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OKRAJSAVE

1400W ((N-(3-)aminometil)benzil)acetamidin, selektivni inhibitor iNOS
ATCC angl. American Type Culture Collection

BH4 tetrahidrobiopterin

BHI(A) gojisce (angl. Brain Heart Infusion (Agar))

CD molekula na povrsini celic (angl. Cluster of Differentiation), receptor ali ligand
CFU kolonijska enota (angl. Colony Forming Unit)

cGMP cikli¢ni gvanozin monofosfat

DETC dietilditiokarbamat

EDTA etilendiamintetraocetna kislina

eNOS endotelna sintaza dusikovega oksida

EPR elektronska paramagnetna resonanca

FAD flavin adenin dinukleotid

FMN flavin mononukleotid

GC gvanilat ciklaza

GTP gvanozin trifosfat

Hb hemoglobin

L.p. intraperitonealno

LV. intravensko

IFN interferon

IL interlevkin

iNOS inducibilna (sprozljiva) sintaza dusikovega oksida

L-NAME Ny-nitro-L-arginin metil ester, neselektivni inhibitor NOS

LPS lipopolisaharid

mRNA informacijska ribonukleinska kislina (angl. Messenger Ribonucleic Acid)
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF transkripcijski dejavnik—nuklearni faktor (angl. Nuclear Factor)
nNOS nevronalna sintaza duSikovega oksida

NO dusikov oksid

NOS sintaza dusikovega oksida (angl. Nitric Oxide Synthase)

NOx skupni nitrit in nitrat (nitrit/nitrat)

p.o. peroralno
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PIP3 fosfatidilinozitol trifosfat

PMN polimorfonuklearne celice (levkociti)

RNS reaktivne dusikove zvrsti (angl. Reactive Nitrogen Species)

s.c. podkozno

SOD superoksidna dismutaza

SPF prost specificnih patogenih klic (angl. Specific Pathogen Free)

TBS tris pufer (angl. Tris-Buffered Saline)

TLR receptor TLR (angl. Toll-like receptor)

TNFa dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. Tumor Necrosis Factor Alpha)

TNFR receptor za TNFa
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VPLIV PERORALNE OKUZBE Z BAKTERIIO Porphyromonas gingivalis NA
SISTEMSKO RAVEN DUSIKOVEGA OKSIDA PRI MISIH

IZVLECEK

Klju¢ne besede: Bakterijske infekcije — imunologija; Porphyromonas gingivalis — patogenost
— imunologija; duSikov oksid — kri — biosinteza — imunologija; elektronska paramagnetna

resonanca; modeli, zivalski; misSi.

IzhodiS¢a: Porphyromonas gingivalis, pomemben povzrocitelj parodontalne bolezni, lahko
izzove tudi sistemski imunski odziv. P. gingivalis sproza nastajanje dusikovega oksida (NO) v
razli¢nih celicah imunskega sistema kot tudi v drugih celicah, zato je NO najverjetneje
vpleten v sistemski imunski odziv pri peroralni okuzbi s P. gingivalis. Slednje smo Zeleli
preveriti v t.i. akutnem in kroni¢cnem modelu Studije sistemskega NO odziva na peroralno
okuzbo misi s P. gingivalis.

Materiali in metode: Osemnajst BALB/c misi zenskega spola smo peroralno okuzili z 0,1 ml
suspenzije Zivih bakterij P. gingivalis ATCC 33277 (10° CFU/ml). V razli¢nih obdobjih po
okuzbi smo v plazmi misi merili koncentracijo nitrita in nitrata (NOx), v pljucih, aorti, srcu,
jetrih, vranici, ledvicah in v mozganih pa z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR)
kolicino NO. Da bi ocenili akutni odziv na peroralno okuzbo s P. gingivalis, smo zbrane
podatke primerjali s tistimi, ki smo jih dobili z meritvami pri 11 kontrolnih Zivalih.

V t.i. kroni¢ni model Studije, ki je trajala 42 dni, smo vkljucili Sest skupin BALB/c misi, ki
smo jih trikrat zapored v presledku 48 ur (to je na dan 0, 2 in 4 poskusa) okuzili bodisi z
zivimi bakterijami P. gingivalis ATCC 33277 ali s sterilnim gojiS¢em. Pri Stirih skupinah
zivali smo v zadnjem tednu poskusa uporabili neselektivni NOS inhibitor L-NAME ali iNOS
selektivni inhibitor 1400W. Dve skupini sta sluzili kot ni¢elni kontrolni skupini.
Dvainstirideseti dan poskusa smo odvzeli kri za dolocanje TNF-a in NOx ter organe za
meritve NO ter za histoloske in imunohistokemijske (iNOS) preiskave.

Rezultati: Pri Studiju akutne faze okuzbe je bila plazemska koncentracija NOx statisti¢no
znacilno (p = 0.017) nizja 7, 13 in 25 ur po okuzbi s P. gingivalis. Podoben trend smo zaznali
v nastajanju NO v organih, ¢eprav razlike med kontrolnimi in okuzenimi zivalmi niso bile
statisticno znacilne. Korelacija med plazemsko koncentracijo NOx in NO v organih je bila

statisti¢no znacilna za jetra (Spearmanov korelacijski koeficient = 0.81, p = 0.0025).
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Pri zivalih, ki smo jih veckrat okuzili s P. gingivalis, po 42 dneh nismo ugotovili znakov
vnetja dlesni, kljub temu pa smo v plazmi dolo¢ili statisticno znacilno (p = 0.028) zvecano
koncentracijo NOx in TNF-a (p = 0.079) v primerjavi s kontrolnimi Zivalmi, pri ¢emer je
uporaba 1400W koncentracijo NOx pri okuzenih zivalih zmanj$ala. Podoben trend smo
opazili v nastajanju NO v organih. Pri tem je bila koli¢ina NO statisticno znacilno visja v
jetrih (p = 0.017) in ledvicah (p = 0.027) okuZenih Zivali. Ob uporabi 1400W pa je raven NO
v organih statisticno znacilno upadla v aorti (p = 0.008) in ledvicah (p = 0.046). Kontrolne
misi, tretirane s 1400W, so imele statisti¢no znacilno visjo koncentracijo NOx v plazmi (p =
0.004) in NO v jetrih (p = 0.04) v primerjavi s kontrolnimi zZivalmi, ki niso bile tretirane z
ni¢imer. Ob uporabi L-NAME pa je bila poleg plazemske koncentracije NOx (p = 0.006)
zvecana tudi koli¢ina NO v pljucih (p = 0.018), srcu (p = 0.037), jetrih (p = 0.029) in ledvicah
(p =0.029).

Korelacija med plazemsko koncentracijo NOx in NO v organih je bila statisti¢no znacilna v
pljucih (0.35, p = 0.032) in ledvicah (0.47, p = 0.003). Imunohistokemijska analiza je potrdila
prisotnost iNOS v razli¢nih tkivih Zivali vseh skupin.

Zakljucek: Sistemska raven duSikovega oksida je v akutni fazi po peroralni okuzbi s P.
gingivalis zmanjSana, pri ponavljajoCi se peroralni okuzbi pa zvecana, pri ¢emer NO
najverjetneje izvira iz iNOS. 1z rezultatov lahko sklepamo, da zmanjSanje sistemske ravni NO
v akutni fazi odziva na okuzbo kaze na prehodno toleriranje gostitelja na peroralno okuzbo s

P. gingivalis, kar najverjetneje olaj$a bakterijsko kolonizacijo tkiv.
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THE EFFECT OF ORAL INOCULATION WITH Porphyromonas gingivalis ON
SYSTEMIC NITRIC OXIDE LEVELS IN MICE

ABSTRACT

Key words: Bacterial infections — immunology; Porphyromonas gingivalis — pathogenicity —
immunology; nitric oxide — blood — biosynthesis — immunology; electron spin resonance

spectroscopy; models, animal; mice.

Background: Porphyromonas gingivalis, an important periodontal pathogen, can also induce
host responses in distant tissues. P. gingivalis induces nitric oxide (NO) production in
immune and non-immune system cells; therefore NO is most likely involved in the systemic
host response to peroral infection with P. gingivalis. Acute and chronic systemic NO host
response was investigated in the present study in mice orally inoculated with P. gingivalis.
Methods: Eighteen female BALB/c mice were perorally inoculated with 0.1 ml suspension of
live P. gingivalis ATCC 33277 (10° CFU/ml) for evaluation of the acute systemic host
response. Plasma nitrite and nitrate (NOx) and NO production in lungs, aorta, heart, liver,
spleen, kidneys and brain were measured using electron paramagnetic resonance (EPR) at
intervals after inoculation and compared with levels in 11 control animals.

The chronic response was investigated in six groups of BALB/c mice inoculated orally with
either live P. gingivalis ATCC 33277 or sterile broth on days 0, 2 and 4, with or without later
administration of nitric oxide synthase (NOS) inhibitors (two groups each using nonselective
and iNOS selective inhibitors, L-NAME and 1400W respectively). Two additional groups of
animals were used as zero-control groups. Plasma and tissues were harvested on day forty-
two for TNF-a, NOx and tissue NO assay or histology and iNOS immunohistochemistry.
Results: In the study of the acute systemic host response to oral P. gingivalis inoculation
NOx levels were significantly (p = 0.017) lower at 7, 13 and 25 hours after P. gingivalis
inoculation. A similar trend in NO production occurred in most tested organs, but never
reached statistical significance. The correlation between NOx in plasma and NO in liver was
positive (Spearman correlation coefficient = 0.81, p = 0.0025).

No signs of gingivitis were observed after 42 days in mice repeatedly challenged with P.
gingivalis, but plasma NOx was significantly elevated (p = 0.028) as was TNF-a (p = 0.079)

in P. gingivalis-inoculated animals compared to controls, NOx being reduced only when
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1400W was used. NO production in organs showed a similar trend, with significant elevation
in liver (p = 0.017) and kidneys (p = 0.027), whilst concomitant treatment of inoculated
animals with 1400W caused significant reductions in NO in aorta (p = 0.008) and kidneys (p
= 0.046). Sham-inoculated-1400W-treated animals had significantly increased plasma NOx (p
= 0.004) and liver NO (p = 0.04), while those treated with L-NAME had significantly
increased plasma NOx (p = 0.006) and lung (p = 0.018), heart (p = 0.037), liver (p = 0.029)
and kidney (p = 0.029) NO.

NOx in plasma correlated significantly with NO production in lungs (0.35, p = 0.032) and
kidneys (0.47, p = 0.003). Immunohistochemistry demonstrated iNOS activity in many tissues
in all groups of animals.

Conclusion: Systemic nitric oxide levels are reduced in the acute phase following peroral P.
gingivalis inoculation, but they are elevated after repeated peroral challenge, NO most likely
deriving from iNOS. We can therefore assume, that reduced nitric oxide levels in the acute
phase of the response might indicate tolerance of the body to the presence of the organism

allowing greater colonisation of tissues with P. gingivalis.
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1 UVOD

Prosti radikal duSikovega oksida (NO) je pomembna znotrajcelicna in medceli¢na
sporoc¢evalna molekula (Deora in Lander, 2000), ki je v organizmu vedno prisotna v majhnih
koli¢inah, saj nastaja stalno na konstitutivnih izooblikah sintaz dusikovega oksida — endotelni
(eNOS) in nevronski (nNOS) (Thippeswamy in sod., 2006). Vecje koli¢ine NO lahko
nastajajo lokalno ali sistemsko z aktiviranjem sprozljive (inducibilne) sintaze duSikovega
oksida (iNOS) zaradi izpostavljenosti organizma bakterijskim lipopolisaharidom (LPS) ali
citokinom (Plonka in sod., 2003; Thippeswamy in sod., 2006). Povecano nastajanje NO
ucinkuje lahko tudi toksi¢no in vodi v poskodbe tkiv zaradi nitrozacije in oksidacije
biomakromolekul, tudi zaradi nastajanja reaktivnih dusikovih zvrsti (RNS) (Wink in sod.,
1996; Halliwell in Gutteridge, 1999a; Miranda in sod., 2000; Plonka in sod., 2003).

Sistemski dvig in ucinki NO so dobro preuceni pri septicnem Soku, povzrocenem z
intraperitonealno (i.p.) (Plonka in sod., 2003; Berliner in Fujii, 2004) ali intravensko (i.v.)
(Lai in Komarov, 1994) okuzbo z bakterijo Escherichia coli ali njenim LPS. Kljub temu pa je
ustna votlina pogosto vstopno mesto za Stevilne bakterije. Bakterije in/ali njihovi produkti se
lahko pozirajo in vdihavajo. Pri tem celo vstopajo v krvni obtok ter se tako razSirjajo
sistemsko in vplivajo na Stevilne organe in tkiva (Scannapieco, 1999; Yoshino in sod., 1999).
Sistemski imunski odziv s poveCanim nastajanjem NO je zato pri peroralnih okuzbah s po
Gramu negativnimi bakterijami zelo verjeten, zlasti ker je poznano, da lokalno nastaja NO pri
razli¢nih kroni¢nih vnetjih, tudi pri parodontalni bolezni (Brennan in sod., 2003; Skaleri¢ in
sod., 2006). Toda raziskav s tega podrocja ni.

V studijo smo vkljucili tudi zaviralce NOS z namenom, da se doloci, katere izooblike NOS so
dejansko vpletene v odziv, raziskovanje u€inkov zaviralcev NOS pa je zanimivo tudi zato, da
bi se uporabili kot zdravilo (Wu in Thiemermann, 1996; Di Paola in sod., 2004; Kawashima
in sod., 2005; Leitao in sod., 2005; Paquette in sod., 2006).

Prav tako smo merili koli¢ino nitritov in nitratov (NOx) v plazmi kot kontrolno metodo
meritvam NO v organih. Zaradi njihovega sorazmerno enostavnega dolo¢anja bi lahko bila

metoda primeren kazalec sistemskega nastajanja NO pri peroralnih okuzbah.
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1.1 Namen raziskave

Z raziskavo smo zeleli:

- ovrednotiti koli¢ino NO v pljucih, torakalni aorti, srcu, jetrih, vranici, ledvicah in
mozganih misi bodisi akutno ali kroni¢no peroralno okuzenih z bakterijo P. gingivalis
v primerjavi z zdravimi miSmi;

- ovrednotiti koli¢ino nitrita/nitrata (NOx) v krvi miSi bodisi akutno ali kroni¢no
peroralno okuzenih z bakterijo P. gingivalis v primerjavi z zdravimi miSmi;

- ovrednotiti izrazanje iNOS v ledvicah in jetrih misi kroni¢no peroralno okuZenih z
bakterijo P. gingivalis v primerjavi z zdravimi miS$mi,

- ovrednotiti ucinke inhibitorjev NOS na raven NO v tkivih, NOx v krvi in izrazanje
INOS v tkivih misi kroni¢no peroralno okuZenih z bakterijo P. gingivalis v primerjavi
z zdravimi miSmi;

- ovrednotiti ucinke inhibitorjev NOS na klini¢no stanje obzobnih tkiv pri misih
kroni¢no peroralno okuzenih z bakterijo P. gingivalis v primerjavi z zdravimi miSmi,

- dolociti stopnjo napredovanja parodontalne bolezni s histoloskim pregledom

obzobnih tkiv misi kroni¢no peroralno okuzenih z bakterijo P. gingivalis.

