrifugavus
inkubuojama termocikleryje anks€iau minétomis salygomis. Susintetinta kDNR buvo iSkart

naudojama tolimesniuose tyrimo etapuose arba iki panaudojimo saugoma —20 °C temperatiiroje.

1 lentelé. Atvirkstinés transkripcijos reakcijos metu naudojamy TagMan® Assays pradmeny
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, JAV) gamintojo kodai ir subrendusios miRNR

sekos.
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miRNR pavadinimas Kodas Subrendusios miRNR nukleotidy seka
miR-140-3p 002234 UACCACAGGGUAGAACCACGG
miR-145-5p 002278 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
miR-146a-5p 000468 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
miR-195-5p 000494 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC

8. Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés polimeraziné grandininé reakcija (AT-KPGR)

Atrinkty miRNR raiska danteny audiniy méginiuose buvo vertinama naudojant TagMan®
mazo tankio gardeles (angl. Customized TagMan® Low Density Arrays) , remiantis gamintojo
protokolu (ABI, TFS). Kiekvienam méginiui buvo ruoSiamas atskiras reakcijos miSinys,
sudarytas i§ 2x TagMan Universal Master Mix II, No AmpErase UNG, vandens be nukleaziy ir
kDNR. | paruoStos gardelés uZpildymo rezervuarg suleidZziama 100 pL reakcijos mi$inio ir
centrifuguojama 2 min. 2000 rpm grei¢iu. UZsandarintos gardelés patalpinamos j Viid 7™ Real-
Time PCR sistema, ir naudojant Viid 7 Software v1.2 programing jranga (ABI, TFS) paleidZiama
reakcijos vykdymo programa gamintojo rekomenduojamu temperatiiriniu reZimu: 2 min. 50 °C,

10 min. 95 °C, 40 cikly po 15 s 95 °C, ir 1 min. 60 °C temperatiiroje.

miRNR kiekis skys€iy biopsijos méginiuose buvo nustatytas atlieckant AT-kPGR, naudojant
pradmeny ir zondy miSinius TagMan™ MicroRNA Assays, remiantis gamintojo protokolu.
Kiekviena miRNR buvo tiriama atliekant tris pakartojimus. TarSos nustatymui buvo naudojama
kontrolé, kai vietoj méginio jneSamas vanduo (angl. no-template control, NTC). 20 uL/1
reakcijai paruo$to reakcijos miSinio, kurj sudaré 2 x TagMan ™ Universal Master Mix II, No
AmpErase UNG, 20 x TagMan™ MicroRNA Assay (abu 1§ ABI, TFS), vanduo be nukleaziy ir
1,33 pL kDNR buvo jnesama j atitinkamus plokstelés Sulinélius. Reakcijos salygos ir naudojama

jranga atitinka anksc¢iau aprasytas, vietoj 40 cikly, naudojant 50.
9. Statistiné analizé

Visi duomenys buvo analizuojami naudojant SPSS v20.0 (IBM, Armonk, NY), GeneSpring GX
vi4.9 (AT), GenEx v7.0 (MultiD Analyzes AB, Svedija). Siekiant patikrinti dispersijos
homogeniskumg buvo atliktas Shapiro-Wilk‘o testas. Organizmo skys¢iy tyrime pradiniai
duomenys buvo papildomai normalizuojami pagal sinteting kontrole — cel-miR-39. Normalizuoti
ir | logaritmine skale (log;) konvertuoti jver¢iai buvo analizuojami AACt metodu. miRNR

rai$kos ir kiekio analizei tarp tiriamyjy grupiy bei pagal klinikinius-patologinius, tiriamajg liga
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modifikuojancius ir demografinius rodiklius taikytas t testas. Skirtumai laikyti statistiSkai

reik§mingais, kai P reik§mé buvo <0,050, o FC>1,5.

