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Roviditések jegyzéke

AC: anthocyanin

AG I/ AG II: I. korcsoport/II. korcsoport

ANOVA: Variancia Analizis

ATF/CREB: Aktivalé transzkripcids faktorok/cAMP valaszelem-kotd fehérje (Activating
Transcription Factors/ cAMP response element binding protein)

BPE: Alap Parodontélis Vizsgalat (Basic Periodontal Examination)

BR/ NBR: fogkefecseréld/ nem fogkefecseréld

BSM: szarvasmarha submaxillaris nyalmirigy

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CAPSO: 3-(cikloxeil-amino)-2-propanhidroxi-amino -szulfonsav

CCL11: eozinofil kemotaktikus fehérje

CD54: A differencidlodas klasztere 54

CI: konfidencia intervallum

CMF PBS: Kalcium ¢és magnézium mentes Foszfattal pufferolt sdoldat

COz: szén-dioxid

DAG: diacil glicerol

DAMP: molekularis mintdzattal Osszefiiggd karosodéasfelismerd (Damage Associated
Molecular Patterns)

DMEF-T: szuvas (Dt), hidnyzo6 (Mt), tomott (Ft) fogak szamat jelold index

EGF: epidermalis novekedési faktor

eHOMD: kiterjesztett Huméan Oralis Mikrobiom Adatbéazis (expanded Human Oral
Microbiome Database)

EKR: EGFR kindz reporter

ELISA: enzimhez kotott immunoszorbens assay

EPS: extracellularis polimer matrix

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

ETT TUKEB: Egészségiigyi és Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsaga
F1/ F2: utdnkovetés 1/ utdnkovetés 2

GIT: gyomor-bél rendszer (gastrointestinal tract)

HLA-DR: Human Leukocita Antigén DR izoforma

HSG: human nyalmirigy

Hsp: hésokk fehérje



HUVEC: Humén koéldokzsinor véna endothel sejtek (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells)

IL-1R: Interleukin-1 receptor

IL-18: interleukin-18

IL-2: interleukin-2

IL-6: interleukin-6

JAK/STAT: Janus Arcu Kinaz/Szignal Transzducer és Aktivatora a Transzkripcids
Proteineknek

JNK: Janus arcu kindz

KIR: kdzponti idegrendszer

KREMK: Komplex Rendszerek és Mikrobiom Innovaciok Kozpont
LPS: lipopoliszacharid

MAPK: Mitogén Aktivalt Protein-kinaz

MCP-1: makrofag kemoattraktans fehérje 1

MMS-68: makrofag eredetii fehérje 68

MUCS5B (MG1): Mucin 5B

MUC7 (MG2): Mucin 7

NF-kB: NF-kappa B

NIC: negativ izolacids kontroll

NO/ NOS: nitrogen monoxid/ Nitrogén monoxid szintdz

non-MS/MS: non-Mutans Streptococcusok/ Mutans Streptococcusok
OHI-S: Egyszertsitett sz4jhigiéniai index

OTU: operativ taxondmiai egység (Operational Taxonomic Unit)

PAMP: pathogén asszocialt molekularis mintazatok

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PKC: protein kindz C

PMA: phorbol 12-mirisztat 13-acetat

pp90: 90 kDa foszfoprotein

PRP: prolindus fehérjék

PRR: mintézatfelismerd receptorok (Pattern Recognition Receptor)
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Src: nem-receptor tirozin kinaz
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TGF: transzformald novekedési faktor

TIR: Toll/IL-1 receptor

TLR: Toll-szeri Receptor (Toll-like Receptor)

TNFao: tumor nekrozis faktor o



1. BEVEZETES

A veliink €16 baktériumok meghatdrozo szerepet toltenek be egészségi allapotunkban, de a
betegségek kialakuldsdhoz is nagyban hozzajarulhatnak. A szdjiiregben a fogszuvasodasban
betoltott szerepiik évtizedek oOta a fogorvostudomany érdeklddésének kozéppontjaban all.
Napjainkban a fogszuvasodas integralt hipotézise a jelenleg elfogadott caries elmélet, amely a
fogszuvasodas megeldzésében a szajiiregi mikrobialis 6koszisztéma egyensulyanak biztositasat

¢s fenntartasat hangsulyozza, amely a ‘nyéal-mikrobidlis dentdlis komplex’ egységén alapszik.

A szajiiregben talalhato szervezetiink masodik legnagyobb mikrobialis 6koszisztémaja, mely a
kiilonbozo felszineken valo elhelyezkedése alapjan valtozo dsszetételt lehet, de akar 7 évig is
allandonak mondhat6. Az elmult tiz év kutatasai egyértelmiivé tették, hogy a szajiiregi
mikrobidta f6ldrajzi jellemzokkel rendelkezik, amelyeket kiilonbdzd belsd és kiilsd tényezok
(genetikai, kornyezeti, taplalkozasi tényezdk, stressz, vagy a csapviz Osszetétele) is
befolyasolhatnak, de akar cirkadian oszcillacidt is mutathat, a helyileg termel6dé faktorokkal

egylitt pedig jelentds befolyassal birnak a teljes tdpcsatorna mikrobiomjara.

A nyalbol a fogak felszinét boritd, védelmet biztosito pellicula képzddésének kezdeti fazisaiban
a mucinoké a legfontosabb szerep, a késébbi fazisokban a szajiiregi baktériumok altal termelt
savak kozOmbdsitése soran pedig az amilazé. A nydlban megtalalhatd fehérjemolekuldk és a
pellicula a kalcium (Ca*") ionok megkotése altal a remineralizaciot segitik, igy a Ca?" ionok
szintje a remineralizacios kapacitast tiikrozi. A stimulalt nyal tobb Ca?" iont tartalmaz, amely

hydroxilapatittal taltelitett ¢s magasabb remineralizacids kapacitast mutat.

A nyélban megtalalhat6 szamos faktor, melyek a kommenzalis mikrobiom fenntartasaban és a
pathogén mikrobak felszaporodasanak gatlasaban, ezaltal a fogak védelmében jatszanak

szerepet.

Ilyen a tobozmirigyben termelddd melatonin, amelynek szintje a szervezet cirkadidn
ritmusanak megfeleléen valtozik, nagyon erds antioxiddns hatassal rendelkezik, amely a

fogszuvasodas elleni védelemben is megmutatkozik.

A mucinok is szamos funkcioval rendelkeznek, taldn a legfontosabb, hogy a szdjiiregi
biofilmben ¢és az emésztétraktusban megtaldlhatd baktériumokkal interakcidban, azok
novekedését, letapaddsat, védelmét biztositjak, vagy a nyallal valo kitiriilésiik altal fenntartjak

a szajliregi mikro-0koszisztéma egyensulyat. Pozitiv hatdssal vannak a kommenzalis



baktériumokra is, ugyanis prebiotikus tulajdonsagaiknak koszonhetden, azok szaporodasat is

elésegitik.

A védelmi folyamatok elinditasaért a nyalban megtalalhato gyulladasos citokinek a feleldsek,
melyek termelése a fogak feliiletén autokrin és parakrin moédon indul el a mikroorganizmusokra

adott valaszreakcié eredményeként.

A citokinek és mucinok kozotti komplex interakciok hatdasmechanizmusanak ismeretében a
természetes hatdanyagok alkalmazasianak eredményessége a nyalbol torténd egyszeri
mintavétel segitségével monitorozhato. Ilyen természetes hatéanyagok a meggy szinanyagai,
az anthocyaninok (AC), melyeket szdmos betegség kezelésében alkalmazva pozitiv
eredményeket észleltek az antioxidans tulajdonsagaibol adodo egészségre kifejtett elonyods
hatdsai miatt. Ismert a meggy Gram-negativ anaerob ordlis baktériumok (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Fusobacterium nucleatum) és Candida albicans elleni
hatdsa. Anthocyaninos ragégumizast kovetden a fogszuvasodasban jelentds szerepet jatszo
Streptococcus mutans (S. mutans) telepszamanak csokkenését és a nyal amilaz aktivitasat gatlo

hatasok figyelhet6k meg nyalban.

A tovabbi kutatdsok tervezésénél mindenképpen eléremutatd lehetdségeket biztosit ez a kozeg,
hisz a nyal biofilm egy viszonylag egyszeri mintavételi forras, a szajiiregi mikrobiom
modulalasara pedig szdmos kémiai és mechanikai moddszer létezik. A biomarkerek és a
mikrobiom tovéabbi vizsgélataival igy segiteni tudjuk a megel6zést és a korai stddiumban
torténd  gyogyitas lehetdségét, az egészséges szajiiregi mikrobidta Osszetételének
monitorozasaval vagy akar - a betegek altal otthonukban is konnyen kivitelezhetd modszerekkel
torténd - befolydsolasaval, ami mindenképpen hozzdjarulhat a szajliregi betegségek
(fogszuvasodas, fogagybetegség) diszbiotikus jellegének jobb megértéséhez, ezaltal a szajliregi

egészség minél hosszabb idejii fenntartasahoz.



2. AZ IRODALMI HATTER ATTEKINTESE

2.1. A meggy és hatéanyagai (anthocyaninok)

A meggynek két {6 tipusa van, az édes meggy (Prunus avium L.) és a savanyl meggy (Prunus
cerasus L.) (1) A savanyu meggy a Rosaceae (r6zsafélék) csalad, Prunoideae alcsalad, Prunus
nemzetség Cerasus alnemzetségébe tartozik. Egy hibrid, amelyet az édes cseresznye és az

europai torpecseresznye (Prunus fruticosa) keresztezésével nyertek. (2)

Az anthocyanin (antocian) sz6 gorog eredetli szo0dsszetétel, a természetben sziniik a pirostol a
kékig valtozik, mely a pH-val hozhat6 Osszefliggésbe. Megtalalhatok kiilonbozo
baktériumokban és ndvényekben is, ez utdbbi leveleiben, a gydkérzetben, virdgzatban és a

termésekben, pl.: meggy, bodza, sz616 és feketeribizli. (3)

A meggy szamos tapanyagot és bioaktiv anyagot is tartalmaz, mint a rostok, polyphenolok,
karoténoidok, C-vitamin és a kalium. Ezen kiviil gazdag a triptofan, melatonin és szerotonin
tartalma is, valamint hidroxicinnamatokat és flavan-3-olokat is magas aranyban tartalmaz. A
magyarorszagi meggyfajtdk extrém magas anthocyanin tartalommal rendelkeznek.
Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan ez az érték: 295453 mg/100 mg a friss, mig
1528+135 mg/100 mg a liofilizalt gylimdlcsben, legmagasabb ardnyban pedig cianidin-3
rutinozid-ot, cianidin-3-O-gliikozidot ¢s mas kisebb alkotorészeket - delphinidin, malvidin,

peonidin €s petunidin — tartalmaznak. (4)

A vizsgélatainkban hasznalt meggykivonat f6 sszetevdi: cianidin-3-O-rutinozid, cianidin-3-

O-gliikozid, cianidin-3-O-gliikozil-rutinozid/malvidin-3,5-digliikozid. (4, 5)
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2.2. Az anthocyaninok altalanos egészségre kifejtett hatasai

A meggy anthocyaninok nagyon hamar felszivodnak és minimum 12,3%-os a biohasznosulasuk

a szervezetben, a maximalis plazma koncentraciot pedig akar 2 6ran beliil elérik. (1)

Az egészségi allapottal Osszefiiggd hatdsait és a kimutatott eltéréseket az irodalom alapjan a

kovetkez6kben részletezem.

2.2.1. Oxidativ stressz csokkentd hatas

Az oxidativ stressz csokkentésére kifejtett hatasok az ¢édes és a savanyu meggynél is
érvényesiiltek in vitro vizsgéalatokban, HUVEC (Humdan koldokzsindr véna endothel sejtek,
angolul: Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sejteken a magas vércukorszint altal
eléidézett diabetest indukalo allapotban. A proinflammatorikus citokinek — az IL-6, IL-8 és
interleukin-1o — génexpresszidjanak anthocyanin hatasara valo csokkenését idézték eld 1 és 50
ng ml! (nanogram/milliliter)-es anthocyanin koncentraciokban alkalmazva hiperglikémiat

indukal6 modellben. (6)

2.2.2. Antioxidans hatds

Magas vércukorszint hatasara bekdvetkez6 ROS (Reaktiv oxigéngyokok) csokkenést, az NOS
(Nitrogén monoxid szintdz) expresszidjanak fokozodasat, valamint az Endothelin-1 ¢és az
ng ml'-es koncentracid mellett, ami igazolja az antioxidans hatasat. A TNFo szintjének
emelkedését a flavonoidok magas koncentracidkban kifejtett deszenzitizalod hatasanak tudtak
be. (6) In vitro sejtkulturdkon végzett és allatkisérletes vizsgalatok sordn a majban az enzimek

antioxidans aktivitasat fokoztak és csokkentették a vas és 6n indukalta lipid peroxidaciot (1).
2.2.3. Gyulladdscsokkentd hatds

Gyulladascsokkentd hatdsai sordn a C reaktiv protein, TNFa, interleukin IL-8, RANTES

(Szabalyozott és normdl T-sejt expresszalodik és szekretalddik), NO (nitrogén monoxid) és

makrofag kemoattraktans fehérje 1-re kifejtett hatasai a legismertebbek. (1) HUVEC sejtek

vizsgalata soran Bir6 és munkatarsai (7) vizsgalataiban az LPS (lipopoliszacharid) altal indukalt
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gyulladdsos valaszban részt vevd IL-6, TNFa, RANTES, granulocyta-monocita kolénia
stimulélo factor, proinflammatorikus citokinek és kemokinek szintje 50 ug ml! koncentracioju
anthocyanin kivonat hataséara szignifikdnsan csokkent. Egy masik vizsgalatban az IL-18, IL-8
¢s TNFa, emelkedett szintje volt kimutathatd, amely korreldlt a melatonin metabolitjanak

szintjével. (8)

Remenyik és munkatarsai (9) Caco-2 és HUVEC sejtvonalak vizsgélata soran Caco-2 sejteken
Occludin esetében cipzarszeri mintazat csokkenést taldltak az AC kezelés hatdsara, mig
HUVEC sejteken a TNFa hatdsara az Occludin expressziojanak csokkenését tapasztaltak a
sejtkultirakon, amely az AC kezelés hatasara csokkent. Ezen eredmények alapjan
megismerhettiik az anthocyaninok tight junction-6khoz kapcsolodoan észlelt hatdsai altal az
anthocyanin kezelés hatdsmechanizmusanak hatterében 4ll6 biokémiai ¢és jelatviteli
folyamatokat. Le Phoung és munkatarsai (10) Caco-2 sejtvonalakon az anthocyanin kezelés
utan, a TEER-t (transzepithelialis elektromos ellendllds, angolul: Trans-Epithelial Electrical
Resistance) mérve TNFa stimuldcié hatasara a barrier funkcio megbomlasat figyelték meg.
Aktivalodott a gyulladasos reakciok kulcs elemeként ismert IL-18 és TNFa hatasara az NF-kB
(NF-kappa B) utvonal, ami a proinflammatorikus mediatorok felszabadulasat valtotta ki,

tovabba a cianidin-3-O-glikozid hatdsara az IL-8 és a TNFa atirdsa csokkent. (10)

2.2.4. Cukorbetegségre kifejtett hatdsa

A cukorbetegségre kifejtett hatasait Nemes és munkatarsai (11) vizsgaltak, patkanyokon végzett
in vivo tulsulyt és cukorbetegséget indukalé modellben. A 6 héten keresztiil 60 mg/kg
(milligrams/kilogramm) napi d6zisban adott anthocyanin csdkkentette a ROS képzddését és az
elhizas hatterében 4llo leptin, IL-6 és rezisztin szintjét. A rezisztin - expressziojat a TNFa és
IL-6 proinflammatorikus citokinek emelkedett szintje valtja ki - a human monocyta sejtekben
a TNFa és IL-6 expresszidjat fokozza és gatolja az adiponectin gyulladasellenes hatasait. Igy

Osszességében az anthocyaninok hatésara az IL-6 és a TNFa expresszidja is csokkenhet (11).
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2.2.5. Fogszuvasoddssal szemben kifejtett hatasa

Homoki és munkatarsai (5) az anthocyanin tartalmt ragdégumik alkalmazasat kovetden
(placebo-kontrollcsoporttal dsszehasonlitva) végzett 0, 5, 10, 20, 30 perces mintavételek €s
nyugalmi nyalmintadkon végzett vizsgalatok eredményeit kérddives felmérés adataival vetették
Ossze ¢€s az alabbi szignifikans eltéréseket talaltak:
(a) az anthocyanin tartalmu cukormentes meggyes ragogumi alkalmazésa a ragast kovetéen
30 perccel csokkentette a S. mutans telepszamot és a nyal amildz aktivitasat, amelynek
hatdsa a ragas mechanikai és a nyal mosohatéasa révén fokozddhatott;
(b) a xylitol és meggy anthocyaninok csokkentették a nyalban 1évé S. mutans mennyiségét
¢és a nyal amilaz aktivitasat;

(c) axylitol/erythritol visszaszoritotta a S. mutansokat.

2.2.6. Biofilmre kifejtett hatdsa

Ben Lagha és munkatarsai (12) megallapitottak, hogy a meggy a Fusobacterium nucleatum (F.
nucelatum) biofilmképz6 képességét csokkentette.
A meggy anthocyaninok mikrobiomra kifejtett hatasainak hatdmechanizmusai a kdvetkezok
lehetnek (12):

a) a mikrobidlis sejt hidrofobicitdsanak befolyasolasa;

b) adhezinek génexpresszidjanak gatlasa;

c) aquorum sensinggel (kiiszobdenzitas-érzékelés) torténd interferalas;

d) aS. mutans zoméanchoz valo letapadas gatlasa a PKC (protein kinaz C) aktivacio

gatlasan keresztiil. (12)
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2.3. A ’nyal-mikrobialis-dentalis’ komplex jelentdsége

A ’nyél-mikrobidlis-dentélis’ komplex meghatarozas a szajlireg egyensulyi allapotara utal a

nyal, a mikrobiom és a fogak kolcsonhatasai szempontjabol (1. dbra).

'Nyal-mikrobialis-dentalis komplex'

(1)

Pufferek |

Szervetlen
(Demineralizaciora fogékony)

1. dbra: A ’nydl-mikrobidlis-dentdlis’ komplex (13)

A ’nyal-mikrobialis-dentalis’ komplexre egészséges koriilmények kozott jellemzd, hogy a
puffer rendszerek (2) 4ltal gatolt az étkezési eredetii cukrok metabolizmusa eredményeként
létrejovd savak (1) zomanc demineralizaciot kivaltd hatasa és a Ca*", HPO4* és OH" ionok

kozott (3) a demineralizacids és remineralizacios folyamatok egyensulya figyelhetd meg.

A nyal biofilmben ilyenkor magas a biodiverzitas, semleges a pH és a Ca®*, PO, (foszfat) és
OH- (hydroxil) ionok szuperszaturacidja (de nem kicsapddasa) figyelheté meg, ezaltal a
hydroxilapatit remineralizacioja biztositott. Ezen ionok képesek a nyalfehérjékhez (pl. a PRP-
k (prolindus fehérjék), statherinek) kotddni €s ezaltal reakcioba 1épésiiket, tovabba a nyalkdvek
kialakulasat megakadalyozni. A fogak demineralizacidja a savak nem teljes pufferelésének
kovetkeztében 1étrejovo telitetlen allapot miatt alakul ki a fog és a biofilm hatdran. Ha nem tal
gyakori és nagymértékii a savasodas, akkor tud bekovetkezni a remineralizécio, amelynek soran
pedig a zomancbol kioldodott Ca**, POs* és OH- ionok a biofilm és a fogak hataran
felhalmozodnak és a pH novekedésével a tultelitett allapot visszaall. Ezaltal pH csokkenéskor
a nyalfehérjékben megkdtott ionokkal egylitt képesek a zomédnc remineralizacigjara. A

folyamatban fontos szerepet jatszik még a bikarbonat puffer-rendszer is. (13, 14).
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Az oralis biofilmek tovabbi jellemzdi, hogy a bakterialis kozosségek alkalmazkodnak a magas
sejtstiriséghez, amely pedig a pH, redox rendszerek altal az oxigén szintek és a tapanyagok

hasznosuldsdhoz kedvezdé mikrokornyezetet hoz 1étre. (15)

A vadészo-gyljtogetd (vagy paleolitikus) taplalkozas idejében az egészséges oralis biofilm

biodiverzitasa nagyon magas, a biofilm pH-ja pedig neutralis volt. (13, 16).

Kiilonbség figyelheté meg a hust is fogyasztdo (pH~7,2) és a csak ndvényi étrenden élok
(pH~6,8) nyugalmi biofilm pH-ja kozott is. A biofilm baktériumok tobbsége ugyanis a pH-t az
urea metabolizmus és arginin aminosav metabolizmusa révén tartja fenn, amelynek sordn
ammoniat és CO»-t (szén-dioxid) termelnek. Ezaltal egyensulyi koriilmények kozott a jelenlévo
acidogén ¢és acidurikus baktériumok (pl.: S. mutans, amely a biofilm kb. 2%-4t alkotja) nem

képesek demineralizaciot és fogszuvasodast okozni. (13)

2.4 A nyal mint funkcionalis folyadék

A nyal, mint az egyéb testfolyadékok (pl.: vér, sulcusfolyadék) funkcionalis folyadéknak
tekinthetd, amely hordozza a velesziiletett és a szerzett immunitds medidtorait is. (17) A 3 par

nagy nyalmirigy és a szajliregben elszortan elhelyezkedd kis nyalmirigyek szekrétuma. (18)

A nyugalmi, kevert nyal egyénenként valtoz6, kortlbeliil 0,3 ml/perc szekrécios rataval
termelddik. Elvalasztdsa kiilsé ingerek nélkiill a KIR (kozponti idegrendszer) nucleus
salivatoriusai altal folyamatosan zajlik a szervezetben, amelyet befolyasolhat a hidrataltsag,
testhelyzet, cirkadian- és egyéb biologiai ritmusok, de pszichogén ingerek is. A cirkadian ritmus
szerepe kiemelendd, klinikai vizsgalatok tervezésekor is jelentds szereppel bir, ajanlott mindig

ugyanazon napszakban a mintavételeket végezni. (17)

Az inger- vagy stimulalt nyal termelését vizualis, szaglas, iz- vagy mechanikai ingerek valtjak
ki, paranszimpatikus s szimpatikus vegetativ rostokon keresztiil vezérlddik a nyalmirigyekben.
Atlagosan 0,7 ml/perc a szekrécids rataja, amely széles hatdrok kozott mozoghat, termelését

befolydsold tényezdk a mirigyméret, kor, dohanyzas, étel fogyasztasa. (17)
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A nyal 99%-ban vizbdl és 1%-ban a 1. tabldzatban felsorolt egyéb dsszetevokbol all.

1. Szerves OsszetevOok

(fehérjék, enzimek)

A) Emésztéenzimek: amilaz, lipaz;

B) Direkt antimikrobialis hatéssal bir6 fehérjék: laktoferrin, lizozim,
immunglobilinok: IgA IgG, IgM, sIgA (szekretoros IgA)),
hisztatinok;

C) Lubrikécioban részt vevo fehérjék: mucinok (f6 mucinok az MG1
(MUCS5B) és MG2 (MUCT7)), PRP (prolindus fehérje);

D) Novekedési faktorok: EGF (epidermalis ndvekedési faktor),
neuralis novekedési faktor;

E) Kalciumkoto fehérjék: statherinek, PRP-k, hisztatinok, cisztatinok.
Egyéb 0Osszetevok: albumin, B-gliikkuronidaz, észterazok, fibronektin,
foszfatazok, gusztin, kallikrein, karbohidrazok, laktat-dehidrogenaz,
parotidalis  aggreginek, peptiddzok, peroxidazok, ribonukleazok,

nyomokban szérumfehérjék, tirozindis fehérjék, vitaminko6td fehérjék

2. Kismérett szerves molekulak

gliikdz, kreatinin, lipidek, szidlsav, urea

3. Elektrolitok

bikarbonat, fluorid, foszfat, hidrogén-karbonat, jodid, kalcium ion, klorid

ion, magnézium, natrium ion, nem specifikus pufferek, szulfatok, tiocianat

1.tabldzat: A nydlmirigyek szekrétumdnak f6 6sszetevdi (18-20)

Fo funkcidi:

crer

1. A mikroorganizmusok kezdeti adhézidjara és kolonizécidjara, igy a kommenzalis

mikrobiom 0sszetételére jelentds hatassal van.

2. A mikrobiomra kifejtett masik hatasa, hogy a mikroorganizmusok elleni védelem soran

azok kiiiriilését segiti a mucinok altali Osszecsapzddasuk, valamint a direkt

antimikrobialis hatast kifejté nyalfehérjék altal.