Namen raziskave je bil preveriti naslednje hipoteze:

1. Pri akutni peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis se sistemsko poveca nastajanje
NO, vendar je zaradi razlik v bioloski aktivnosti med LPS E. coli in LPS P. gingivalis manjse
kot pri akutni peroralni okuzbi z E. coli. Ker NO nastaja tudi na konstitutivnih izooblikah

NOS (eNOS in nNOS), se v tkivih tudi zazna osnovna raven tega radikala.

2. Pri kroni¢ni peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis se sistemsko poveca nastajanje
NO.
3. Ker NO prehaja iz tkiv v kri in ne obratno, je merjenje koli¢ine NOx, ki so presnovki

NO v plazmi, ustrezna kontrola meritvam NO v tkivih. Raven NOx v plazmi je pri kroni¢ni
okuzbi s P. gingivalis povisana. Poleg z okuzbo povezanega nastajanja NO k povisanju NOx
v plazmi prispeva v veliki meri tudi prehrana, zato pricakujemo tudi pri neokuzenih misih

zaznavno koli¢ino NOx v plazmi.
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4. Lipopolisaharid in citokini spodbujajo izrazanje iNOS v tkivih in s tem nastajanje NO,
zato se pri¢akuje povecano izraZzanje iNOS v tkivih misi, kroni€no peroralno okuzenih s P.

gingivalis.
5. Pri okuZenih misih, tretiranih z inhibitorji NOS, se nastajanje NO v organih in NOx v

plazmi zmanjSa, najverjetneje pa zaradi kratkotrajne uporabe inhibitorji ne bodo bistveno

vplivali na potek bolezni oziroma na samo zmanjSanje izgube celjustne kosti.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 Vloga dusikovega oksida v bioloskih sistemih

2.1.1 Lastnosti in kemi¢na reaktivnost dusikovega oksida

Dusikov oksid (dusikov monoksid, pogosto oznacen kot NO ali natancneje NO’) je
brezbarven, bolj kot kisik lipofilen, reaktiven, v prisotnosti kisika neobstojen paramagneten
Skodljiv plin, ki hkrati deluje kot signalna molekula v medcelicnem sporo¢anju (Voet in Voet,
1995; Fukuto in sod., 2000; Byrne Habi¢ in sod., 2004). Dusikov oksid igra Stevilne fiziolske
vloge v centralnem in perifernem zivénem sistemu, v zilnem sistemu, endokrinem sistemu, pri
nadzorovanju gladkih miSic se¢il, v uravnavanju spolnega ciklusa in pri erekciji ter
uravnavanju gastrointestinalne funkcije in vazodilatacije v pljucih. Dusikov oksid sodeluje pri
nadziranju agregacije trombocitov, uravnavanju kontraktilnosti srca in je vpleten v delovanje
imunskega sistema. Prav tako je pomemben v vrsti patofizioloSkih procesov (Halliwell in
Gutteridge, 1999a; Byrne Habi¢ in sod., 2004; Thippeswamy in sod., 2006). Dvojna vloga
NO — kot varovalna ali kot toksi¢na molekula — je odvisna od vpletene izooblike NOS,
koncentracije NO, tipa celic, v katerih NO nastaja, dostopnosti substrata L-arginina, tvorbe
ciklicnega gvanozin monofosfata (cGMP) in celotnega stanja okolja v celici in zunaj nje
(Miranda in sod., 2000; Thippeswamy in sod., 2006).

Dusikov oksid je le ena od ve¢ med seboj izmenljivih redoksnih stanj dusikovega monoksida,
ki vkljucuje tudi nitrozilni kation NO™ in nitroksilni anion NO", vsi pa so zelo reaktivne zvrsti
(Halliwell in Gutteridge, 1999a; Byrne Habi¢ in sod., 2004; Pollard in Earnshaw, 2004). V
organizmu so zlasti pomembne reakcije NO s kisikom, tioli in kovinskimi kompleksi ter
tvorba reaktivnih dusikovih zvrsti (RNS), ki posredno spreminjajo biomakromolekule (Wink
in sod., 1996; Fukuto in sod., 2000; Byrne Habi¢ in sod., 2004). Fizioloska koncentracija NO
v organizmu je med 1-10 nM (Halliwell in Gutteridge, 1999a), odvisno od prehrane. Ker v
telesu hitro kemi¢no reagira z drugimi molekulami, je njegova razpolovna doba le nekaj
sekund (Grisham in sod., 1996). Zato je za fizioloSke u¢inke pomembno, da stalno nastaja
(Pollard in Earnshaw, 2004). Izlo¢a se po presnavljanju v nitrat in nitrit (Halliwell in
Gutteridge, 1999a; Byrne Habi€ in sod., 2004; Pollard in Earnshaw, 2004). Dusikov oksid
hitro difundira preko celi¢nih membran (Lancaster, 2000) ter kljub veliki reaktivnosti lahko

doseze razdalje do 1 mm od mesta nastajanja (Voet in Voet, 1995; Lancaster, 1996).
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Slika 1: Shema potencialnih moznosti pretvorb NO v organizmu (povzeto po Byrne Habi€ in sod., 2004).

2.1.2 Nastajanje dusikovega oksida v organizmu

Dusikov oksid lahko nastaja neencimsko. V celicah pa v glavnem nastaja v encimski reakciji,
ki jo katalizira sintaza duSikovega oksida (NOS) (Voet in Voet, 1995; Masters, 2000; Byrne
Habi¢ in sod., 2004). Pri tem iz L-arginina v reakciji, ki je odvisna od nikotinamid adenin
dinukleotid fosfata (NADPH), in ob porabi kisika nastajata L-citrulin in NO ali NO’, v
nekaterih izjemnih primerih pa lahko nastaja celo superoksid (Alderton in sod., 2001). Vsaka
podenota NOS vsebuje po en flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin dinukleotid (FAD),
tetrahidrobiopterin (BH4) in Fe(Ill)-hem kofaktorje, ki omogocajo 5-elektronsko oksidacijo L-
arginina (Voet in Voet, 1995; Masters, 2000; Alderton in sod., 2001). V procesu
dvostopenjske oksidacije nastaja intermediat N”-hidroksi-L-arginin (Alderton in sod., 2001;
Byrne Habic¢ in sod., 2004).

Sintaza duSikovega oksida je flavohemski encim, ki z dimerizacijo dveh podenot postane
kataliti¢no aktiven. Vsaka podenota ima na karboksilnem koncu flavin-reduktazno domeno,
na aminskem koncu pa oksigenazno domeno, med katerima poteka prenos elektronov
(Alderton in sod., 2001). Za stabilnost dimera je najverjetneje kljucen cinkov ion v kompleksu

s Stirimi tiolnimi skupinami (Masters, 2000; Byrne Habi¢ in sod., 2004). Pri vretencarjih so
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poznane tri izooblike NOS, ki so si podobne glede prosteti¢nih skupin in osnovnih kemijskih
mehanizmov, razlikujejo pa se glede aminokislinske sestave, molekulske mase in
regulacijskih mehanizmov (Masters, 2000). Endotelijska (eNOS) in nevronska (nNOS)
izooblika se izrazata stalno, inducibilna (iNOS) pa naj bi bila vecinoma odgovorna za
povecano nastajanje NO in njegove citotoksi¢ne in citostaticne u¢inke kot odziv na prisotnost
zlasti LPS in citokinov (Halliwell in Gutteridge, 1999a; Kleinert in sod., 2000; Pollard in
Earnshaw, 2004). Ceprav pa iNOS ne najdemo le v makrofagih, kjer je zlasti pri misih in
podganah mocno vpletena v tvorbo NO pri vnetjih, temvec tudi v jetrnih celicah, normalnem
plju¢nem epitelu in fibroblastih. Endotelno NOS najdemo v endotelnih celicah in nekaterih
nevronih ter epitelnih celicah, kardiomiocitih, megakariocitih, trombocitih ter T-celicah.
celicah, epitelnih celicah, mastocitih in nevtrofilcih (Halliwell in Gutteridge, 1999a; Kleinert
in sod., 2000).

Konstitutivni NOS se v veini tkiv aktivirata ob pove¢anju koncentracije Ca>" prek interakcije
s Ca*"-kalmodulinom (Voet in Voet, 1995; Pollard in Earnshaw, 2004), kar olajSa prenos
elektronov od reduktazne na oksigenazno domeno (Alderton in sod., 2001). Endotelna NOS
se aktivira tudi po fosforilaciji s protein kinazo B/Akt, ki jo aktivira fosfatidilinozitol trifosfat
(PIP3) — derivat membranskih lipidov, ki nastaja pod vplivom striznih sil na endotel zaradi
pretoka krvi (Alderton in sod., 2001; Pollard in Earnshaw, 2004; Sessa, 2005). Nasprotno pa
fosforilacija zavira dejavnost nNOS (Alderton in sod., 2001). Pri vnetju aktivira eNOS
interakcija z beljakovino (heat shock proteinom 90 — hsp90) (Alderton in sod., 2001; Sessa,
2005), inhibira pa interakcija z membransko beljakovino kaveolinom 1 (Byrne Habic in sod.,
2004; Sessa, 2005). Na izrazanje eNOS vplivajo tudi hipoksija, rastni dejavniki ter oksidirani
lipoproteini nizke gostote (LDL) (Kleinert in sod., 2000). Izrazanje nNOS je odvisno od
nevrotransmiterjev ter Stevilnih fizikalnih drazljajev (Kleinert in sod., 2000). Poleg tega se
nastajanje NO zlasti pri nNOS in eNOS uravnava z negativno povratno zanko; NO se veze na
hemsko Zelezo v oksigenazni domeni NOS in prepreci vezavo kisika (Alderton in sod., 2001).
Izrazanje NOS je odvisno tudi od hormonov (Kleinert in sod., 2000; Verthelyi, 2006).
Bakterijski LPS in citokini lahko zavrejo izrazanje nNOS in eNOS v nekaterih celicah,
medtem ko ga v drugih spodbujajo (Kleinert in sod., 2000).

Sprozljiva iNOS je Ca**-kalmodulin-neodvisna NOS, saj kalmodulin tesno veZe tudi brez
kalcijevih ionov (Halliwell in Gutteridge, 1999a; Byrne Habi¢ in sod., 2004). Izrazanje iNOS
se poveca pod vplivom aktiviranega transkripcijskega dejavnika NF-«B (zaradi delovanja

LPS, nekaterih virusov, ultravijolicnega sevanja in sevanja gama ter nastajanja IL-1,
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interferona gama (IFNy) ali TNFa se odcepi inhibicijska podenota IkB), ki vstopa v jedro
celic (Wu in Thiemermann, 1996; Halliwell in Gutteridge, 1999b; Ganster in Geller, 2000;
Jean-Baptiste, 2007). Nastali NO pa lahko deloma tudi zavira aktiviranje transkripcijskega
dejavnika NF-xB in tako tudi zmanjSuje izrazanje adhezijskih molekul za fagocite na
endotelnih celicah (Halliwell in Gutteridge, 1999d; Kleinert in sod., 2000). Prepisovanje
informacijske ribonukleinske kisline (mRNA) za iNOS je lahko tudi posledica aktiviranja
signalne poti Jak-Stat zaradi stimulacije z interferonom gama (IFNy) ter aktivacije drugih
signalnih poti (Ganster in Geller, 2000; Kleinert in sod., 2000). Ve¢ ur po izpostavitvi
citokinom in/ali endotoksinom pri¢nejo stimulirane celice dolgotrajno izlocati povecane
kolicine NO (Voet in Voet, 1995; Miranda in sod., 2000), ¢eprav je opisano tudi konstitutivno
izrazanje iINOS (Kleinert in sod., 2000). IzraZanje gena za iNOS zavirajo Stevilne snovi, kot
na primer glukokortikoidi, nesteroidna protivnetna zdravila, interlevkini IL-4, IL-10, IL-13 ter
inzulin (Wu in Thiemermann, 1996; Ganster in Geller, 2000; Kleinert in sod., 2000).
Transkripcija informacijske ribonukleinske kisline (mRNA) za iNOS se v razli¢nih tipih celic
uravnava razliéno (Ganster in Geller, 2000). Aktivnost NOS je odvisna tudi od umes€enosti in

izrazanja razli¢nih posttranskripcijskih cepnih oblik (Alderton in sod., 2001).

2.1.3 Bioloski uc¢inki dusikovega oksida

Glavna tarca za fizioloSke koncentracije NO v celicah je gvanilat ciklaza (GC), ki katalizira
pretvarjanje gvanozin trifosfata (GTP) v sekundarno znotrajcelicno sporocevalno molekulo
cikli¢ni gvanozin monofosfat (3',5' — cGMP) (Deora in Lander, 2000; Miranda in sod., 2000).
Ciklicni GMP je nadalje odgovoren za aktiviranje protein kinaz, ionskih kanalov, odvisnih od
cikli¢nih nukleotidov in fosfodiesteraze (Pollard in Earnshaw, 2004; Thippeswamy in sod.,
2006). Dusikov oksid deluje tako, da se veze na zelezo v hemski prosteti¢ni skupini gvanilat
ciklaze (GC). Nastane nitrozohem, ki povzro¢i konformacijsko spremembo encima, zaradi
Cesar se aktivnost encima gvanilat ciklaze (GC) poveca (Voet in Voet, 1995; Byrne Habic¢ in
sod., 2004; Pollard in Earnshaw, 2004). Dusikov oksid oziroma reaktivne dusikove zvrsti
(RNS) lahko wvplivajo tudi na druge proteine (npr. Zelezo-zveplovi proteini, tioli, hem-
proteini) zaradi vezave ali kovalentne modifikacije le-teh, a je fizioloski pomen teh uc¢inkov
manj znan (Deora in Lander, 2000; Pollard in Earnshaw, 2004; Thippeswamy in sod., 2006).

Vecina bioloskih u¢inkov je posledica kombiniranega delovanja NO iz vseh treh izooblik

NOS (Persichini in sod., 2006; Thippeswamy in sod., 2006).
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Na eNOS nastali NO ucinkuje zlasti v sr¢no-zilnem sistemu, kjer sprosc¢a gladke miSice v
celic, vpliva na angiogenezo in na izrazanje zilno-endotelnega rastnega faktorja (Mravljak in
sod., 2005; Thippeswamy in sod., 2006). V zivénem sistemu deluje varovalno (Thippeswamy
in sod., 2006).