Diagnostinis atrinkty miRNR potencialas buvo vertinamas atlickant ROC (angl. receiver
operating characteristic) kreiviy analizg. apskai¢iuojant jautrumg, specifiSskumg bei plotg po
kreive AUC (angl. area under the ROC curve). Analiz¢ atlikta naudojant GraphPad Prism v8.4.2
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) programin¢ jranga. Logistiné regresiné analizé
bioZymeny deriniams buvo atlikta MedCalc (MedCalc Software bv, Ostend, Belgium) programa.

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys. miRNR derinio pasirinkimas ir validavimas minimaliai ir neinvazinei PD

diagnostikai
Visuminé miRNR raiSkos analizé¢ danteny audiniuose

MiRNA raiSka buvo analizuota 16 danteny audiniy méginiy, surinkty i§ PD serganciyjy (PD+)
(N=8) ir periodontologiskai sveiky asmeny (PD-) (N=8). I§ 2569 tirty miRNR, atrinkus tik tas,
kuriy raiska vyko >25 % meéginiy, toliau buvo analizuojamos 760 miRNR (2A pav.). miRNR
raiSkos analizé danteny méginiuose atskleidé 177 statistiSkai reik§mingai pakitusios raiSkos
miRNR PD paveiktus audinius palyginus su periodontologiskai sveikais danteny audiniais (PD+
vs. PD-) (2B pav.). DidZiosios dalies miRNR (N=140, 79,1%), pavyzdZiui miR-30a-5p, -125a-
3p, -126-5p, -1273g-3p, -140-3p, -145-5p , -146a-5p, -155-5p, -195-5p, -575, -630, -3917 ir kt.,
raiSka buvo padidéjusi >2 kartus. SpecifiSkumas PD buvo jvertintas palyginus tik PD serganéiy
asmeny grupe (PD+RA—, N=4) su kontroline sveiky asmeny grupe (KT, N=4). I§ viso buvo
nustatyta 118 pakitusios raiSkos miRNR, i§ kuriy 77 (65,3%) buvo padidéjusios (miR-140-3p, -
550a-3-5p, -765, -1273g-3p, -3917 ir kt.), o 41 (34,7%) (miR-1246, -210-3p, -375 ir kt.) —
sumazejusios raiSkos. Siekiant nustatyti miRNR sgsajas su uZdegiminémis ligomis buvo
lyginami abiejomis ligomis serganciy pacienty (PD+RA+, N=4) ir KT grupés danteny méginiai.
Nustatyta, kad 22 (miR-550a-3-5p, -140-3p, -765 ir kt.) i§ 29 pakitusios raiSkos miRNR buvo
padidéjusios raiskos. Palyginus asmenis, sergancius tik RA (N=4) su KT grupe, nustatytos 56
reikSmingai pakitusios raiSkos miRNR, i$ kuriy 50 (89,3%) buvo sumazéjusios (miR-34c-5p, -
3620-5p, -330-5p ir kt.), 0 6 (10,7%) — iSaugusios raiSkos miRNR (miR-339-3p, -711, -4701-5p
ir kt.).

MiRNR mikrodaleliy analize taip pat buvo siekta nustatyti su PD susijusias miRNR RA
sergan¢iy ir reumatologiskai sveiky asmeny danteny audiniuose, remiantis raiSkos pokyciu
kartais (angl. fold change), P reikSmingumo rodikliu bei potencialiu miRNR vaidmeniu

uzdegiminiuose ar autoimuniniuose procesuose. Atlikus PD+ vs. PD—, PD+RA— vs. KT ir
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PD+RA+ vs. KT palyginimus buvo atrinktos labiausiai i§augusios raiskos miRNR, i kuriy 9
(miR-30a-5p, -125a-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p, -195-5p, -423-5p, -575 ir -630) buvo
padidéjusios raiSkos PD+ vs. PD— ir PD+RA+ vs. KT, 0 4 (miR-126-5p, -195-5p, -1273g-3p ir -
3917) — PD+ vs. PD—, PD+RA- vs. KT palyginimuose. Reik§mingai iSaugusi miR-140-3p ir -
765 raiSka buvo nustatyta atitinkamai visose trijose auk$¢iau paminétose grupése ir PD+RA— vs.
KT. Be to, abiejy Siy miRNR raiska buvo padidéjusi PD+RA+ vs. KT atveju. Sumazéjusi visy 15
atrinkty miRNR raiSka buvo nustatyta abiejose su RA susijusiose lyginamosiose grupése (PD—
RA+ vs. KT ir RA+ vs. RA-). Vis délto tik miR-140-3p atveju nustatyti raiskos poky¢iai (FC=-
1,8, P=0,033), palyginus tik RA sergan¢iyjy asmeny grupe su KT grupe (PD-RA+ vs. KT), buvo
statistiSkai reikSmingi.