3. Mindezen tul tapanyagot is szolgaltathat a mikroorganizmusok szdmara az étkezési

eredetli keményitd (amilaz), lipidek vagy fehérjék lebontasa altal vagy a bakteridlis

metabolizmus végtermékeibdl (pl.: glikoproteinek lebontasa eredményeként).

4. Aragas, nyelés és beszéd folyamataiban is szerepet jatszik. (19)
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2.5 Az oralis biofilm

Costerton 1978-ban hatarozta meg eldszor a biofilm fogalmat: csoportosult bakterialis sejtek
szervezett kozossége, melyben eléfordulnak azonos és kiilonboz6 speciesek is. A maguk altal
képzett extracellularis polimer matrixba (EPS) zarva és bedgyazva, é16 (nyal, sulcusfolyadék)
vagy élettelen (fog, protézis vagy implantatum) feliilethez kdtddnek vagy azok hatarfeliiletén

alakulnak ki és interaktiv kozosségekként funkciondlnak. (15, 21, 22)

2.5.1 Altaldnos jellemzés

A szajliregben, 5 f6 feliileten talalhat6 biofilm: 1.) nyelv; 2.) buccalis nydlkahartya; 3.) supra-
es 4.) subgingivalis plakk; 5.) nyal. (22)

A harom legjellemzdbb tarsulds koziil a supragingivalis biofilmek “kukoricacsd” szerkezetét az
utébbi években “hedgehog” szerkezetként definidltak. Felépitésére jellemzd, hogy a
filamentosus baktériumok kisugaroznak a fogfelszin feldl és kiilonbozd rétegekben aerob
(Streptococcus, Porphyromonas és Haemophilus), mélyebben pedig mikroaerofil
(Fusobacterium és Leptotrichia) fajok helyezkednek el benne. (23) A subgingivdlis biofilmekre
is meghatarozott felépités jellemzd. A nyelvhatra pedig az el6zd kettéhdz hasonld, de attol
mégis eltérd szerkezet jellemzd. Egy kdzponti mag koré csoportosulva, kiilsd és belsd
rétegekben, Actinomyces és Streptococcus speciesek, mig a belsd rétegben, Neisseria €s
Veillonella torzsek vannak jelen. A keratinizalt inyre jellemzd biofilm leirasaval kapcsolatban

nem all rendelkezésre irodalom. (15)

A Dbiofilm kutatdsok altal napjainkban mar a nyal-biofilm és a fogak kozotti komplex
kolcsonhatasok ismertek. Az oralis biofilmek részét képezi az ordlis bakteridlis biofilm
(bakteriom), de beletartozik az oralis viralis biom (virobiom/virom), a fungélis microbiom (a

mycobiom), tovabba az oralis protozoa biom (protozoom) és az archae biom (archaeom) is. (17)

2.5.2 Babkteridalis biofilm
Az oralis mikrobiom kifejezés alatt leggyakrabban az oralis bakteriomot értik, ami az egyik

legstabilabb mikrobialis tarsulas a szervezetben. Egészséges egyénekben akar 7 éven keresztiil

is fennmaradhat és nagyon fontos szerepet jatszik a szajiiregi egészség fenntartasaban. (14, 24)
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A szajlireg kiilonbozd terlileteinek megfelelden kiilonbozd bakterialis biofilm tarsuldsok
jellemzdek pl. a plakkra, a nyelvhatra és a keratinizalt inyre, igy sok baktérium specifikusan
kapcsolodhat egy adott teriilethez, pl.: a Veillonella atypica a nyelvhaton, a Veillonella

parvula/dispar a plakkban és a Veillonella rogosae a keratinizélt inyen figyelhetd meg. (15)

A biofilmben jelenlévé mikroorganizmusok kozotti legfontosabb kdlcsonhatasok a horizontdlis

geéntranszfer €s a quorum sensing (kiiszobdenzitas-érzekelés). (15)

Felépitését szamos szervezeti faktor befolyasolja. (2. dbra)

Faktor Fakt9ron Peluh
valtozék
- Szervezet és szokasok
A) Eletkor valtozasai:
(id6) -Mikroorganizmusok
P horizontalis transzfere
@ I/\Y -Mikro evoldcio

-Diverzitas véltozasal
B) Szervezet és ~Genetikai faktorok

Y et A
kdrnyezet -lmmunrgndszer X
Y -Kdrnyezet, diéta, szokdsok
| ¥ ‘ ’ | -A szervezeti védelemben

A/ bekovetkez6 valtozasok

-Oxigén (redox)
Eléhel -Felszin
c) onely & N -Tépldlék
e 0\ -pH
Y LY -Szajhigiéné
PL: Nyelv Fogak Succélis nyalkahartya ~NYal- @s inybarazda
inypardzdatoyacik folyadék termelés
s g 2 9 -SOrisag
D) B'Df"lm y -Kéryezet
erettsege J 4 -Mikrobialis interakciok
P -Szarvezeti
immunvélasz
Nyal

Szajhigiéné és/vagy boritas

2. dbra: Az ordlis bakteridlis biofilm felépitését befolydsold legfontosabb tényezék. (24)

A szajiiregen belill a biofilm érettségi foka is kiilonb6zd, az érett biofilmek mélyebb rétegei
teriiletén csokkent az oxigénellatas, ami az anaerob speciesek megtelepedésének kedvez, mig a

feliiletesebb rétegekben aerob koriilmények uralkodnak. (2. dbra)

A fogfelszineket boritd biofilm képzddése soran a kiilonboz6 szajiiregi szerves, szervetlen
alkotorészek folyamatos felépiilése soran a mucinoknak a kezdeti fazisban van jelentds szerepe,
amikor még aerob koriilmények uralkodnak, késébb az amildzok szerepe keriil eldtérbe. A
kezdeti fazisban ezen fehérjék a biofilm hatdsait fokozzdk. A zomanc hydroxilapatitjanak
felszinén 1év6 Ca?" ionok pozitiv toltéseihez konnyen hozzakapcesolddnak a negativan toltott
molekulak, mint a MUCS5B szialsav oldallancai. A hisztatinok, statherinek és PRP-k kiséretében
ezek az legelsO alkotorészei a pelliculanak. Az akvirdlt pellicula elnevezésében az akviralt
(=szerzett) szo arra utal, hogy ez a réteg mar a fogattorést kovetden létrejon. Amikor a pellicula

eléri az 1 pum-es vastagsagot a nyalfehérjék feliileti elnyelddése és a planktonikus, nyéalban
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oldott formaba val6 kibocsatasa kozott egyensulyi allapot jon létre. Ilyenkor a regionalisan
valtozd Osszetételll és sebességli nyalfilmnek megfeleléen a pelliculdban feliiletspecifikus a
kiilonbozd fehérjék elhelyezkedése. Fontos szerepet tolt be a baktériumok kovetkezményes
megkotése vagy taszitdsa, tovabba a taplalkozasi eredetli szénhidratok elleni védelem és
remineralizacié szempontjabol azaltal, hogy a Ca** és HPO4* ionokat a fogfelszinhez kozel

tartva megvédi azt a savaktol. (25)

2.5.3 Mikrobidlis kolcsonhatasok

A szajiregi biofilm tarsuldsokon beliil elhelyezkedd baktériumok kozott kiillonféle
kolesonhatasok johetnek létre, amelyek lehetnek szinergisztikusak vagy antagonisztikusak. A
nyal és a szajiiregi felszinek kozott pedig folyamatos at- és visszaépiilési folyamatok zajlanak.

(14, 24)

A szimbiozis egy kolcsondsen eldnyds kolesonhatas, amely létrejohet a mikrobidlis

kozosségeken beliil, azok kdzott vagy a szervezettel vald kolcsonhatas eredményeként. (14, 17)

A diszbiozis a mikrobidlis kozosségek olyan egészséggel Osszefliggd valtozasanak
kovetkeztében alakul ki, amelynek eredményeként a szervezettel vald eldnyds kolcsonhatés
felbomlasa kovetkeztében annak hosszll tavon vald fennalldsa esetén egészségkarositd hatas

jon létre. (17)
Kiegyensulyozatlan mikrobiom kifejezéssel is illetik, melynek 3 f6 ismertetdjele van:

1. A mikrobialis diverzitas teljes elvesztése:
A fogszuvasodassal kapcsolatban egyértelmiien arrdl szamolnak be az irodalmi adatok,
hogy a destrukci6 elérehaladtdval egyre inkdbb a diverzitds elvesztése jellemzd a
kérfolyamatra, viszont a  parodontalis  korképekkel — kapcsolatban  ezzel
ellentmondasosak az adatok: a diverzitas csokkenését, de emelkedését is leirtak mar.
(15)

2. Az elonyos mikrobdk elvesztése:
A kommenzalis oralis mikroorganizmusok jelenléte sziikséges a megfeleld
immunvalaszok kialakitdsdhoz a szajiiregben, megvédve azt a pathogén

mikroorganizmusoktdl és azok karos metabolitjaitol. (15)
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3. A pathogén mikroorganizmusok felszaporoddsa:
Egyensulyi koriilmények kozott a kommenzalis flora a pathogén mikroorganizmusok
szamat alacsonyan tartja, mig diszbiotikus koriilmények kozott ezek felszaporodhatnak
¢s a szajiiregben fogszuvasodas és fogagybetegség, valamint a szervezetben altalanos
korképek (cukorbetegség, érelmeszesedés, autoimmun betegségek, daganatos és egyéb

megbetegedések) kialakuldsahoz vagy sulyosbodésahoz jarulhatnak hozza. (15)

Ezen koriilmények kialakuldséban az ételek tartositasara kifejlesztett fermentacios technikék és
a finomitott szénhidratok nagy mennyiségii fogyasztasa az ipari forradalom o6ta befolyassal bir
a biofilmek szerkezetére (16), igy a fogszuvasodas és fogagybetegségek, valamint az altalanos

korképek kialakulésara. (15)

A komplex szénhidratok fogyasztasanak gyakorisaga és az egyszerli cukrok fogyasztdsa a
bakteridlis biofilmek megvaltozasat eredményezi. A non-MS-ek (non-Mutans Streptococcusok)
¢és az Actinomycesek kifejlesztették a sajat metabolikus utvonalaikat, hogy a metabolikus savak
eloallitasat fokozzak, igy konnyebben elszaporodnak és a biofilm nyugalmi pH-janak
savasodasat eredményezik (26), amely az alkalikus kémhatast fenntartdé kommenzalis
baktériumok szamanak, és a diverzitas csokkenését valtja ki. A modern tarsadalmakra jellemzd,
(szén)savas italok nagy mennyiségli fogyasztasa tovabb sulyosbitja a biofilm elsavasodasat, igy

novelve a fogszuvasodas kialakuldsdnak kockazatat. (15)

A szajiiregi baktériumok kozotti kdlesonhatasban az amphibiosis két kiilonb6z6é organizmus

egylittélésekor a valtozo kornyezeti koriilményekre adott dinamikus adaptacids folyamat. (27)

2.5.4 A szervezetre kifejtett hatdsa

Az oralom kifejezést az ordlis (bakterialis) mikrobiom és a szervezet kozotti kolcsonhatasok
leirdsara hasznaljak. A szervezet a pathogén mikrobdkra adott reakciojaként védelmet nytjt,
azonban harmonizélja és védi is a kommenzalis mikroorganizmusokat. A szervezet védelmi
reakcidja sordn a szovetek és kommenzalis mikroorganizmusok sériilése nélkiil probalja a
pathogén mikrobdkat elpusztitani, amely altal megakadalyozza a pathogén mikroorganizmusok

megtelepedését. (15)
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2.6 A fogszuvasodas napjainkban elfogadott elméletei

Napjaink leginkabb elfogadott caries elmélete a kiterjesztett 6kologiai plakk hipotézis, ahol az
okologiai plakk hipotézist egészitik ki azzal a gondolattal, hogy inkabb az oralis mikrobiom
metabolikus aktivitasa, mint az Osszetétele valtja ki a legnagyobb valtozast az okologiai

kornyezetben, esetlinkben a széjiiregben. (26, 28)

2.6.1 A kiterjesztett okologiai plakk hipotézis

A kiterjesztett 6kologiai plakk hipotézis alapjan a fogszuvasodas az aldbbi 3. dbrdn lathato
stadiumokban zajlik. Rendszervaltasként (Cregime shift’) irja le a mikrobialis valtozasok és
kovetkezményes pathogén, kornyezeti modosuldsok folyamatat, amely a helyi, taplalkozasi és
immunologiai valtozasok kdvetkezményeként jon 1étre. (14, 26)
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3. dbra: A caries képzédésének stadiumai a kiterjesztett plakk hipotézis alapjdn:

Dinamikus stabilizdcids fdzis; Acidogén fazis, Acidurikus fazis. (28)

Napjainkban mar ezt az elméletet is tovabbfejlesztették a fogszuvasodas €s fogadgybetegségek

ko6z06s kialakulasi mechanizmusaval. (14, 29, 30).

2.6.2 A fogszuvasodds és fogagybetegségek kozos eredetét meghatdrozo integralt

hipotézis

A kiterjesztett 0kologiai plakk hipotézisen til, a fogszuvasodas és fogagybetegség kozos
mechanizmusdnak alapjait Mira €s munkatarsai (31), tovabba Manji €s munkatarsai (32)
fogalmaztdk meg, majd a fogszuvasodas és fogagybetegségek integralt hipotéziseként Nyvad
¢s Takahashi (14) foglaltdk 0Ossze. Megfogalmazasuk szerint meghatdrozando ¢és

megmagyarazando6 azon funkciok kore, amelyek stabilizaljak, szétvalasztjak és visszaallitjak a
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szajiregi mikrobidlis oOkoszisztéma egyensulyat. Tehat a f6 cél olyan folyamatok
meghatarozasa és felépitése, amelyek kontrollaljak vagy modulaljak a betegségek kialakuladsat.
Ugyanazon Iépések (dinamikus stabilizacids, acidurikus és acidogén) jellemzoéek a
fogszuvasodas folyamatara, azonban kiegészitették tovabbi, inkdbb a fogagybetegségre

jellemzd, gyulladasos és aminosav lebontd fazisokkal is (4. dbra). (14)

pH 80
75 |- . -
/\/\/\/\M Gyulladasos fazis
7.0 \/ v \/ e
B o /\/\ /J\/-\ /\/ Proteolitikus/
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6.0 - fazis
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50
45 L
................................................................................................................ > 1d6

4. dbra: A fogszuvasodds és fogdgybetegségek kézos elméletének stadiumai;
z6ld szinnel a “dinamikus stabilizdcids fdzisban’ pH 5,5-7 kbzétt a mikroflora egyensulyi dllapotban
van. A pH 5,5-6 irdnydban vald eltolddaskor az ‘acidogén fazisba’ Iép, mig pH 4,4-5,5 kézétt mdr az

‘acidurikus fdzisba’ kerdil.

Ezen teoria alapjan a dinamikus stabilizacios fazis mikrobidlis Osszetétele diverz, non-MS és
Actinomycesek dominaljak, nyugalmi pH-ja pedig 5,5 és 7 (4tlagosan 6,25) kozott ingadozik
egészséges egyénekben. Ennek soran a taplalkozas kovetkeztében a szervezeti
mikroorganizmusok folyamatosan metabolizaljak a nyalbol és a sulcusfolyadékbol a taplalékot.
Egészséges mikrobiom Osszetétel mellett ezen metabolikus végtermékek semlegesitése
megtorténik, ez a klinikailag egészséges, eredeti (’pristine’) allapot, amelyre a dinamikus

stabilizacios fazis folyamatos jelenléte jellemzo.

A szdjiiregen belill elhelyezkedd kiilonbozd teriileteknek megfelelden a biofilmek 0sszetétele
eltérd lehet, igy bizonyos teriileteken még az egészséges személyeknél is kialakulhatnak a
betegség szubklinikai tiinetei, amelynek klinikai manifesztidcidi a szervezeti reziliencia

mechanizmusainak megfeleléen kontrollalhatéak. (28)
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2.7 Reziliencia és szerepe a szajiiregi egészség fenntartasaban

A reziliencia egy okoszisztéma képessége arra, hogy 'megallitsa a zavarokat és egy olyan
valtozason keresztlil szervezze Ujra a milkodését, amely képes a valtozas eldtti funkciot,

szerkezetet, azonossagot €s visszacsatolasokat fenntartani’. (14)

Amennyiben ez az Okoszisztéma nem képes a kornyezeti valtozasokkal megkiizdeni, a
korabban stabil kdzosségek destabilizalodhatnak és az atrendezddés kovetkeztében 1étrejovo
ujak stabilizalodhatnak, azaz megvaltozik az uralkod6 fajosszetétel, eltolodva a pathogén flora
iranyaba. A reziliencia-mechanizmusok kiiszobét meghaladd nagy mennyiségii és gyakorisagu
szénhidratfogyasztas vagy a nyaltermelés csokkenése eredményeként elészor az *acidogén’ (pH
5,5-7), majd az ’acidurikus’ (pH 4,5-5,5) fazisba keriil a szdjiiregi kornyezet, ahol a
folyamatosan csokkend pH eredményeként a flordban az acidurikus torzsek (MS (Mutans
Streptococcusok) és non-MS, Actinomyces és Bifidobacteria) keriilnek tulsulyba. Amennyiben
a sulcusfolyadék mennyisége emelkedik, a florara a proteolitikus ¢és aminosavbontd
baktériumok (mint a Fusobacterium és a Prevotella) tulystlya lesz jellemzd, amelyet
‘proteolitikus/ aminosavbont6 fazisnak’ neveznek. Ezen folyamat hosszii fennallasa esetén
pedig az anaerob fajok, mint a Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) vagy Prevotella
intermedia (P. intermedia) szaporodnak el, amelyek a cukrokban gazdag, supragingivalis és a
fehérjékben gazdag subgingivalis kornyezetben is tulélnek, igy jelentés mértékben
megvaltoztatva a fléra Osszetételét. A hosszabb ideig fenndlld koriilmények kedveznek
elszaporodasuknak, elésegitve a gingivitis, majd a parodontitis kialakuldsat. Azonban a
Streptococcusok és  Actinomycesek is részei lehetnek a parodontitis flordjanak,
Fusobacteriumokkal ¢és Prevotellakkal valo egylittes jelenlétik pedig a P. gingivalis
elszaporodasanak kedvez. Ezen folyamatok kialakulasdban dont6 szerepe van a taplalkozéasnak
¢és az altalanos szervezeti allapotnak. Amennyiben tobb, hasonld (pl. szacharolitikus és
proteolitikus) funkcioji mikroba taldlhaté a szdjiiregben, tovabbi hasonld mikrobdk (pl.
probiotikus baktériumtdrzsek hozzdaddsa) vagy tapanyagok (pl. arginin) hozzdadasa mai
tudasunk szerint nem valtoztatja meg jelentés mértékben a mitkddéseket. Az ilyen célzati

terapidk hatékonysaga még kutatasok targyat képezik. (14)

A szdjlireg egészséges allapotanak fenntartdsa igy a reziliencia, azaz a dinamikus stabilizacios
fazisban valo egyensulyi allapot fenntartasaval vagy az abbol vald kibillenés esetén annak
visszaallitasaval lehetséges, amiben jelentds szerepet jatszanak a nyal, a sulcusfolyadék és a

levalt epithel sejtek, mint intrinsic rezilienciafaktorok. (25)
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A nydal az egyik legfontosabb intrinsic rezilienciafaktor, amely egyrészt a pathogén
mikroorganizmusok ellen véd (2. tablazat), masrészt a kommenzalis mikroflora tulélését is
tamogatja azaltal, hogy a benne megtalalhat6 glikoproteinek, fehérjék, urea és dsvanyi anyagok

altal elésegiti azok novekedését. (25)

A sulcusfolyadék az iny alatt elhelyezkedd teriiletek védelme soran szintén fehérjéket,
aminosavakat és tapanyagokat (pl. urea) szolgaltat, igy egy stabil kornyezetet hoz létre a
baktériumok szamara, mivel kis mennyiségli kidramlasa részlegesen meg tudja akadalyozni a

nyal, az ételek és italok bedramlasat. (14)

A nyélban megoszl6 baktériumok Gsszessége tiikrozheti a betegség aktualis allapotat, tehat a
szajiregi  kozosségek reziliencidjanak helyredllitaisthoz a mikrobiom funkcionalis
egyensulyanak helyredllitdsa fontos a szajliregben, amely a szajliregi pH egyensulyanak

fenntartasaval lehetséges.

Az egyensuly fenntartdsahoz holisztikus szemlélet sziikséges, igy nemcsak a szdjhigiénés
tevékenységek, hanem egészségtelen életmdd esetén a taplalkozassal dsszefiiggd szokasokon

torténd valtoztatas is sziikséges hozza. (33)
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OSSZETEVO FUNKCIO HATAS

Viz Tisztitas Mikroorganizmusok, cukrok és savak

NaHCOs, HPO4>, fehérjék Pufferelés Neutralis pH fenntartasa

Nyalfehérjék Pelliculaképzés Kommenzalis baktériumok letapadasa,
pathogén mikrobak eltavolitasa

Glikoproteinek, lipidek Tapanyagforras A szajiiregi egyensuly fenntartasaban fontos

mikroorganizmusok taplalasa

Mucinok Baktérium-, gomba- és virusellenes, | Lubrikacio,
tapanyagforras Agglutinacio/aggregacio eldsegitése,
Nyalfehérjék kozotti kolesonhatasok
Amilaz Baktériumellenes, keményitobontas | Bizonyos Streptococcusok megkotése,

szamos baktériumnak tapanyagforras

Lakto- és mieloperoxidaz

Gomba- és baktériumellenes

H20: segitségével a tiocianat,
hipotiocyanatta alakitasa,
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium-,

Candida-ellenes

Lizozim Baktérium-, gomba- és virusellenes | A Gram-pozitiv bakterialis sejtfal
poliszacharid hidrolizise, virus- és
Candidaellenes

Laktoferrin Baktérium-, gomba- és virusellenes | Vas szekvesztracio és megkotés,
Gram-pozitiv és negativ baktérium-,
virusellenes

PRP-k Baktérium- ¢és virusellenes Gram-negativ baktérium-, virusellenes

Statherinek Gomba- és baktériumellenes Mikroorganizmusok aggregaciojanak
elésegitése,
Gram-negativ baktérium-, Candidaellenes

Cisztatinok Baktérium-, gomba- és virusellenes | Gram-pozitiv és negativ baktérium-,
Candida-, virusellenes

Hisztatinok Baktérium-, gomba- és virusellenes | Gram-pozitiv és negativ baktérium-,

Candida-, virusellenes

Immunglobulinok (sIgA)

Mikroballenes

Adhézid gatlasa, fagocitozis fokozasa,
Mas nyalfehérjékkel egyiitt a

mikroorganizmusok aggregacioja

2.tabldzat: A nydl ésszetevék indirekt- és direkt antimikrobidlis hatdsai (19)
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2.8 Nyal biomarkerek

A biomarker egy mérhetd és meghatarozhato szintli bioldgiai paraméter, amely az egészséggel
¢és fiziologiaval kapcsolatos mérések mutatdja, mint a pathologids folyamatok, kdrnyezeti
artalmak, betegségek diagnoézisa ¢és prognozisa vagy terdpids beavatkozdsokra adott

farmakologiai valaszok. (39)

A biomarkerek szintje jelezheti a fehérje-expresszid valtozasokat, amelyek korreldlnak a
rizikoval vagy a betegség progressziojaval vagy egy adott kezelés allapotvaltozast kivaltd

hatasaval. (34)

A nyalbol transzkriptomikai biomarkerek is meghatdrozohatdak, mint az exoszomdak vagy a nyal
micro-RNS (miRNS), melyek gének altal kodoltak €s nem irddnak at fehérjékké. A miRNS-ek
génjeinek szazait fedezték fel kiilonbozd szervekben, amelyek a sejtndvekedés, differencicio,

apoptozis, stressz- ¢s immunvalaszok, valamint a cukorszekrécid szempontjabol fontosak.