Dusikov oksid z nNOS v perifernem Ziv€evju sproSca gladke miSice v stenah zil in sfinktrih
prebavil, v Zol¢niku, mehurju, gobastem tkivu ter dihalnih poteh. V centralnem Zivénem
sistemu pa NO sodeluje pri vedenju, spanju, ravnotezju, koordinaciji gibov in procesih
pomnjenja. Je atipi¢ni nevrotransmiter. Vpleten je tudi v potek nekaterih nevrodegenerativnih
bolezni in epilepsije (Mravljak in sod., 2005; Thippeswamy in sod., 2006).

U¢inki nNOS in eNOS so lahko celo nasprotujo¢i si — nNOS ima npr. pozitivni inotropni
ucinek na srce, eNOS pa zmanjSuje dejavnost srca, kar je najverjetneje posledica razli¢ne
prostorske porazdelitve izooblik (Mravljak in sod., 2005).

Dusikov oksid iz iNOS je za organizem Skodljiv takrat, ko se iNOS aktivira v celicah, ki niso
neposredno udeleZene pri obrambi organizma, ali ko se iNOS aktivira v odsotnosti
mikroorganizmov. Prav tako je Skodljiva pretirana tvorba NO pri odzivu na okuzbo (Mravljak
in sod., 2005; Thippeswamy in sod., 2006). Zaradi prevelikega nastajanja NO pri septicnem
Soku lahko pride do cirkulacijskega kolapsa, miokardne disfunkcije, poskodbe organov
(zaradi zavore mitohondrijskega dihanja in neposrednih citotoksi¢nih u¢inkov) ter sindroma
vec-organske odpovedi (Wu in Thiemermann, 1996; Kleinert in sod., 2000). Sicer pa je
pomemben pri osteoklastni resorpciji kosti, celjenju koznih ran in ¢revesne sluznice ter pri
za$Citi srca in jeter. Sodeluje pri nastanku in izzvenevanju vnetja (Kleinert in sod., 2000;
Mravljak in sod., 2005). Dusikov oksid igra pomembno vlogo v patofiziologiji dihal. Pri
astmatikih in bolnikih s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo se pojavlja zvecana koli¢ina
NO v izdihanem zraku. Pomemben naj bi bil za bronhodilatacijo. V fizioloskih koncentracijah
deluje NO protivnetno, ker zavira aktiviranje levkocitov in Zilno prepustnost, v povecanih
koli¢inah pa spodbuja vnetje preko Th2-limfocitnega odziva in tvorbe drugih toksi¢nih snovi
(Thippeswamy in sod., 2006). Dusikov oksid je pomemben v bolezenskih stanjih, kot so
septi€ni Sok, vnetne bolezni, mozganska kap, diabetes, migrena, bolezni s tumorji, pljucna
hipertenzija in ateroskleroza. Inhibiranje nastajanja NO je zato zanimivo tudi z vidika
razvijanja zdravil — lovilcev NO in zaviralcev NOS (Wu in Thiemermann, 1996; Kleinert in

sod., 2000; Kawashima in sod., 2005; Mravljak in sod., 2005).
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2.2 Dokazovanje prisotnosti duSikovega oksida

Dokazovanje NO je mozno z neposrednimi ali posrednimi metodami. Neposredne metode
obsegajo dolo¢anje emisije svetlobe pri reakciji NO z ozonom, uporabo NO elektrod, merjenje
spremembe absorbance po pretvorbi hemoglobina v methemoglobin pri reakciji z NO ter
metodo elektronske paramagnetne resonance (EPR). Posredno pa se nastajanje NO lahko
ocenjuje z meritvami nitrita in nitrata ali drugih produktov oksidacije ter s pomocjo

inhibitorjev NOS (Halliwell in Gutteridge, 1999c).

2.2.1 Neposredno dokazovanje duSikovega oksida z metodo elektronske paramagnetne

reésonance

Dusikov oksid ima en nesparjen elektron in je prosti radikal ter paramagnetna molekula. Ker
je kratkozivi radikal z razpolovno dobo priblizno 10 sekund, je potrebno za njegovo
dokazovanje z metodo elektronske paramagnetne resonance (EPR) uporabljati spinske lovilce
(Bonner, 1996; Venkataraman in sod., 2002; Berliner in Fujii, 2004; Byrne Habi¢ in sod.,
2004). To so diamagnetne spojine, ki z NO tvorijo stabilne paramagnetne spojine ter
podaljsajo obstojnost radikala in povecajo zaznavnost (Vanin in sod., 2002; Venkataraman in
sod., 2002). Kot lovilci se lahko uporabljajo Zelezovi kompleksi, ki reagirajo z NO, da nastane
zelezo-nitrozil kompleks. Kot lovilci se uporabljajo hemoglobin ter drugi hemski proteini,
zelezovi ditiokarbamati, nehemski protein lipoksigenaza, feritini, nitronil nitroksidi, helotropi
NO in zelezo-zveplovi centri (Kalyanaraman, 1996; Halliwell in Gutteridge, 1999c).

V magnetnem polju, ki ga uporabljamo pri meritvah EPR, pride do interakcije magnetnih
momentov nesparjenih elektronov nitrozilnih kompleksov z magnetnim poljem in s tem do
razcepa energijske ravni elektronov na dve ravni. Energijsko razliko med tema dvema
ravnema merimo z EPR. V nitrozilnem kompleksu pa pride dodatno Se do interakcije
magnetnega momenta elektrona z magnetnim mometom jedra dusika (s spinom I = 1), zaradi
Cesar se omenjeni skupini elektronov razdelita Se na tri podskupine z razlicnimi energijami,
kar imenujemo hiperfini razcep, znacilen za snov (Sentjurc in Stalc, 1976).

Ce meritve opravljamo na vzorcih z vodo, so prisotne velike dielektri¢ne izgube, zato je
takoj$nje zamrzovanje vzorcev v teko¢em dusSiku primernejSe, saj lahko meritve opravimo na
vecjih vzorcih (Wertz in Bolton, 1972). Obenem je zamrzovanje primernejSe tudi z vidika
ohranjanja vzorcev in manipuliranja z njimi. Zamrzovanje tudi preprec¢i nadaljnje reakcije NO

z lovilcem v tkivu (Vanin in sod., 2002).
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2.2.1.1 Zelezo-nitrozil ditiolni kompleksi - FeNO(DETC),

Kot spinski lovilec se najpogosteje uporablja kompleks Zelezovih ionov Fe®™ in
dietilditiokarbamata (DETC), ki je hidrofoben, ali pa kompleks Fe*" in N-metil-d-glukamin
ditiokarbamata (MGD), ki je hidrofilen. Dusikov oksid reagira s Fe*", da nastane Zelezo-

nitrozilni kompleks.

NO

R
R~

//S\ 2+ ~
N-C / Fe / C-N_
S;S/ ’

Slika 2: Mononitrozil — zelezov — ditiokarbamatni kompleks Fe* NO(DETC),

Ker je NO devetkrat bolj topen v nepolarnih organskih topilih kot v vodi, se smatra, da se NO
koncentrira v hidrofobni notranjosti membran, zato naj bi bil hidrofobni lovilec u¢inkovitejsi
kot hidrofilni (Lancaster, 2000; Kleschyov in Munzel, 2002).

Ditiolni kompleksi so stabilni v prisotnosti kisika in imajo za NO vecjo afiniteto kot za kisik.
Kompleksi lovilcev z NO dajejo znacilne signale, brez NO pa so Zelezovi kompleksi — lovilci
— EPR neaktivni (Kalyanaraman, 1996; Komarov in sod., 2002; Vanin in sod., 2002;
Venkataraman in sod., 2002). Fe*"NO(DETC), je sorazmerno stabilen v prisotnosti kisika in
daje znacilen tripletni EPR spekter zaradi hiperfine interakcije z jedrom dusSika (I = 1) (slika
3). Tripletni EPR signal je karakteristiCen za Fe* NO(DETC); s parametri EPR pri sobni
temperaturi: hiperfini razcep ay = 12.7 G in spektroskopski cepitveni faktor gi, = 2.04 G ter
pri 100 K ay = 13.4 G ter gL = 2.04 in g| = 2.02 G. Tripletni signal neposredno zrcali
absolutno koli¢ino Fe*" NO(DETC), in torej tudi koli¢ino ujetega NO (Suzuki in sod., 1998;
Takizawa in sod., 2002; Venkataraman in sod., 2002; Kleschyov in sod., 2003).
Dietilditiokarbamat se uporablja za spremljanje koli¢ine NO pri uporabi NO-donorjev ali pri
encimskem nastajanju, kjer se lahko spremlja kinetika produkcije (Kalyanaraman, 1996).
Vecina avtorjev (Lai in Komarov, 1994; Komarov in sod., 1997; Plonka in sod., 2003;
Berliner in Fujii, 2004) omenja, da se signal EPR lahko spremlja 30 do 120 minut po uvedbi
lovilca.

Ceprav ima Fe’ (DETC), veliko dobrih lastnosti kot lovilec NO, moti njegova topnost v

vodnih raztopinah (Venkataraman in sod., 2002). Dietilditiokarbamat je vodotopen,
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Fe”’(DETC), in Fe®' NO(DETC), pa sta hidrofobna (Kalyanaraman, 1996; Vanin in sod.,
2002; Venkataraman in sod., 2002). V Studijah in vivo so se zato avtorji (Komarov in sod.,
1997; Plonka in sod., 2003; Berliner in Fujii, 2004) odlocali za tvorbo Fe2+(DETC)2
kompleksa, ki deluje kot lovilec in situ tako, da so DETC vbrizgali i.p., meSanico Zelezovega
sulfata in natrijevega citrata pa hkrati podkozno (s.c.). Endogenemu Zelezu eksogeno dodano
zelezo izboljsa lovilne sposobnosti DETC, hkrati pa ne vpliva na nitrozilhemoglobin (HbNO)
(Komarov in sod., 1997). Ker pa dodajanje Zelezovih ionov lahko patolosko ucinkuje
predvsem preko Fentonove reakcije, se DETC dodaja v prebitku (Vanin in sod., 2002). Pri
tem je potrebno reaktante pripravljati sveze in ¢e se le da v anaerobnih pogojih, da prepre¢imo
konverzijo zeleza iz Fe*' v Fe** (Vanin in sod., 2000; Vanin in sod., 2002; Venkataraman in
sod., 2002), kar pa je pri rabi hidrofobnega Fe* (DETC), in v aerobnih razmerah v telesu
manj verjetno (Vanin in sod., 2000; Kleschyov in Munzel, 2002; Komarov in sod., 2002).
Reakcija je vidna, saj se raztopina obarva v zivo oranzno ali ¢rno (Vanin in sod., 2002).
Fe”’(DETC), reagira samo z NO, medtem ko je Fe’"-oblika neselektivna za NO in NO
(Komarov in sod., 2002). Fe’"-oblike pa lahko molekule NO tudi porabljajo, da nastaja
diamagnetni Zelezo-nitrozilni derivat, ki razpada v paramagnetni mononitrozilni kompleks
(Vanin in sod., 2000; Vanin in sod., 2002). Slednje pri Fe* (DETC), ni ogitno (Mikoyan in
sod., 1997; Vanin in sod., 2000).

Kompleksi lovilcev z NO se ne kopicijo enostavno v celicah, pa¢ pa so v dolo¢eni meri
podvrZeni redoksnim reakcijam, zlasti s superoksidom in peroksinitritom, da nastanejo EPR
nezaznavni kompleksi (Kleschyov in Munzel, 2002; Vanin in sod., 2002). Obenem se je
potrebno zavedati, da se v sistemu prisotni nitrit lahko reducira v NO, ki se nato veze na
lovilec in daje laZno vi§je rezultate koncentracije NO v sistemu (Kleschyov in Munzel, 2002;
Venkataraman in sod., 2002). Ker je reakcija zelo pocasna, je nepomembna v Zivalskih tkivih,
in vivo, razen pri tezkih patoloskih stanjih, ko prihaja do ishemije in zakisljevanja tkiv. Zato je
pomembno, da se v Studije vkljucijo vzporedne kontrole z uporabo inhibitorjev NOS (Vanin
in sod., 2002). Prav tako se z uporabo inhibitorjev NOS izklju¢ijo ostali potencialni
neencimski viri nastajanja NO (razpad hidroksiuree in drugih duSik-vsebujocih snovi ter S-
nitrozotiolov) (Vanin in sod., 2002). Dodaten problem so S-nitrozotioli, ki enako kot NO
reagirajo s Fe’"(DETC),. Nastane Fe? NO(DETC),, pri ¢emer reakcija ne potrebuje dolge
inkubacije (Kleschyov in Munzel, 2002).

V studijah je potrebno racunati tudi z nasicenjem lovilca, zato moramo lovilec v sistem
vnasati v vsaj trikratnem prebitku glede na pri¢akovano tvorbo NO (Vanin in sod., 2000;

Venkataraman in sod., 2002).
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Pri snemanju spektra EPR ob uporabi Fe’ (DETC), se pri delu pri sobni temperaturi
izognemo dodatnim signalom s strani Cu* (DETC), (S=%). Ti lahko zapletajo spekter pri
nizjih temperaturah (Vanin in sod., 2000; Kleschyov in Munzel, 2002; Venkataraman in sod.,
2002), tako da ostane o¢itno merljiva le tretja komponenta Fe”NO(DETC), spektra pri
visokem polju (Plonka in sod., 2003), a se spekter lahko kljub temu ustrezno odcita
(Kalyanaraman, 1996; Suzuki in sod., 1998; Takizawa in sod., 2002). Berliner in Fujii (2004)
pa ocenjujeta, da je delo pri nizkih temperaturah optimalno. Kompleks z bakrom nastaja, ker
DETC ni selektiven za Zelezo in tvori komplekse z di- in trivalentnimi ioni, poleg tega pa
DETC dodajamo v prebitku glede na Zelezo (Vanin in sod., 2002). Dietilditiokarbamat tvori
tudi kompleks z bakrom v superoksid dismutazi (SOD), kar lahko vpliva na redoksi reakcije v
celicah (Kleschyov in Munzel, 2002).

Kljub nekaterim pastem, ki jih raba Fe* (DETC), pri kvantitativnem preuéevanju NO prinaga,
so ti lovilci in vivo zelo u¢inkoviti (Mikoyan in sod., 1997; Vanin in sod., 2002; Plonka in

sod., 2003).