AtsiZvelgiant j visuminés miRNR raiskos analizés rezultatus, tolesniam tyrimo etapui buvo
pasirinktos 15 miRNR: miR-30a-5p, -125a-3p, -126-5p, -140-3p, -145-5p, -146a-5p, -155-5p , -
195-5p, -423-5p, -550a-3-5p, -575, -630, -765, -1273g-3p ir -3917. Toliau, nustatyti poky¢iai
buvo validuojami didesnéje danteny audiniy méginiy imtyje (N=80) AT-kPGR metodu.

miRNR raiskos validavimas danteny audiniuose ir miRNR atranka

AT-kPGR metodu istyrus 80 danteny audiniy méginiy nustatyta, kad dalis tirty miRNR buvo
reik$mingai susijusios su PD. Siame etape, kaip ir visuminés miRNR raiskos analizés atveju, tik
PD serganciy asmeny audiniuose (N=25), nustatyta padidéjusi miR-145-5p ir miR-140-3p raiska
(atitinkamai FC=2,1, P<0,0001 ir FC=1,4, P=0,019), palyginus su KT (N=25) grupe (3 pav.).
Mikrogardeliy analizéje gautus rezultatus atitiko ir iSaugusi miR-140-3p raiska (FC=1,5,
P=0,017), kuri buvo nustatyta palyginus PD+RA+ tiriamosios grupés audinius (N=23) su KT
danteny audiniy meéginiais (3 pav.). Vis délto, miR-125a-3p ir miR-1273g-3p raiska buvo
sumazéjusi (FC<-1,5; P<0,05) PD+RA+ vs. KT ir PD+ vs. PD— (N=32 vs. 48) lyginamosiose
grupése. StatistiSkai reikSmingy miR-146a-5p raiSkos poky¢iy danteny audiniy méginiuose

nustatyta nebuvo.

miR-145-5p ir miR-140-3p raiska danteny audiniuose buvo reik§mingai iSaugusi sunkia PD
forma (IIT ir IV stadijos) serganciy asmeny grupéje. Palyginus su KT grupe, sunkia PD forma
serganCiy asmeny grup¢je nustatyta reikSmingai padidéjusi miR-145-5p ir miR-140-3p raiska
(atitinkamai FC=2,2, P<0,001 ir FC=1,3, P=0,026) (4 pav.), ir sumaZéjusi miR-125a-3p raiska
(FC=2,2, P<0,001). ReikSmingai pakitusi miR-145-5p raiska buvo nustatyta sunkia PD forma
sergan¢iyjy danteny audiniuose, palyginus su vidutinio sunkumo PD (II stadija) serganciyjy
asmeny audiniais (FC=2,0, P=0,007). Atlikus vidutinio sunkumo PD ir KT atvejy palyginimg
nustatyta statistiSkai reikSmingai iSaugusi miR-195-5p (FC=1,7, P=0,038) ir sumazéjusi miR-