A citokinekhez tartoznak az interferonok, tumor nekrozis faktor és az interleukinok, amelyek a
peptid sejtregulacio szerteagazo csaladjat képezik. (35) A citokinek az immunvélasz szamos
aspektusat, a leukocytak toborzéasa soran az adhézids molekulak szintézisét, kemokinek szintjét
szabalyozzak. A velesziiletett immunitasban betoltott szerepiik, hogy a mikrobialis PAMP
(pathogén asszocidlt molekuldris mintdzatok), mintazatfelismerd receptorai kotddnek a
szervezet sejtjein (beleértve a dendritikus sejteket is), amelyek ezt kdvetden elinditjdk a
gyulladdsos valaszt, mint az IL-18, IL-6, IL-8 vagy a TNFa szintézisét. Kezdetben csak
gingivitis alakul ki, majd ha a folyamat hosszu ideig fennal, cariesbe/parodontitisbe

progredidlhat. (36)

A nyaldiagnosztika egy dinamikus ¢és fejlédo teriilet, amely nanotechnoldgiat és molekularis
diagnosztikat alkalmaz a szdjiiregi és szisztémas betegségek diagnodzisara és a betegségek

felismerésére. (37)
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2.8.1 Mucinok

A nyalban talalhaté mucinok f6 funkcioi:

e Lubrikacidoban betdltott szerepiik sordn a GIT-ban (gyomor-bél rendszer, angolul:

gastrointestinal tract) segitik a taplalék tovabbitasat és megeldzik a szajiireg

kiszaradasat vizmegtart6 képességiik altal. (25, 38)

o Szelektiv barrier funkcidjuk altal eldsegitik a kis molekulasulyt alkotorészek szallitasat,

a tapanyagok epithelsejtekhez valé eljuttatasat.

e Védo funkcidik altal pedig az alattuk fekvd epithelsejtek - mechanikai vagy kémiai

traumaktol vald - védelmét biztositjak.

o Szubsztratként szolgalhatnak a GIT-ban €16 baktériumsejteinek novekedése, adhézidja,

védelme és clearance-e soran (3. tablazat). (38, 39)

A BIOFILM ANYAL FUNKCIOJA A BIOFILM KEPZODESE ALATT
KEPZODESE
Biofilm kora Biofilm Szerves osszetevok Szervetlen osszetevok | Fizikai tomeg
Percek Aerob PRP-k, statherinek, hisztatinok
koriilmények mucinok, cisztatinok Kevés funkcid ebben a Baktériumok clearance-e
A pellikulaképzd proteinek stadiumban. (mucinok).
kontrollaljak a bakterialis
kolonizaciot.
Orak Aerob slgA, lizozim, laktoferrin,
koriilmények peroxidazok, cisztatinok, mucinok Kevés funkcid ebben a Baktériumok clearance-e
hisztatinok stadiumban. (mucinok).
Az antimikrobidlis fehérjék gatoljak
a bakterialis novekedést és
metabolizmust.
Napok Anaerob Nyalfehérjék és urea Bikarbonat, foszfat A cukrok és bakterialis
koriilmények A bakterialis savak kismértékii A bakterialis savak savak clearance-e
pufferelése. pufferelése. (amilaz).
A demineralizacio
csokkentése.
Hetek Anaerob Kalcium-koto fehérjék Kalcium-koto fehérjék A cukrok és bakterialis
koriilmények Demineralizacio csokkentése. Fluorid savak clearance-¢

Remineralizacid fokozasa.

Demineralizacio
csokkentése és

remineralizacié fokozas.

(amilaz).

3. tabldzat: A biofilm funkciéi annak kora, vastagsdga és savképzd kapacitdsa alapjdn. (25)
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e A mucinok tovabba bioldgiailag aktiv molekuldkat kothetnek meg (mint a trefoil

faktor), amely az epithelsejtek védelmét jelenti és eldsegiti a sebgyogyulast. (40)

A mucinok a pathogénekkel Osszefliggd molekularis mintazatok (PAMP, pathogén asszocialt
molekularis mintizatok) felismerdjeként (40), azaz molekularis mintazattal Osszefiiggd
karosodasfelismerdként (DAMP, damage associated molecular patterns) hathatnak (38). A Toll-
szerti receptorok (TLR, Toll-like Receptor) a Drosophila Toll proteinhez (innen is ered a *Toll-
szerli receptor’ elnevezés) €s az emberi interleukin-1 receptor (IL-1R) csaladhoz hasonld
felépitéstiek. A TLR-ok a mikroorganizmusok elleni védelemben jatszanak szerepet és a PAMP-
ok - amelyek a mikroorganizmusok tulélésében jatszanak szerepet — felismerésére fejlodtek ki,
képesek a mikrobdk egyedi mintdzatait felismerni, masik elnevezésiik a mintazatfelismerd
receptorok (PRR, angolul: Pattern Recognition Receptor). (40) Extracellularis citoplazmatikus
doménekbdl allnak és a citoplazmatikus doménjiik az IL-1 receptor doménhez hasonld
szerkezetli és Toll/IL-1 receptor (TIR) doménként is ismert. A bdér és a nyalkahartyadk
mikroorganizmusoknak kitett felszinein helyezkednek el. A TLR2-t bakterialis sejtfal
komponensek (lipoproteinek, lipoteikolsav és fungalis zymosan), a TLR3-at kettdsszalu RNS,
a TLR4-et a baktériumok sejtfalanak lipopoliszacharidja aktivalja. (40) Vizsgalatok soran
Sjogren-szindromasok (SS) kisnydlmirigy biopszidiban a TLR2, TLR3 és TLR4 erdsebb
expressziojat mutattak ki az acinusok és a ductalis epithelsejtek esetében, mint egészséges
kontrollokndl. (41) A proinflammatorikus citokinek (TNFo ¢és IFN-gamma) fokozott
expresszidja tovabb fokozta a TLR-ek expresszidjat, valamint a HSG (human nyalmirigy)
sejtek stimuldcidja TLR ligandokkal fokozta az IL-6 produkcidjat és a CD54 (A
differencialodas klasztere 54) expresszidjat, ahol az in vitro nyalmirigy sejtek képviselték a
nyalmirigy sejtek in vivo funkcigjat. A jelatviteli folyamatok soran a MAPK (mitogén aktivalt
protein kindz) tvonalon az ERK (extracellularis szigndl-regulalt kindz), Janus-arci kinaz
(JNK) és p38 indukciojat eredményezte, viszont az NF-«kB aktivacioja nem volt megfigyelhetd

a TLR altal. (41)

A mucinokat to0bb szempont alapjan csoportosithatjuk:

A nydlkahartydat borito filmréteghez valo viszonyuk alapjan lehetnek szekretoros vagy
membranhoz kotott mucinok. A membranhoz kotétt mucinokat (P1. Mucin 1 és Mucin 3) az
epithelsejtek szintetizaljak és azok plazmamembranjanak apikalis részéhez kotddnek. A
membranhoz kotott mucinok szerkezetére a C-termindlis transzmembran horgony jellemzd,

amely biztositja a rogziilésiiket. A szekretdlt mucinok a goblet sejtek apikalis részében
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szintetizdlodnak és nagy molekulasulyuknak koszonhetden viszkézus gél fazist képeznek.
Szerkezetiikre az N- és C-terminalis régioban elhelyezkedd ciszteinben gazdag szekvencidk

jellemzoek. (39)

A mucinok a cukor osszetételiik alapjan pedig neutralis és savas mucinokra oszthatok fel. A
savas mucinok jelentés mennyiségii szialsavat ( szialomucinok’) és/vagy szulfat reziduumokat
( szulfomucinok’) tartalmazhatnak. Sok mucin viszont hordozza mind a szulfat- mind a szidlsav
reziduumokat is. A szulfomucin a legtdobb baktérium mucinbontdé enzimének ellendll. A
glikozildci6  révén  kotddhetnek — immunsejtekhez,  pathogén és  kommenzalis

mikroorganizmusokhoz is. (39)

A mucinokat a szekrécié helye alapjan is csoportosithatjuk, ugyanis a submandibularis
nyalmirigy (MGl-et szintetizal6) mucosus és (MG2-t szintetizalo) serosus sejteket tartalmaz,
amely a nyalban taldlhaté mucinok 30%-4at szekretdlja. A sublingualis, labidlis és palatinalis
nyalmirigyek (amelyek jelentds részben mucosus sejteket tartalmaznak) pedig a mucinok 70%-
at allitjak el6 a szajiiregben. A sublingualis nyalmirigyek altal szekretalt mucin koncentracidja

magasabb, mint a submandibularis nyalmirigy¢, a parotisé pedig elhanyagolhato. (42)

A nyéalban taldlhatd6 mucinok altalaban antibakteridlis nyalfehérjék transzportereként
mitkddhetnek, fokozzak azok pelliculdhoz val6 kapcsolodasat, valamint megvédhetik azokat a
proteolitikus degradéaciotol. A baktériumok a mucinokon megtalalhat6 specifikus oldallancok,

mint a szialsav vagy vércsoport antigének kozvetitésével kapcsolodhatnak. (43)

A szajiireg védelmében kétféle modon hatnak a mucinok: a) a baktériumok aggregacidja altal,
amely fokozza azok nyallal val6 lenyelését; b) a glikdn-specifikus kotédésen keresztiil, amely

a baktériumok szétoszlatasaval, azok szelektiv eltdvolitasat eredményezi.

A két legfontosabb szekretalt széajiiregi mucin, a MUCSB és a MUCT kiilonb6zd antibakterialis

hatasmechanizmussal rendelkeznek. (43)

A mucinokat részben ’prebiotikus’ anyagoknak tartjak (39). A prebiotikum egy nem emészthetd
taplalék-0sszetevd, amely a baktériumok szelektiv ndvekedése révén eldnydsen befolyésolja a

szervezet egészségét. (44, 45)

A szajiiregben megtalalhatd f6bb mucinok a MUCS5B, MUC7, Mucin 19, Mucin 1 és a Mucin
4 egyedi domén struktarabol allnak, amely befolyasolja a mucinok fizikai strukturdjat és

elhelyezkedését a szajiiregben. A MUCSB ¢és a MUCT7 szekretalt mucinok részletes ismertetése
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a tovabbi fejezetekben torténik. A Mucin 1 és a Mucin 4 membranhoz asszocialt mucinok,
amelyek a parotis, submandibuldris és a kis nyalmirigyek ductusait bélelik. A jelatviteli

folyamatokban jatszanak szerepet, valamint a szekretalt mucinok szdmara képeznek vézat (43).

A MUCSB és MUCT felépitésére is jellemzd, hogy egy fehérjelancbol allnak, amelyek glikdn

oldallancai kifelé 4gaznak, hasonldéan mint egy ‘livegmosokefe’ (5. dbra). (43)
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5. dbra: A szdjiiregi mucinok szerkezeti felépitése (43)

2.8.1.1 MUCSB jellemzése

A submandibularis, sublingualis, az ajak és a szdjpad kis nyalmirigyei termelik. (39, 43) Az
elsddleges gélképzd, szekretalt mucin a szajiiregben (39, 43). A MUCS5B magas molekulasulyu
mucin (MG1>1 MDa), barrier feladatokat 1at el a GIT-ban, tovabba a lubrikacioért felelds és a
fogfelszinek védelmében van szerepe (46), de a mikroorganizmusok taplalékaul is szolgélhat.
(38, 39) A MUCSB szekretalt mucin, mikroorganizmusokkal szembeni védelemben betoltott £6
funkcioi: a) A biofilmbdl segiti a baktériumsejtek planktonikus formaba vald atlépését, igy a
baktériumok (pl.: S. sanguinis és S. mutans) egyiittes jelenlétét fokozza - bar csak limitalt

cres

(43). b) Ezaltal a koztiik 1évé kompeticiot csokkenti. (47)

A mucinok génjei koziil a Mucin 2, MUCS5AC és a MUCSB génje a 11pl5.5 kromoszoman
helyezkednek el egy multigén csalad részeként, amely a szekretalt mucinokat kodolja. A
MUCSAC ¢és a MUCSB génjei nagyon kozel helyezkednek el egymashoz - egy csoportot

alkotnak a Mucin 2-vel és Mucin 6-tal. Szerkezetileg viszont a ciszteinben gazdag régidkban
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kiilonboznek (48). Feltételezhetden a 11p15.5 kromoszéman taldlhaté MUCSAC és a MUCSB
egy génbdl erednek. A MUCSAC elsdsorban a légutakban kifejez6d6 mucin gén, ahol egy
tovabbi gén, a hCLCA1 is a mucinok szekréciojaért felelds. (49) A MUCSB a légutak,
sublingualis és submandibularis nyalmirigyek, epehdlyag és endocervix nyalkahartyajaban

fejezddik ki.

Feladata nagyon specializalt és a 11p15 koromszoman taldlhaté gének - kozottiik a MUCSB -

expresszios mintdzata kiilonbozo. (48)

Korabbi vizsgalatok eredményei szerint retinsav hatdsara a 11p15 kromoszéman elhelyezkedd
mucin gének szekvencialisan aktivalodnak (6. dbra): el6szér a Mucin 2, majd a MUCSAC

végiil pedig a MUCSB (50).

Mucosus sejt Mucin szekrécid

Retinsav | I

¢ mucz ¥  mucsac, ¥  mMucsB T
I I I
L | I

Lapham I I I I Mucosus
fenotipus 17h 24 h 48 h 72h fenotipus

I
Comifin-alpha \

6. dbra: A mucin gének szekvencidlis aktivacioja: Koo és munkatdrsai (50) hatdroztdk meg a mucin

génjeinek szekvencidlis aktivdciojdat a retinsav hatdsdra (51).

Tovabbi vizsgalatok eredményeibdl arra kovetkeztettek, hogy ezen gének elhelyezkedése és
(52).

A MUCSB fehérjelanc kb. 5700 aminosavbol felépiilé C-termindlis, centralis és N-termindlis
részekbdl all (7. dabra). Az MGI1 ciszteinben gazdag aldomének és egyéb mucinok (emberi
MUCSAC, Mucin 2, egér MUCSAC, patkdny Mucin 2) kozott szerkezetbeli hasonldsagok is

mutatkoznak.
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7. dbra: A humdn MUC5B gén produktumdnak oligomer szerkezete: A) A teljes MUC5B szerkezete, B)

Az MG1 centrdlis tandem ismétl6dé doménje c) Az MG1 C termindlis doménje (42)

A mucinok termindlis csoportjai tartalmazzak pl. a sulfo-Lewis hiszto-vércsoport strukturakat
(SO3-3Galp1-3GIC-NAc) -vagy mas, ritka vércsoport struktardkat is - igy a MUCS5B
glikozilacidja az egyén ABH és Lewis hiszto-vércsoport antigén statuszat tiikkrozi, amely
azonban az azonos vércsoporti egyéneknél is eltérd szerkezetet mutathat. Ez a szerkezet a
szajireg kiilonbozd helyeire jellemzd, az adott helyre specifikus szdjiiregi baktériumok
kotodését teszi lehetové. (39)

A MUCSB vizsgalatai soran tovabba kimutattdk, hogy azonos nyalmirigyen beliil is, az F2
epitopnak megfelelden kiilonbozden glikozilalt MUCSB (vagy MUCSAC) termelddik. (53) A
nagy nyalmirigyekben a mucosus acindris és ductus sejtek mutatnak MUCSB reaktivitast. (54)
A MUCS5B miikodésének pontos hatdsmechanizmusa még nem teljesen ismert, viszont a 8.
abran lathato modon a S. mutans és egyéb, non-MS elleni védelemben betoltott funkcidja, hogy

képes azokat planktonikus forméban tartani, amelyek igy nem tudnak a fogfelszinhez tapadni.
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8. dbra: A MUC5B lehetséges miik6dési hatdsmechanizmusa. A) A S. mutans letapaddsa, majd biofilm
képzése sordn cukrot haszndl a ragadds extracelluldris poliszacharidok képzéséhez. B) A mucinok dltal

a S. mutans planktonikus formdba kertil. (43)

Heterogén glikdn ldncai miatt csak néhany szdjiiregi baktériumot képes megkdtni (pl.
Haemophilus  parainfluenzae, Helicobacter  pylori, Streptococcus mutans).
Hatasmechanizmusa alapjan a baktériumokat taszitja a fogfelszinekrdl, azokat viszont nem
pusztitja el, igy a baktériumok nem virulens formédban lehetnek jelen a szjiiregben vagy
tovabbitddnak a tapcsatorna tovabbi szakaszaira. (43) A MUCI, membranhoz k&tott mucin
szolgél vazként a MUCS5B szdmara. (55) Tovabba a MUCS5B heterotopikus komplexeket
képezhet mas mucinokkal (pl. MUC7-el), amelyben a ciszteinben gazdag doméneknek lehet
szerepe. Ezekhez a doménekhez bizonyos esetekben hisztatin, statherin és ciszteinben prolin-
gazdag fehérjék kotddhetnek. (43) A mucinok ciszteinben gazdag szubdoménjei kiilonbdznek
az emberi pro-von Willebrand faktor D doménjétdl, amely jelentdsen kiilonbozik a MUC2 és

MUCSB esetében. (48)

A caries képzddés hatterében a mucinok produkcidja, a proinflammatorikus citokinek
termelddése, valamint a mikroorganizmusok jelenléte kozotti kapcsolatrol szadmos irodalmi adat
all rendelkezésre. Korabbi vizsgéalatok soran kimutattak, hogy az IL-1p és TNFa altal a Mucin
2 és MUCSAC génjei upregulalodhatnak (56).

A 11p15.5 kromoszéman elhelyezkedé mucin gének szabalyozdsdban a proinflammatorikus
citokinek (IL-1pB, IL-6 és TNFa), a baktériumok LPS-e, ndvekedési faktorok (EGF, TGF-a),

lipid medidtorok, retinoidok és hormonok is részt vesznek (9-10. d@bra) (51).
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9. dbra: A MUC5B génjének transzkripcidjat kivadlté exogén dgensek (57)
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10. dbra: A 11p15.5 kromoszomdn elhelyezkedS mucin gének (MUC5B) transzkripciojahoz vezets
proinflammatorikus citokinek és névekedési faktorok dltal aktivdlt jeldtviteli utvonalak lehetséges

mechanizmusa (51)
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A MUCSB transzkripciot az Src/RAS/MAPK/pp90 jelatviteli Gitvonal szabalyozza (10. dbra),
enterocytakban inaktiv. A proximalis promoter az Spl és metilacio befolyésa alatt all, mig a
disztélis promoter az Spl és ATF/CREB (Aktivalo transzkripcios faktorok/cAMP valaszelem-
kotd fehérje, angolul: Activating Transcription Factors/ cAMP response element binding
protein) faktorokat koti meg és transzaktivalodik a CREB altal, amelyek a cAMP (ciklikus
adenozin monofoszfat) jelatviteli Gtvonalon aktivalédnak, csakiagy mint a p38MAPK Az AP-1
komplex — Jun homodimerekbdl és Jun/Fos heterodimerekbdl all — szintén heterodimereket
képezhet az ATF/CREB-vel, ahogy a PMA (phorbol 12-mirisztat 13-acetat), mint a PKC potens
aktivatora szignifikdnsan indukalhatja a MUCS5B aktivitast (51).

A MUCSAC szadmos, a 4. tdablazatban részletezett gyulladdsos és egyéb mediator altal
upregulalodhat.

Gyulladasos mediatorok:
o IL-laésP
e  Th2 citokinek: IL-4, IL-6, IL-9, IL-13
e  Thl-Th2 citokinek: TNFa
e Thl citokin: IFN-gamma
e  MMS-68 (makrofag eredetii fehérje-68)
e (C3a
e Hisztamin
o Flasztaz, katepszin G, chymaz

e Szabad gy6kok, ROS

Egyéb mediatorok:
e Bakterialis produktumok: Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Entamoeba histolytica,
Bordetella pertussis, LPS
e  Dohany termékek: acrolein (aldehid)
e  Mustar olaj
e A vitamin és retinoidok
«  Hormonok: 6sztrogén, T3
e  Gliikokortikoidok: dexamethasone, bradikinin

e Szennyez6 anyagok: pl.: maradék olajszennyezddés

4. tabldzat: A mucin (MUC5AC) expressziot/szekréciot fokozé medidtorok (51)
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Human submandibularis nyalmirigy (HSG) sejteket kezeltek szarvasmarha submaxillaris
nyalmirigy (BSM) mucinnal, amelynek soran sqPCR-el (szemikvantitativ polimeraz
lancreakcid) kimutattdk, hogy a 0,2-0,4 uM-os koncentraciokban torténd kezelést kdvetden a
sejtek szignifikdnsan magasabb mértékben expresszaltak az IL-8-at, TNFa-t, IL-6-ot (IL-6
esetében a protein szintet is mérték, ami szintén szignifikdns emelkedést mutatott a kezelés
hatdséara) és az IL-1B-t. Ugyanilyen sejteket tisztitott human MUCS5B-vel vagy sulfo-Lewis
reziduumokkal kezelve is a TNFa és IL-6 mRNS szintek emelkedése volt megfigyelhetd. A
HSG sejteken kimutathaté a TLR4 receptor és DAMP-ként funkciondl. 0-0,2 uM-os LPS-el
torténd stimulaciot kovetden az IL-6 és TNFa szignifikdnsan emelkedett szintje volt
megfigyelhetd. Egy IL.-6 expressziot blokkolo anyag jelenlétében sem a BSM sem az LPS nem
volt képest az [L-6 mRNS-expresszié indukcidjara. (38)

A vizsgélat eredményeit 6sszefoglalva a HSG sejtek 0,4 uM BSM-el torténd 0, 2, 8 és 24 oraig
tart6d stimulacidja eredményeként a MUCSB 2-24 6raig emelkedett, mig a MUC7 expresszid
csOkkent. A TLR4- és az NF-kB p65 alegységek expresszioja nem tortént meg, 10 ng ml! TNFa
valtotta ki a nukledris transzlokaciot. Ezen eredmények alatdmasztjadk Kawamaki és
munkatarsai (41) eredményeit, akik human submandibularis sejtek vizsgalata soran azt talaltak,
IL-6 produkcigjat fokozzak, valamint az EKR, JNK és p38 foszforilacigjat valtjak ki ezen
sejtekben. (38)

Barrera és munkatarsai (38) vizsgalataiban megallapitotta, hogy a MUCS5B indukcioja a HSG
sejteken a MAPK tutvonalon torténik és az IL-6 altal indukalt autokrin-parakrin utvonalon az
ERK 1/2 aktivaciojaval tovabb fokozza a MUCSB expressziojat. Ezen kiviil azt talaltak, hogy
a MUCS5B LPS-indukalt médon TLR4 medialt utvonalon az IL-6 aktivacidjat eredményezheti

Sjogren-szindromaban. (38, 51)

A MUCT7-en észlelt ellentétes hatasok pedig a két mucin (MUCSB és MUC7) eltér6 regulalod

mechanizmusara utalnak. (38)
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2.8.1.2 MUCY jellemzése

A MUC7 a submandibularis és sublingualis nyalmirigy acinusok seromucosus ¢és ductus
sejtjeiben van jelen és kifejezddése a serosus komponensben attol fiigg, milyen tipusa serosus
szekretoros sejt van jelen ezekben az alkotdokban (54), amely valtozd mennyiségben volt
kimutathaté ezen mirigyekbdl. A MUC7 egy szekretélt, alacsony molekulasulyt monomer
mucin (125 kDa) (38, 58). A MUCT7 részt vesz a ragas, a beszéd, a nyelés ¢€s a lubrikacio
folyamataiban a szajliregben. Szamos mikroorganizmussal kdlcsonhatasba 1€p €s a caries és
parodontitis etiologidjdban szerepet jatszo6 2 fontos mikroorganizmus, az Actinobacillus
actinomycetemcomitans és a S. mutans elleni védelemben is jelentds szerepet jatszik.
Parodontitises személyekben a MUC7 koncentracidja jelentdsen csokkent. A S. mutans
szintjével pedig forditott aranyossagban allt a MUC7 koncentracidja, ami bizonyitja, hogy
csokkent szintje esetében a caries elleni védelem is kisebb mértékii. (58) A MUC7 N-terminalis

régiodja bir antibakterialis és gombaellenes funkcidkkal. (43)

A MUCT7 szerkezete egy 357 aminosavbol allo proteinlancbol épiil fel, amelynek kozponti
régidja 23 aminosavbol allo ismétlddd egységet alkot (I1. dbra). Nincsenek terminalis,
ciszteinben gazdag régiodi, ezaltal nem képes polimerképzésre, hanem monomerek formajaban
van jelen a szajliregben. N-termindlis doménjéhez prolinban gazdag fehérjék, statherinek és
hisztatinok kétddnek. (43) Az MG2 apomucin felépitésére jellemzd, hogy 3 doménbdl all: egy

N-terminalis domén, centralis domén és hatszor tandem ismétlddé C-termindalis domén (42).
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11. dbra: A humdn MUC7 gén produktumdnak oligomer szerkezete: A) A teljes MUC7 szerkezete, B)
Molekuldris struktira (42)
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A MUCT7 hatasmechanizmusa a szerkezetébdl adododan eltér a MUCSB-t6l ugyanis szialsav
oldalldncain keresztiil képes megkotni a baktériumokat (pl. S. sanguinis, S. sobrinus vagy S.
oralis-t a konzervalt szerkezetli szialsavat felismerd receptorokon keresztiil (12. abra), de a S.
gordonii mar nem ezeken keresztiil kapcsolodik hozza). A S. mutans-t a baktérium alfa-enolaz
proteinjén keresztiil koti meg. (43) Mas baktériumok (pl.: E. coli és S. aureus ellen, de virusok

pl. HIV és gombék (Candida)) ellen is véd.
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12. dbra: A MUC7 hatdsmechanizmusa: a) Mikrobdk agglutindcidja; b) Szidlsav oldallancain keresztiil

kéti meg a mikrobdkat. (43)

A MUCT7 gén proximalis promoter régidja az AP-1 szdmara kettd, az NF-kB szdmara pedig egy
kotohelyet tartalmaz. Az AP-1 Iényeges a MUC7 expresszio szabalyozasdban, mig az NF-kB
pedig a MUC7 TNFa altal indukalt transzkripcidjaban szerepel (38). A korabbiakban leirt, a
mucin génatirasra jellemz0, eltérd jelatvitelt vizsgaltdk AS549 sejtvonalon, amely TLR4
receptort nem tartalmaz, igy LPS-en keresztiil nem aktivalhato. A vizsgalat soran egyértelmiien
bizonyitottdk, hogy a MUC7 TNFa altal indukalt transzkripcidja az NF-kB utvonalon keresztiil
torténik. Lehetségesek egyéb utvonalak is (pl. EGF), amelyek tovabbi vizsgélatok targyat
képezik. (58)

2.8.2 Interleukin (IL)-18

A Th2 sejtek termelik (59). Lymphocitdk és macrophagok hidnydban nem termelddik.
Lokalizécioja foleg a ductalis epithelium koriil volt kimutathatd Sjogren-szindromas paciensek
kisnyalmirigyeiben. (60) Ragcsalok nyalmirigyén végzett vizsgalatok eredményeként a TNFa
¢és az IL-18 helyi produkcidja is fokozza az IL-6 produkcigjat, mert az IL-6 gén expresszidjat
megelézden jelen van ez a két citokin. (60) Vizsgalatok eredményei alapjan cariesben betdltott
szerepe, hogy a S. mutans szammal pozitivan korreldl az IL-1p koncentracidja. (61) A
vizsgalatok eredményei alapjan az anthocyaninok képesek a proinflammatorikus citokinek, igy

az IL-10 gatlasara (62).
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2.8.3 Interleukin (IL)-2

Az IL-2-t, amely a késdi tipust hiperszenzitivitasi reakciokban szerepel, a Th1 sejtek termelik.
Sjogren-szindromas paciensek kis nyalmirigyeit vizsgalva konnyebben detektaltak az IL-2-t
ezen betegeknél, mint az egészségesekben. Az IL-2 nagy mennyiségii termelésére képesek a
memoriasejtek. Antigén vagy mitogén stimulacio hatisara a T sejtekben a protein kinaz C
aktivalodik (PKC), amely az IL-2 és IL-4 expresszidjahoz vezetd biokémiai stimulusok egyik

kezdd 1épése. (60)

2.8.4 Interleukin (IL)-6

Az IL-6-ot Th2 sejtek termelik, ezaltal a humoralis immunvélaszokat fokozzak. A
nyalmirigyekben pedig foleg az epithelsejtek, macrophagok, fibroblastok, endothelsejtek és B
sejtek termelik (36, 59). Az IL-1B és TNFa indukalja az IL-6 termelddését. A helyileg képzddo
IL-6 pedig a B sejtek végleges érési folyamataban fontos (60).