2.2.2 Posredno dokazovanje duSikovega oksida z meritvijo nitrita in nitrata v plazmi z

reakcijo po Griessu

Nitrit in nitrat (NOX) sta stabilni konéni produkt presnove NO in ju zaznavamo v krvi in urinu
(Guevara in sod., 1998; Tsikas, 2005). Zaradi hitre oksidacije nitrita v nitrat pa NOx
predstavlja v veliki meri samo nitrat (Veszelovsky in sod., 1995; Ellis in sod., 1998), pri
c¢emer lahko obsezen del izvira iz prehrane (Green in sod., 1981; Ellis in sod., 1998; Halliwell
in Gutteridge, 1999c) ter deloma iz bakterijske presnove amino-skupin v prebavni cevi
(Grisham in sod., 1996). Nitrat v plazmi/serumu se omenja kot mozni kazalec aktivacije
imunskega sistema po okuzbi z LPS, saj zrcali nastajanje NO v tkivih (Jungersten in sod.,
1993; Tracey in sod., 1995; Veszelovsky in sod., 1995; Ellis in sod., 1998; Hayashi in sod.,
2005), ceprav so mnenja glede tega deljena (Klebanoff in Nathan, 1993; Tsikas, 2005). Poleg
tega naj bi bila zveCana koncentracija nitrata v plazmi povezana zgolj z dolocenimi patogeni
in mesti okuzbe (Ahren in sod., 1999). Zvecana koncentracija NOx v krvi se pojavlja pri
Stevilnih infekcijskih in vnetnih boleznih kot npr. pri intersticijski pljucnici (Miyakawa in
sod., 2002), diabetesu melitusu (Izumi in sod., 2006), revmatoidnem artritisu, ankilozirajo¢em
spondilitisu, osteoartritisu (Ersoy in sod., 2002), nekaterih kolitisih ter cirozi jeter (Ellis in

sod., 1998).
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Vecina metod za dolocanje NOx temelji na reakciji po Griessu (Ellis in sod., 1998; Guevara
in sod., 1998; Tsikas, 2005). S to reakcijo se doloca nitrit, ki v kisli raztopini reagira s
sulfanilno kislino ali sulfanilamidom, nastali vmesni produkt pa reagira z a-naftilaminom ali
N-(1-naftil)etilendiaminom in daje obarvan diazo-produkt, ki je stabilen nekaj minut in
absorbira svetlobo pri 540 nm (Granger in sod., 1996; Wishnok in sod., 1996; Halliwell in
Gutteridge, 1999c; Tsikas, 2005). Metoda je enostavna ter obcutljiva na mikromolarne
koncetracije nitrita (Tsikas in sod., 1998; Yao in sod., 2004). Ker pa je v telesnih tekoc¢inah
ve¢inoma prisoten nitrat, je potrebno pred izvedbo reakcije le-tega reducirati v nitrit z
uporabo nitrat-reduktaz ali kovinskih reducentov (Granger in sod., 1996; Wishnok in sod.,
1996; Halliwell in Gutteridge, 1999c; Tsikas, 2005). Plazemske vzorce je potrebno pred
analizo deproteinizirati (Ellis in sod., 1998; Guevara in sod., 1998).

Pred analizo vzorcev je potrebno zmanjSati moznost kontaminacije vzorca z nitriti in nitrati v
laboratorijskih kemikalijah in materialih kot tudi v epruvetah za odvzem vzorcev (Tsikas,
2005). Pri tem se etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) omenja kot potencialno
problemati¢en antikoagulant (Tsikas, 2005), ceprav ga drugi raziskovalci priporocajo
(Dembny in sod., 1998; Ricart-Jane in sod., 2002). Zaradi kratke obstojnosti nitrita v polni
krvi se priporoca ¢imprej$nje centrifugiranje krvi pri temperaturi 2—4 °C, pri ¢emer je lahko
hemoliza problem zaradi lazno nizkih rezultatov vrednosti NOx v plazmi (Ellis in sod., 1998;
Tsikas, 2005). Ce se vzorci ne uporabijo takoj, jih je nujno shraniti pri temperaturi vsaj —20 °C
(Ellis in sod., 1998). Pri analizi, zlasti takrat ko se za redukcijo nitrata v nitirit uporablja
kadmij, je lahko problem prisotnost anorganskih (kloridi, fosfati, sulfat) in organskih (alanin,
cistein) spojin. Prav tako lahko meritev moti prisotnost L-NAME (Tsikas in sod., 1998;
Tsikas, 2005). Nepopolna redukcija nitrata v nitrit ob uporabi kadmija lahko daje lazno
nekoliko nizje vrednosti NOx v plazmi (Tsikas in sod., 1998).

2.2.3 Posredno dokazovanje duSikovega oksida z uporabo inhibitorjev sintaz duSikovega

oksida

Inhibitorji NOS reagirajo z NOS na razlicne nacine: lahko so kompetitivni inhibitorji L-
arginina, lahko se vezejo na biopterinsko mesto, so hem-vezalni inhibitorji ali inhibitroji
flavoproteina in kalmodulina (Alderton in sod., 2001).

Inhibitorji so lahko splosni (na primer NG-nitro-L-arginin metil ester ali L-NAME), delno

selektivni za posamezno izoobliko ali visoko selektivni za posamezno izoobliko sintaze
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dusikovega oksida (npr. 1400W za iNOS) (Halliwell in Gutteridge, 1999c; Alderton in sod.,
2001).

Inhibicija razli¢nih izooblik sintaz kaze razli¢no ¢asovno odvisnost, in vivo pa naj bi inhibitor
potreboval vsaj 30 minut za pricetek ucinkovanja po parenteralnem dajanju, zato je Cas
dajanja inhibitorjev vprasljiv (Alderton in sod., 2001). Za sploSne inhibitorje velja, da v
razli¢nih obdobjih zavirajo razli¢ne izooblike NOS (Garvey in sod., 1997). Ne ne glede na ¢as
dajanja pa lahko poslabsajo zdravstveno stanje, ker zavrejo tudi zas¢itno delovanje
konstitutivnih sintaz (Liaudet in sod., 1998; Suliburk in sod., 2005). Poskusi dajanja so
opisani po naslednjih ¢asovnih presledkih: takoj po okuzbi (Garvey in sod., 1997; Dambrova
in sod., 2003; Suliburk in sod., 2005), 3 ure po okuzbi (Garvey in sod., 1997; Suliburk in sod.,
2005), 6 in ve¢ ur po okuzbi (Liaudet in sod., 1998; Takizawa in sod., 2002), medtem ko za
1400W velja, da se ga daje ob okuzbi (Garvey in sod., 1997; Suliburk in sod., 2005).

O uporabi inhibitorjev v daljSem obdobju ni veliko znanega. Za 1400W je opisano, da se po 2
urah ne povrne aktivnost iNOS in se inhibitor smatra kot nepovraten ali zelo pocCasi povraten
(Garvey in sod., 1997; Babu in Griffith, 1998). Kljub temu pa se omenja, da 1400W ni ve¢
ucinkovit po 9 urah (Parmentier in sod., 1999).

Neselektivni inhibitor NOS L-NAME je sicer mocan inhibitor NO sinteze v veCini tkiv pri
zdravih in z LPS stimuliranih Zivalih (Dambrova in sod., 2003), ni pa znan Casovni potek
zaviranja. DolgotrajnejSa sistemska raba inhibitorjev (1400W in L-NAME) je opisana v
redkih primerih. Mozna je bodisi parenteralna ali peroralna uporaba (Babu in Griffith, 1998;
Guo in sod., 2006). Za L-NAME so opisani toksi¢ni u¢inki na ledvice in srce pri vectedenski
uporabi (Pechanova in sod., 1999; Inada in sod., 2002), medtem ko za 1400W ni podatkov.
Problem uporabe inhibitorjev NOS je tudi, da lahko pri razpadanju neencimsko tvorijo NO v
mikromolarnih koncentracijah, kar nasprotuje u¢inkom inhibicije NOS in je zlasti znacilnost
L-NAME v prisotnosti L-askorbata (Moroz in sod., 1998). Znano je tudi, da u¢inkovitost
inhibitorjev NOS ni enaka v vseh organih (Kozlov in sod., 2003; Hayashi in sod., 2005),
obenem pa je potrebno upostevati interakcije med izooblikami NOS (Hayashi in sod., 2005;

Persichini in sod., 2006).

2.3 Mehanizmi patogenosti bakterije Porphyromonas gingivalis

Po Gramu negativna anaerobna bakterija P. gingivalis je ena glavnih povzrociteljic
parodontalne bolezni. Pri njej se ugotavlja vedno ve¢ potencialnih dejavnikov virulence, od

katerih se klju¢na vloga pripisuje LPS (Lamont in Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005).
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Parodontalna bolezen prizadene dlesen, pozobnico, cement in ¢eljustno kost (Wolf in sod.,
2005).

Pri kolonizaciji ustne votline imajo pomembno vlogo prej naseljene bakterije, ki ustvarjajo
ustrezno mikrookolje in omogocajo pripenjanje P. gingivalis, za kar so potrebne fimbrije in
proteini zunanje membrane. P. gingivalis se lahko pripenja tudi na Stevilne snovi v ustni
votlini ter neposredno na celice gostitelja. Poleg fimbrij so za pripenjanje pomembni tudi
hemaglutinini (Lamont in Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005). Ko je bakterija v stiku s
celico epitela pri¢ne izlocati Stevilne encime (naprimer zunajceli€ne proteaze, gingipaine), ki
vplivajo na znotrajceli¢no sporoCanje v gostiteljevi celici ter spreminjajo in/ali zavirajo
imunski odgovor gostitelja (Lamont in Jenkinson, 1998; Imamura in sod., 2003; Wolf in sod.,
2005).

P. gingivalis tvori Se Stevilne druge encime in strupene presnovke, ki sami po sebi vplivajo na
strukturo gostiteljevih tkiv, obenem pa zavirajo prirojene in pridobljene imunske mehanizme,
kar omogocCa daljSe prezivetje bakterije in vecjo kolonizacijo ter dodatne poskodbe
gostiteljevih tkiv. P. gingivalis izloCa Stevilne proteaze, ki poleg razgradnje gostiteljevih
strukturnih beljakovin zavirajo tudi delovanje polimorfonuklearnih (PMN) levkocitov,
inaktivirajo TNF-a ter spreminjajo nevtrofilno elastazo. Poleg proteaz tvori tudi kolagenazo,
fosfolipazo A, fosfataze, DNaze in RNaze, sialidaze, hlapne zveplove snovi, butirat,
propionat, indol in amonijak, ki so citotoksi¢ni in/ali zavirajo nastajanje beljakovin. Poleg teh
lahko na izgubo Celjustne kosti dodatno vplivajo LPS, polisaharidni antigeni, 24-kDa protein
zunanje membrane in fimbrije (Lamont in Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005).

P. gingivalis lahko tudi aktivno vstopa v epitelne celice, pri tem naj bi pomembno vlogo
imele fimbrije in invazini (Lamont in Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005; Umeda in sod.,
2006). Bakterija lahko v gostiteljevi celici prezivi dolgo ter se znotraj celice tudi razmnozuje,
hkrati pa je zavarovana pred imunskim odgovorom gostitelja (Lamont in Jenkinson, 1998;
Wolf in sod., 2005; Eick in sod., 2006). Podobno je pred imunskim odzivom gostitelja
zavarovana tudi, ko se $iri med celicami (Yilmaz in sod., 2006).

Izjemno pomembna za preZivetje in patogenost P. gingivalis je njena sposobnost vplivanja na
imunski odziv gostitelja. Imunski odziv lahko spremeni Ze takoj ob vdoru, saj zavira dotok in
aktiviranje polimorfonuklearnih (PMN) levkocitov, ki so prva obrambna linija pri vdoru
patogenov (Lamont in Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005). Tako ziva kot mrtva bakterija P.
gingivalis kot tudi Stevilne bakterijske sestavine in produkti pospesujejo sproscanje razli¢nih
provnetnih citokinov in kemokinov (Lamont in Jenkinson, 1998; Steffen in sod., 2000; Bodet

in sod., 2006), obenem pa lahko spodbujajo tudi nastajanje protivnetnih citokinov ter
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povzrocijo razgradnjo ze obstojecih citokinov (Lamont in Jenkinson, 1998). Lipopolisaharid
aktivira komplement, obenem tudi stimulira makrofage, endotelne celice in fibroblaste k
tvorbi citokinov. Prav tako LPS stimulira B-celice ter je citotoksicen, a kapsula iz beljakovin
in polisaharidov lahko prikrije LPS in obenem S§¢iti bakterijo pred fagocitozo (Lamont in
Jenkinson, 1998; Wolf in sod., 2005). Lipopolisaharid P. gingivalis je vpleten v nastajanje
interlevkina 1 (IL-1), TNF- a in NO v makrofagih, eprav je Sibkejsi stimulator tega odziva
kot LPS E. coli, a izmed parodontalno patogenih bakterij stimulira najve¢je nastajanje
citokinov (Reife in sod., 1995; Wolf in sod., 2005; Liu in sod., 2008). Lipopolisaharid P.
gingivalis lahko nasprotuje tudi provnetnim uc¢inkom LPS drugih (parodontalno patogenih)
bakterij (Lamont in Jenkinson, 1998). Toksi¢ni ucinki in aktivacija imunskega sistema
gostitelja so odvisni od lipida A prostega LPS (Wolf in sod., 2005; Choi in sod., 2007),
vendar je LPS za gostitelja toksicen le, ¢e je prost. Prost LPS se pojavi ob propadu celicne
stene ob odmrtju bakterije, med proliferacijo bakterijskih celic ali z nastajanjem membranskih
veziklov (Wolf in sod., 2005). Membranski vezikli nastajajo tudi pri sevu ATCC 33277 in
lahko poleg prenosa LPS in antigenov vplivajo tudi na predstavitev antigenov na tar¢nih
celicah, kar je najverjetneje pomembno tudi pri izogibanju gostiteljevemu imunskemu sistemu
(Grenier in Mayrand, 1987a; Srisatjaluk in sod., 2002; Wolf in sod., 2005).

Razli¢ni sevi P. gingivalis niso enako patogeni in tudi odziv misi ali podgan na okuzbo s temi
bakterijami ni vedno enak. Sev ATCC 33277 se je pri podganah izkazal kot tisti, ki povzroca
najvecjo vertikalno in horizontalno izgubo celjustne kosti (Katz in sod., 1996). Kljub
patogenosti P. gingivalis pa je nadaljnji potek parodontalne bolezni tudi pri glodavcih odvisen
od gostiteljevih genetskih predispozicij, imunskega odziva ter dodatnih dejavnikov tveganja
(Grenier in Mayrand, 1987b; Gilbert in Sofaer, 1988; Baker in sod., 2000; Gaspersi¢ in sod.,
2002; Sluyter in sod., 2002; Baker, 2005; Wolf in sod., 2005), pri C¢emer naj bi bistveno vlogo
pri napredovanju bolezni nosili mehanizmi pridobljene imunosti (Sosroseno in Herminajeng,
1995; Gemmell in sod., 2002; Teng, 2003), Se zlasti CD4+ T-celice pri okuzbi s P. gingivalis
(Sosroseno in sod., 2002; Teng, 2003).

2.3.1 Sistemski ucinki lokalne okuzbe

Vedno vec¢ $tudij nakazuje, da okuzba s parodontalno patogenimi bakterijami nima le lokalnih
ucinkov, pac pa se lokalna okuzba lahko zrcali tudi na sistemski ravni. Vstopanje bakterij v
krvni obtok, spros€anje antigenov in modulacija sistemske ravni citokinov lahko povzrocijo

nagnjenje organizma k okuzbi in/ali vnetnemu odzivu na oddaljenih mestih. Lipopolisaharid
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P. gingivalis, ki se spros¢a z bakterije tudi v membranskih veziklih in lahko samostojno
vpliva na izlocanje citokinov, je pomemben dejavnik sistemskih ucinkov lokalne okuZzbe
(Lamont in Jenkinson, 1998; Scannapieco, 2005).