125a-3p (FC=-3,5, P=0,013) raiska.
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rodikliais, tokiais kaip CAL, PPD, BOP ir BL. Daugiau nei 2,2 karto padidéjusi miR-145-5p
raiSka (P<0,001) ir 1,6 karto sumazéjusi miR-3917 (P=0,022) raika buvo nustatyta tiriamyjy,
kuriy CAL buvo >2,5 mm, atveju, palyginus su asmenimis, kuriy CAL — <2,5 mm (5A pav.).
MiR-145-5p raiskos padidé¢jimas (FC=2,1, P<0,001) danteny audinyje taip pat buvo nustatytas
asmenims, kuriy PPD buvo >3 mm, palyginus su tiriamaisiais, kuriy PPD buvo <3 mm (5B
pav.). Daugiau negu 2 kartus padidéjusi miR-145-5p (P<0,001) ir miR-140-3p (P=0,009) bei tick
pat karty sumazéjusi miR-125a-3p (P=0,001) raiska nustatyta grupéje, kurig sudaranéiy tiriamyjy
BOP buvo >33 %, palyginus su atvejais, kuriy BOP yra <33 % (5C pav.). MiR-145-5p (P<0,001)
ir miR-140-3p (P=0,007) raiskos padidéjimas (5D pav.) bei miR-125a-3p sumaZéjimas
(P=0,001) buvo nustatytas palyginus tiriamyjy, kuriy BL rodikliai buvo >20 % ir <20 %, grupes.

Palyginus tik RA sergan¢iy asmeny grupe (PD-RA+) su KT grupe, statistiskai reikSmingai
pakitusios raiSkos miRNR nustatyta nebuvo. Atlikus RA+ vs. RA— palyginimg nustatytas miR-
1273g-3p raiSkos padidéjimas (FC=-1,6, P<0,001) RA serganiyjy grupéje. Be to, buvo
kuriems buvo nustatytas didelis RA aktyvumas (DAS28>5,1), ir ty, kuriems nustatyta DAS28
remisija (DAS28<2,6) audiniuose miR-145-5p raiska buvo sumazéjusi (FC=-3,1, P=0,026). Taip
pat buvo pastebéta, jog RA serganciy bDMARD vaistais negydyty asmeny audiniuose miR-140-
3p raiSka buvo 1,6 karto didesné (P=0,004), palyginus su bDMARD vartojusiais tiriamaisiais.

Keturios miRNR — miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195, kuriy rai$ka danteny audiniuose buvo
iSaugusi labiausiai, buvo pasirinktos tolimesnei analizei organizmo skyséiy biopsijos
meéginiuose: DVS (N=120), seilése (N=173) ) ir kraujo plazmoje (N=151). Minétos miRNR
atrinktos remiantis raiSkos pokyciu kartais lyginamosiose grupése, reik§mingumo rodikliu P,

autoimuniniuose procesuose.

Cirkuliuojan¢iy miRNR analizé organizmo skysc¢iuose

1. miRNR analizé danteny vagelés skystyje (DVS)

IStyrus tik PD (PD+RA-) serganciyjy asmeny DVS méginius nustatyta reik§mingai maZiau miR-
146a-5p (P=0,044), palyginus su KT grupe (6A pav.). Taip pat, sumazéjes miR-146a-5p
(P<0,001) ir padidéjes miR-145-5p (P=0,027) kiekis buvo pastebétas PD+ vs. PD- lyginamosios
grupés atveju (6B pav.). Abiejose minétose PD paveiktose tiriamyjy grupése nustatyta daugiau

miR-140-3p ir maZiau miR-195-5p, taciau skirtumai nebuvo statistiSkai reik§mingi.
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Nustatyta koreliacija tarp DVS miRNR kiekio ir PD ligos sunkumo: padidéjes miR-140-3p
(P=0,001), miR-145-5p (P=0,001) ir sumaZéj¢s miR-146a-5p (P<0,001) ir miR-195-5p
(P=0,042) kiekis buvo uzfiksuotas sunkia PD forma serganéiyjy DVS méginiuose, palyginus su
KT grupés méginiais (7 pav.).