Az IL-6-nak szamos bioldgiai hatdsa van és a szervezeti valaszok szignifikdns mediatoraként
hat a szovetkdrosodas, fert6zések ¢s gyulladdsok soran. A pulpalis gyulladasokat és
o0démaképzédést az érpermeabilitds fokozasan keresztiil gyorsitja fel. A velesziiletett
immunitasbol a szerzett immunreakciok irdnyaba vald valtast a leukocytdk toborzasan,
aktivacidjan és apoptozisan keresztiil eredményezi. Szerepet jatszik az immunoszenzisben és a
fogszuvasodasban is. Viszonylag kevés tanulmany vizsgalta az IL-6 fogszuvasodasban betoltott
szerepét. (34). Kurtis és munkatarsai (63) vizsgélataiban bizonyitottdk, hogy emelkedett IL-6
¢s TNFa a paciensek nyaldban az osteoblastok és fibroblastok szamdnak csokkenését és
gingivitist valt ki. Az IL-6 megnovekedett produkcidgja a TNFa termelddés gatlasat

eredményezheti, tehat a két citokin ellentétes hatdssal bir egymassal szemben (36).

A gyulladasos markerek szintje korrelalhat a bakteridlis infekcid progresszidjaval. Az IL-6
erésen korrelal a fogbélgyulladassal és a fogszuvasodassal 6sszefiiggd immunoszenzissel. Az
IL-6 szerepel tovabba a gyulladasos stimulusra vald nyirokcsomokon keresztiili lymphocyta

toborzasban is (34).

Carieses egyénekben szignifikdnsan magasabb IL-6 szintet talaltak, mint egészségesekben. A

caries kezelés hatdsara pedig az IL-6 szignifikans redukciojat tapasztaltak. (34)
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In vitro (7) és patkanyokon végzett in vivo vizsgalatok (11) eredményei alapjan az

anthocyaninok képesek az IL-6 gatlasara.

2.8.5 Tumor nekrozis faktor alfa (TNFa)

Sjogren-szindromas paciensek vizsgélata alapjan a TNFa-t a Thl sejtek termelik. Lymphocytak
¢s macrophagok hidnyaban nem termelddik. (A kornyezeti koriilmények hatésara a kiilonb6zo
T sejt tipusok egyikbdl a masikba at tudnak alakulni.) (60, 64) Egészséges egyénekben a
nyalmirigyek epithel sejtjei (pl. keratinocytak), makrofagok, CD4+ T sejtek, endothelsejtek is
termelik. (36)

A Sjogren-szindromas betegek nyalmirigy-biopszidibol a control plasmid RNS és szoveti cDNS
alapjan az eredeti szovetmintaban megtalalhatdé mRNS mennyiségét kovetkeztetve azt talaltak,
hogy a Sjogren-szindromésoknal talalhatd - IL-2 és IL-6 - cDNS mennyisége szignifikdnsan
magasabb volt, mint az egészségeseké. Nyalban statisztikailag alacsonyabb koncentracioban

volt detektalhat6 a kontroll nyalban, mint a Sjogren szindroméban. (59)

Mas tanulmanyok vizsgalatai eredményeként viszont egészséges nyalmirigy-biopsziakban
nagy gyakorisaggal fordul el6 (65). A szervezeti védekezd reakciokban (fertézés és gyulladas)
jatszik szerepet. A p75-0s receptor (a masik receptora a p55) altali valaszok sokkal
2-vel a B-sejtek aktivaciojat valtja ki. Ebben a tanulmanyban az egészséges nyalmirigyekben
nem talaltak mononuklearis sejt infiltratumokat. Az egészséges mintak fele nem mutatott TNFa.
immunreakcidt (habar pozitivak voltak), de a TNFa festés, ahol volt, kozepes vagy erételjes
volt az SS (Sjogren-szindrémds) mintakban. Az SS mintakban az arteriolak endothelsejtjei,
kapillarisok és posztkapillaris venuldk is megfestodtek TNF-el, tovabba ahol az egészségesben
festodott ott erds reakciot mutatott. Az acinussejtek sehol sem festddtek meg TNF-el. A TNFa
- bar kisebb mennyiségben - kimutathato volt az egészséges nyalmirigyek endothelsejtjeiben is.
Feltételezhetden az endothelsejtek adheziv funkcidinak szabalyozéasa az IFN-n keresztiil zajik,
de a TNFa megvaltoztatja. Az endothelsejtekben a TNFa helyileg termelddik, amely
atvaltoztatja az endothel funkciojat egy koagulaciot megeldzo allapotba, amely megzavarja az
endothel normal funkcidjat, tovabba befolyasolja a folyadékok nyélba valo szallitasat - amely
SS-ben sériilt (oka a csokkent nyaltermelés) - tovabba a fibroblastokbol torténd kollagenaz

eléallitasat (pSS receptor gyakori az SS mintdkban). (64)
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Tovabbi vizsgéalatok soran kimutattdk, hogy a TNFa és IL-6 szignifikansan emelkedett szintje
volt megfigyelhetd carieses egyéneknél. Parodontitises személyek vizsgalatakor pedig a
parodontalisan egészséges kontroll csoportban szignifikdnsan magasabb TNFa és IL-6 szint
volt megfigyelhetd, mint a parodontdlisan érintettek nyaldban (36), amelynek alapjan
parodontalisan egészséges személyeknél emelkedett szintje cariesre vagy az iranti
fogékonysagra utalhat. A transzkripcios factor NF-kB nem gatolt a B altal TNFa jelenlétében,

az emberi ductalis nyalmirigy sejtvonalban (64).

Az anthocyaninok hatasara a TNFa termelddése csokkenhet (7).

2.8.6 Melatonin

A melatonin (N-acetil-5-metoxi triptamin) amfoter szerkezetii, a szervezet cirkadian ritmusat
szabalyoz6 fontos hormon, amely szervezetiinkben a tobozmirigyben termelddik és a fény a
legfébb befolyasoloja. A melatonin szabadgydkfogd hatasait elsdsorban a beldle képzddd N-
acetil-5-metoxi kinuramin 4ltal fejti ki. Nemcsak az emberekben, hanem névények levelében,
magjaban ¢és gombdkban is termelddik. A ndvények példdul a magas UV sugarzas ellen
melatonin termeléssel védekeznek. Az emberi szervezetre elonyos antioxidans, daganatellenes
hatasai is vannak és az immunrendszer miikodésében is szerepet jatszik. A vizsgalatainkban
hasznalt meggy, a VNI 1,186 + 0,090 pg/g (255,09 ng/g) szaraz tomegre vonatkoztatott

melatonint tartalmaz. (66)

A melatonin fogszuvasodasban betoltott szerepének vizsgalatardl eddig Osszesen 2
tanulmanyban irtak. Az egyikben patkanyoknak adagolt 2,1 g-os melatonin tartalmt diéta
hatasara a fogszuvasodas szignifikans csokkenését figyelték meg. (67) Egy masik, humén
tanulmanyban pedig carieses ¢és caries mentes egyéneket vizsgalva ez utdbbiaknal
szignifikdnsan magasabb volt a melatonin nyalban mérhetd koncentracidja, mint a masik
csoportban ¢és a malondyaldehid koncentracié szignifikdnsan magasabb volt a caries-

aktivaknal. (68)

A vizsgélatok hatterében carieses egyéneknél az antioxiddsok hidnya és szabadgyokok magas

crer

az IL-1B és TNFa termelését, valamint a matrix-metalloproteinazok altali kollagéndestrukciot.

A folyamatban a melatonin antioxiddns és immunmoduldl6 hatasokkal bir, tovabba a matrix-
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metalloproteinazok gatlojaként képes a fogszuvasodds progresszidjanak és a dentin matrix
bontasanak gatlasara. (68) A szajliregben a nyalmirigyekben és a gingivaban is kimutathat6 volt
a receptora (69). A melatonin koncentracioja forditott korrelacioban all a malondyaldehid-

szinttel. (68) A melatonin a TNFa gatloja. (70)

2.9 A fogszuvasodasban szerepet jatsz0 biomarkerek haldozata a carieses fogak

felszinén

A cariesre vonatkozo, véletlenszertien képzett modell (RF) altali szamitasok eldrejelzései az
orvosi vizsgalatoknal sokkal érzékenyebb eldrejelzést jelentenek. Kutatdsok adatai alapjan az
IL-4, interleukin (IL)-13, IL-2-RA (interleukin-2 receptor alpha alegység) és eotaxin/CCLI11
(eozinofil kemotaktikus fehérje) biomarkerek és a JAK/STAT (Janus Arci Kinaz/Szignal
Transzducer és Aktivatora a Transzkripcids Proteineknek) jelatviteli Utvonal szerepe a
fogszuvasodasban feltételezett, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek még a folyamat

részleteinek pontos tisztazasahoz. (35, 71)

A fogszuvasodasban szerepet jatszo sejtek feltérképezése sordn fogszabalyozas miatt
eltavolitott szuvas fogakat vizsgalva immunfluoreszcens és immunoperoxidaz vizsgalatokkal
sikeriilt egyértelmtien kimutatni, hogy kezdetben a szuvas 1ézi6 kozelében PGP 9.5
immunfluoreszcens idegsejtek ¢s HLA-DR (Human Leukocita Antigén DR izoforma) pozitiv
dendritikus sejtek voltak kimutathatoak az odontoblast réteg és a PGP 9.5 pozitivitast mutatod
immunoreaktiv sejtek kozott. A PGP 9.5 a fogakban megtalalhat6 idegsejtek azonositasat teszi
lehetdvé. A vizsgélatok egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a Schwann-sejtek antigén-prezentalod
sejtekként szerepelnek a fogszuvasodasban, mivel a HLA-DR pozitiv sejtek a fogszuvasodas
terliletére lokalizalodtak, és immunreaktivitasuk korrelélt a fogszuvasodas mértékével, tovabba

ezen sejtek a dendritikus sejtek mellett antigén-prezentdlo6 sejtekként miikddnek. (72)

A fogszuvasodas sordn a baktériumok komponensei kemokin és citokin felszabadulast valtanak
ki az odontoblastokbol, dendritikus sejtekbdl és a makrofdgokbol a TLR-en keresztiil. Az ezen
sejtekbdl felszabaduld proinflammatorikus citokinek autokrin vagy parakrin modon hatva
fokozzdk az antimikrobidlis hatdsokat, mint az antimikrobialis peptidek, citokinek ¢&s
kemokinek termelését. Az immunsejtek feldl az odontoblastokig migracios gradiens alakul ki,

mialatt az antimikrobidlis peptidek csokkentik a baktériumtomeget (13. dbra). (73)
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' Pathogén mintazat-
felismerd receptorok pl. TLR2
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@ Proinflammatorikus citokinek pl. IL-18, TNFa Q’ ‘
A Antimikrobialis peptidek pl. HBD1, HBD2 ‘

13. dbra: A fogszuvasoddsban szerepet jdtszo immunsejtek, kemokinek, proinflammatorikus

medidtorok és antimikrobidlis peptidek (73)

Egészséges és carieses fogakban is az odontoblast rétegben a fogszuvasodasra adott
valaszreakcié eredményeként antimikrobidlis peptidek szintézise indul el a dentin védelme

céljabol. A kemotaktikus citokinek mRNS expresszidjanak fokozodéasa figyelhetd meg (14.

dbra)
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14. @bra: A bakteridlis lipopoliszacharid dltal kivdltott citokinek expresszids vdltozdsainak modellje a
humdn fogak odontoblast rétegében (magenta szinnel: a transzkripcios faktorok, sargdval: a sejten

beliili jelatvivé molekuldk és zélddel: a sejtvdlaszok Iathatdak) (73)

Az odontoblast rétegben a citokinek up-regulacidja egyrészt leukocita migraciot, masrészt a
dendritikus sejtek vandorlasat inditja el. Az odontoblastok kemotaktikus citokineket
szekretalnak, hogy odavonzzdk a dendritikus sejteket, makrofdgokat, limfocitakat ¢&s
neutrofileket a fogszuvasodas teriiletére. A migralé immunsejtek pedig IL-1B-t, TNFa-t, IL-6-

ot és IL-12-t szekretalnak, amelyek a szoveti valaszreakcidkat befolyasoljak és szintjiik az
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odontoblastokban is megemelkedik. Az IL-1p a velesziiletett immunvalaszok fontos aktivald
faktora. Az IL-1R1 (interleukin-1 receptorl) a fogakat és azokat koriilvevd csontszoveteket
védi tobb mikroorganizmus ellen is (pl. Streptococcusok, Porphyromonas, Prevotella és
Fusobacteriumok), ugyanis az IL-1R1 null egerekben sokkal sulyosabb az ilyen fertézések,
talyogok ¢s csontdestrukci6 lefolyésa.

A TLR4 aktivacidja az NF-kB ttvonalon keresztiil inditja el a gyulladasos kaszkadot, az ATF;
(Aktivalo transzkripcids faktor 3) elkeriilésével és a C/EBPS ciklikus aktivacidjaval. A TLR4
receptor aramlasa a C/EBPo-t megzavarja, mintha folyamatos aktivacio torténne és az IL-1R1
is a TLR4-hez hasonlo hatést valt ki. A vizsgalatok alapjan a PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kinaz)
— a TLR4, TGF B (transzformalé novekedési faktor B), kemokin, interleukin és TNF
receptorokon elindult jelatvitel eredményeként - gétlodik, az odontoblastokban pedig

szignifikansan csokken az IL-6 és IL-12 transzkripcidja. (73)

2.10 A nyalmintavétel elonyei

A nyalmintavétel eldnyei: fajdalmatlan, kevesebb diszkomforttal jar és sokkal egyszeriibb az
eszkozigénye, a tdroldsa és szallitdsa nem igényel kiilon médiumot, mint ami a vérvételek
esetében sziikséges lehet. (34) Tovabba nem igényel kiilondsebb képzettséget, ezaltal, ha
szlikséges a beteg otthonaban, maga is elvégezheti. A kontaminacio veszélye is sokkal kisebb.
(37). A nyugalmi nyal gyakrabban korreldl a szisztémas klinikai allapotokkal, mint a stimulalt
nyal, mivel a nyélelvalasztas stimulaldsdra hasznalt anyagok megvaltoztathatjdk a nyal
Osszetételét. (74) A nyalban kivalasztddnak tovabba a hormonok, gydgyszerek és antitestek is,

amelyek kovetései és diagnosztikdja nyalgytijtéssel non-invaziv modon elvégezhetd. (35)
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2.11 A caries prevencio lehetéségei napjainkban

A caries prevencid szempontjabol legfontosabb lehetéségeket a 15. dbra mutatja be:

Fluorid és
metabolizmus-
gatiok

Mechanikai Nyal stimulacié
tisztitas €s nyalpo6tiok

Biofilm
diszbiozis

Antimikrobialis Csokkent
anyagok cukorbevitel

Pre- és
probiotikumok

15. dbra: A caries prevencio lehetéségeinek Gsszefoglaldsa (75)

1. Csokkentett cukorbevitel: A WHO (Egészségligyi Vilagszervezet) ajanlasa alapjan
<50g/nap az ajanlott napi szabad cukorbevitel. Szabad cukrok alatt a gyartok, szakacsok
vagy fogyasztok altal az ételekhez hozzdadott mono- vagy diszacharidokat értik (pl.:
méz). Ez nemcsak a fogszuvasodas, hanem a cukorbetegség és elhizéds, tovabba a
fogagybetegség, napjaink népbetegségei elleni prevencioban is fontos.

2. Megfeleld szajhigiéné: hatékony és rendszeres, napi legalabb kétszeri fogmosas a
pathogén biofilmek eltavolitasa szempontjabol fontos.

3. Fluorid és metabolizmusgétlok: A fluoridok a baktériumok enoldz gétldsan keresztiil
fejtik ki fo hatasukat, tovabba a cukrok transzportjat is gatoljak. A xylitol a
korabbiakban targyalt hatdismechanizmus alapjan hat elsésorban a S. mutans-ra.

4. A ragoégumi ragésa, valamint az egyéb nyaltermelést fokozd készitmények fontos
szerepet jatszanak a fogszuvasodas elleni védelemben:

o A szdjszarazsag csokkentése.

e Az ételmaradéktol vald megtisztitas.
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o A fogkoképzddés, kiilsé fogelszinezddések gatlasa.

e A biofilm pH semlegesitése.

e Zomanc remineralizacio.

atjarhatd biofilm novekedését vagy egy mas Osszetételti biofilm képzddését
eredményezve.

e A biofilm Ojrandvekedését €s érését gatolja az occlusalis felszineken. (76-78)
Antimikrobidlis szerek (pl.: klérhexidin) alkalmazéasa szintén eldnyds lehet, azonban
szamolni kell ezek nem kivanatos mellékhatasaival, mivel hossza tava hasznalat soran
a fogak elszinezése vagy az ezen készitmények vivéanyagai - pl. alkohol — éaltal a
szajnyalkahartyara kifejtett potencialis hatdsok, tehat a szdj kemény- és lagyszoveteire
is hatranyosan hathatnak hosszu tavon.

Pre- és probiotikumok alkalmazasa: A prebiotikumok ’taplalkozasi eredetli rostok és
oligoszacharidok, amelyek eldsegitik az egészségre elonyos baktériumok szaporodasat’.
A probiotikumok pedig *¢16 mikroorganizmusok, amelyek megfeleld aranya biztositja
az egészséges mikrobiom fenntartasat’. Prebiotikus hatasti anyagok koziil az argininrdl
vannak ismereteink, az arginolytikus, elényods baktériumok elszaporodésat segitik. A
probiotikumok ko6z¢ tartozik nagyon sok taplalék-6sszetevd (pl. tejtermékek, fermentalt
z0ldségek vagy a kovaszos kenyér is), amelyekben természetes modon jelen vannak a
szajiireg vagy egyéb szervek egészséges mikrobiomjanak fenntartdsdhoz vagy

ujraépitéséhez sziikséges baktériumok. (75)
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3. CELKITUZESEK

Doktori értekezésemben a kutatasi vizsgédlataim és eredményeim bemutatdsa eldtt célom volt
attekinteni az - els6sorban a meggyben taldlhatok - anthocyaninok altaldnos és szajiiregi
egészségre kifejtett hatasait, kitérve a nyal, a biofilm €s a fogszuvasodas jelentdségére, valamint

a benniik el6fordul6 biomarkerekre és proinflammatorikus mediatorokra.

A késoébbiekben célul tliztem ki, hogy bemutassam az értekezés alapjaul szolgdld két
kozleményem kutatasi anyagat. Kitérek a résztvevok bevalogatdsdra, a mintavételi
protokollokra, a vizsgélathoz sziikséges ragdgumi Osszetételére és eldallitasanak lehetdségeire,
a kiilonbozo vizsgalomoddszerekre, majd részletesen beszamolok a kapott eredményeimrol és

azokat 0sszevetem az irodalomban fellelhetd adatokkal.

Kutatésaim soran a kovetkez6 célokat fogalmaztam meg:

1. Elsé vizsgélataim soran a betegek altal otthonukban is konnyen kivitelezhetd, szajiiregi
mikrobiomot elénydsen befolydsol6 modszerek megtaldldsa €és a mikrobiom
Osszetételének a vizsgalata volt a célom:

a) A meggy anthocyanin tartalmu ragégumi ragas és a fogkefevaltas hatdsait
kivantam vizsgalni északkelet-magyarorszagi fiatal, feln6tt populacidoban.

b) Kivancsi voltam, hogy milyen hatdssal van a fogkefe cseréje a szdjlireg
mikrobidta dsszetételére.

2. Az els6 kutatasi anyagom eredményeit figyelembe véve, a tovabbiakban a szajiiregi
jollét fenntartdsdban szerepet jatszo, az oralis egészség kovetésére alkalmas
biomarkerek (proinflammatorikus citokinek: Interleukin (IL)-18, Interleukin (IL)-2,
Interleukin (IL)-6, Tumor nekrdzis faktor alfa (TNF)a; mucinok: Mucin 5B (MUCS5B),
Mucin 7 (MUC7) és a Ca®" ion) szerepét kivantam vizsgalni, beleértve a mikrobiota

valtozasat is, az AC tartalma ragégumik hatdsa révén.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalatokat a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont és az ETT TUKEB (Egészségiigyi
Tudomanyos Tandcs Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga) altal kiadott, IV/1120-
1/2020/EKU iigyiratszamti engedély (protokoll azonositoja: 6709-8/2020 EUIG) alapjan
végeztilk, amely a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont Regiondlis ¢és Intézményi
Kutatésetikai Bizottsdghoz bizottsaghoz valo kérelem beadasat (protokoll azonositdja: 5379-
2019) kovetéen, a nyal mikrobiom vizsgalatok miatt keriilt tovabbi felterjesztésre ¢és
elfogadasra. A kutatasi terv felallitdsa a Helsinki Deklaracionak megfelelden tortént. A 2022-
IV/1120-1/2020 szamon a https://clinicaltrials.gov/ oldalon is regisztraltuk a tanulmanyt.

A Kkisérlet egy onkontrollos, multicentrikus vizsgélat volt a Debreceni Egyetem Komplex
Rendszerek és Mikrobiom-innovaciok Kozpont (KREMK), a Fogorvostudoményi Kar és a

Gyogyszerésztudomanyi Kar kozott.

4.1 Résztvevok bevalogatasa, anamnézisfelvétel

A résztvevok a 5. tablazatban részletezett bevalogatési és kizarasi kritériumoknak megfeleléen

kertiltek kivalasztasra az anamnesztikus adataik alapjan.

Bevalogatasi kritériumok Kizarasi kritériumok
e 18 éves kor betoltése e Dohanyzas
e Irasos beleegyezés e Antibiotikum szedése az elmult 2 honapban
e Egészséges fogazat e Diagnosztizalt nyalmirigy alulmiikodés

o Szajliregi infekcio lathato tiinetekkel

o Fogagybetegség

o Laktozérzékenység

e Sulyos szisztémas betegség

e Mentalis betegség

e Viarandossag

e Fogamzasgatlo szedése

5. tablazat: A vizsgdlat bevdlogatdsi és kizdrdsi kritériumai.