Vedno vec je tudi dokazov, da parodontalna bolezen vpliva na Stevilne sistemske bolezni tako
pri cloveku kot pri zivalih (DeBowes in sod., 1996; Lamont in Jenkinson, 1998; Slots in
Kamma, 2001; Ebersole in sod., 2002; Hajishengallis in sod., 2002; Paquette, 2002; Riche in
sod., 2002; Lalla in sod., 2003; Pavlica in sod., 2004; Bretz in sod., 2005; Felice in sod.,
2005; Franek in sod., 2005; Scannapieco, 2005; Engebretson in sod., 2007; Pussinen in sod.,
2007). Ustna votlina je pogosto mesto vdora bakterij v organizem. Vdihovanje sline, okuzene
z bakterijami, se lahko pojavi pri zdravih ljudeh, zlasti pogost problem pa je pri starejSih
ljudeh in zivalih ali bolnikih s prizadeto zavestjo, ki imajo obenem Se parodontalno bolezen.
To velikokrat vodi v nastanek aspiracijske plju¢nice (Huxley in sod., 1978; Scannapieco,
1999; Terpenning in sod., 2001; Kikawada in sod., 2005; Okuda in sod., 2005; Paju in
Scannapieco, 2007; Awano in sod., 2008). Pri tem je bilo ugotovljeno, da pljucnica, ki je
posledica okuzbe tako z Zivo kot z mrtvo bakterijo P. gingivalis ATCC 33277, povzroca
spremembe v ravni provnetnih citokinov lokalno v pljucih ter tudi v krvi (Petelin in sod.,
2004; Pavlica in sod., 2008). Bakterije iz ustne votline se tudi nenehno pozirajo, stalnica pri
bolnikih s parodontalno boleznijo je tudi prehodna bakteriemija (Scannapieco, 2005).
Nekatere po Gramu negativne bakterije se lahko iz ustne votline aktivno Sirijo po telesu, kar
vodi v nastanek vnetnega in/ali imunskega odgovora v oddaljenih tkivih (Han in sod., 2004;
Yilmaz in sod., 2006). Opisani so tudi Stevilni drugi eksperimentalni primeri lokalne okuzbe s
P. gingivalis, ki se odrazajo na sistemski ravni (Lin in sod., 2005; Hu in sod., 2006; Huang in
sod., 2006)

Znano je, da parodontalna bolezen sproza sistemski oksidativni stres (Sobaniec in Sobaniec-
Lotowska, 2000; Brock in sod., 2004; Pavlica in sod., 2004), podatkov o sistemskem

nitroksidativnem stresu pa nismo zasledili.

2.3.2 Porphyromonas gingivalis in nastajanje dusikovega oksida

In vitro Studije so pokazale, da LPS P. gingivalis lahko sprozi nastajanje NO v celicah
imunskega sistema kot tudi drugih celicah (Kendall in sod., 2000; Sosroseno, 2000; Shapira in
sod., 2002; Kim in sod., 2006; Choi in sod., 2007). To je najverjetneje posledica vezave LPS
na receptorje CD14 in TLR2 ter TLR4 gostiteljevih celic ter aktiviranja znotrajcelicnega

sporocanja, ki vodi v izraZzanje gena za iNOS in do nastajanja citokinov. Nekateri izmed teh
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citokinov (kot na primer TNF-a) pa so moc¢ni aktivatorji iNOS (Krutzik in sod., 2001;
Medzhitov, 2001; Jean-Baptiste, 2007; Hajishengallis in sod., 2008).

Dusikov oksid nastaja tudi v makrofagih, izoliranih iz misi, ki so bile in vivo kroni¢no
stimulirane s P. gingivalis (Frolov in sod., 1998). Podatkov o in vivo nastajanju NO v drugih
celicah in/ali tkivih po peroralni okuzbi s P. gingivalis pa ni. Znano je, da je NO lokalno
vpleten v nastanek in razvoj parodontalne bolezni, kar je najverjetneje posledica aktivacije
iNOS z LPS (Frolov in sod., 1998; Brennan in sod., 2003; Di Paola in sod., 2004; Leitao in
sod., 2005; Kim in sod., 2006; Paquette in sod., 2006; Skaleri¢ in sod., 2006; Ugar-Cankal in
Ozmeric, 2006). Opisano je tudi, da se pri misih, ki gena iNOS nimajo, okuzbe s P. gingivalis
mocneje izrazijo (Gyurko in sod., 2003; Alayan in sod., 2006). Ker je torej NO z iNOS
najverjetneje pomemben ¢len pri obrambi gostitelja ob vdoru P. gingivalis, vendar podatkov o
sistemskem nastajanju NO v teh primerih ni, smo Zzeleli preveriti predvsem, ali vdor P.
gingivalis po naravni, peroralni poti izzove pri misih sistemski odziv z nastajanjem NO na

iINOS.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Zivali

V studijo smo vkljucili 65 BALB/c misi zenskega spola brez specifi¢nih patogenih klic (SPF),
tj. bakterij, virusov in glivic, ki so bile rojene s carskim rezom, gojene pa v sterilnem okolju.
Zivali so bile ob vklju¢itvi v §tudijo stare 2 do 3 mesece, dobili smo jih v Centru za genomiko
Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. Misi so pred poskusom in med njim dobivale
neomejene koli¢ine komercialne hrane za laboratorijske zivali (Teklad Global 16% Protein
Rodent Diet, Harlan Italy, San Pietro al Natisone, Italija) in prekuhano vodo z dodatkom 2-

odstotne glukoze. Poskusi na zivalih so se izvajali v skladu z dovoljenjem Veterinarske

Uprave Republike Slovenije (St. 323 — 02 — 187/2004/2).

3.2 Zasnova Studije

3.2.1 Akutna okuzba s Porphyromonas gingivalis

Devetindvajset misi smo razdelili v skupine, kot je predstavljeno v Tabeli 1.
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Tabela 1: Skupine Zivali v Studiji akutne okuzbe s P. gingivalis.

Skupina Poseg Stevilo zivali

Kontrolna skupina, ki ni bila tretirana. 3

Takoj$nje Zrtvovanje.

Skupina, tretirana s spinskim lovilcem. 8
" Zrtvovanje 60 minut po vbrizganju spinskega lovilca. (5 za NOx)*
Zivali, okuZene s tekogo kulturo
P. gingivalis (0,1 ml 10° CFU/ml p.o.). Spinski lovilec je s
I vbrizgan 60 minut pred Zrtvovanjem.
(6 za NOX po 25 urah)*

Zrtvovanje po 3 zivali 2,5, 7 in 13 ur po okuzbi;

9 zivali zrtvovanih 25 ur po okuzbi.

*Analiza NOx je bila narejena samo na 5 oz. 6 vzorcih plazme misi zaradi tezav z odvzemom krvi (hemoliza).

Ker smo pri akutni okuZbi z bakterijo E. coli ugotovili, da 10° CFU bakterij v 0,1 ml (10’
CFU/ml) povzroci sistemski odziv z nastajanjem NO (Nemec in sod., 2009), smo zivali p.o.
okuzili z 0,1 ml tekoge kulture P. gingivalis (10° CFU/ml), pri ¢emer smo jim za trenutek
zamas$ili nos, da smo izzvali vdih vsebine. V poskus nismo vkljucili kontrolne skupine,
okuzene s sterilnim gojis¢em, ker smo v predhodni Studiji (Nemec in sod., 2009) ugotovili, da
enkratna p.o. okuzba s sterilnim gojiS¢em ne vpliva na sistemsko nastajanje NO.

Spinski lovilec smo dolocenim zivalim (Tabela 1) vbrizgali 60 minut pred Zrtvovanjem. Takoj
nato smo odvzeli kri za dolo¢anje NOx ter pljuca, torakalno aorto, srce, jetra, vranico, ledvico

in mozgane za dolo¢anje NO z metodo EPR.

3.2.2 Kroni¢na okuzba s Porphyromonas gingivalis

Misi smo naklju¢no razdelili v 8 loeno namescenih skupin, kot je prikazano v Tabeli 2.
Razen skupin 1 in 2 smo misi ob vkljucitvi v poskus 1 teden prilagajali na nove pogoje, nato
pa smo jih p.o. okuzili s sterilnim gojii¢em ali teko¢o kulturo P. gingivalis (10° CFU/ml). Tik
pred okuzbo smo odmerek (0,3 ml) sterilno zmesali z 0,2 ml karboksimetilceluloze (CMC),
da smo dobili na ustnih povrsinah obstojne;jsi gel (Hardham in sod., 2005). Zivali smo okuzili

trikrat v 48-urnih presledkih (na dan 0, 2 in 4). Pri tem smo gel nanesli v bukalno regijo s
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pomocjo kanile 20G in inzulinske brizge, pri ¢emer smo pazili, da Zivali vsebine niso
vdihnile.

Misim iz skupin 4 in 7 (Tabela 2) smo i.p. vbrizgavali neselektivni NOS inhibitor L-NAME
enkrat dnevno zadnjih 5 dni poskusa. MiSim iz skupin 5 in 8 pa smo i.p. vbrizgavali selektivni
iINOS inhibitor 1400W, ki smo ga na podlagi rezultatov predhodne Studije (Nemec in sod.,
2009) uporabljali vsakih 6 ur.

Zivali smo Zrtvovali 42. dan poskusa in jim iz srca takoj odvzeli kri za dolo¢anje plazemske
koncentracije TNF-a in NOx. Organe smo odvzeli za dolo¢anje NO v tkivih z metodo EPR ter
za imunohistokemijsko analizo na izrazanje iNOS. Pred odvzemom celjusti za histolosko
analizo obzobnih tkiv smo naredili bris ustne votline za ugotavljanje prisotnosti

¢rnopigmentiranih anaerobnih bakterij.
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Tabela 2: Skupine Zivali v §tudiji kroni¢ne okuzbe s P. gingivalis.

Skupina Poseg Stevilo zivali
1 Kontrolna skupina, ki ni bila tretirana. 3
Takojsnje zZrtvovanje. (skupina I iz akutne
okuzbe)
2 Skupina, tretirana s spinskim lovilcem. 8
Zrtvovanje 60 minut po vbrizganju spinskega lovilca. (skupina II iz akutne
okuzbe)
3 Zivali, okuZene s sterilnim gojis¢em (0.3 ml ) + 0.2 ml 2-odstotnega 5 (1 zival smo zaradi

CMC p.o.nadan 0, 2 in 4, spinski lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred pogina med poskusom

Zrtvovanjem na dan 42. izkljuéili )

4 Zivali, okuZene s sterilnim gojis¢em (0.3 ml ) + 0.2 ml 2-odstotnega 5 (1 zival smo zaradi

CMC p.o.nadan 0, 2 in 4, L-NAME je bil vbrizgan na 24 ur od dneva  pogina med poskusom

37 do 42, spinski lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred Zrtvovanjem na izkljuéili )
dan 42.
5 Zivali, okuZene s sterilnim gojis¢em (0.3 ml ) + 0.2 ml 2-odstotnega 6

CMC p.o.nadan 0, 2 in 4, 1400W je bil vbrizgan na 6 ur od dneva 37
do 42, spinski lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred zrtvovanjem na dan
42.

6 Zivali, okuzene s teko¢o kulturo 6
P. gingivalis (0.3 ml 10° CFU/ml) + 0.2 ml 2-odstotnega CMC p.o. na
dan 0, 2 and 4, spinski lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred

Zrtvovanjem na dan 42.

7 Zivali, okuzene s teko¢o kulturo 5 (1 zival smo zaradi
P. gingivalis (0.3 ml 10° CFU/ml) + 0.2 ml 2-odstotnega CMC p.o.na  pogina med poskusom
dan 0, 2 in 4, L-NAME je bil vbrizgan na 24 ur od dneva 37 do 42, izkljucili )

spinski lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred Zrtvovanjem na dan 42.

8 Zivali, okuzene s teko¢o kulturo 6
P. gingivalis (0.3 ml 10° CFU/ml) + 0.2 ml 2-odstotnega CMC p.o. na
dan 0, 2 in 4, 1400W je bil vbrizgan na 6 ur od dneva 37 do 42, spinski

lovilec je bil vbrizgan 60 minut pred Zrtvovanjem na dan 42.
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3.3 Kultura Porphyromonas gingivalis

Kultura bakterije je bila pripravljena na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo
Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. Pred pripravo gojis€a je bila P. gingivalis
zamrznjena pri —70°C v sterilnih vialah s poroznim nosilcem (Microbank; Pro-lab
Diagnostics, Richmond Hill, ON, Kanada). Bakterije so bile gojene, kot je bilo Ze opisano
(Grenier in sod., 2001; Hardham in sod., 2005). Bakterije so bile nasajene na gojis¢e BHIA
(brain heart infusion agar; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Anglija) z dodatkom 10
mg/ml (w/v) izvleCka kvasovk, 0,15 mg/ml (w/v) hemina (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis,
MO, ZDA), 0,075 ml/ml (v/v) menadiona (Sigma-Aldrich) in ov¢je krvi v 5 % (v/v). Kulture
so bile inkubirane vsaj 72 ur v anaerobnih pogojih (GENbox anaer; bioMerieux, Marcy
I'Etoile, Francija). Material za okuzbo pa je bil nato pripravljen na tekoCem gojis¢u BHI
(brain heart infusion; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Anglija) z dodatkom 10 mg/ml
(w/v) izvlecka kvasovk, 0,15 mg/ml (w/v) hemina in 0,075 ml/ml (v/v) menadiona. Gostota

celic je bila ocenjena na 10° bakterijskih celic na mililiter (10° CFU/ml).

3.4 Inhibitorji sintaz duSikovega oksida

V studijah smo uporabljali nespecifi¢ni inhibitor L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester;
Sigma-Aldrich) 50 mg/kg i.p. v 0,1 ml vode za injekcije (Aqua ad iniectabilia; B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Nemcija), kot predlagajo Dambrova in sodelavei (2003), ali
selektivni ~ iNOS  inhibitor ~ 1400W  —  ((N-(3-)aminomethyl)benzyl)acetamidine,
dihydrochloride; Sigma-Aldrich), 10 mg/kg i.p. v 0,1 ml vode za injekcije (Garvey in sod.,
1997; McCluskie in sod., 2004).