StatistiSkai reikSmingos asociacijos taip pat buvo nustatytos tarp DVS miRNR ir skirtingy PD
ligos sunkumo stadijy. Tarpusavyje palyginus asmenis, sergancius II ir I stadijos PD, nustatytas
reikSmingai didesnis kiekis miR-140-3p (P=0,002). Be to, III stadijos PD sergan¢iy asmeny
grupés DVS meéginiuose buvo nustatytas reikSmingas miR-140-3p lygio padidéjimas (FC=1,5,
P=0,001) ir miR-146a-5p kiekio sumazéjimas (FC=1,7, P = 0,010). Daugiau miR-140-3p
(FC=1,6, P<0,001) ir miR-145-5p (FC=1,6, P=0,030) bei maziau miR-195-5p (FC =-1,5,
P=0,002) ir miR-146a-5p (FC=-1,7, P=0,004) nustatyta paZengusia sunkia PD forma (IV stadija)
sergan¢iy asmeny DVS méginiuose, palyginus su pradine (I) PD stadija serganciy tiriamyjy
grupe. 8 pav. iliustruoja miR-140-3p (A), -145-5p (B), -146a-5p (C) ir -195-5p (D) kiekio
pokycius DVS skirtingy PD stadijy atveju.

Reik$mingos asociacijos taip pat buvo nustatytos tarp DVS miRNR ir PD klinikiniy rodikliy —
CAL, PPD, BOP ir BL, grupuojant tiriamuosius pagal kiekvieno rodiklio ribines reikSmes.
Asmenys, kuriy CAL buvo >2,5 mm, turéjo didesnj DVS miR-140-3p (P<0,001) ir miR-145-5p
(P=0,025) bei maZesnj miR-146a-5p (P=0,002) ir miR-195-5p (P=0,042) kiekj, palyginus su
asmenimis, kuriy CAL buvo <2,5 mm (9A pav.). Analogiski skirtumai pastebéti tiriamuyjy, kuriy
PPD rodiklis buvo >3 mm, atveju: padidéjes miR-140-3p (FC=1,4, P<0,001) ir miR-145-5p
(FC=1,8, P<0,001) bei sumaz¢jges miR-195-5p (FC=-1,5, P<0,001) ir miR-146a-5p (FC=-1,7,
P<0,001) kiekis (9B pav.). miR-140-3p (P=0,012) ir miR-145-5p (P=0,026) kiekio padidéjimas
ir miR-146a-5p — sumaz¢jimas (P=0,002) buvo nustatytas asmeny, kuriy BOP rodiklis buvo >33
%, atveju (9C pav.). ISanalizavus miRNR kiekio skirtumus tarp tiriamyjy pagal BL rodiklj,
daugiau miR-140-3p (P<0,001) ir miR-145-5p (P=0,001) bei maZiau miR-195-5p (P = 0,012) ir
miR-146a-5p (P<0,001) nustatyta tiriamyjy, kuriy BL buvo >20 %, DVS méginiuose (9D pav.).

Reik$mingas miR-140-3p kiekio sumazéjimas (P=0,018) nustatytas tik RA serganéiy asmeny
DVS méginiuose, palyginus KT grupe. PanaSios asociacijos pastebétos ir palyginus tiriamyjy
grupes pagal RA klinikinius rodiklius. Sios miRNR kiekio sumaZéjimas (P=0,013) uzfiksuotas
aukstesniu HAQ indeksu jvertinty tiriamyjy grupéje, palyginus su KT grupe. Be to, pastebéta,
jog bDMARD vaistais gydyti asmenys turéjo reik§mingai daugiau DVS miR-146a-5p (FC = 1,7,

P = 0,023), nei minétais vaistais negydyti RA sergantieji.