A résztvevok jo szajhigiénével rendelkezd, jo altalanos allapotu, 18 és 45 év kozotti személyek
voltak, akiket két korcsoportba osztottunk: az I. korcsoport tagjai 18-30 év kozottiek, a II.

korcsoport tagjai 30-45 év kozottiek voltak. A mintavételekkel kapcsolatos szobeli tajékoztatast
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kovetden a Betegtajékoztatod és a Beleegyezd nyilatkozatok kiadésa tortént, amelyek elolvasasa
utan a résztvevok irasos beleegyezésével kezdtem el a mintavételeket. A kizarasi kritériumok
kozott szerepelt a 2 honapon beliili antibiotikum-kezelés, igy a vizsgalat kdzben beindikalt
antibiotikum-kezelés, tovabba az egészségi allapotdban bekdvetkezd, a vizsgalatot befolydsolod
valtozas is a vizsgalat befejezését tette volna indokolttd az adott személy szamara, amelyre

egyik résztvevonél sem kertilt sor.

4.2 Klinikai vizsgalatok

A résztvevOk bevalogatdsa sordn a paciensek fogéaszati statuszédnak felvétele egy eldre

elkészitett statuszlapon tortént. (1.sz. melléklet fogéaszati statusz adatlap)

A fogagybetegség kizarasara a BPE (Alap Parodontélis Vizsgalat, angolul: Basic Periodontal
Examination) index, a plakk- és fogkd mennyiségének leirasara az OHI-S (EgyszerUsitett

szajhigiéniai index) szolgalt. (85)

A BPE értékelése soran WHO szondaval, szextdnsonként tortént a parodontalis szondéazas,
amelynek soran 0,1 és 2 érték esetében nem szondazhat6 3,5 mm-nél mélyebb tasak; 0-s érték
esetén nincs szondazasra vérzés és plakkretencios tényez6 (talérd tomésszel vagy fogkd), de 1-
es érték esetében szonddzasra vérzes tapasztalhatod, mig 2-es értéknél mar supra-/subgingivalis
fogkd vagy tilérd tomésszél van. 3-as érték esetében a szondazdsi mélység 3,5 és 5,5 mm
kozotti érték, 4-es érték esetében pedig 5,5 mm-nél nagyobb a legmélyebb tasak az adott
szextansban. A statusz felvétele szextansonként torténik és mindig a legmélyebb értéket
rogzitjiik, tovabba csillaggal jeldljiik a furkacio-érintettséget. 0, 1-es és 2-es kod esetében a
tovabbiakban szlirdvizsgalatok keretében elegendd a BPE statusz kdvetése, 3-as kod esetében
az adott szextansban, mig 4-es kodnal a teljes fogazaton javasolt a teljes parodontalis statusz
felvétele. Az eredményektdl fiiggden 1-es €s 2-es kod esetében szajhigiénés instrualés, 2-es kod
esetén a plakkretencios faktorok eliminalasa, fogkd-eltavolitas; 3-as kod esetében ezeken tal
gyokérsimitds, mig 4-es kodnal a teljes parodontdlis stitusz alapjan javasolt tovabbi

parodontalis kezelés beindikalasa. (79)
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4.3 Mintavételezési protokoll

Onkontrollos vizsgalatokat végeztiink, amelyek soran a paciensek 3 héten keresztiil, megadott
napokon (0. nap: a legels6é mintavételi idépont, 4. nap: a masodik mintavételi idépont és a 7.
nap: az adott hét utols6 mintavételi idépontja, amely mindig megegyezett a kdvetkezd hét 0.
napi mintavételi idépontjaval) jelentek meg 11:00 és 14:00 kozotti idészakban, a cirkadidn
ritmus figyelembevételével meghatarozott idépontban. A vizsgélat elsé hete volt a kontroll
periddus (B), amely soran anthocyaninos rag6zas nem tortént, csak az ingernyal mintak vételét
megelézden tortént hatdéanyag nélkiili ragd elragasa. A 2. hét (F1 periddus) 0. napjan a
mintavételt kdvetden depurdlas tortént, ezutan hetente adtuk ki az anthocyanin-tartalmi
meggyes ragogumit a résztvevoknek. A ragdgumit a féétkezéseket kovetd fogmosas utan kértiik
kb. 1-5 perces iddintervallumig elragni, a mintavételezés a megadott napokon tortént
folyamatosan tovabbi 2 héten keresztiil (2. hét: F1 periddus, 3. hét: F2 peridodus), hogy az
anthocyanin-tartalmi meggyes ragdégumi folyamatos hatasait vizsgalni tudjuk. A 2 hetes
ragozasi intervallum alatt a megadott napokon tortént a mintavételezés. Az ingernyal mintak
levétele kiilon vizsgalatban tortént, a résztvevOknek a helyszinen adott hatéanyag nélkiili
ragogumi kiadasdval, a nyugalmival megegyezd kontroll és 2 hetes anthocyaninos rag6zas

periddusaiban. (80) (16. dbra)

o Not Kontroll (B) NBR// Utankovetés 1(F1) Utankovetés 2(F2)
fogkefecserél6:10 >
/" Fogkefecseréi6:10 BR >
e B EEEEEREEREEEEEREE e
1 4 7 1 14 7 21
Depurélas
Statusz felvétele: &, ®/ 6/ = ®/ =
&
DMF-T, BPE @ @ @
Ragégumi @/ @ @ & 74 4
adagolasa: | adagolas: 3 ragogumilnap 2 hétig |

Laboratériumi MUCS5B, MUC?7, IL-1R, TNFa, . & J v
vizsgalatok: L2, IL6, MELATONIN: 7ty S 18N S 2% 165 1RNS: 000

16. dbra: A 3 hetes vizsgdlat mintavételi protokollja: Kontroll (B), rdgdzds 1. hete (F1: utdnkévetés 1),
rdgozds 2. hete (F2: utdnkévetés 2). Nem fogkefecserélé csoport, akik a fogkbleszedést kévetéen nem
cserélték le a fogkeféjiiket, Fogkefecserél6 csoport, akik lecserélték a fogkeféjiiket. Az 1. héten térténd
kezdeti vizsgdlatok (DMF-T (szuvas, hianyzo és témétt fogak szamat jelél6 index), BPE) utdn minden
vizsgdlati hét 1. 4. és 7. napjdn térténtek mintavételek. Zart szdj melletti csé a nyugalmi-, a szdjban lévé
rago melletti csé az ingernydl mintdkat jelzi. Laboratoriumi vizsgdlatok (dbran alul): ELISA (enzimhez
kététt immunoszorbens assay), PCR (pilmerdz Idncreakcid), Ca** ion meghatdrozds és 16 S rRNS (16

Svedberg riboszomdlis RNS) szekvendlds térténtek. (86)
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4.4 A résztvevok csoportositasa

A résztvevoket tobb szempont alapjan is csoportosithattuk: életkor, nem és az altalunk
kialakitott egyik szempont az volt, hogy az 1 hetes kontrollperiddus végén, az anthocyaninos
ragogumi kiadasakor amellett, hogy a résztvevok a szajhigiénés szokéasaikat megtartottak, 10
f6 a depuralast kovetden kérésiinkre lecserélte a fogkeféjét, mig a masik 10 f6 nem cserélt
fogkefét. Tovabba az 1. hét végén fogkd-eltavolitast végeztiink, hogy teljesen plakk- és
fogkdmentes felszinekkel kezdjék a résztvevok az anthocyanin-tartalmt ragégumi ragasat, igy
Osszehasonlithattuk, hogy ezen kiviil a fogkefecserének van-e relevancidja a fogkdleszedést
kovetden a szajflora visszaépiilésére az anthocyanin hatadsa mellett. (80)

Az életkor alapjan 10 f6 18-30 év kozotti fiatal feln6tt volt, mig 10 £6 30-45 év kozotti felndtt

személy, akik a Debreceni Egyetem dolgozoi koziil keriiltek kivalogatasra. (80)

4.5 Kevert és stimulalt nyal gytjtése

A mintavételezés soran fontos volt, hogy a résztvevok a mintavételek napjan a reggelizést
kovetden fogat mossanak, majd a fix idépontban térténd mintavételezések biztositdsa mellett,

a mintavétel eldtt 1 6raval mar nem ehettek, nem ihattak és nem ragozhattak (81, 82).

Minden alkalommal 1-1 ml nyugalmi-, az ingernyalas vizsgéalatban pedig a 3 hetes vizsgalat
teljes idOtartama alatt a koradbbiakban részletezett mintavételi napokon hatéanyag-nélkiili
ragozast kovetden 1-1 ml ingernyalat gyiijtottiink Dndz mentes, eldobhatd csévekbe. A KréM
Kozpontba kiildott mintdkat a nyugalmi- és ingernyalban mérhetd biomarkerek valtozasainak

késObbi mérése céljabol —80°C-ra fagyasztottuk. (80)

4.6 Ragogumi osszetétele, eloallitasa

Az anthocyanin-tartalmu ragégumi kifejlesztése és eldallitisa a Debreceni Egyetem
Gyogyszerésztudomanyi Kardnak Gyogyszertechnologia Tanszékén Dr. Varadi Judit és
munkatarsai altal tortént. Homoki és munkatérsai (5) kordbbi kisérleteiben alkalmazott
formulacionak megfeleléen tortént a rdgdgumik eldallitdsa. A ,,Csengddi csokros” fajtaba
tartoz6 VN1 meggyfajtabol késziilt a vizsgalatban alkalmazott ragogumi (5).

A ,VNI” meggyfajta anthocyanin tartalmanak Homoki ¢és munkatarsai (4) altal torténd

meghatdrozasa alapjan a pH differencidcios modszerrel meghatarozott hatbanyag mennyisége
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295 £+ 53 mg/100 g a friss gylimdles és 528 + 135 mg/100 g a fagyasztva széritott gyltimdlcs
esetében. A teljes, izolalt anthocyanin-tartalom 261 + 11 mg/100 g friss gyiimdlcsben (4). A
gylimdlcs tartalmaz tovabba 0,15 mg melatonint/100 g friss gylimdlcsben (2). A ragégumi
anthocyanin tartalma: 296,75 mg/2,5 g-os szem.

A ragogumi elddllitdsa sordn az érett gyiimdlcsok leszedését kovetden a laboratoriumba
szallitottdk, majd mostak, kimagoztdk és homogenizaltdk Braun Multiquick keverdvel. A
kovetkezd 1épésben dupla mennyiségli savanyitott ethanollal (0,1% HCI) kivontak és 1 6ran
keresztiil keverték magneses keverdvel (Heidolph, Germany), majd a mintékat lesziirték és az
oldoszert vakuum alatt egy forgd evaporatorral siiritették 40 “C-on. A meggykivonat {6
Osszetevoi: cianidin-3-O-rutinozid, cianidin-3-O-gliikozid, cianidin-3-O-gliikozil-

rutinozid/malvidin-3,5-digliikkozid (4, 5).

4.7 ELISA (Enzimhez kotott Immunoszorbens Assay)

Az ELISA vizsgalatokat specifikus proteinek komplex valadékokban/folyadékokban valo
kimutatasara és mennyiségének meghatarozasara fejlesztették ki. Eredetileg Eva Engvall és
Peter Perlmann 1971-ben *microplate well’-ekbe helyezett mintak, specifikus antitestekkel valo
elemzése céljabol irta le a vizsgalatot. Immunologiai és orvosi kutatdlaborokban, fdleg

betegségekre specifikus antitestek és (pl. étkezési eredetii) allergének kimutatasara szolgal.

4.7.1 Az ELISA legfobb alkotoelemei

1) Coating/Capture: Antigének direkt vagy indirekt, polisztirén 'microplate well’-ekre
val6 felhelyezése.

2) Plate blocking: irrelevans fehérjék vagy mas molekulak hozzdadasa, hogy minden
telitetlen felszini kotohelyet lefedjiink a *microplate well’-ekben.

3) Probing/detection: antigén-specifikus antitestekkel torténd inkubdacio, amely affinitas
kotéssel kapesolodik az antigénhez.

4) Signal Measurement: a specifikus antitesten 1év6 direkt/szekunder jelzés altal generalt

jel kimutatasa.
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4.7.2 Az ELISA vizsgadlatok tipusai

4.7.2.1 Kompetitiv ELISA

Leginkabb kis méretii antigének, egy epitoppal vagy antigénkotdhellyel rendelkezd antigének
esetében haszndlatos. Ennek a modszernek az egyik valtozata tisztitott antigént alkalmaz az
antitest helyett. A tisztitott antigén jelének csokkenése jelzi az antigén jelenlétét a mintaban,
amikor csak a jelolt antigént tartalmaz6 ’assay well’-ekhez hasonlitjuk.

a jelinterferencia alapjdn keriil meghatdrozasra. A mintakban 1év6 cél antigén a jelolt
referenciaval vagy standard-el verseng a plate-n elhelyezkedd, limitdlt mennyiségi

immobilizalt antigénnel. (83)

4.7.2.2 Sandwitch ELISA

A cél antigénre nagy szenzitivitdsu és specificitdsu modszer, mivel két antitestet hasznal a
megkotésre és detektalasra/kimutatasra. Kiillonbozo detektalasi/kimutatasi modszerek léteznek
ugyanazon koto antitesthez.

Hatranya, hogy tobb optimalizaciot igényel az antitest parok azonositasara és hogy minimalis

legyen a kot és a detektalo antitestek kozotti keresztreakcid. (83)

4.7.3 A vizsgalataink soran alkalmazott ELISA modszerek leirasa

4.7.3.1 A Mucin 5B (MUCS5B) koncentrdciojanak meghatdarozdsa
A MUCS5B meghatarozasa a sandwitch immunoassay, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Kit-el tortént (MyBioSource, Inc., San Diego, CA 92195-3308, USA) a gyart6 leirdsanak
megfeleléen (Catalog Number: MBS2024599 96) SPECTROstar Nano-val (BMG Labtech

GmbH, 77799 Ostenberg, Germany). A MUC5B szintjének meghatarozasa ng ml!-ben tortént.
A MUCS5B meghatarozasi tartomanya 0.312-20 ng ml™! kozott volt. (80)
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4.7.3.2 A Mucin 7 (MUC?7) koncentrdcidjanak meghatdrozdsa

A MUCT7 meghatarozésa a sandwitch immunoassay, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Kit-el (MyBioSource, Inc., San Diego, CA 92195-3308, USA) tortént a gyartoi leiras alapjan
(Catalog Number: MBS762777) SPECTROstar Nano-val (BMG Labtech GmbH, 77799
Ostenberg, Germany). A MUC7 meghatarozasi tartomanya 0.313-20 ng ml! kozott volt. A
MUCT7 esetében a higitasi faktor 250x-es volt, igy kapott eredményeinket 250-¢l osztottuk. (80)

4.7.3.3 A Tumor Necrosis Factor a (TNFa) koncentrdacidjanak meghatdarozdsa

A TNFo meghatarozasa a TNFa ELISA Kit-el (BioVendor, Laboratorni medicina a.s., Czech
Republic) tortént a gyartd leirasa alapjan (Catalog Number: RAF128R) SPECTROstar Nano-
val (BMG Labtech GmbH, 77799 Ostenberg, Germany). A TNFa szintjének meghatdrozasa pg
ml! értékekben tortént. A kimutatasi tartoméany 7.8-500 pg ml! kozétt volt. Az OD (optikai

denzitas) meghatarozasa 450 nm-es hulldmhosszon tortént. (80)

4.7.3.4 Az Interleukin 18 (IL-1f}) koncentracidjanak meghatdrozdsa

crer

College, PA 16803, USA) hataroztuk meg a gyart6 leirasa alapjan (Item Number: 1-3902-5)
SPECTROstar Nano-val (BMG Labtech GmbH, 77799 Ortenberg, Germany). Az IL-1

crer

denzitas) meghatarozasa 450 nm-es hulldmhosszon tortént. (80)

4.7.3.5 Az Interleukin 2 (IL-2) koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

Az IL-2-t LEGEND MAX™ Human IL-2 ELISA Kittel (BioLegend, 8899 BioLegend Way,
San Diego, CA 92121m USA) mértiik a gyarto leirdsa szerint (termékkat. szdm: 431807) a
SPECTROstar Nano (BMG Labtech GmbH) segitségével. 77799 Ortenberg, Németorszag). Az
IL-2 kimutatasi tartomanya 15,6-1000 pg ml! volt. Az optikai siirliséget (OD) 450 nm

hullamhosszon olvastuk le. (80)
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4.7.3.6 Az Interleukin 6 (IL-6) koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

crer

College, PA 16803, USA) hataroztuk meg a gyart6 leirasa alapjan (Item Number: 1-3602-5)
SPECTROstar Nano-val (BMG Labtech GmbH, 77799 Ostenberg, Germany). Az IL-6

crer

denzitas) meghatarozasa 450 nm-es hulldmhosszon tortént. (80)

4.7.3.7 A melatonin koncentrdciojanak meghatdrozdsa

crer

Immunoassay Kit-el (Salimetrics, State College, PA 16803, USA) tortént a gyartd leirdsa
alapjan (Item Number: 1-3402-5) SPECTROstar Nano-val (BMG Labtech GmbH, 77799
Ostenberg, Germany). A melatonin kimutatasi tartomanya: 0.78-50 pg ml™!. (80)

4.8 PCR (Polimeraz Lancreakcio) technologia alkalmazasa

A PCR technologia lényege, hogy elézetesen megvésarolt primerek alapjan az altalunk
kimutatand6 nukleinsavszakasznak megfeleld primerek segitségével 3 f6 1épésben (92-94 °C-
on denaturacid, 50-70 °C-on primerek kapcsolodasa, 72 °C: DNS szintetizalds) zajlo
duplikacids ciklus és annak ismétlései segitségével az adott RNS szakaszt felsokszorozzuk.

(84).

4.8.1 RNS-izoldalas MagMax Viral RNA Isolation Kit-el

Vizsgalatainkat a MagMax Viral RNA Isolation Kit (Applied Biosystems, 1939M Rev.E)
segitségével végeztiik, melynek soran az altalunk kimutatni kivant RNS izolalasat végeztiik el
(85). A kit magnesgyongyoket tartalmaz, amelyek megkotik a nukleotidokat (RNS), mialatt
kimossak a fehérjéket és mas szennyezddéseket.

A visszanyert hordozo RNS mennyiségi meghatdrozasa: A hordozd6 RNS mennyiségét 260 nm-
en UV-sugéarzassal hatarozzuk meg. Ha NanoDrop 2000 spektrofotométert hasznal, 1,5 pl
nukleinsavoldat mérhetd higitas nélkiil.

Elsd 1épésben a sejtek Petri-csészében torténd tenyésztése utan 3x CMF-PBS-sel torténé mosas,

majd 1000 pl-es Trizollal torténd pipettdzast kovetden a Petri csészérdl eltavolitott
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sejttenyészetet Eppendorf-csdvekbe helyeztiik és -70 °C-on taroltuk. A mintakat a fagyasztast
kovetden kiolvasztva dolgoztuk fel.

Izoldlas folyamata: 400 pl nyalmintat €¢s 802 pl Lizal6/Kotéfolyadékot keveriink 0ssze, majd
roviden (30 mp) vortexeljik. Ezt kovetden 2 mp-ig centrifugaljuk. 20 pl Magnesgyongy-
keveréket adunk minden mintdhoz, majd 4 percig vortexeljiik, ezt kovetéen 2 mp-ig
centrifugdljuk. 3 percig magneses allvanyra rakjuk a csoveket a magnesgyongyok elkiilonitése
céljabol. A feliilusz6t a magnesgyongydk megzavarasa nélkiil eltavolitjuk és a csdveket
levessziik az allvanyrol. A Mosofolyadék 1 segitségével atmossuk a mintakat, majd 3-5 percig
ujra a magneses allvanyon tartjuk, a végén a feliiliszot pipettaval eltavolitjuk. Ez a mosasi [épés
kétszer ismételendd. A Mosofolyadék 2 segitségével ismét atmossuk a mintdkat és 3-5 percig a
magneses allvanyra rakjuk, majd a feliilluszot lepipettazzuk és kétszer ismételjiik. A mintdk a
nyitott csdvekben 1,5 6ran keresztiil szaradnak. Végiil 50ul Eluciés Pufferbe helyezziik a
mintakat és a magneses allvanyon tartjuk. Ennek a 1épésnek a végén a tisztitott RNS lesz a
feliiliszo. A feliiluszot nukledz-mentes csdbe helyezziik és a DNS-be torténd transzkripciot

megeldzden -20 °C-on néhany napig taroljuk. (80)
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4.8.1.1 RNS-transzkripcio

Az 50 ng RNS tartalmi mintédkat a Microsoft Excel programban adott formula szerint szamitott
térfogattra (16 pl) higitjuk fel desztillalt vizzel. Az RNS-t és a desztillalt vizet 96 lyuku plate-
be pipettdzzuk, amelyhez minden well-be 4 ul sotétkék LunaScript RT Super Mix-et adunk. A
plate-t egy konvencionalis PCR-be helyeztiik (Applied Biosystems, Thermal Cycler 2720), ahol
a hoprofil elére bedllitott. Az RNS-transzkripcié hdprofilja: 25 °C, 2 perc; 55 °C, 10 perc; 95
°C, 1 perc.

A folyamat végén cDNS keletkezik, amelyet a felhasznaldsig -20 °C-on tarolunk.

faktorok primerjeit és probait a 6. tabldzat tartalmazza. (80)

Proba El6 primer Forditott primer
Citokin
(5’_3’) (5’_37) (57_3’)
TNF-a CAATGGCGTGGAGCTGAGAG AACCCCGAGTGACAAGC TGGGAGTAGATGAGGTACAGG
IL-18 | TGATGGCCCTAAAACAGATGAAGTG AATTCGGTACATCCTCGA GATTTTCACCAGGCAAGTCTC
IL-2 TGTGAGCATCCTGGTGAGTTTGGG AAAGAAAACACAGCTACAACTGG | GAAGATGTTTCAGTTCTGTGGC
IL-6 TGTTACATGTCTCCTTTCTCAGGGC AATTCGGTACATCCTCGACG GATTTTCACCAGGCAAGTCTC
GAPDH CATTGCCCTCAACGACCACTTT CCTCCACCTTTGACGCTG CTCTTCCTCTTGTGCTCTTGC

6. tabldzat: A gyulladdsos markerek primerei és probdi. (80)

qPCR (kvantitativ PCR) meérés folyamata: A reagensek Osszekeverését kovetden 18,5 pl
keveréket és 1,5 ul DNS-t egy 96 lyuku plate well-jeibe pipettazzuk. Atlatszo foliaval lefedve
Light Cycler 96 PCR (Roche)-be helyezziik. Két parhuzamos mérést végziink minden mintabol
¢s a belsd kontrollbol [GAPDH-b6I(Glicerinaldehid-foszfat-dehidrogenaz)], mert a mintankban
talalhatd gének nem stabilak. TagMan proba segitségével tudunk egy stabil gént nyerni,
amellyel a gyulladasos citokinek messenger ribonukleinsav (mRNS)-szintjének valds szintjét
tudjuk meghatarozni. Héprofil: 95 °C, 60 mp (1 ciklus), 95 °C, 15 mp (40-45 ciklus), 60 °C, 30
mp (40-45 ciklus). (80, 86)
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4.8.1.2 Statisztikai elemzés

Livak moddszer: A valos idejii PCR-t nyalmintdkbol szarmazoé cDNS felhasznalasaval végeztiik.

Az eredményeket Cr értékekben kaptuk meg, amelyet Livak modszerével értékeltiink.

A 224Cr mobdszer hasznalhato a génexpresszid valtozasainak valos idejii PCR-al torténd

értékelésére.

A Cr érték (hatarértékkiiszob) a ciklusszam, amikor a fluoreszcens intenzitas értéke
szignifikdnsan meghaladja a hatarérték vonalat. A valds idejii Cr értéket kdnnyen bevihetjiik

példaul Microsoft Excel programba.

Az adatokat a kdvetkezd formula segitségével elemeztiik:

AACT = (Cr, target — C1, GAPDH) Time x — (CT, target — CT, GAPDH)Time 0

Time x a pontos id6, Time 0 a cél gén GAPDH-ra vonatkoztatott egyszeri expresszioja.