3.5 Spinski lovilec

Spinski lovilec smo Zzivalim vbrizgaliv dveh stopnjah, kot predlagata Berliner and Fujii
(2004). DETC (Diethyldithiocarbamic acid.sodium salt.trihydrate; Alexis Biochemicals,
Alexis Corporation, Lausen, Svica) smo vbrizgali i.p. 500 mg/kg v 0,1 ml vode za injekcije,
¢emur je takoj sledilo s.c. dajanje sveze pripravljene meSanice zelezovega sulfata (Johnson,
Matthey & Co. Limited, London, Anglija) v odmerku 100 mg/kg in natrijevega citrata
(Alkaloid, Skopje, Makedonija) v odmerku 500 mgkg v 0,1 ml vode za injekcije.
Komponente spinskega lovilca se s krvjo prenesejo do tkiv, kjer nastaja Fe(DETC),. Le-to

reagira z NO, nastalim v tkivih, kar daje obstojen kompleks FeNO(DETC),, ki je zaznaven z
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metodo EPR in ima tipi¢en g-faktor (g = 2,04) (Berliner in Fujii, 2004). Spinski lovilec smo

misim vbrizgali 60 minut pred Zrtvovanjem.

3.6 Priprava vzorcev za meritve EPR

Misi smo uspavali z i.m. uvedbo mesanice 0,5 ml ketamina (100 mg/ml, Bioketan, Vetoquinol
Biowet Sp. z 0.0. w Gorzowie, Poljska), 0,25 ml ksilazina (20 mg/ml, Rompun, Bayer,
Leverkusen, Nemcija), 0,1 ml acepromazina (10 mg/ml, PromAce, Fort Dodge, lowa, ZDA)
in 0,15 ml vode za injekcije. MeSanica je bila pred uporabo razred¢ena v razmerju 1:1 z vodo
za injekcije. Uporabili smo 0,5 ml meSanice, ki je v nekaj minutah privedla do sploSne
anestezije miSi. MiSi smo nato zZrtvovali s cervikalno dislokacijo ter jim nemudoma iz srca
odvzeli kri, takoj zatem pa smo odvzeli Se pljuca, torakalno aorto, srce, jetra, vranico, ledvice
in mozgane, vedno v tem vrstnem redu. Odvzem vzorcev smo zakljucili v 10 minutah po
Zrtvovanju. Vzorce organov smo natlacili v oznac¢ene kvar¢ne cevke (notranji premer 5 mm),
ki smo jih nemudoma zamrznili v teko¢em dusiku. Za meritve EPR smo uporabili cele manjSe

organe oziroma vedno enake dele vecjih organov.

3.7 Meritve EPR

Meritve EPR smo opravljali na Odseku za fiziko trdne snovi Instituta Jozef Stefan.

Spektre EPR smo posneli na X-pasovnem spektrometru EPR znamke Bruker ESP 300
(Bruker Instruments, Inc., Billerica, MA, ZDA) z naslednjimi nastavitvami: gostota
centralnega magnetnega polja 330 mT, frekvenca mikrovalov 9,3 GHz, amplituda modulacije
0,3 mT, frekvenca modulacije 100 kHz, mikrovalovna mo¢ 13 dB, obseg snemanja 20 mT,
kot je bilo Ze prej opisano (Berliner in Fujii, 2004) in preverjeno v naSih preliminarnih
poskusih. Berliner in Fujii (2004) opisujeta, da so meritve EPR pri nizkih temperaturah

optimalne pri ex vivo poskusih, zato smo meritve opravljali pri 130 °K.
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Slika 3: Znacilen FeNO(DETC), spekter EPR (puscice), ki se prekriva z osnovnim spektrom jeter misi (Swartz,
1972), izmerjen pri (A) kontrolni migi, (B) kontrolni misi, tretirani s spinskim lovilcem, in (C) z 10* CFU E. coli
okuzeni misi, tretirani s spinskim lovilcem (meritev pri 130 °K, g = 2.04, h — viSina signala, B — gostota

magnetnega polja) (Nemec in sod., 2009).

Jakost tripleta v spektru EPR, ki je znacilen za FeNO(DETC), (Slika 3; triplet je oznacen s
pus€icami) je sorazmerna koli€ini v tkivu ujetega NO (Suzuki in sod., 1998). Ker jakosti
(dvojni integral spektra) ne moremo natan¢no izraCunati, smo izmerili viSino tripleta (na Sliki
3 oznaceno s h), ki je sorazmerna jakosti, ¢e se oblika spektra ne spreminja. Ker lahko v tkivu
prisotni baker tvori komplekse z DETC, ki so zaznavni z metodo EPR, smo morebitne
zaznane Cu(DETC), signale odsteli od FeNO(DETC), signala kot predlagajo Suzuki in
sodelavci (1998). Izmerjene visine signalov smo nato normalizirali glede na maso vzorca,
relativne jakosti signalov pa oznacili kot AU (angl. adjusted units). Kvar¢ne cevke z organi, ki

so med zamrzovanjem v tekocem dusiku pocile, smo izlo¢ili iz Studije.

3.8 Meritve plazemske koncentracije TNF-alfa in nitrita/nitrata

Kri smo po evtanaziji odvzeli iz srca v ohlajene epruvete z etilendiamintetraocetno kislino
(EDTA) ter jo takoj centrifugirali pri 1500 x g in 4 °C 15 minut. Plazmo smo nato takoj

shranili pri —70°C do nadaljnjih preiskav. Meritve plazemske koncentracije TNF-a in
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nitrita/nitrata (NOX) je opravil nakljucni opazovalec na Klini¢nem institutu za klini¢no kemijo
in biokemijo Klini¢nega centra Ljubljana.

Plazemska koncentracija TNF-a je bila dolocena s pomocjo testa ELISA (Assay Designs Inc.,
MI, ZDA).

Plazemska koncentracija NOx je bila izmerjena s kolorimetricnim neencimskim testom
(Neogen Corporation, Lexington, KY, ZDA) po tem, ko so bili vzorci plazme deproteinizirani
s cinkovim sulfatom ter je bila izvrSena konverzija nitrata v nitrit s kadmijem. Nitrit se je nato

dolo¢il z uporabo reagenta po Griessu (Ellis in sod., 1998; Tsikas, 2005).

3.9 Gojis¢na preiskava brisov ustne votline

Pred zacetkom poskusov smo na InStitutu za mikrobiologijo in parazitologijo Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani dolo€ili ustno mikrofloro pri poskusnih zivalih. Podobno smo
takoj po odvzemu organov misim odvzeli brise ustne votline ter material nasadili neposredno
na plos¢e BHIA (brain heart infusion agar; Oxoid Ltd.) z dodatkom 10 mg/ml (w/v) izvlecka
kvasovk, 0,15 mg/ml (w/v) hemina, 0,075 ml/ml (v/v) menadiona in ov¢je krvi v 5 % (v/v).
Plosc¢e so bile inkubirane vsaj 72 ur v anaerobnih pogojih in nato opazovane $e vsaj 1 teden,

preden smo na plos€ah preverili morebitno prisotnost ¢rnopigmentiranih anaerobnih bakterij.

3.10 Histoloska ocena obzobnih tkiv

Celjusti, ki smo jih odvzeli takoj po odvzemu brisov ustne votline, smo na Inititutu za
anatomijo, histologijo in embriologijo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani fiksirali v
10-odstotnem nevtralnem puferiranem formalinu ter jih nato demineralizirali 3—4 dni v
raztopini Osteosoft (Osteosoft, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Zgornje in spodnje
&eljustnice smo loéili po demineralizaciji. Celjusti smo vklopili v parafin ter jih rezali na 5 um
debele rezine v bukolingvalni smeri in jih prilepili na objektna stekelca premazana, s
premazom APES. PosuSene smo barvali s hematoksilinom in eozinom (HE) (desna spodnja in
desna zgornja ¢eljustnica) ali toluidinskim modrilom (TB; pH 2) (leva spodnja in leva zgornja
¢eljustnica). Histolosko smo obzobna tkiva ocenili z mikroskopiranjem rezin HE, mastocite v
dlesni pa smo Steli na rezinah TB.

Pri analizi histoloskih rezin smo uporabljali mikroskop Nikon Microphot FXA (Nikon
Instruments Europe B.V., Badhoevedorp, Nizozemska) in sistem Lucia-G za analizo slik

(Laboratory Imaging Ltd, Praga, Ceska).
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3.11 Imunohistokemijsko dolo¢anje iNOS v pljudih, jetrih in ledvicah

V Centru za genomiko Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani in na InStitutu za
anatomijo, histologijo in embriologijo Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani smo leve
pljucne reznje, leve jetrne reznje in desne ledvice takoj po odvzemu fiksirali v Bouinovi
raztopini ter jih po 24 urah premestili v 70-odstotni etanol. Organe smo nato vklopili v parafin
in pripravili 5 pm debele tkivne rezine. Tkivne rezine smo deparafinizirali in jih po rehidraciji
v 100-odstotnem, 96-odstotnem in 70-odstotnem etanolu sprali v TBS in jih nato 20 minut
obdelovali s 3-odstotnim vodikovim peroksidom (H,O,) v TBS, da smo zavrli endogeno
peroksidazno aktivnost. Nato smo jih ponovno sprali v TBS. Antigene smo obnovili z 20-
minutno inkubacijo rezin v vrelem 0,01M natrijevem citratu (pH 6) v mikrovalovni pecici,
delujoci s polno mocjo (750 W), ter nato ohlajanjem na sobni temperaturi 20 minut, preden
smo jih ponovno sprali v TBS. Nespecificna mesta smo 60 minut blokirali z normalnim
kozjim serumom (Millipore, Billerica, MA, ZDA) v TBS (1:5 razredCina) pri sobni
temperaturi, preden smo tkivne rezine inkubirali s specifi¢énimi primarnimi protitelesi (proti-
iNOS zajc¢ja poliklonalna protitelesa, Anti-iNOS/NOSII, NT, Millipore, 1:100 razred¢ina) ali
normalnim kozjim serumom (kontrolne tkivne rezine) pri 4 °C ¢ez no€. Po spiranju rezin v
TBS smo le-te 30 minut inkubirali s sekundarnimi protitelesi (kozja protizaj¢ja protitelesa,
Jackson immunoresearch, West Grove, PA, ZDA, 1:100 razred¢ina s TBS) pri sobni
temperaturi, jih nato dvakrat sprali v TBS ter inkubirali 30 minut s kompleksom peroksidaza-
antiperoksidaza (PAP, Jackson immunoresearch) pri sobni temperaturi. Rezine smo dvakrat
sprali v TBS preden smo specificno vezavo doloc¢ali z razvijanjem barve z diaminobenzidin-
tetrahidrokloridom (DAB, Sigma-Aldrich) v prisotnosti 0,01-odstotnega H,O, do 20 minut,
odvisno od organa. Rezine smo nato obarvali s hematoksilinom, dehidrirali v 70-odstotnem,
96-odstotnem in nato v 100-odstotnem etanolu, razbistrili v ksilenu ter jih vklopili v Pertex
medij (Medite, Burgdorf, Germany) pred mikroskopskim pregledom histoloskih rezin z
mikroskopom Nikon Microphot FXA (Nikon Instruments Europe B.V.). Reprezentativne

rezine smo posneli s sistemom Lucia-G za analizo slik (Laboratory Imaging Ltd.).

3.12 Statisti¢na analiza

Statisticna obdelava podatkov je bila narejena na Klinicnem oddelku za plju¢ne bolezni in
alergijo Bolnisnice Golnik.
Normalnost porazdelitve rezultatov smo testirali z univariatno analizo za NO in NOx

vrednosti ter vrednosti Stevila mastocitov v dlesni. Ker niti porazdelitev spremenljivk niti
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njena log-transformacija nista bili normalni, so rezultati predstavljeni kot mediane vrednosti z
minimalnimi in maksimalnimi odstopanji.

Za testiranje razlik med skupinami (vzorci so bili neodvisni) smo uporabili neparametri¢ni
Wilcoxonov enosmerni test dveh vzorcev.

Korelacijo med vrednostmi NO v organih in NOx v plazmi smo testirali s Spearmanovim
korelacijskim testom na osnovi rangov.

Za testiranje razlik v iNOS imunoreaktivnosti, ki je bila opisana kot pozitivna ali negativna, v
razliénih podrocjih ledvic misi iz razli¢nih skupin, smo uporabili Fisherjev natancni test.
Rezultate smo opredelili kot statisticno znacilne pri p < 0,05. Statisticno obdelavo podatkov
smo opravili na osebnem raCunalniku s programskim paketom za statisticno obdelavo

podatkov SAS 9.00 (SAS Institute Inc., Cary, NC, ZDA).
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4 REZULTATI
4.1 Akutna okuzba s Porphyromonas gingivalis

4.1.1 Plazemska koncentracija nitrita/nitrata

Nitrit/nitrat smo izmerili v vseh vzorcih plazme misi iz kontrolne skupine, ki ni bila tretirana
(skupina I) (mediana vrednost 17.6 pmol/l, minimalna vrednost 13.4 pumol/l, maksimalna
vrednost 19.2 umol/l) in misi, ki pa so bile tretirane s spinskim lovilcem (skupina II) (med.
16.8 umol/l, min. 16.4 umol/l, maks. 20.8 pmol/l). Med skupinama I in II ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik.

Plazemska koncentracija NOx je bila zniZana v vseh ¢asovnih intervalih pri s P. gingivalis
okuzenih zivalih (skupina III), pri ¢emer je bila statisti¢no znacilno znizana (p = 0.017) 7, 13
in 25 ur po okuzbi v primerjavi z miSmi iz skupine II (graf 1a). Najnizja vrednost plazemske
koncentracije NOX je bila izmerjena 7 ur po okuzbi s P. gingivalis (med. 10.8 umol/l, min. 7.2
pmol/l, maks. 13.6 umol/l). Vrednosti plazemske koncentracije NOx pri posameznih Zivalih

so predstavljene v Tabeli 3 v prilogi.

4.1.2 Spektri EPR organov misi iz kontrolnih skupin

Osnovni spektri organov misi iz kontrolne skupine I so se glede na vrsto organa razlikovali,
kot je ze bilo opisano (Swartz, 1972). Pri miSih, tretiranih s spinskim lovilcem (skupina II), se
je signal FeNO(DETC), pojavljal v organih nekaterih Zivali, kot je prikazano na Sliki 3 za
jetra misi. Signal FeNO(DETC); smo zaznali v plju¢ih vseh misi iz skupine II (med. 4.45 AU,
min. 1.56 AU, maks. 10.21 AU), v ostalih organih kontrolnih mis$i pa se signal ni pojavljal
vedno (Grafi 1b do 1h).

4.1.3 Spektri EPR organov misi, okuzenih s Porphyromonas gingivalis

Stevilo zivali, pri katerih smo zaznali signal FeNO(DETC),, ter izmerili jakost signala, je
predstavljeno v grafih 1b do 1h. Signal FeNO(DETC), smo vedno zaznali v pljucih in jetrih
okuzenih zivali v vseh ¢asovnih intervalih. Odstotek zivali, pri katerih smo signal zaznali, je
bil vecji v daljSem Casu po okuzbi. Razen rezultatov iz mozganov in aorte 13 ur po okuzbi, so
mediane vrednosti vsebnosti NO v organih niZje pri misih, okuzenih s P. gingivalis, (skupina

III) v primerjavi z neokuZenimi zivalmi iz skupine II, vendar razlike niso statisticno znacilne.
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Vrednosti normiranih rezultatov meritev viSine signala FeNO(DETC), v posameznih organih

pri posameznih zivalih so predstavljene v Tabeli 3 v prilogi.
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Graf 1: S ¢asom povezano nastajanje NOx v plazmi (1a) in NO v razli¢nih organih (1b do 1h) okuzenih misi.