2. miRNR analiz¢ seilése
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Atrinkty miRNR analizé seiliy méginiuose parodé, kad tik PD (PD+RA-) arba abejomis ligomis
serganCiy (PD+RA+) tiriamyjy grupése buvo nustatyta daugiau miR-145-5p, -195-5p ir maziau
miR-146a-5p, palyginus su KT grupe. Analogiski skirtumai buvo nustatyti atlikus PD+ vs. PD-
palyginima, tafiau rezultatai nebuvo statistiSkai reik§mingi (P>0,050). Taip pat, pastebétos
sgsajos tarp miRNR kiekio seilése ir skirtingy PD ligos sunkumo stadijy: palyginus IV PD
stadijg su I stadija, nustatyta 1,5 karto daugiau seiliy miR-140-3p (P=0,016) (10A pav.).

patologiniais rodikliais, tokiais kaip PPD ir BL. Seilése cirkuliuojan¢ios miR-145-5p kiekis buvo
1,5 karto didesnis asmeny su didesniais PPD (>3 mm) ir BL (>20 %) rodikliais atveju
(atitinkamai 10B ir 10C pav.; abiejuose palyginimuose P=0,034).

ReikSmingos asociacijos buvo nustatytos tarp RA serganciyjy seiliy miRNR ir HAQ indekso.
Asmeny, kuriy HAQ indeksas buvo vidutinis arba aukstas, seilése buvo aptikta daugiau miR-
140-3p (FC=1,7, P=0,013). Be to, palyginus su visiSkai sveiky (KT) asmeny grupe, tiriamyjy,
kuriy HAQ jver¢iai buvo Zemi, vidutiniai ir auksti, seilése buvo nustatytas reik§mingas miR-195-

5p kiekio padidéjimas (FC=1,8, P=0,017).
3. miRNR analizé kraujo plazmoje

AT-kPGR analizé kraujo plazmoje atskleidé miR-145-5p kiekio padidéjima (FC=2,3, P=0,002)
ir miR-195-5p sumazéjimg (FC=-2,6, P=0,001) tik PD serganciy asmeny kraujo plazmos
méginius palyginus su KT grupe (11A pav.). Analogiski skirtumai buvo pastebéti ir PD+ vs.
PD- lyginamojoje grupéje (11B pav.).

Taip pat buvo nustatyta, kad I ir II PD stadijos siejosi su reik§mingu miR-195-5p kiekio
sumaz¢jimu (atitinkamai FC=-4,8, P<0,001 ir FC=2,3, P=0,013) ir miR-145-5p padidéjimu
(atitinkamai FC=4,8, P<0,001 ir FC=1,8, P=0,037,), palyginus su KT grupe. IV PD stadija
serganciy asmeny kraujo plazmoje nustatyti didesni miR-195-5p (FC=4,2, P<0,001), -146a-5p
(FC=1,6, P=0,003) ir maZesni miR-145-5p (FC=-5,6, P<0,001) kiekiai palyginus su I PD stadija
serganciaisiais. Analogiski miR-195-5p (FC=4,7, P<0,001) ir -145-5p (FC=-4,7, P<0,001) kiekiy
skirtumai nustatyti palyginus III PD stadijos atvejus su I stadijos PD. Asmeny, serganciy IV PD
stadija kraujo plazmoje nustatyta patikimai daugiau miR-146a-5p (P=0,016), palyginus III PD
stadijos atvejais. 12 pav. iliustruoja miR-145-5p (A), -195-5p (B) ir -146a-5p (C) kiekio
poky¢ius plazmos méginiuose skirtingy PD stadijy atveju.

buvo >2,5 mm, kraujo plazmoje buvo nustatytas reikSmingas miR-146a-5p kiekio padidé¢jimas

(P=0,011) ir miR-145-5p sumazéjimas (P=0,014) (13A pav.). Daugiau miR-195-5p (FC=1,8,
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P=0,039) ir-146a-5p (FC=1,3, P=0,024) ir maZiau miR-145-5p (FC=-2,2, P=0,002) nustatyta
tiriamyjy, kuriy PPD buvo >3 mm, grupéje (13B pav.). Analogiski skirtumai buvo nustatyti

analizuojant sgsajas su BL rodikliais (13C pav.).