Az étlagos Cr érték meg lett hatarozva a cél és a belsé kontroll génre is a 0 idOpontban,

egyenértékben lettek alkalmazva. (80)

4.9 A Ca?" koncentraciok meghatarozasa

A Ca?" koncentraciokat Roche/Hitachi Cobas C® analizatorral hataroztuk meg. A méréseket
egytételes kazettdkkal végeztiik. PreciControl ClinChem Multi 1 tétel 05117003 (20x5 ml)
PCCI1 és PreciControl ClinChem Multi 2 tétel 05117216 (20x5 ml) (Roche, Mannheim,
Németorszag) az R1 ((CAPSO(3-(cikloxeil-amino)-2-propanhidroxi-amino)-szulfonsav): 557
mmol/L, NM-BAPTA: 2 mmol/L, pH 10,0 nem reaktiv feliiletaktiv anyag, tartositoszer) ¢s R2
reagensekkel (EDTA (Etilén-diamin-tetraacetat) 7,5 mmol/L, pH: 7,3, nem reaktiv feliiletaktiv
anyag, tartositoszer) hasznaltuk a meghatarozashoz a koncentracioktol. Az elsd 1épés egy
elokészités, egy mosasi eljards volt. A masod ik 1épésben a gyartd utasitdsai alapjan a
kereskedelmi kalibratorokkal tortént kalibralds, majd az analizitor mérte a Ca®'

koncentraciokat. A szamitasok utdn megismételtiik a mosasi eljarast. (80)
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4.10 A Klinikai, PCR-el és ELISA-val nyert adatok, Ca** koncentraciok statisztikai

elemzése

A klinikai adatok értékeléséhez ANOVA (Variancia Analizis) vizsgalatot végeztiink. Az
eredményeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha a p érték <0.05 volt. A Pearson-féle
korrelacios egyiitthatot GraphPad Prism (9.4.1-es verzid) segitségével végeztik. Az
eredményeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik, ha a p érték <0.05 volt.

kevert és stimuldlt nyalmintdkban, amelynek értékeit a GraphPad Prism (9.0.1-es verzid)
programba vittlink be tovabbi statisztikai elemzés céljabol.

A mért nyers adatok értékeinek statisztikai elemzését végeztiik el, atlagoltunk az egyes kezelési
idépontoknak megfelelden és diagramokon abrazoltuk a ragoézas alapjan (az adatokat p<0.05
esetén tekintettilk szignifikdnsnak 95%-o0s CI (konfidencia intervallum) mellett). Az adatok
tovabbi elemzése, Osszehasonlitdsa céljabol Pearson-féle korrelaciot végeztink a vizsgalt

paraméterek alapjan.

4.11 A 16S riboszomalis RNS (rRNS) kimutatasan alapulé mikrobiom vizsgalatok

A prokariota 16S rRNS kb. 1500 bazispar hosszu, amelyre a konzervalt és varidbilis régiok
valtakozasa jellemzO. A varidbilis (az altalunk hasznalt rendszerben V3 és V4) régiok
hasznalatosak a nemzetségek vagy fajok elkiilonitésekor és beazonositasakor a filogenetikai
osztalyozasokban. A technika elsd l1épése a konyvtarkészités, amelynek soran a célrégiokat
tartalmaz6 kiindulasi metagenomidlis DNS izolalasat és feldaraboldsat kovetéen a talérd
adapter szekvencidkat tartalmazé célszekvenciara specifikus primerek (°5 végre P5 és 3’ végre
P7), majd a DNS mindkét végét jelold barkod (°5 végre Index 2 és 3° végre Index 1) rogzitése

limitalt ciklusu PCR amplifikacids 1épések soran torténik.

A kovetkezd 1épésben a dsDNS kotofestéket alkalmazéd fluorimetrias modszerrel torténik a
konyvtar kvantifikdcidja, normalizacioja és végiil a 96 mintat tartalmaz6 tomény konyvtar egy

csObe torténd dsszepoolozasa (87).

A szekvenalas a MiSeq-platformon torténik, amelynek soran 301 bazisparnyi paros olvasatokat
végez és minden egyes olvasat vége tulér, hogy a V3 és V4 régidk magas mindségli, teljes

hosszusagu olvasatat hozzak 1étre egy 65 6ras folyamat soran. A MiSeq futés teljesitménye 96
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barkodolt mintat feltételezve tobb, mint 20 millid olvasatot jelent és tobb, mint 100 millio

olvasatot generdl mintanként, amely a metagenomikai tanulmanyokhoz elengendd (87).

Kovetkezd 1épés a bioinformatikai analizis, amelynek sordn a mintankban talalhat6 taxondmiai
adatokat nemzetség (genus) és faj (species) szintig ki tudja mutatni és a bioinformatikai
szoftverek segitségével tovabbi adatokat nyerhetiink, statisztikai elemzést végezhetiink az
adatokon. A tovéabbiakban a nyalmintakbol torténd szekvenaldsi és azt kovetd bioinformatikai

modszerek részletes leirasa kovetkezik.

4.11.1 Nydlmintak izolaldsa

A nyalminték izolaldsa a QlAamp PowerFecal DNA Kittel (Quiagen Hilden, Germany), az
Inhibitor Removal technologia alkalmazasaval tortént (QIAamp PowerFecal DNA Kit
Handbook 08/2017) (88) megadott protokolloknak megfelelden.

A nyalmintak izolaldsanak fobb 1épései a kdvetkezok:
1. Mechanikai lizis:

Nyugalmi nyalmintdk izolalasakor 250 pl nyalmintat és 750 ul PowerBead Solution-t keveriink
0ssze, amelyhez tovabbi 60 pl C1 oldatot helyeziink Bead csovekre (Quiagen Hilden, Germany)
¢és roviden vortexeljiik. 65 °C-on 10 percen keresztiil inkubaljuk, majd MagNa Lyser-ben
(Roche Applied Sciences, Penzberg, Germany) 6000 g-n 90 masodpercig vortexeljiik, amelyet
kovetden 4 °C-on 2 percig inkubaljuk, majd a vortexelést és inkubalast ismételten elvégezziik.

(89)

Ingernyal esetében pedig a lizis utan a DNS-izoldlast a kereskedelmi forgalomban 1évo
DNeasy® PowerSoil® Pro Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag) hajtottuk végre a gyarto altal

az inhibitor eltavolitasi lépésekbdl szarmazo protokoll szerint. (80, 89)

2. Inhibitorok és fehérjék eltavolitasa: 13000x g-n 1 percig torténd centrifugalast kdvetden a
400-500 pl feliiluszot steril Eppendorf-csdvekbe helyeziink. Ezt kovetden kémiai lizis torténik,
amelynek soran 250 pul C2 oldatot hozzdadunk és 5 percen keresztiil vortexeljiik, majd 4 °C-on

5 percig inkubaljuk és ismét centrifugaljuk 13000x g-n 1 percig. 600 ul feliiluszot egy 2 ml-es
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steril Eppendorf-cs6be helyeziink. 200 pl C3 oldatot adunk hozzé és roviden vortexeljiik, majd
4 °C-on 5 percig inkubéljuk és 13000x g-n 1 percig centrifugaljuk. (80, 89)

3. DNS membranhoz val6 kotése: 600 pl feliiluszot egy steril Eppendorf csébe helyeziink. 1200
pl C4 oldatot a feliiliiszohoz adunk és 5 masodpercig vortexeljiik. 650 pl feliiliszot a membrant
tartalmazé csébe (MB Spin Column) adagolunk és 13000x g-n 1 percig centrifugaljuk. Ezt a
1épést addig ismételjiik, amig az dsszes folyadékot fel nem hasznaltuk. (80, 89)

4. Membran mosasa, szaritdsa: 500 pl (etanoltartalmi) C5 oldatot mériink a membréanra ¢és
13000x g-n 1 percig centrifugédljuk, majd a mebmrant tartalmazo csébdl a ‘keresztiilfolyo’
folyadékot eltavolitjuk és 13000x g-n 1 percig centrifugéljuk. A membrant tartalmazo cs6 ala

Uj gyiijtécsovet rakunk. (80, 89)

5. Eluélés: 50 ul (RNaz-mentes) C6 oldatot a fehér membran filter kdzepére helyeziink. A
kovetkezd 1épésben 2-3 percig inkubaljuk, majd 13000x g-n 1 percig centrifugaljuk. A legvégén
a gyarto utasitdsainak megfeleléen a MB Spin Column-t kidobjuk. (88) (QIAamp PowerFecal
DNA Kit Handbook 08/2017) (80, 89)

6. DNS-mindség-ellendrzés: A DNS-koncentracidkat a Qubit Fluorometric Quantitation
dsDNS vizsgalati kittel (Thermo Fisher Scientific, MD, USA) hataroztuk meg. Ezutan az 6sszes
izolalt nydlmintat 1 ng/uL-re higitottuk PCR (polimerdz lancreakcid) mindségli vizzel. A
NanoDrop 2000 spektrofotométert (Thermo Fisher Scientific, MD, USA) hasznaltuk az
abszorbancia tisztasagi mérésére 260 és 280 nm hulldmhosszon 1,7-2,0 (A260/A280) és 1,8—
2,2 (A260/A230) optimalis abszorbancia ardnynal. A DNS-mintdkat tisztitds utdn
hiitdszekrénybe helyeztiik -20 °C-ra. (80, 89)
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7. Kontrollok:

Negativ és pozitiv kontrollok. Minden DNS-kivonasi 1épést egy I1. osztalyt laminaris [égaramu
kabinban végeztiink, steril sebészeti kesztyli és arcmaszk hasznalataval a laboratdriumi
kornyezeti szennyezddések minimalizalasa érdekében. A negativ izolacios kontrollok (NIC) a
mintak helyettesitésével késziiltek, PCR-mindségii viz felhasznalasaval. Az igy elualt NIC

mintakon V3—-V4 régidspecifikus PCR-t végeztiink a kontaminacio ellendrzésére.

Az indexelési 1épések soran DNS-mentes, ultraibolya sterilizalt AirClean PCR munkaéallomast
hasznaltunk. A PCR termékek mindségellendrzéséhez és tisztitdsahoz 4200 TapeStation
rendszer (G2991AA; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ¢és Agilent D1000
ScreenTape (5067-5365) keriilt alkalmazésra. A NIC amplikonokat szintén validaltuk a 4200
TapeStation rendszer segitségével. (80, 88, 89)

4.11.2 Konyvtarkészités

A konyvtarakat [llumina MiSeq péros végii (PE, 2 x 301 nt) szekvenalasi futtatdsok soradn
szekvenaltuk, 5%-os PhiX spike-in alkalmazédsaval az daltalanos szekvenaldsi mindség
biztositasa érdekében (PhiX Control Kit v3-FC-110-3001; Illumina Inc., San Diego, CA, USA)
a gyartd protokollja szerint (I17. dbra, Part#15044223Rev.B). Ebben a rendszerben a
hipervaridbilis régiok a V3 és V4 régiok. Klindworth és munkatdrsai (2013), alapjan a
bakterialis 16S rRNS gént célozzdk a felhasznalt gén-szekvencidk. Az Illumina MiSeq
szekvenald atlagosan 460 bp amplikonokat generdl az univerzalis primerkészlettel: 341F-5’
CCTACGGGNGGCWGCAG 3’ és 785R-5" GACTACHVGGGTATCTAATCC 3 (90). Ebben
a Iépésben a kovetkezd, taléré adapter szekvencidkat tartalmazo célszekvenciara specifikus

primerpar (Sigma Aldrich, Missouri, US) bekotése torténik:
Forward overhang:
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[célszekvencia specifikus primer]’
Reverse overhang:
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[célszekvencia specifikus

primer]’. (Sigma Aldrich, USA, Missouri) (80, 89)
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PCR 1. fazis 2. PCR tisztitas
PCR tisztitas

Ampure XP Beads
Fresh 80% EtOH
RSB

Kimenet

PCR tisztitas PCR utani plate

Reagensek
Ampure XP Beads
Fresh 80% EtOH
RSB

Kimenet

PCR utani pl ate Konyvtar kvantifikacio,

normalizacio

PCR 2. fazis
Konyvtar kvantifikacioja és
MiSeq minta toltése

17. dbra: A kényvtdrkészités menete az lllumina MiSeq rendszerben. (87)

A 1épés végén a DNS mennyisége és mindsége NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo
Fisher Scientific Germany BV & Co KG, Braunschweig, Germany) segitségével keriil
meghatarozasra. (80, 89)

4.11.3 PCR

Az Amplicon PCR-t 2 x KAPA HiFi HotStart ReadyMix kit végeztiik. A 96 minta kettds
indexelése (17-N7xx-12 tétel, i5-S5xx-8 tétel) az [llumina Nextera XT indexkészlettel (FC-131-
1001/2) tortént. MagSI Pure Beads (KAPA Biosystems, USA, Wilmington, Massachusetts)
alkalmazaséaval a PCR tisztitdshoz és az amplikon méretének kivalasztdsdhoz a gyartd utasitasai
szerint (KR1245—v3.16) tortént. ~550-630 bp végso konyvtarat kaptunk. Az ellendrzésekhez
PCR Agilent D1000 Screen szalagokat (5067-5582) és D1000 reagenseket (5067-5583)
hasznaltunk. (80, 89)

Mindegyik 16S amplikon-konyvtarunkat qPCR-rel mértiik, az amplikonok méretét tekintve
normalizaltuk, végiil ekvivalens moléaris mennyiségben egy konyvtarba egyesitettiik. 5 pl
Osszevont 4 nM-os DNS-konyvtar-pool denaturalasat 0,2 M NaOH-dal végeztiik, majd ezt
kovetden higitottuk 8 pM végkoncentracidig. A MiSeq Reagent Kit v3—618 ciklust (MS-102—
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3003) a gyarto protokolljain alapul6 Illumina MiSeq platformon (Illumina Inc., San Diego, CA,
USA) hasznaltuk a szekvenalashoz. (80, 88, 89)

4.11.4 Bioinformatikai modszerek

Filogenetikai elemzés. A nyers FASTQ fajlokat a QIIME 2 (verzi6: 2021.8) pipeline
(https://qiime2.org/) segitségével toltottikk le és elemeztiik. Kezdetben a FASTQ f4jlokat
QIIME2 formatumba importaltuk. A CTGTCTCTTATACACATCT ellenérzése megtortént a
fennmaradé adapterszekvencidk eltavolitdsdhoz. A Cutadapt szoftvert (a Qiime 2-ben)
hasznaltuk a leolvasés 3’ végétol torténd vagashoz. Mindségi trimmelést végeztiink a DADA?2
szoftverben a bedllitdsokkal: az elejétd] kezdve semmit sem tavolitottunk el mind az elére, mind
a hatrafelé olvasasnal. A hossza 300 bazis volt az elére, mig a hossza 256 bazis volt a hatso

leolvasasnal. (88, 89, 91)

Taxonomiai elemzés. Naive Bayes-féle gépi tanulds alapu osztalyozot hasznaltunk a kiterjesztett

Humén Oralis Mikrobialis Adatbazis (eHOMD, http://homd.org/, ver.: 15.23, letdltve:

2023.08.01.) taxonomiai dsszehangolasara. A filogenetikai fak kiszdmitasdhoz az align-to-tree-
mafft-FastTree beépiilé modult hasznaltuk, amely a QIIME2 pipeline-be van integralva. (80,
88, 89)

Statisztikai analizis. A béta diverzitds elemzéseket a QIIME 2 pipeline-ben szamitottuk ki,
8264-es olvasasi mélységre allitva a mintdk normalizalasahoz. A béta diverzitas elemzéséhez
weighted UNIFRAC ¢és unweighted UNIFRAC tavolsagokat szamoltunk. Az Emperor plugint
a Béta diverzitdsi matrixok megjelenitésére hasznaltuk. Az explorativ mikrobiom adatok
értelmezése Uni-frac analizis segitségével tortént. (92) Pairwise PERMANOVA tesztet
végeztiink a béta diverzitds statisztikai elemzésére. Az alfa-diverzitds elemzéséhez a Chaol,
Faith, Shannon ¢és Simpson indexeket szamitottuk ki a QIIME 2 folyamatban. A kiilonbségek
szignifikancidjat Kruskal-Wallis péros teszttel szdmoltuk. (80, 88, 89)

Abraizolas. A heat-tree matrix szamitasa és megjelenitése R nyelvii Metacoder csomaggal
tortént. A csoportok (BR, NBR, AG I, AG II) kiilonbségeit heat-treeken a log2 median arany
aranyaival és az OTU (operativ taxondémiai egység, angolul: Operational Taxonomic Unit)
szamokkal mutattuk meg. A heat-treek statisztikai kiilonbségeinek kiszamitdsdhoz Wilcoxon

rank-sum tesztet hasznaltunk. Az abrak felépitése 'ggplot2’ R csomaggal késziilt. (80, 88, 89)
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Core microbiom. Az AC rag6zés hatdsainak meghatarozasadhoz a magmikrobiomokat az sszes
nyalminta 100%-4ban képviselt OTU-k segitségével vettiik figyelembe. Osszehasonlitdsokat
végeztiink a mag-baktériumnemzetségek szorodasi gorbéjében azok relativ gyakorisagi

eloszlasa alapjan. (80)

A mikrobiota és a citokinek, mucinok és melatonin kozotti korreldcio elemzése. Klaszteranalizist

végeztiink a baktérium nemzetségek vonatkozasaban a mucinok, citokinek és melatonin relativ

crer

abrazolashoz a Seaborn Python csomagot hasznaltuk. (80)
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5. EREDMENYEK

5.1 Fogazati statuszok csoportok szerint

A 7. tablazat mutatja a korcsoportok alapjan a résztvevok klinikai adatait a vizsgélat folyaman.

A korcsoportok alapjan az I. korcsoport atlagéletkora 26,8+2,04, DMF-T értéke 4,944,38, mig

a II. korcsoport atlagéletkora 36,3+3,83, DMF-T értéke pedig 8,9+4,91 volt.

A vizsgalatunk onkontrollos formdban zajlott, ahol a résztvevoket nemcsak a korcsoportok

alapjan, hanem egy mechanikai behatds, a kontroll iddszakot kovetd fogkd-eltavolitas utani

fogkefecsere vonatkozéasaban is vizsgaltuk, az AC tartalma ragégumi ragésa mellett.

Csoport | Létszam Nem Eletkor DMF-T D (T) M (T) F(T) BPE

NG | Férfi | (MSD) | (M£SD) | (M+SD) | (MtSD) | (M4SD) | (M%SD)
BR 10 5 5 32+6,1 8,11+4,64 | 0,67%0,9 1,33+1,9 | 7,56x3,91 | 0,32+0,34
NBR 10 7 3 31,445,63 | 5,22+4,5 | 0,67+1,07 | 0,33£0,67 | 4,22+3,9 | 0,5310,34
ANOVA (p) p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
AGI 10 7 3 26,8+2,04 | 4,9+4,38 | 0,2+0,63 | 0,8+1,75 5+4,76 | 0,42+0,33
AGII 10 5 5 36,3£3,83 | 8,944,91 1,1£1,1 1,1£1,37 | 6,9£3,66 | 0,33+0,35
ANOVA (p) p=0.0003 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
Ossz. 20 12 8 31,745,71 | 6,9+4,97 | 0,65+0,99 | 0,95%1,54 | 5,95+4,24 | 0,42+0,34

7. tablazat: A vizsgdlati csoportok (BR, NBR, AG I, AG 1) alapjdn a résztvevék jellemzése:

nem, életkor, DMF-T, Dt (carieses fogak szama), Mt (hianyzo fogak szama), Ft (t6métt

fogak szama). (80)

Pearson-korrelacidval szignifikéns, negativ korrelacié (-0,48) mutatkozott a résztvevék DMF-

T (6,9+4,97) és BPE (0,42+0,34) indexe kozott. (18. dbra)
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18. dbra: Pearson-korreldcio a résztvevék kora, DMF-T (Decayed, missing, filled teeth) és BPE

(basic periodontal examination) indexei k6z6tt (* p=0,0332) (80)

A BPE ¢és DMF-T indexek tekintetében homogén vizsgalati csoportunk volt, azonban az
inygyulladas a vizsgalat teljes ideje alatt nem volt kizarhatd (néhany személynél 1>BPE > 0),
ezt tobb tényezO (szdjhigiénés és étkezési szokasok) befolyasolta, viszont torekedtiink arra,
hogy megegyezdek legyenek a résztvevok foldrajzi- és életkoriilményei, amely altal a valtozok

hatasait minimalizalhattuk. (80)
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5.2 Proinflammatorikus citokinek, mucinok, melatonin szintje nyugalmi- és
ingernyalban

5.2.1 Nyugalmi- és ingernyadl osszehasonlitasa
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19. dbra: Mucinok (MUC5B, MUC7), gyulladdsos markerek (IL-1f IL-2, IL-6, TNF) mRNS- és
fehérjekoncentrdciok és a melatonin mennyisége nyugalmi- és ingernydlban (# p=0,0332, *#p=0,0021,
###% p=0,0002, #**+ p<0,0001). A kontroll id6szak fekete-fehér négyzetrdccsal, az AC kezelés idGszaka

szinekkel jelGlve: piros — 3. nap, kék — 7. nap, z6ld — 10. nap, barna — 14. nap. (80)
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Faktor MUC5B | MUC7 IL-1B IL-1B TNFa TNFa 1L-2 IL-6 Melatonin | Cg2*
Nyi’ll mRNS mRNS
koncent- koncent-
tipusa o 3.0
racio racio
Nyugalmi
5,192+ | 0,388+ 396,604+ | 22,67+ 35025+ | 10435 | 3,76 |*
0,208 + 1,101+ 0,431+
4,33 0,33 035 320,219 15,22 0.71 32,42 +8,6 4,76 0.117
ng ml' | ng ml! ’ pg ml'! pg ml'! ’ pg ml” pg ml'! pg ml’! n;mol/l
Inger *
477+ | 1,89+ + + + +
9,477 ,89 03+ 237,34 34,74 1,304+ 28,698+ | 8,36 7,255 1,26+
8,11 1,35 0.29 99,438 20,84 035 36,23 6,73 6,26 1,02
ngml! | ngml! | 7 pg ml! pgml! | 7 pgml’ | pgml! | pgml! | mmoll

8. tabldzat: A nyugalmi- és ingernydlban mérhetd koncentrdciok kontroll értékeinek dtlaga

(*p<0.0001). (80)

A nyugalmi- és az ingernyalban a vizsgalt paraméterek mérési eredményei az mutattak, hogy a
MUCS5B szintje nem valtozik szignifikansan az id6 elérehaladtaval nyugalmi- és ingernyalban
sem, de szignifikans kiilonbség mutatkozott a nyugalmi- és ingernyal kozott. Ellenben a MUC7
szintje azonban minden id6pontban megndtt a stimulalt nydlban a nyugalmi nyalban mért

koncentraciokhoz képest.

Az IL-1P fehérjekoncentracidja magasabb volt a nyugalmi nyalban, mint az ingernyalban. A
TNFa a fehérje kifejezddése a stimulalt nyalban a fogkd-eltavolitast kovetden 1 héttel levett
mintaban (14. nap: 41,78+29,11) lathatéan magasabb volt. Az IL-2 fehérjekoncentracidja a
kontrollcsoporthoz képest csokkend tendenciat mutatott, bar nem volt szignifikans az eltérés,
viszont az IL-6 mennyisége az ingernyalban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a nyugalmi
nyal 10. napja. Az IL-1 mRNS expresszié szintje a vizsgélat elérehaladtaval nem mutatott
szignifikans kiilonbséget, azonban az ingernyalban szignifikdnsan magasabb volt, mint a
nyugalmi nyalban. A TNF-ao mRNS esetében a 3. napon (1,91+1,47) vett ingernyalmintdban

szignifikans novekedést talaltunk.

Erdekes, hogy az mRNS-t az IL-2 és az IL-6 esetén nyugalmi- és az ingernyalmintikban sem

tudtunk kimutatni.
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A Ca®" koncentraciok ingernyalban az idofliggés tekintetében is szignifikans novekedést
mutattak az ingernyal fogkd-eltavolitast megeldzé mintavételekor, a kontroll és a 11. nap

(p=0,0002) és 21. nap (p<0,00001) kdzott.

A MUCSB, IL-1B mRNS, TNFa, TNFoo mRNS, melatonin, MUC7 és Ca?" esetében
altalanossagban az ingernyal-értékek, mig az IL-1f (nem szignifikans), IL-2 és IL-6 esetében a

nyugalmi nyal-értékek voltak szignifikdnsan magasabbak. (19. dbra) (80)
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5.2.2 A fogkefecsere hatdasdanak vizsgalata

5.2.2.1 Nyugalmi nyal
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20. dbra: Mucinok (MUC5B, MUC?), gyulladdsos markerek (IL-15, TNFe, IL-2, IL-6) és melatonin

MRNS- és fehérjekoncentraciok nyugalmi nydlban (#* p=0,0332). (80)
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Nyugalmi nyadlban szignifikéns eltéréseket talaltunk a csoportok kozott a TNFa és a MUC7
értekeinél a fogkd-eltavolitas napjan vett mintéi esetében. Az idofiiggés tekintetében a MUC7
¢s az IL-1PB hasonld, de nem szignifikansan eltéré tendenciat mutattak: a fogkefecserélok
esetében a kontroll értékhez képest csokkend, mig a nem fogkefecseréld csoportnal emelkedd
tendenciat mutatott a vizsgalat végére. A MUCSB, IL-2 és melatonin fehérjekoncentraciok
esetében a fogkefecsere alapjan eltérés nem volt tapasztalhatd. Az idofiiggés tekintetében
azonban az IL-2 és a melatonin hasonlé — nem szignifikans - tendencidt mutattak: mindkét
csoportban lecsokkent a koncentracié a vizsgalat végére a kiindulési értékhez képest, mig az
IL-6 esetében ellentétes volt a tendencia, novekedett a vizsgalat végére a kiindulasi értékhez

képest.