*Statisticno znacilna razlika med neokuzenimi (skupina II) in okuzenimi (skupina III) mi$mi. Krogi in trikotniki

prikazujejo mediane vrednosti NOx ali NO, minimalna in maksimalna odstopanja pa so prikazana z daljicami.

Stevilo misi, pri katerih smo NOx izmerili v plazmi ali NO v organih, ter $tevilo vseh testiranih vzorcev je

prikazano kot a/b nad daljico maksimalnega odstopanja. Stevilo testiranih vzorcev zaradi izkljugitve

poskodovanih vzorcev ne ustreza vedno Stevilu zivali v doloceni skupini.

Korelacija med NOx v plazmi in NO v organih je bila statisti¢no znacilno pozitivna za jetra

(Spearmanov korelacijski koeficient = 0,81; p = 0,0025) in mejno pozitivna za ledvice (0,58;

p = 0,059).
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4.2 Kroni¢na okuzba s Porphyromonas gingivalis

4.2.1 Brisi ustne votline

Pri neokuzenih miSih, vkljuenih v Studijo, smo iz ustne votline izolirali a-hemoliti¢ne
streptokoke, Flavobacterium odoratum, Pasteurella sp. ter razlicne koagulazno negativne
stafilokoke.

Z gojiscno preiskavo nismo zabelezili prisotnosti ¢rnopigmentiranih anaerobnih bakterij pri

nobeni od poskusnih zivali 42. dan poskusa.

4.2.2 HistoloSka ocena obzobnih tkiv

V subepitelnem Zilnem pletezu dlesni smo opazili v vseh vzorcih prisotnost
polimorfonuklearnih (PMN) celic, vendar v nobenem primeru nismo zaznali subepitelnih
okrogloceli¢nih infiltratov. Pripojni epiteli je bil v vseh vzorcih normalen in v nobenem
primeru nismo opazili izgube epitelnega prirastis¢a. Zato smo vse vzorce opisali kot klini¢no
zdrave dlesni (Wolf in sod., 2005) (Slika 4). Nobenih razlik ni bilo v pojavnosti mastocitov v

vezivnem tkivu dlesni pri zivalih iz razli¢nih skupin.

i

et " 2

Slika 4: Obzobna tkiva pri okuzeni zivali iz 6. skupine. V subepitelnem zilnem pletezu so polimorfonuklearni
levkociti (). Izgube epitelnega prirasti§¢a ni (3 oznacuje cementno-skleninsko mejo). K—¢eljustna kost, D—

dentin, P—zobna pulpa. Hematoksilin in eozin, 20-kratna povecava.
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4.2.3 Plazemska koncentracija TNF-alfa in nitrita/nitrata

Plazemska koncentracija TNF-o je bila zvecana pri misih, okuzenih s P. gingivalis (6.
skupina), v primerjavi s kontrolnimi zivalmi iz 3. skupine, vendar rezultati niso bili statisti¢no
znacilni (p = 0,079) (Graf 2).

Vrednosti plazemske koncentracije TNF-a pri posameznih Zivalih so predstavljene v Tabeli 4

v prilogi.

[ Tkontrola (skupina 3)
10 V7] Pg (skupina 6)

s

1/5

TNF-alfa (ng/L)

Graf 2: Plazemska koncentracija TNF-a. Visina stolpcev oznacuje mediano vrednost, daljice pa odstopanja.
Stevilke nad daljicami pokaZejo Stevilo vzorcev plazme, v katerih smo zaznali TNF-a ter $tevilo testiranih

VZOrcev.

V vseh vzorcih netretiranih in s spinskim lovilcem tretiranih kontrolnih misi je bila zaznavna
koncentracija NOx (Tabela 4, priloga), med skupinama ni bilo statisticno znacilnih razlik.

Ko smo rezultate plazemske koncentracije NOx pri kontrolni skupini (3. skupina) misi
primerjali z rezultati s P. gingivalis okuzenih misi iz 6. skupine, smo ugotovili statisti¢no
znacilno (p = 0,028) zvecanje plazemske koncetracije NOx pri okuzenih zivalih (Graf 3).

V primerjavi z okuzenimi zivalmi (6. skupina) je bila pri okuzenih misih, tretiranih s 1400W
(8. skupina), plazemska koncentracija NOx zmanjSana, ¢eprav statisticno neznacilno, in tudi
ni dosegla osnovne koncentracije NOx pri kontrolnih Zivalih iz 3. skupine. Nasprotno pa se je

pri neokuzenih Zzivalih, tretiranih s 1400W (5. skupina), plazemska koncentracija NOx
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statisti¢no znacilno (p = 0,004) zvecala v primerjavi s kontrolnimi zivalmi iz 3. skupine (Graf
3).

Pri okuzenih zivalih, tretiranih z L-NAME (7. skupina), smo izmerili zvecano koncentracijo
NOx v plazmi v primerjavi z okuzenimi netretiranimi zivalmi (6. skupina). Podobno je bila
plazemska koncentracija NOx zveCana pri neokuzenih zivalih, tretiranih z L-NAME (4.
skupina), v primerjavi s kontrolnimi zivalmi iz 3. skupine. Slednji rezultati so bili statisti¢no
znacilni (p = 0,006).

Vrednosti plazemske koncentracije NOx pri posameznih zivalih iz razlicnih skupin so

predstavljene v Tabeli 4 v prilogi.

[__Tkontrola (skupina 3)
v//77] Pg (skupina 6)

40 4 XY Pg + 1400W (skupina 8)
. B kontrola + 1400W (skupina 5)
35 + [T Pg + L-NAME (skupina 7)
i . HHEH kontrola + L-NAME (skupina 4)
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Graf 3: Plazemska koncentracija NOx. *Statisti¢no znacilna razlika med kontrolno skupino zivali (3. skupina) in
skupino s P. gingivalis okuzenih Zivali (6. skupina). **Statisti¢no znacilna razlika med kontrolno skupino zivali
(3. skupina) in kontrolno skupino zivali, tretirano s 1400W (5. skupina). ***Statisti¢éno znacilna razlika med
kontrolno skupino zivali (3. skupina) in kontrolno skupino Zivali, tretirano z L-NAME (4. skupina). ViSina
stolpcev oznaduje mediano vrednost, daljice pa odstopanja. Stevilke nad daljicami pokaZejo $tevilo vzorcev

plazme, v katerih smo zaznali NOXx ter Stevilo testiranih vzorcev.
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4.2.4 Spektri EPR organov

Pri vseh kontrolnih Zivalih iz 3. skupine smo v razli¢nih organih, vendar ne vedno, izmerili
prisotnost NO. Signal pa je bil v razli¢nih organih v povprecju vi§ji in se je pojavljal pri
vecjem Stevilu tistih zivali, ki so bile okuzene s P. gingivalis (6. skupina). Pri tem je bila v 6.
skupini izmerjena statisticno znacilno visja vsebnost NO v jetrih (p = 0,017) in ledvicah (p =
0,027) v primerjavi z Zivalmi iz 3. skupine (Graf 4).

Pri okuzenih Zivalih, tretiranih s 1400W (8. skupina), je bila v vseh organih, razen v vranici,
izmerjena manjsSa vsebnost NO kot pri okuzenih Zivalih (6. skupina). Pri tem je bila statisti¢no
znacilna razlika v vsebnosti NO med skupinama izmerjena v aorti (p = 0,008) in ledvicah (p =
0,046), vendar je bila zgolj v aorti vsebnost NO nizja kot pri kontrolni skupini (3. skupina,
osnovna raven NO v organih) (Graf 4).

Pri neokuzenih zivalih, tretiranih s 1400W (5. skupina), smo, razen v vranici, izmerili vi§jo
vsebnost NO v organih v primerjavi s kontrolnimi zivalmi (3. skupina), statisti¢no znacilna

razlika je bila dokazana v jetrih (p = 0,04) (Graf 4).
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Graf 4: Relativna vsebnost NO v organih kontrolnih in s P. gingivalis okuzenih misi. Vpliv iNOS selektivnega
inhibitorja 1400W. *Statisticno znacilna razlika med kontrolnimi zivalmi (3. skupina) in s P. gingivalis
okuzenimi zivalmi (6. skupina). **Statisticno znalilna razlika med s P. gingivalis okuzenimi zivalmi (6.
skupina) in s P. gingivalis okuzenimi zivalmi, tretiranimi s 1400W (8. skupina). ***Statisti¢no znacilna razlika
med kontrolnimi zivalmi (3. skupina) in kontrolnimi Zivalmi, tretiranimi s 1400W (5. skupina). Visina stolpcev
oznacuje mediano vrednost, daljice pa odstopanja. Stevilke nad daljicami pokaZejo $tevilo vzorcev organov, v

katerih smo zaznali NO, ter Stevilo testiranih vzorcev.

Pri okuZenih zivalih, tretiranih z L-NAME (7. skupina), je bila v pljucih, jetrih in mozganih
izmerjena manjSa vsebnost NO kot pri okuzenih zivalih (6. skupina), medtem ko je bila v
ostalih organih vsebnost NO vec¢ja, vendar razlike niso bile nikoli statisticno znacilne (Graf
5).

Pri neokuzenih zivalih, tretiranih z L-NAME (4. skupina), smo, razen v aorti, izmerili vi$jo
vsebnost NO v organih v primerjavi s kontrolnimi zivalmi (3. skupina), statisti¢no znacilna
razlika pa je bila dokazana v pljucih (p = 0,018), srcu (p = 0,037), jetrih (p = 0,029) in
ledvicah (p = 0,029) (Graf 5).
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Graf 5: Relativna vsebnost NO v organih kontrolnih in s P. gingivalis okuzZenih misi. Vpliv neselektivnega NOS
inhibitorja L-NAME. *Statisticno znacilna razlika med kontrolnimi zivalmi (3. skupina) in s P. gingivalis
okuzenimi zivalmi (6. skupina). **Statisticno znalilna razlika med s P. gingivalis okuzenimi zivalmi (6.
skupina) in s P. gingivalis okuZenimi Zivalmi, tretiranimi z L-NAME (7. skupina). ***Statisticno znacilna
razlika med kontrolnimi Zivalmi (3. skupina) in kontrolnimi zivalmi, tretiranimi z L-NAME (4. skupina). ViSina
stolpcev oznaduje mediano vrednost, daljice pa odstopanja. Stevilke nad daljicami pokaZejo $tevilo vzorcev

organov, v katerih smo zaznali NO, ter Stevilo testiranih vzorcev.

Vrednosti normiranih rezultatov meritev visine signala FeNO(DETC), v posameznih organih

pri posameznih zivalih iz razli¢nih skupin so predstavljene v Tabeli 4 v prilogi.

Korelacija med NOx v plazmi in NO v organih je bila statisticno znacilno pozitivna za pljuca
(Spearmanov korelacijski koeficient = 0,35; p = 0,032) in ledvice (0,47; p = 0,003), mejno
statisticno znacilna pa za srce (0,30; p = 0,069) in jetra (0,30; p = 0,069).

4.2.5 Imunohistokemijsko dolo¢anje iNOS v pljucih, jetrih in ledvicah

Z imunohistokemijsko analizo nismo zasledili razlik v prisotnosti iNOS v pljucih, jetrih in
ledvicah misi iz razli¢nih poskusnih skupin.

V pljuénem parenhimu vseh misi iz kontrolne skupine (3. skupina) in skupine, okuZene s P.

gingivalis (6. skupina), smo opazili posamezne skupke okroglih celic, v katerih pa nismo
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Tvtw

vzorcih plju¢ (Slika 5a).

V jetrnih celicah v vseh vzorcih smo imunohistokemijsko dokazali prisotnost iNOS,
obarvanje je bilo ponavadi bolj izrazito okrog centralnih ven (Slika 5b) in na obrobju reznjev.
V velini vzorcev ledvic smo imunohistokemijsko potrdili prisotnost iNOS, vendar med
skupinami ni bilo razlik v pojavnosti pozitivnih vzorcev. Celice, v katerih se je iNOS
pojavljala, smo zasledili v zunanjem delu skorje ledvic (Slika 5c), zunanjem delu sredice in v

do 50 % primerov tudi v ledvi¢ni papili (Tabela 4, priloga).
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Slika 5: Imunohistokemijsko dolo¢anje iNOS (celice pozitivne na iNOS so obarvane intenzivno rjavo, jedra celic
so obarvana s hematoksilinom). a—mikrofotografija plju¢, pozitivna imunohistokemijska reakcija na iNOS v
misi¢ni plasti ve&jih Zil (Z). B—svetlina bronha, 40-kratna povedava. b-mikrofotografija jeter, izrazitejse
obarvanje celic okrog centralnih ven (CV), 200-kratna povecava. c—mikrofotografija ledvi¢ne skorje, celice
pozitivne na iNOS v distalnih tubulih (G—glomerul, P—proksimalni tubul, D—distalni tubul, } oznaduje ledvi¢no
kapsulo).
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5 DISKUSIJA

5.1 Sistemska raven duSikovega oksida v akutni fazi po peroralni okuZbi s
Porphyromonas gingivalis

V predhodni §tudiji (Nemec in sod., 2009) smo ugotovili, da enkratna peroralna okuzba z
bakterijo E. coli ATCC 25922, ki lahko povzroca pri misih razlicne okuzbe (Hof in sod.,
1986; Sobrinho in sod., 1998; Ko in sod., 2005; Hwang in sod., 2007), izzove povecano
nastajanje NO v razli¢nih organih, vendar je v primerjavi s septi¢nim Sokom ¢asovni potek
nastajanja NO po peroralni okuzbi drugacen. Podobno velja, da je odziv na enak odmerek
endotoksina po Casu in kvalitativno razli¢en, ¢e se endotoksin vnese sistemsko (i.v.) ali
lokalno v pljuca (O'Grady in sod., 2001). Pri peroralnem vnosu E. coli se odziv pojavi bolj
zgodaj in je dvofazen v primerjavi s septi¢nim Sokom. Ugotovili smo tudi, da so pri peroralni
okuzbi v nastajanje NO vpleteni drugi organi kot pri septicnem Soku. Mozno je torej, da so
zivali in ljudje razvili hitrejsi sistemski imunski odziv na bakterije, ki vstopajo v telo po
naravni, peroralni poti. Slednje je podprto z ugotovitvijo, da polimorfonuklearni (PMN)
levkociti, izolirani iz ustne votline zdravih ljudi, tvorijo bistveno vecje koliCine reaktivnih
kisikovih zvrsti kot polimorfonuklearni (PMN) levkociti, izolirani iz periferne krvi, ko so
stimulirani (Sato in sod., 1996). Podobno velja pri misih za alveolne makrofage, saj so le-ti
ucinkovitej$i pri odstranjevanju P. gingivalis v primerjavi s peritonealnimi makrofagi ali
makrofagi v vranici, pri Cemer je bistvenega pomena nastajanje mikrobicidnega NO
(Hajishengallis in sod., 2008).