Taip pat RA serganciyjy kraujo plazmoje buvo nustatytas dvigubai didesnis miR-145-5p kiekis
nei KT grupéje (P=0,036). ReikSmingy asociacijy tarp atrinkty miRNR ir RA klinikiniy rodikliy

uZfiksuota nebuvo.
Cirkuliuojanc¢iy miRNR diagnostinio potencialo vertinimas

Siekiant jvertinti diagnostinj atrinkty miRNR potencialg buvo atlikta ROC analizé,
apskaiCiuojant plotg po kreive (angl. area under the curve, AUC) bei jvertinant jautrumo ir
specifiskumo rodiklius kiekvienai miRNR ir jy deriniams DVS, seiliy ir kraujo plazmos

méginiuose.

DVS atveju, jvertinus kiekvieng miRNR atskirai, didziausiu diagnostiniu potencialu pasiZzyméjo
miR-146a-5p, kurios AUC verté sieké 0,640 (P=0,016). Auksta diagnostiné verté buvo nustatyta
ir DVS miR-145-5p (AUC=0,616, P=0,044). Vis délto, didesniais jautrumo ir specifiskumo
pasiZzyméjo miR-146a-5p, palyginus su miR-145-5p (atitinkamai 61,90 % vs. 58,33 % ir 61,11 %
vs. 58,33 %). [vertinus miR-145-5p/-146a-5p derinio diagnostinj potencialg, nustatyta AUC verté
buvo 0,645 (P=0,012), o jautrumo ir specifiSkumo rodikliai, atitinkamai 61,90 % ir 61,11 %.
Apjungus visas keturias tirtas miRNR, nustatyta didZiausia AUC verté — 0,666 (P=0,007), o
jautrumo ir specifiSkumo jverciai panasiis j auk$¢iau minéty miR-146a-5p ir miR-145-5p/-146a-

5p derinio atveju (14 pav.)).

IS visy keturiy atskirai kraujo plazmoje tirty miRNR didziausia AUC verté — 0,617 (P=0,020)
buvo nustatyta miR-195-5p atveju, su 57,84% jautrumo ir 57,14% specifiSkumo rodikliais.
PanaSios jautrumo ir specifiSkumo vertés, taciau Siek tiek aukstesné AUC (0,622, P=0,015)
reik§mé buvo gauta miR-145-5p/-195-5p deriniui. [vertinus visy keturiy miRNR derinio
diagnostinj potencialg nustatyta Siek tiek mazesné AUC verté — 0,619 (P=0,018), taciau didesni
jautrumo (61,76%) ir specifiSkumo (61,22%) rodikliai (15 pav.).

Statistiskai reik§mingy rezultaty seiliy miRNR atveju nustatyta nebuvo.

2 pavyzdys. Diagnostikos rinkinys uzdegiminiam PD aktyvumui nustatyti

Rinkinj PD uzdegiminiam aktyvumui nustatyti sudaro:

tirpalas; sterilis meégintuveliai su antikoaguliantu kraujo meginiy surinkimui; steriliis

megintuveliai su RNaziy slopikliu seiliy méginiy surinkimui ir RNR stabilizavimui;
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b) silikagelio kolonélés RNR skyrimui i§ organizmo skyséiy méginiy;
c) pradmenys, fermentai ir buferiai KDNR sintezei,

d) pradmeny ir hidrolizés zondy bei PGR miSiniai kiekybiniam su PD susijusiy miRNR