Az IL-1B mRNS expresszié szignifikdns eltéréseket mutatott a két csoport, valamint a
fogkefecserélok kontroll és 10. napi értékei kozott, azonban a kezelés végére szintje mindkét
csoportban lecsokkent. Mivel szintje szignifikdnsan lecsokkent a vizsgalat 10. napjara

(p=0,0332) megallapithatjuk, hogy az mRNS teljesen atirddott a fehérjeszintézishez.

A TNFo mRNS expresszio esetében sem volt eltérés a fogkefecsere alapjan a csoportok kdzott
(20. abra) (80).
a) b)
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21. dbra: A citokinek (IL-1[, IL-2, IL-6, TNF¢), mucinok (MUC5B, MUC7) és melatonin kéz6tti
Pearson-korreldcio nyugalmi nydlban (# p=0,0332) a) Fogkefecserélék, b) Nem
fogkefecserélék. (80)
A Pearson-korrelacié eredményei alapjan szignifikéns pozitiv korreldcié mutatkozott a nem
fogkefecserélok esetében az IL-2 és a melatonin kozott (0,96). Az IL-2 és MUC7 kozott viszont
szignifikans, negativ korrelaci6 (-0,95) volt megfigyelhetd a nem fogkefecseréldk esetében.

(21. abra) (80)
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5.2.2.2 Ingernyadl

Ingernydlban, a MUCS5B esetében a fogkefecserélok kontroll értékéhez képest a nem
fogkefecserélok minden értéke szignifikansan alacsonyabb volt, tovabbi szignifikancia
mutatkozott a fogkefecseréldk 10. napi (10,6£8,43) és a nem fogkefecseréldk 10. (3,65+1,57),
valamint 17. napi (2,9£1,24) értékei kozott. (80)
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22. dbra: Mucinok (MUC5B, MUC7), gyulladdsos markerek (IL-14, IL-2, IL-6, TNF) és melatonin
MRNS- és fehérjekoncentrdciok ingernydlban (* p=0,0332, #*# p=0,0002, *+*#**p<0,0001). (80)
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Hasonlo eredmény volt lathatdé a melatonin értékeiben, ahol a fogkefecseréldé kontroll
(11,7+6,8) a nem fogkefecseréld 10. kezelési napjadhoz (7,1+6,71) képest volt szignifikansan
magasabb. A tobbi kezelési nap tekintetében is a MUCS5B-hez hasonlo6 tendencia volt lathat6 a
melatoninndl, viszont itt a nem fogkefecseréldk értékei emelkedtek kissé a kontrollhoz képest
(4,24+3,56) a vizsgalat végére (4,9643,53). Tovabbi szignifikans eltérés mutatkozott az IL-6
esetében, ahol a vizsgalat végére viszont a fogkefecseréldk értékei (4,27+4,41) voltak altalaban

alacsonyabbak, mint a nem fogkefecseréloké (16,28+11,12). (22. dbra)

A MUCT7, IL-1B, TNFo mRNS ¢és fehérjekoncentracioknal jelentds szignifikans eltérés nem

mutatkozott a csoportok kozott a fogkefecsere alapjan.

A Ca?" szintekben a fogkefecsere alapjan valé csoportokra lebontdsnal nem mutatkozott

szignifikancia sem a nyugalmi, sem az ingernyalban (nincs abrazolva). (80)
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23. dbra: A citokinek (IL-1f, IL-2, IL-6, TNFa), mucinok (MUC5B, MUC7) és melatonin kozotti

Pearson-korrelacié (* p=0,0332). a) Pearson-korreldacio a fogkefecseréléknél, b) Pearson-

korreldcio a nem fogkefecserélGknél. (80)

A Pearson-korrelacio eredményei szerint fogkefecseréloknél az IL-6 és MUCSB (0,95), az IL-
6 ¢és melatonin (0,98), a MUCS5B és melatonin (0,9) szignifikdnsan pozitivan korrelaltak, mig
nem fogkefecseréloknél az IL-6 és IL-2 szignifikdnsan, de negativan (-0,91) korrelaltak
egymassal. (23. dbra) (80)
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5.3 Alfa diverzitas

5.3.1 Nyugalmi nydl

Az alfa diverzitas tekintetében nyugalmi nyéalban a kontroll és az F2 mintavételi iddponthoz

képest az F1 fazisban emelkedett érték volt lathatd, amely azonban nem mutatkozott

szignifikansnak. (24. abra) (89)

240 - ‘ ‘

160 -

24. abra: Chaol diverzitds a nyugalmi nydlmintdkban. (89)
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5.3.2 Nyugalmi- és ingernyadl dsszehasonlitisa

mB_NY
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< 20 BAC_NY
8400 B_I
© < BAC |
200 :
0 0
1,000
50,995
w
Q
£0,990
(]
0,985
0,980

25. dbra: Alfa diverzitds értékek (Chaol, Faith_pd, Shannon, Simpson) nyugalmi- (piros - B_NY: kontroll
nyugalmi, z6ld - AC_NY: anthocyanin nyugalmi) és ingernydl (narancssdrga - B_I: kontroll inger, pink -
AC_I: anthocyanin inger). (80)

Faith's PD
S

Shannon
A O ©

N

0

Anyugalmi- (B_NY, AC NY) ésingernyal (B_I, AC 1) 6sszehasonitdsakor mindegyik (Chaol,
Faith’s PD, Shannon és Simpson) diverzitas esetében magasabb értékeket taladltunk nyugalmi
nyalban (B_NY, AC NY), mint ingernyalban (B_I, AC I). Ehhez hasonléan az AC kezelés
idészakaban (AC_NY, AC_I) magasabb volt a diverzitds, mint a kontroll idészakban (B_NY,
B 1). (25. abra) (80)

5.3.3 Ingernyidl alfa diverzitis a fogkefecsere alapjan képzett csoportokban
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26. dbra: Alfa diverzitds értékek a fogkefecsere (fogkefecserél6k, nem fogkefecserélék) alapjan képzett
csoportokban. (80)
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A fogkefecsere alapjan a Chaol és a Shannon-diverzitas egyértelmiien a fogkefét nem cseréld
csoportban mutatott alacsonyabb diverzitdst, mint a fogkefecseréléknél, azonban az
eredmények nem voltak szignifikansak. A Faith és Simpson-diverzitds tekintetében kisebb
kiilonbség mutatkozott a két csoport kozott a fogkefecsere vonatkozasaban, de a tendencia itt

is ugyanaz volt. (26. dabra) (80)
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5.4 Béta diverzitas

5.4.1 Béta diverzitas nyugalmi nydlban

A Weighted Unifrac-elemzés soran a fogkefecsere alapjan két jol elkiilontilé csoportot talaltunk.
Egy taxondmiai heat-tree abrazolassal kiilonitettik el a fogkefecsere alapjan képzett
csoportokra jellemzd baktérium Osszetételt, amely a Wilcoxon rank sum test alapjan
szignifikdnsnak bizonyult, viszont a Weighted Unifrac elemzés eredményei nem voltak

szignifikansak. (27. dbra)
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27. dbra: a) Nyugalmi nydl Weighted Unifrac: a) mintavételi idépontok (B, F1, F2); b) fogkefecsere
alapjan. c) Heat-tree dbrdzolds a baktériumok el6forduldsdnak log, medidn ardnyairdl a fogkefecsere
alapjan.
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5.4.2 Béta diverzitas nyugalmi- és ingernydlban

A Metacoder elemzés szignifikdnsan magasabb logz medidn ardnyt mutatott az
s_Prevotella_melaninogenica (-2,175) és s_Neisseria_perflava (-2,693) esetében az AC NY-
ban (nem stimulalt), mint az AC_I-ben (stimulélt). Magasabb volt az f* Clostridia UCG 014
(-3,309), f Lachnospiraceae (-5,109), f Prevotellaceae (-3,823), f Neisseriaceae (-3,485) és
g Prevotella (-3,616) ¢és Neisseria (-3,429) esetében. Stimulalt nyal esetén csak a
Stomatobaculum sp HMT 097 (—2,739) és a genus Alloprevotella (—4,223) volt kimutathat6
magasabb log> medidn ardnyban, mint a B (kontroll). (28. dbra) (80)
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28. dbra: Béta diverzitds nyugalmi- és ingernydlban: B_NY (kontroll nyugalmi), B_I (kontroll inger),
AC_NY (anthocyanin nyugalmi), AC | (anthocyanin inger). (80)
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5.4.3 Béta diverzitds ingernydlban

A béta diverzitds tovabbi, csoportokon beliili elemzéséhez Metacoder-rel heat-tree-ket
készitettiink. (80) A BR csoportra jellemzd volt a Porphyromonas [Porphyromonas
endodontalis (1,004), Porphyromonas pasteri (0,821)], Capnocytophaga leadbetteri (1,94),
valamint a family Fusobacteriaceae (0,799)] talsulya. Az NBR csoportra pedig a Streptococcus
[Streptococcus  salivarius (-0,707), Streptococcus parasanguinis_clade 411 (-0,805)],
Haemophilus parainfluenzae (-0,789) és Granulicatella adiacens (-0,567) voltak leginkabb
jellemzéek. (29. dabra) (80)
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29. dbra: Béta diverzitds értékek Heat-tree mdtrix szinkddoldsa: Fogkefecserél6k - kék, Nem

fogkefecserélék — piros. (80)
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5.5 A DMF-T korrelacioja a leggyakoribb genusokkal nyugalmi nyalban

A 20 leggyakoribb genera DMF-T vel val6 korrelacioja alapjan a Clostridia UCG.014 (0,528),
Prevotella (0,322), Fusobacterium (0,224), Selenomonas (0,228) és az Oribacterium (0,289)
pozitiv, mig a Lachnoanaerobaculum (—0,622), Neisseria (—0,436), Porphyromonas (—0,254)
¢s Granulicatella (—0,205) negativ korrelaciot mutattak a DMF-T-vel. (30. dbra) (89)
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30.. dbra: A 20 leggyakoribb genera log, medidn ardnyadt korreldltattuk a DMF-T-vel. (89)
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5.6 Kiemelt genusok és family-k log median aranya a nyal mikrobiotaval

A) v (2 o) v -
, | Nem fogkefecseréld 5 Nem fogkefecsereld
Csaladok Nemzetségek
1,51 15 4 v
1 1
0,5 1
I 0 1. i
‘ IFy | y -
0 . [} I
4 — -
0 - EEg u n
05 Nem fogkefecseréld/B ~0,5 1 Nem fogkefecserel6/B
" | Csaladok Nemzetségek
PR S NI S S S NS S PARCRR: U e P00 D500 S50
L &L &L +$\L°’b &L & 99&0 d’?o &,be, ‘,(:i\&'b F & (7'\'\4"7' fl\‘)& (@6\&0 S £ L c‘,@\ & ,504\ R (\e}\
oe"@ ej\\'b zi@ ®z>é'\\° & e:;\'b e;be’ 06” X &F \‘0\>b6° Py \)>¢o‘° ,bé'e' ,bc',@ @OQ @5 o ,\o@ & ) \‘(\\>9(jb" (\o& @"o Q',\\\o
O EE PSS L FES @ S S L LS R QDA D)
SFF EFFF FEFE O F S PR SLSE Y o o/ o/ s o
P F LCF ¥ S €S er S @ SR J S o ¥ F o
SISO RN C LT & L ;@ TS (P / © ' /
L SN < S S E RS & & [ & o o/
¥ (2 & </ F& I ) & / & o
K/K/c «/ 'oé\ </ (}&qu& Y {‘\OQK;) S 60'0 o/ O (&'b
)’ & </ NG & NG
< QzQ & S &
< F < >4
</ ¥ o’
1
B) v Y D) v A
, ] Fogkefecserel6 , Nem fogkefecserelo
Csaladok Nemzetségek
1,54
14 1 *
0,5
vy mnul I ' I
01 - - - -
i [ o | i . reE_ = 3 ‘
_0,5.
_1—
-1
-2 |Fogkefecserél6/B —1,5 Nem fogkefecserél6/|
Csaladok Nemzetségek . . ,
& & S X 2 # & & &£ N R 2 & :;\ 06_@ L & AP RN /\,\ @ P P
0& 0"’& (\’é'o 9§<”& o’b& {x’b& 009-&”& \\0& 0& \§ b’b& @oébc,'?’& \§’ é‘*(l &(\o \«e’(\QOQ‘\\\ é‘&“;’é é\oo & Qp& \§7 @’04 é‘é\ 00(9\\0(\0
2" @ & S £ LR VL L M & O @ VP OO
CF & PP FEFES L O FE L L KR & o/ T S F
S F FE PEFE CE S YR ERL Y oS o /& o
&¢°’b(5\° <<°‘°° &K R }\\"K}\@@@@K 5‘@’&\ ‘é\’b\’e’(@ (9‘?\( &}@Q @\’b>g/ SR o N ;o‘Q & &(\’b’ ® Q?Z;) o
e & < O &
NS :}‘?'QQ°(Q NN AV N Nl o’ ® {\&0
}’ </ N 8\" &
< R & & %
Q 2 e "
</ 4 4 i
</ ¥ o
Q/

31. dbra: Kiemelt genusok és family-k log> medidn ardnya az NBR (Nem fogkefecserél6) és az NBR/B
(Nem fogkefecserélé/B) (felsé dbrdk), valamint a BR (Fogkefecseréls) és a BR/B (Fogkefecserél5/B)
kézott (also abrdk) a fogkefecsere alapjan nyugalmi nydlban. A kiilénb6z6 genusok és family-k
szinkddjai: olivazéld: genus Absconditabacteria, lila: family Cardiobacteriaceae, genus
Cardiobacterium, vords: family Fusobacteriaceae, genus Fusobacterium, zéld: family Leptotrichiaceae,
genus Leptotrichia, halvdnylila: family Ruminococccaceae, vildgoskék: family és genus
Saccharibacteria, sdrga: family Spirochaetaceae, indigokék: genus Selenomonas, fekete: genus

Veillonella. (89)

Mindkét csoportban a legnagyobb log; arany a family Fusobacteriaceae (NBR/B: 2,207, BR/B:
2,206), majd a Cardiobacteriaceae (NBR/B: 1,31, BR/B: 1,446) esetében volt észlelheto.
Ugyanezek a tendencidk voltak lathatéak a genus Fusobacterium (NBR/B: 2,207, BR/B: 2,206)
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¢s Cardiobacterium (NBR/B: 1,31, BR/B: 1,446) esetében a kontrollidészakban,

Osszehasonlitva a ragozas iddszakaval. (89)

A genus Actinomyces (NBR/B: 0,354, BR: —0,553) nagyobb aranyban volt jelen az NBR/B

esetében, mint a depurdlds utdn az NBR-ben. A BR-ben ellentétes tendencidk voltak

észlelhetdek.

A Leptotrichiaceae log, ardnya (NBR/B: 0,724, BR: —1,75) kevésbé volt magas az NBR
kontroll periodusdban és a genus Leptotrichia (NBR: —0,261, BR: —1,75) ugyanigy véltozott.

Esetlikben ellentétes tendencia voltak megfigyelhetd a family szinten a BR-ben (—1,75) és az

NBR/B (0,724)-ben is. (31. dabra) (89)

5.7 Potencialis biofilmképzok aranya nyugalmi nyalban
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32. dbra: A leggyakoribb biofilmképz6 genusok ardnya a fogkefecsere alapjan nyugalmi nydlban (1-0:

NBR, -1-0: BR). (89)

Az Absconditabacteria (SR1) [G 1], Corynebacterium, Fusobacterium és Saccharibacteria
(TM7) [G-5] genusok mutattdk a legnagyobb log, aranyt az NBR-ben, mig a BR fdleg
Leptotrichiabol, Neisseriabol és Haemophilusbol éplilt fel. (32. dabra) (89)
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5.8 Speciesek relativ gyakorisaga nyugalmi nyalban

Abiotrophia_defectiva
Actinomyces _graevenitzii
Actinomyces_lingnae
Alloprevotella_tannerae
Arthrospira_platensis
Atopobium_parvulum
Campylobacter_concisus
Campylobacter_rectus
Capnocytophaga_gingivalis
Capnocytophaga_granulosa
Cardiobacterium_hominis
Catonella_morbi
Corynebacterium_matruchotii
Dialister_invisus
Eikenella_corrodens
Filifactor_alocis
Fusobacterium_nucleatum_subsp._vincentii
Fusobacterium_periodonticum
Gemella_haemolysans
Gemella_sanguinis
Granulicatella_adiacens
Granulicatella_elegans
Haemophilus_parainfluenzae
Haemophilus_pittmaniae
Haemophilus_sputorum
Kingella_oralis
Lachnoanaerobaculum_orale
Lachnoanaerobaculum_umeaense
Lautropia_mirabilis
Megasphaera_micronuciformis
Neisseria_elongata
Neisseria_oralis
Oribacterium_asaccharolyticum
Oribacterium_parvum
Oribacterium_sinus
Peptostreptococcus_stomatis
Porphyromonas_pasteri
Prevotella_aurantiaca
Prevotella_histicola

Prevotella_melaninogenica 0,056 0,043

Prevotella_oris
Prevotella_pallens
Prevotella_salivae

Prevotella_shahii
Prevotella_veroralis
Rothia_aeria
Rothia_dentocariosa
Rothia_mucilaginosa
Selenomonas_sputigena
Stomatobaculum_longum
Streptococcus_parasanguinis_clade_411
Streptococcus_salivarius
Streptococcus_sanguinis
Veillonella_atypica
Veillonella_dispar
Veillonella_parvula
Veillonella_rogosae

0,0031 0,0035 0,0034
0,011 0,012 0,01
0,0083 0,0088 0,0089
0,0035 0,0089 0,0019
0,002 0,0014 0,0031
0,00053 0,00096 0,0013
0,0073 0,008 0,0078
0,0036 0,0038 0,0052
0,006 0,0064 0,0051
0,0008 0,0016 0,0019
0,0039 0,004 0,0013
0,0056 0,0058 0,0058
0,003 0,0031 0,0013
0,003 0,004 0,0029

0,0021 0,0039 0
0,0047 0,0048 0,00053
0,0027 0,004 0
0,007 0,0057 0,0014
0,0037 0,003 0,0033
0,0064 0,0099 0,0046
0,011 0,012 0,0094
0,0052 0,0039 0,0049
0,018 0,014 0,028
0,0059 0,006 0,0038
0,008 0,0065 0,0072
0,0037 0,0029 0,003
0,005 0,0039 0,0053
0,0078 0,0076 0,0086
0,0054 0,006 0,0051
0,0092 0,014 0,013
0,0036 0,0034 0,0039
0,0022 0,0024 0
0,014 0,011 0,013
0,0026 0,0046 0,0028
0,0065 0,0083 0,0089
0,0046 0,0047 0,0017
003 [I003 1 002
0 0,0034 0
0,0036 0,0022 0,0045
0,0056 0,0035 0,0052
0,0035 0,0069 0,0027
0,0055 0,0053 0,0081
0,009 0,01 0,0085
0,0029 0 0,0039
0,0021 0,0026 0,0016
0,0077 0,0053 0,0086
0,03 0,03 0,025
0,0048 0,0025 0,0093
0,0063 0,0087 0,0056
0,0079 0,0099 0,0074
0,0075 0,0077 0,0091
0,0064 0,0085 0,0068
0,02 0,023 0,023
0,019 0,021
0,0016 0,00098 0,0015
0,02 0,026 ,0,01
B Nem Fogkefe-

fogkefecs. cserél6

0,08

0,07

0,06

0,05

0,04

-0,03

-0,02

-0,01

-=0,00

33. dbra: A nyugalmi nydlban észlelt speciesek relativ gyakorisdga szinkddok alapjdn. (89)
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A leggyakrabban észlelt speciesek a Prevotella melaninogenica, Porphyromonas pasteri,
Rothia mucilaginosa, Haemophilus parainfluenzae, Veillonella atypica, Veillonella dispar és

Veillonella rogosae. (33. dbra)

A Prevotella melaninogenicanak volt a legnagyobb relativ gyakorisdga a nem fogkefecserélok
esetében (NBR: 7,9%). A Porphyromonas pasteri-nek magasabb volt a relativ gyakorisaga
annal, akiknél nem tortént fogkefecsere (NBR: 3,7%), mint a masik csoportban (BR: 2,6%). A
Haemophilus parainfluenzae-nak volt a legmagasabb relativ frekvenciaja a fogkefecseréloknél
(BR: 2,8%), amely kevésbé volt kifejezett a masik csoportban (NBR: 1,4%). A Veillonella
atypica (NBR; BR: 2,3%) és dispar (NBR: 2,1%; BR: 3,6%) elforduldsa magas volt mindkét
csoportban a fogkdleszedést kovetden. A Veillonella rogosae gyakorisaga magas volt a nem

fogkefecseréloknél (NBR: 2,6%). (89)
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5.9 Mikrobialis halozatok felépitése a fogkefecsere alapjan

Nem fogkefecseréld Fogkefecserélo

34. dbra: Mikrobidlis hdlozatok felépitése a nyugalmi nydlban. A z6ld vonalak pozitiv korreldciokat
becsiilnek, a piros vonalak pedig a negativ korreldciokat. A vonalak vastagsdga a korreldcio erdsségét
mutatja. A csomopontok szinei kiilénb6z6 mikrobidta klasztereket képviselnek: lila — 1.cluster, sdrga —

2. cluster és z6ld — 3. cluster. (89)

A 70%-0s core taxonok egyilittes eléforduldsa alapjan Pearson-korrelacioval tortént haldzat

elemzésiik. A core mikrobiom OTU elemzése alapjan 34 taxont azonositottunk be. Az NBR-
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ben a Streptococcus genus erds pozitiv asszociaciot mutatott a Gemellaval (0,99), Neisseridval
(0,99), s Neisseria perflavaval (0,95) és Haemophilussal (0,79). A Streptococcus a BR-ben a
lila csoport tagja volt, amely a legerdsebb pozitiv asszociacidt mutatta a Prevotella veroralissal

(0,95), Granulicatellaval (0,94) és Rothiaval (0,92). (34. abra) (89)

5.10 Ingernyal core microbiom

1,00 {

Nemzetségek
. Streptococcus

. Prevotella
. Neisseria
B veitonetia

. Granulicatella
W saccharibacteria_(TM7)_[G-1]

. Gemella

. Leptotrichia

0,75 1

Relatiiv gyakorisag
o
n
o

0,25 1

0,00 1

B F1 F2
35. dbra: A mag (core) mikrobiomot alkoto taxonok (Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Veillonella,

Granulicatella, Saccharibacteria_(TM7)_/G_1] Gemella, Leptotrichia) relativ frekvencia szerinti

megoszldsa ingernydlban a kezelési periodusok (B, F1, F2) alapjan. (80)

Az 0Osszes résztvevO kozott az alabbi genusok oszlottak meg az ingernyalban relativ
gyakorisaguk atlaga szerinti sorrendben: Streptococcus (0,55), Prevotella (0,14), Neisseria
(0,056), Veillonella (0,13), Granulicatella (0,023), Saccharibacteria (TM7) [G 1] (0,021),
Gemella (0,039) és Leptotrichia (0,036). (35. abra) (80)
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5.11 A mucinok, melatonin és a citokinek korrelacioja az ingernyal mikrobiotaval
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Absconditabacteria_(SR1)_[G-1]
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]__Cloacibacterium
|_Streptococcus
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|__Selenomonas
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]__Peptococcus
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36. dbra: A mucinok, melatonin és citokinek korreldcidja az ingernydl mikrobidtdval (80)

Genus/mucin MUC5B MUC7
Actinomyces 0,258 —0,462
Lachnospiraceae [G-3] (0,775 —0,644
Eikenella 0,658 —0,301
Capnocytophaga 0,250 —0,362
\Porphromonas 0,415 —0,288
\Peptrostreptococcaceae

G-9] 0,507 —0,431
Alloprevotella —0,537 0,308
Bacteroidales [G-2] 0,424 —0,19
Veillonella —0,428 0,476
Bifidobacterium —0,284 0,36
Haemophilus —0,641 0,615
Bacteroidetes [G-5] —0,481 0,517
Mogibacterium —0,374 0,242
Ruminococcaceae [G-1]-0,1 0,32
\Peptococcus —0,311 0,407

9.tdbldzat: A genusok MUC5B és MUC7 kézotti legjelentésebb eltérései

A MUCSB ¢és MUC7 vonatkozasaban a korrelacidanalizis sordn a g Actinomyces (MUCS5B:

0,258, MUCT:
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10,644),



g Eikenella (MUC5B: 0,658, MUCT7: -0,301), g Capnocytophaga (MUC5B: 0,250, MUCT7: -
0,362), g Porphyromonas (MUC5B: 0,415, MUCT7: -0,288), g Peptrostreptococcaceae [G-9]
(MUC5B: 0,507, MUCT7: - 0,431), g Alloprevotella (MUC5B: —0,537, MUC7: 0,308),
g Bacteroidales [G-2] (MUC5B: 0,424, MUCT7: -0,19), g Veillonella (MUCS5B: -0,428;
MUCT7: 0,476), g Bifidobacterium (MUCS5B: -0,284, MUC7: 0,36), g Haemophilus (MUCS5B:
-0,641, MUC7: 0,615), g Bacteroidetes [G-5](MUC5B: -0,481, MUC7: 0,517),
g Mogibacterium (MUC5B: -0,374, MUC7: 0,242), g Ruminococcaceae [G-1]-el
(MUCS5B: -0,1; MUCT7: 0,32) és a g _Peptococcus (MUCS5B: -0,311, MUC?7: 0,407) esetében a
MUCS5B-vel és MUC7-el korreldltatva ellentétes tendencidk voltak megfigyelhetéek (9.
tablazat).

A MUCSB ¢és melatonin vonatkozasaban hasonl6 tendencidk mutatkoztak, ugyanis mindkettd
pozitivan korreladlt a g Lachnospiraceae [G—2]-vel (MUCS5B: 0,168, melatonin: 0,021),

g FEikenella-val MUCS5B: 0,658, melatonin: 0,744) ésag Saccharibacteria (TM7) [G—5]-
el (MUCS5B: 0,658, melatonin: 0,743).

A melatonin és a TNFa is pozitivan korrelaltak a g Leptotrichiaval (melatonin: 0,520, TNFou:
0,479). A MUCSB negativan (-0,476), az IL-1B pedig pozitivan (0,535) korrelalt a

Granulicatellaval.

A g Cardiobacterium a MUCT7-el (-0,718) és az IL-6-al (-0,63) is negativan korrelalt. A
g Granulicatella-val az 1L-6 (0,396) és az IL-1B (0,535) is pozitivan korreldltak. A TNF o
negativan korrelalt a g Porphyromonassal (-0,569) és pozitivan a g Prevotellaval (0,607),
ez utobbival az IL-6 kevésbé, de pozitiv korrelaciot mutatott (0,162). Az IL-2 pozitivan korrelalt
ag Schaaliaval (0,432) és Actinomycessel (0,400), mig negativan a g Neisseriaval (-0,579)
€sag Rothiaval (-0,752), utébbival viszont az IL-1p pozitivan korrelalt (0,475). Az IL-1P a
g Streptococcussal negativan (-0,463), mig annak mRNS-ével pozitivan (0,603) korrelalt.

(36. abra, 9. tdblizat) (80)
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6 MEGBESZELES

6.1 Fogazati statuszok vizsgalata

Vizsgalatainkban a 18-30 éves, valamint a 30-45 éves korcsoportok és a kutatdsi protokoll
szerint a depuralast kovetd fogkefecsere alapjan torténd jabb felosztds szerint elemeztiik a
résztvevok fogazati statuszat. A korcsoportok szerint az I. korcsoport DMF-T értéke 4,9+4,38
volt, atlagéletkora pedig 26,8+2,04 volt. A II. korcsoport DMF-T értéke 8,9+4,91, mig az
atlagéletkor 36,3+3,83 volt ebben a korosztalyban.

A fogkd-eltavolitast kovetd fogkefecsere alapjan képzett csoportok kiinduldsi DMF-T statusza
a fogkefecseréloknél 8,11+4,64 (Dt (szuvas fogak szama): 0,67+0,9, Mt (hidnyz6 fogak szama):
1,33£1,9, Ft (tomott fogak szdma) 7,56+3,91), a fogkefét nem cseréloknél pedig 5,22+4,5 (Dt:
0,67+1,07, Mt: 0,33+0,67 Ft: 4,2243,9) volt. A két csoport DMF-T értékei kozott nem volt
szignifikans eltérés, amely vizsgalatunk célja volt. Hasonlo6 foldrajzi kornyezetben €16, hasonld
szajhigiénés és étkezési szokasokkal rendelkezd, egészséges, sulyos szisztémas betegséggel
nem rendelkezd személyeket vontunk be vizsgalatunkba. Ezaltal a viszonylag homogén
Osszetételll csoportok elemzése soran a mechanikai (fogkd-eltavolitas, fogkefecsere ¢és
hatéanyag-nélkiili ragégumi ragasa) és kémiai (meggy anthocyanin hatéanyag-tartalmi
ragogumi) beavatkozasaink nyalban mérhetd valtozasait egyszeriien tudtuk kovetni.
Pearson-korrelacioval a résztvevok Ossz-atlag DMF-T (6,9+4,97) és BPE (0,4240,34) értékei

kozott szignifikans, negativ korrelacio (~0,48) mutatkozott.

6.2 Proinflammatorikus citokinek és mucinok szintjének 6sszehasonlito vizsgalata

nyugalmi nyalban

A proinflmmatorikus citokinek szintjének harom hetes, teljes vizsgalati periodus alatt valo
elemzése soran a kontrollperiddus mintavételi eredményeinek atlagat és a kéthetes,
anthocyaninos ragoégumizas alatti nyugalmi- és ingernyal mintdkbol mért koncentraciok
értékeit hataroztuk meg.

Nyugalmi nyalban a fogkefecsere alapjan szignifikdnsan magasabb érték volt megfigyelhetd a
fogkefét nem cserélé csoportban a MUC7, IL-1P és TNFa fehérje esetében. Az IL-13 mRNS
is szignifikdnsan valtozott ezen csoportban, amely alatdmasztotta itt is, hogy az IL-13 mRNS

teljesen felhasznalodott a fehérjeszintézishez.
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Pearson-korreldcioval szignifikéns, pozitiv korrelacié mutatkozott a fogkefét nem cseréld
csoportban az IL-2 és a melatonin kozott (0,98). Az IL-2 és a MUC7T kozott azonban
szignifikans, negativ korrelacio (-0,95) mutatkozott ezen csoportban.

Ezen eredmények magyarazataul az szolgal, hogy a kontrollidészakot kdvetd fogkd-eltavolitas
jelentdsen lecsokkenti a mikroorganizmusok telepszamat a szjiiregben, amelyet kovetéen a
rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan a nyalbdl és a taplalkozds vagy szajhigiénés
tevékenységek soran indulhat Gjra a plakk-képzddés (93), igy ha az elhasznalt fogkefe cseréje
nem torténik meg, sulyosbitd tényezdként szerepel. Ezzel 6sszhangban az IL-1B és TNFa
fehérjekoncentraciok szignifikdnsan magasabb értéke azt mutatja, hogy ha nem torténik meg a
fogkefe cseréje, az elhasznalt fogkefe gyulladést tart fenn a szajiiregben. A MUC7 emelkedett
értéke ezen csoportban arra utalhat, hogy a mikroorganizmusok emelkedett szdmaval, azok
eltavolitasa is elindul, ugyanis a MUCT7 képes direkt modon is megkotni azokat, hogy a nyallal

uriiljenek, ezaltal fenntartva a kommenzalis flora egyensulyat (43).

6.3 Nyugalmi nyal mikrobiota elemzése a vizsgalati populacionkban

Az alfa diverzitas a mintan beliili 6sszetétel valtozatossaganak egyik mutatoja (94). A nyugalmi
nyal mikrobiom elemzésekor azt talaltuk, hogy a fogkd-eltavolitast kovetden diverzebb lesz a
mikrobiom Osszetétele (emelkedett alfa diverzitds) (15), amelyet az anthocyaninos ragdgumizas
fenntart. A béta diverzitds megmutatja az egyes mintak kozotti dsszetétel kiilonbségeit (94) akar
a taxonok szintjén is. A fogkefecsere hatdsara nyugalmi nyalban az alacsony caries frekvenciara
jellemzd Neisseria és Haemophilus genusok magasabb relativ frekvenciajat mutattuk ki
Metacoder elemzéssel készitett heat-tree abrazolassal, tovabba a fogkefecsere alapjan jol
elkiiloniilo clustereket is talaltunk. A kezelési id6 tekintetében ez nem volt megfigyelhetd, tehat
a fogkefecsere jelentds hatassal bir a mikrobiom Gsszetételre. Nyugalmi nyalban a DMF-T
(szuvas, tomott és hidnyzo fogak szamat jelold) indexet a mikrobiommal korrelaltatva azt
talaltuk, hogy a magasabb DMF-T értékek esetén a svéd caries-aktiv fiatalokra jellemzd
Prevotella, Fusobacterium és Selenomonas genusok emelkedett relativ frekvencigja, mig az
alacsonyabb DMF-T ¢értékekkel a jo szajhigiénéjii egyénekre jellemzd Neisseria,
Porphyromonas és Granulicatella magasabb relativ frekvencidja volt megfigyelhetd.

A fogkefecsere kovetkezében Iétrejovd skalafiiggetlen halozatok elemzésekor pedig a
Streptococcusok eltérd halozati kapcsolodasait talaltuk a fogkefecsere alapjan. Ha nem torténik
fogkefecsere, akkor a cariesre jellemzé Gemella és a Streptococcusok altal termelt H>O»-t

hasznositani képes Neisseria ¢s Haemophilus genusokkal valé kapcsolodasa jellemzo.
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A nyugalmi nyal vizsgélatakor pedig alacsonyabbnak talaltuk a Prevotella melaninogenica,
Porphyromonas pasteri, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii és Rothia mucilaginosa
speciesek szintjét azon személyekben, akik lecseréltek a fogkeféjiiket a fogkd-eltavolitast

kovetGen.

6.4 Proinflammatorikus citokinek és mucinok szintjének 6sszehasonlito vizsgalata

ingernyalban

Ingernyalban a MUCS5B, melatonin és IL-6 értékeiben talaltunk szignifikanciat a fogkefecsere
alapjan képzett csoportok kozott, ahol MUCSB ¢és melatonin esetében a fogkefecseréldk, mig
IL-6 esetében a nem fogkefecseréldk értékei voltak szignifikdnsan magasabb, bar értékiik —
nem szignifikdnsan, de - lecsokkent a vizsgélati periddus végére. A Pearson-korrelacid
eredményeiben itt a fogkefecseréloknél az IL-6 ¢s MUCSB (0,95), az IL-6 és melatonin (0,98),
a MUCSB ¢és melatonin (0,9) szignifikdnsan pozitivan, mig a fogkefét nem cseréléknél az IL-6
¢és IL-2 szignifikansan negativan (-0,91) korrelaltak egymassal.

Azonban a fogkefecsere és a szisztémas hatasokkal nem bir6 anthocyanin 6nmagaban nem
elengendd ezen hatdsok kivaltasahoz, ezért eredményeink tovabbi elemzését a mikrobiom
szekvenalas eredményeivel dsszevetve kellett tovabb vizsgalnunk.

Ezen eredmények hatterében a MUCSB ¢és melatonin nem fogkefecseréléknél észlelt
szignifikdnsan magasabb értékei azt mutatjak, hogy a fogkefecsere hatdsidra a mikrobiom
Osszetétele olyan iranyban valtozik, hogy a védd faktorok (MUCS5B, melatonin) szintje lesz
magasabb, amelyet melatonin esetében az alacsony caries frekvencidji személyeknél mért
magasabb koncentracioja is alatdmaszt (68). Ha nem torténik fogkefecsere, akkor ingernyalban
is megemelkedhet a gyulladasos faktorok (pl. IL-6) szintje, amelynek szintje cariesmentes

egyénekben alacsonyabbnak bizonyult (34).

6.5 Ingernyal mikrobidta elemzése a vizsgalati populacionkban

Az ingernyal mikrobiom elemzésekor a fogkefecsere alapjan a fogkefecseréloknél taldltunk
magasabb alfa diverzitast. A béta diverzitas itt mindkét csoportban kimutatott késéi kolonizald
specieseket és a fogkefecserél6knél nem-mutans Streptococcusokat. Az ingernyal vizsgalatakor
Kiemelendd, hogy a MUC7 pozitivan korreldlt szamos, a metabolizmusdban részt vevo

genussal, pl. a g Rumincoccaceae-val, amely a mucinokat karbonforrasként képes
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hasznositani, valamint a g Bacteroidetes-el és a g Bifidobacterium-al, amelyek mucinbontd
enzimekkel rendelkeznek, igy ezen eredmények a MUC7-nek a szijliregi mikrobiom
egyensulyanak fenntartasaban betoltott szerepét tamasztjak ala. A g Haemophilus MUCS5B-vel
negtivan és a MUC7-el pozitivan korrelalt - a két mucin eltérd tulajdonséagai -, tovabba IL-6-al
valo pozitiv korrelacidja is alatamasztja ezen genus cariesben betoltott ellentmondasos szerepét
(95, 96). A MUCS5B-vel ¢és melatoninnal is pozitivan korreldld g Lachnospiraceae [G-2],
g Eikenella és g _Saccharibacteria (TM7) [G-5] pedig irodalmi adatokkal 6sszhangban ezen
baktériumok melatonin-termeld képességét tdmasztja ala (97), ugyanis vizsgalatainkat abban a
napszakban végeztiik, amikor a legalacsonyabb a nyal melatonin szintje és az anthocyaninos
ragogumibol torténd melatonin felszabaduldsa sem feltételezhetd. Végiil a g Prevotella szamos
proinflammatorikus citokinnel vald pozitiv korrelacidja, annak gyulladasban betoltott szerepét
tamasztja ala (98, 99). Az ingernyalban pedig a g Streptococcus az irodalommal ellentétben az
IL-1B-val negativan korrelalt (61), amely résztvevdink jobb szajhigiénéjére és a non-mutans

Streptococcusok tulsulyéra vezethetd vissza.

6.6 Nyugalmi- és ingernyal osszehasonlitasa

A nyugalmi- és ingernyal dsszehasonlitasakor a MUCSB, MUC?7, IL-1 mRNS, TNFo mRNS,
TNFa, melatonin és Ca?" koncentraciok esetében szignifikinsan magasabb érték volt mérhetd
az ingernyalban, mint a nyugalmi nyalban, mig az IL-2 (nem szignifikansan), IL-6 esetében

szignifikdnsan a nyugalmi nyalban volt magasabb az értéke.

Ezen eredmények Osszefiiggésben allnak Dawes és munkatarsai (100) vizsgalataival, ahol
cukormentes ragogumi ragasat kovetOen, nyugalmi- és ingernyalban mérték a Ca?"
koncentraciokat és megallapitottak, hogy az ingernyal Ca**-ra thltelitetté valik, tehat magasabb
lesz a koncentracidja. Az ingernyal, kisérleteinkkel 6sszhangban jobban véd a fogszuvasodas
ellen, amelyet az ingernyalban mért magasabb MUC5B, MUC7, TNFa ¢s melatonin
koncentraciok is aldtdmasztanak. Kutatocsoportunk kordbbi vizsgélataibdl is kideriilt, hogy a
ragés hatasara kezdetben megemelkedik a nyal S. mutans telepszama (5), azaz a ragas hatasara
a fogakon 1évo sessilis baktériumok planktonikus formaba valé atmenete fokozodik. Ezzel
Osszhangban érthetd, hogy a védd faktorok (MUCSB, MUC7 ¢és melatonin) szintje is
kovetkezményesen megemelkedik, tovabba Dawes ¢és munkatarsai (100) eredményeivel

Osszhangban ingernyalban ezen faktorok koncentracioja is megemelkedik.
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A vizsgélataink eredményeit a 37. dbrdn foglaltam Ossze.
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7. OSSZEFOGLALAS

A védo faktorok esetében azok expresszids szintli valtozasait figyelhettiik meg, azonban ezen
valtozasok nyugalmi- és ingernyalban sem tudhatok be pusztin a szisztémas hatasokkal nem
rendelkezd koncentracidoban alkalmazott anthocyaninos ragéogumi vagy az elhasznalt fogkefe
cseréjének. Vizsgalatunkban a fogkd-eltavolitas megemelte a mikrobidlis alfa diverzitést,
amelyet az anthocyanin fenntartott nyugalmi nyalban. A TNFa szintjének csokkenése volt
megfigyelhetd a nyugalmi- és az ingernyal mintdkban is, ez az anthocyanin hatdsanak tudhato
be. A két f6 mucin esetében is megfigyeltiik baktériumokkal valo pozitiv korrelacidjukat, amely
alatdmasztja azoknak a pathogén baktériumok elleni védd, ugyanakkor a kommenzalis flora
egyensulyat biztosito szerepét. A MUCS5B-vel €s a melatoninnal is pozitivan korrelalé genusok
esetében azok melatonin-termeld képessége szintén a szdjliregi mikrobidta és védd faktorok
kozotti komplex interakciok szerepét bizonyitja. Vizsgalatunkban pozitiv korrelaciot talaltunk
irodalmi adatokkal 6sszhangban a nyal MUCSB és IL-6, MUCSB ¢és melatonin, melatonin és
IL-6, IL-2 ¢és IL-6 koncentracidja kozott. Magyar szerzOk eredményeivel Osszhangban,
kiemelendd a g Prevotella és gyulladasos faktorok kozotti pozitiv korrelacié ingernyéalban a
gyulladésban betoltott szerepét tdmasztja ala (98, 99). A fogszuvasodasban jelentds szerepet
Jatszo Streptococcusok esetében, nyugalmi nyalban azok fogkefecsere alapjan halozati
kapcsolodasai kiemelenddk abban a tekintetben, hogy fogkefecsere nélkiil mas cariogén
baktériumokkal (pl. Gemella) vagy az altaluk termelt H>O»-t hasznositani képes
baktériumokkal vald kapcsolatuk altal fennmaraddsuk és egy potencialisan cariogénebb
mikrokornyezet kialakulasa feltételezhet6. MUC7-el vald pozitiv korrelacidjuk egyértelmiien
alatdmasztani latszik, hogy a MUC7 védo szereppel bir ezen baktérilis genus ellen.

Kiemelendd, hogy az ingernyalban a nyugalmihoz képest szignifikdnsan magasabb Ca?,
MUC5B, MUC7, TNFa és melatonin szintek azt bizonyitjak, hogy a ragési stimulus hatasara a
baktériumok planktonikus formaba valé keriilését koveti a védd faktorok szintjének
emelkedése, fenntartva a flora egyenstlyat. A mechanikai és a kémiai beavatkozasunk is
els6dlegesen a mikrobiotan fejtette ki a hatasat, amelynek kdvetkezményes valtozasait lathattuk
a biomarkerek szintjének véltozasaiban. Vizsgalatainkban, korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban
(5, 12, 101) azt is bizonyitottuk, hogy a meggy anthocyaninok és a fogkd-eltadvolitast kovetd
fogkefecsere a nyugalmi- és ingernyal mikrobiotara is elény0s hatassal van. Mindezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy az altalunk vizsgalt faktorok a szajliregi egészség kovetésére alkalmas

biomarkerek.
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SUMMARY

Changes in the expression level were observed in the case of the protective factors, however,
these changes in unstimulated and stimulated saliva cannot be attributed solely to the
anthocyanin chewing gum used at a concentration without systemic effects (296,75 mg/2,5 g
tablet) or the replacement of the used toothbrush. In our study, scaling increased microbial alpha
diversity maintained by anthocyanin in unstimulated saliva. A decrease in the level of TNF[
was observed in both unstimulated and stimulated saliva samples, which can thus be attributed
to the effect of anthocyanin. We also observed a positive correlation of the two major mucins
with bacteria supporting their protective role against pathogenic bacteria while ensuring the
balance of the commensal flora. In the case of genera positively correlated with MUCS5B and
melatonin, their melatonin-producing ability also proves the role of complex interactions
between oral microbiota and protective factors. In our study, we found a positive correlation
between salivary MUCS5B and IL-6, MUC5B and melatonin, melatonin and IL-6, IL-2 and IL-
6 concentrations in agreement with literature data. Consistent with the results of Hungarian
authors, the positive correlation between g Prevotella and inflammatory factors in stimulated
saliva are highlighted supporting its role in inflammation (98, 99). In the case of Streptococcus,
which plays a significant role in dental caries, their different network connections observed in
unstimulated saliva should be highlighted in the sense that without toothbrushing, their survival
and the formation of a potentially more cariogenic microenvironment can be assumed. Their
positive correlation with MUC7 seems to clearly support that MUC7 has a protective role

against this bacterial genus.

It should be noted that the levels of Ca*", MUC5B, MUC7, TNFa and melatonin in the
stimulated saliva are significantly higher than in the unstimulated saliva, proving that as a result
of the masticatory stimulus, the bacteria become planktonic, an increase in the level of
protective factors maintaining the balance of the flora. Both our mechanical and chemical
intervention primarily had an effect on the microbiota, the consequent changes of which we
could see by changes in the levels of biomarkers. In our studies, in accordance with previous
studies (5, 12, 101) we also demonstrated that sour cherry anthocyanins and changing the
toothbrush after scaling have a beneficial effect on the unstimulated and stimulated salivary
microbiota. Based on these results, we can state that the factors we examined are biomarkers

suitable for monitoring oral health.
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TUDOMANYOS MEGALLAPITASAIM

A fogkd-eltavolitds megemelte a mikrobidlis alfa diverzitdst, amelyet az anthocyanin
fenntartott nyugalmi nyalban.

A TNFa szintjének csokkenése volt megfigyelhetd a nyugalmi- és az ingernyal
mintakban is, amely az anthocyanin hatasanak tudhato be.

Nyugalmi nyalmintdkban alacsonyabb volt a Prevotella melaninogenica,
Porphyromonas pasteri, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii és Rothia
mucilaginosa speciesek szintje azon személyekben, akik lecserélték a fogkeféjiiket a
fogkd-eltavolitast kovetden.

Ingernyalban a MUCT pozitiv korrelacidja volt megfigyelhetd szamos bakterialis genus,
mint a - g Ruminococcaceae, valamint a g Bacteroidetes és a g Bifidobacterium
esetében.

A korrelacidanalizis  tovabbi  eredményei  kozil kiemelendd, hogy a
g Lachnospiraceae [G-2], g Eikenella ¢és g Saccharibacteria (TM7) [G-5] a
MUC5B-vel ¢és melatoninnal is pozitival korrellalt, amely egyrészt a MUCSB
kommenzalis fléra egyenstlyaban betoltott prebiotikus szerepét, masrészt ezen
baktérium genusok melatonintermeld képességét timasztja ala.

A g Prevotella proinflammatorikus citokinekkel (IL-18, TNF a, IL-6) valo pozitiv
korrelacidja a gyulladasban betoltott szerepét tdmasztja ala.

A fogszuvasodasban fontos szerepet jatszd Streptococcusok esetében, ha nem torténik
fogkefecsere, mas cariogén baktériumokkal (pl. Gemella) vagy az altaluk termelt H>O»-
t hasznositani képes baktériumokkal (Neisseria, Haemophilus) valdé halozati
kapcsolodasa azt timasztja ald, hogy a fogkdeltavolitast kovetd fogkefecsere nélkiil egy
potencialisan cariogénebb flora marad fenn.

A g Streptococcus MUCT-el val6 pozitiv korrelacidjabdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a MUCT jelentds védo szereppel bir ezen genus ellen.

Ingernyalban a MUC5B, MUC7, IL-1B mRNS, TNFa mRNS, TNFa, melatonin és Ca?*
koncentracidja megemelkedik, amely igy ezen faktorok esetében az ingernyal
képzddésének ragasi stimulus hatdsara vald mechanikai szerepén til a baktériumok

elleni védd szerepét is alatdmasztja.

10) A fogkefecsere alapjan nyugalmi nydalban a MUCT7, IL-13 mRNS és fehérje, valamint

TNFa fehérje szignifikdns emelkedése volt tapasztalhatd, ha nem torténik fogkefecsere.
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11) Ez alatdmasztja, hogy a fogkefe altal fenntartott cariogénebb kornyezet egészséges
személyekben maga utan vonja ezen proinflammatorikus citokinek és az antibakterialis
hatasat MUCT7 szintjének novekedését. Ingernyalban pedig a MUCSB ¢és melatonin
szintek fogkefecseréléknél észlelt szignifikdnsan magasabb szintje a MUCS5B eltérd
antibakterialis ¢és prebiotikus szerepével és a melatonin szintjének bakteridlis

tevékenység hatasara létrejovoé emelkedésével magyardzhato.
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