nustatymui.
ISVADA

Mes iStyréme miRNR raiSkos profili PD paveiktuose ir sveikuose danteny audiniuose,
neatsizvelgiant | RA statusa. Atlikus visuminés miRNR analizés metu gauty raiSkos pokyéiy
validavimg buvo atrinktos keturios miRNR (miR-140-3p, -145-5p, -146a-5p ir -195-5p), kuriy
raiSka PD paveiktuose audiniuose buvo reik$mingai pakitusi, palyginus su sveikais danteny
audiniais. Minétos miRNR dalyvauja imuninés sistemos ir uzdegiminiy procesy reguliacijoje ir
atlieka svarby vaidmenj kituose su PD susijusiuose procesuose, tokiuose kaip periodonto audiniy
nykimas ir osteoklastogenezé. Atrinkty miRNR analizé organizmo skys¢iy biopsijos (DVS,
seiliy ir plazmos) méginiuose parodé¢, kad tirty miRNR kiekiai reik§mingai skiriasi tarp PD
sergan¢iy ir sveiky asmeny, o didesni jy kiekiai koreliuoja su prastesnge PD ligos eigg
195-5p diagnostinj potenciala, nustatyta, kad Sios keturios miRNR derinyje gali biiti naudojamos
kaip biologiniai Zymenys mazai invazinei PD diagnostikai asmenims sergantiems ir
nesergantiems RA. Optimalios atrinkty miRNR derinio santykinés raiskos ribinés reik§més DVS
ir kraujo plazmos méginiuose yra atitinkamai — 0,290 (14F pav.) ir 0,380 (15F pav.). Be to, tai
jgalina jvertinti PD aktyvuma, kuris yra svarbus tolesnés periodonto gydymo taktikos
pasirinkime. PaZzymétina, kad Sios srities specialistams galima atlikti kai kurias modifikacijas
nenukrypstant nuo $io iSradimo taikymo srities, todél iSradimo apsaugos apréptis atsispindi

pridedamoje apibréztyje.
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ISradimo apibréZztis

1. Budas, skirtas diagnozuoti uzdegiminj periodontito aktyvuma reumatoidiniu artritu serganciy ir

neserganciy asmeny organizmo skys¢iy méginiuose, apimantis $iuos Zingsnius:

a. RNR skyrimg i§ danteny vagelés skys€io, seiliy ar veninio kraujo méginiy, naudojant
maziausiai penkis sterilius popierinius kai$¢ius, vandeninj RNR stabilizavimo tirpala, RNaziy

slopikl;j ir antikoagulianta, naudojant RNR skyrimo procediirg;

b. kKDNR sintezés atlikimg atvirkstinés transkripcijos metodu;

c. AT-kPGR atlikima, siekiant aptikti su periodontitu susijusias miRNR minétuose méginiuose;
d. duomeny analize, siekiant nustatyti periodontitui-specifiniy miRNR kiekj.

2. Budas pagal 1 punkta, kur naudojamas antikoaguliantas yra etilendiamintetraacto rugsties

dikalio druska.

3. Budas pagal 1 punkta, kur naudojamas RNR stabilizavimo tirpalas stabilizuoja RNR

nepazeistuose meéginiuose ir yra suderinamas su atlieckamomis RNR skyrimo procediromis.

4. Budas pagal 1 punkta, kur minéta RNR skyrimo procediira apima méginiy lizavimg
fenolio/guanidino tirpalu gryninimui naudojant silikagelio kolonéles, kuriomis i3skiriama

visuminé RNR, jskaitant <200 nt ilgio RNR.

5. Rinkinys, skirtas periodontito uZzdegiminio aktyvumo nustatymui, apimantis:
a. sterilius megintuvélius ir popierinius kai$¢ius danteny vagelés skys¢io méginiams surinkti ir
tirpala RNR stabilizavimui; sterilius mégintuvélius su antikoaguliantu veninio kraujo
méginiams surinkti; sterilius mégintuvélius seiliy méginiams surinkti ir RNaziy slopiklj seiliy
RNR stabilizavimui;
b. silikagelio kolonéles RNR gryninimui i§ organizmo skys¢iy méginiy;
c. pradmenis, fermentus ir buferius KDNR sintezei;
d. pradmeny ir hidrolizés zondy bei PGR miSinius kiekybiniam periodontitui-specifiniy miRNR

nustatymui.




6. Budas pagal 1 punkta ir rinkinys pagal 6 punkta, kur organizmo skysciai yra danteny vagelés
skystis, seilés ir kraujo plazma.

7. Buidas pagal 1 punktg ir rinkinys pagal 6 punkta, kur periodontitui-specifinés miRNR yra: miR-
140-3p, miR-145-5p, miR-146a-5p ir miR-195-5p.
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