Cilj Studije je torej bil ponazoriti naravno okuzbo gostitelja s P. gingivalis. Pri tem smo
peroralno okuZzevali zavestne zivali, ker smo se Zeleli izogniti uporabi anestetikov, nujnih pri
intratrahealni ali intranazalni okuzbi (Petelin in sod., 2004; Marks in sod., 2007), saj je znano,
da anestetiki znizujejo raven provnetnih citokinov pri eksperimentalno povzroceni
endotoksemiji (Hofstetter in sod., 2005; Taniguchi in Yamamoto, 2005). Ze prej smo
ugotovili, da ob takSnem nacinu okuzbe Zivali pride do poZziranja, deloma pa tudi do
vdihovanja okuzenega materiala (Nemec in sod., 2009). Zato lahko pri¢akujemo, da do
primarnega odziva gostitelja na antigene pride na razlicnih mestih — v orofaringealnem
limfati¢nem tkivu, prebavilih in/ali pljucih, ¢emur najverjetneje sledi sistemski odziv.

Ceprav je gastrointestinalna okuzba s P. gingivalis ATCC 33277 manj verjetna, saj je
bakterija obcutljiva na kislino (Takahashi in Schachtele, 1990), pa je moZen nastanek

endotoksemije. Znano namre¢ je, da LPS po peroralnem vnosu lahko prehaja crevesno
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sluznico in vpliva na poslabsanje vnetja v oddaljenih tkivih (Yoshino in sod., 1999). Tudi v
primeru, da je odziv gostitelja posledica vdiha antigenov, je moZzno, da bi zaznali zve€ano
sistemsko nastajanje NO, saj je znano, da lokalno nastajanje NO pri intersticijski pljucnici
vodi v zvecanje koncentracije NOx v serumu (Miyakawa in sod., 2002).

Da bi ocenili sistemsko nastajanje duSikovega oksida, smo pri zivalih merili plazemsko
koncentracijo nitrita/nitrata (NOX), saj je to stabilen kon¢ni produkt metabolizma NO, ki ga
lahko zaznamo v krvi in urinu (Tsikas, 2005).

Plazemski NOx smo zaznali tako pri kontrolnih misih kot pri kontrolnih s spinskim lovilcem
tretiranih misih, ki najverjetneje izvira iz hrane (Green in sod., 1981; Ellis in sod., 1998). Ker
med skupinama nismo opazili razlik, smo vpliv spinskega lovilca na nastajanje NOx
zanemarili.

Pri okuZenih zivalih smo v primerjavi s kontrolnimi Zivalmi zaznali o¢iten padec plazemske
koncentracije NOx, ki je dosegel najnizje vrednosti in statisticno znacilno znizanje 7 ur po
okuzbi. V zgodnejsi fazi (2,5 ure) po okuzbi to zniZzanje najverjetneje ni bilo tako ocitno, ker
je razpolovna doba nitrata v plazmi misi 1,54 ure (Veszelovsky in sod., 1995). Veszelovsky in
sodelavci (1995) ter Hayashi in sodelavcei (2005) menijo, da serijsko spremljanje plazemske
koncentracije NOx omogoca vrednotenje aktivnosti iNOS in vivo. Ob tem pa se je potrebno
zavedati, da lahko NO v bioloskih sistemih nastaja tudi neencimsko (Berliner in Fujii, 2004).
Da bi dolo¢ili nastajanje NO v organih misi in koliko prispeva k nastajanju plazemskega
NOx, smo pri kontrolnih in okuZenih zivalih izmerili jakost tripletnih signalov EPR, znacilnih
za FeNO(DETC),, kot je prikazano na Sliki 3, in tako dolocili vsebnost NO v organih
(Venkataraman in sod., 2002; Kleschyov in sod., 2003). Izmerjeni NO najverjetneje zrcali
vsebnost NO v celicah organov, saj je spinski lovilec Fe(DETC), zaradi svoje hidrofobnosti
najucinkovitejsi za lovljenje v membranah ujetega NO (Kleschyov in Munzel, 2002). Skoraj
neverjetno je, da bi izmerjeni NO predstavljal NO v krvi, saj je znano, da so za sistemsko
nastajanje NO pri septicnem Soku pri misih odgovorne celice parenhimskih organov in ne
hematopoetske celice (Bultinck in sod., 2006). Poleg tega pa bi bil signal EPR, ki bi ga dobili
iz NO v krvi, drugacen, saj se NO v krvi veze na hemoglobin in ne na hidrofobni spinski
lovilec (Kalyanaraman, 1996; Takizawa in sod., 2002).

Dusikov oksid smo zaznali tako v organih neokuzenih kot okuZenih Zivali. Pri neokuzenih
zivalih najverjetneje zaznavamo NO, ki nastaja na konstitutivnih izooblikah NOS, kar
opisujejo tudi drugi avtorji (Kleschyov in Munzel, 2002; Hayashi in sod., 2005;
Thippeswamy in sod., 2006). Berliner in Fujii (2004) pa omenjata, da je koli¢ina NO, ki izvira

iz konstitutivnih izooblik NOS, ponavadi prenizka (pikomolarne koncentracije), da bi jo
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zaznali z metodo EPR. Mozno je torej, da pri neokuzenih Zivalih zaznavamo NO, ki nastaja
zaradi neodkritega vnetnega zariSca ali pa je posledica neencimskega nastajanja.

Kljub temu pa smo pri okuzenih Zivalih zaznali upadanje koli¢ine NO v vseh organih, razen v
mozganih in aorti 13 ur po okuzbi. To je v skladu s trendom NOx v plazmi, ¢eprav je bila
korelacija med NOx v plazmi in nastalim NO v organih statisti¢no znacilna samo za jetra.

Iz tega lahko sklepamo, da enkratna peroralna okuzba s P. gingivalis znizuje sistemsko
nastajanje NO v akutni fazi imunskega odziva. ZniZana sistemska raven NO je lahko
posledica povecane porabe ali povecane razgradnje NO ali pa zmanjSanja nastajanja NO na
NOS, saj se bioaktivnost NO uravnava tako z nastajanjem na NOS kot z razgradnjo (Liu in
sod., 2004).

Opisano je, da izrazanje iINOS po izpostavitvi organizma endotoksinom sovpada s
povecanjem S-nitrozilacije tar¢nih celi¢nih proteinov (Liu in sod., 2004; Gao in sod., 2005),
kar bi lahko v nasem primeru privedlo do povecane porabe NO in s tem do zmanjSanja
prostega NO, ki ga lahko ujamemo s spinskim lovilcem. Najverjetneje pa so v opisane
procese vpletene Se druge metabolne poti NO (Liu in sod., 2004; Lancaster, 2006).

Obenem je tudi znano, da lahko LPS nekaterih bakterij sproza nastajanje in izlo¢anje s
trigliceridi bogatih lipoproteinov. Ti lahko vezejo LPS, da nastanejo kompleksi lipoprotein-
LPS, ki lahko zavirajo nastajanje NO v jetrnih celicah podgan zaradi zmanjSanega odziva teh
celic na provnetne citokine (Kumwenda in sod., 2002; Harris in Kasravi, 2003). Opisani
ucinek je bil zaznan ze 2 uri po zacetku poskusa, najvecji zaviralni u€inek na nastajanje NO je
bil opisan po 6 urah, po 40 urah pa je bil odziv jetrnih celic na provnetne citokine enak pri
okuzeni in neokuzeni skupini zivali (Harris in Kasravi, 2003). Podoben casovni potek
zmanjSanja nastajanja NO tako v jetrih kot ostalih organih smo opazili tudi v naSi Studiji.
Opisana toleranca na citokine je najverjetneje mehanizem po Gramu negativnih bakterij, ki s
pomocjo lipoproteinov, bogatih s trigliceridi, zavrejo prirojeni imunski odziv gostitelja
(Harris in Kasravi, 2003). Pojav je neodvisen od endotoksi¢ne aktivnosti LPS (Kasravi in
sod., 2005).

Prav tako je znano, da P. gingivalis lahko sproza nastajanje protivnetnih citokinov, razgradi
obstojece citokine in nasprotuje uc¢inkom interlevkina 8 (IL-8), ki nastaja v epitelnih celicah,
kar privede do zavora prirojenih imunskih odzivov gostitelja (Lamont in Jenkinson, 1998). Po
enkratni intratrahealni okuZbi s sonicirano bakterijo P. gingivalis ATCC 33277 je bilo
ugotovljeno, da je 2 uri po okuzbi razmerje topnih receptorjev za TNF-o (sTNFR2/sSTNFR1) v
serumu zvecano, kar lahko nasprotuje ufinkom TNF-o v akutni fazi imunskega odziva

(Petelin in sod., 2004). Obenem je pri septi¢nem Soku opisano, da je raven topnih receptorjev
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za TNF-a v serumu povezana s serumsko koncentracijo nitrata, pri cemer avtorji domnevajo,
da lahko protivnetni citokini zavirajo nastajanje NO (Groeneveld in sod., 1997).

Ker je na iNOS nastali NO pomemben v imunskem odzivu pri okuzbah s P. gingivalis
(Gyurko in sod., 2003; Alayan in sod., 2006), igra v naSi Studiji opazeno zmanjSanje
sistemske ravni NO najverjetneje pomembno vlogo pri akutnem odzivu na peroralno okuzbo s
P. gingivalis. Znano je namre¢, da lahko v zgodnjih fazah okuzbe P. gingivalis zavira imunski
odziv gostitelja, kar olajSa bakterijsko kolonizacijo tudi zaradi zavora vstopa
polimorfonuklearnih (PMN) levkocitov v tkivo (Lamont in Jenkinson, 1998). Vedno vec¢ je
dokazov, da je LPS bistvenega pomena pri zacetnem zaviranju imunskega odziva gostitelja,
saj je Sibek aktivator nastajanja interlevkina 1-beta (IL-1B) in TNF-a v monocitih (Reife in
sod., 1995; Lamont in Jenkinson, 1998), ti pa so pomembni za aktiviranje iNOS (Jean-
Baptiste, 2007). Mehanizmi interakcije P. gingivalis LPS z receptorji CD14 so torej
najverjetneje vpleteni v zmanjSanje obrambne sposobnosti gostitelja, ki se zrcali v toleranci
gostitelja na bakterijo (Lamont in Jenkinson, 1998).

Ne le, da je v primerjavi z LPS E. coli LPS P. gingivalis biolosko manj reaktiven (Reife in
sod., 1995), kaze se tudi, da LPS obeh bakterij aktivirata razlicne tipe imunosti in vivo
(Pulendran in sod., 2001), kar ugotavljamo tudi v nasih $tudijah (Nemec in sod., 2009).

Vecdji odstotek okuzenih zivali, pri katerih smo v poznejsi fazi (25 ur) zaznali NO v organih,
¢eprav je bila skupna raven tako NO kot NOx Se vedno niZja kot pri neokuZenih Zivalih, pa
najverjetneje nakazuje zapozneli, a Se vedno neucinkoviti imunski odziv gostitelja. Podobno
ugotavljata tudi Lamont in Jenkinson (1998), ki menita, da vse opisano kaze, kako odporna na

imunski odziv gostitelja je bakterija P. gingivalis.

5.2 Sistemska raven duSikovega oksida pri ponavljajo¢i se peroralni okuzbi s
Porphyromonas gingivalis

Opisano je, da se po trikratni peroralni okuzbi s P. gingivalis v presledku dveh dni in
predhodni desetdnevni sistemski uporabi antibiotikov po 42 dneh pri miSih razvije
parodontalna bolezen (Baker in sod., 1994; Hardham in sod., 2005). Podobno se ugotavlja
tudi pri podganah (Katz s sod. 1999). Kljub temu pa v nasi Studiji, kjer smo se zaradi moznih
vplivov na nastajanje NO rabi antibiotikov izognili, pri miSih histolosko nismo ugotovili
vnetja dlesni. Mozno je, da bolezni nismo uspeli povzro€iti zaradi odmrtja bakterij, saj po 42
dneh poskusa v ustni votlini nismo uspeli dokazati zivih ¢rnopigmentiranih anaerobnih

bakterij. Morda pa Zivih bakterij nismo izolirali tudi zaradi nacina odvzema brisa ustne
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votline, saj metoda ni zanesljiva za izolacijo zelo majhnega Stevila bakterij iz ustne votline
(Hardham in sod., 2005). Ob tem pa je treba vedeti, da je P. gingivalis ATCC 33277 izjemno
invaziven sev (Duncan in sod., 1993; Umeda in sod., 2006; Belanger in sod., 2008), ki lahko
prezivi znotraj epitelnih celic in povzro¢a vnetni odgovor, ¢eprav ga sicer ne moremo izolirati
(Eick in sod., 2006).

Ceprav bolezenskih sprememb v obzobnih tkivih histologko nismo potrdili, pa smo zaznali
znalilno zveCanje koncentracije NOx v plazmi in koli¢ine NO v organih s P. gingivalis
okuzenih misi. Nastali NO vsaj deloma izvira iz iNOS, kakor smo dokazali z uporabo iNOS
selektivnega inhibitorja 1400W.

Tako pri kontrolnih kot okuzenih zivalih smo histolosko ugotovili blago pljucnico, ki je
najverjetneje posledica premestitve zivali iz pogojev reje zivali, prostih specificnih patogenih
klic (reje SPF zivali), in izpostavitve novim okoljskim vplivom in bakterijam. Domnevamo,
da je "osnovna raven" NO, ki smo jo zaznali pri kontrolnih zivalih, posledica odgovora zivali
na nove razmere, ¢eprav v okrogloceli¢nih infiltratih v plju¢nem parenhimu nismo zaznali
prisotnosti iNOS.

Ker so bile zivali poleg tega pazljivo okuzene, da bi se izognili vdihu, in ker nismo zaznali
bolezni obzobnih tkiv, je najverjetneje, da sta pri okuzenih zivalih nastali NO in NOx
posledica ponavljajoCega se poziranja bakterije P. gingivalis in/ali njenih presnovkov oziroma
sestavin.

Pri tem je moznih ve¢ mest, kjer pride do prvotnega odziva gostitelja na bakterijo in/ali njene
antigene. Poleg ze omenjenega imunskega odziva na znotrajcelicno prisotnost P. gingivalis
(Eick in sod., 2006) je poznano tudi, da v odgovoru na zgodnje nabiranje plaka v ustni votlini
v celicah pripojnega epitela nastajajo mediatorji vnetja (Wolf in sod., 2005). Tako Ziva kot
mrtva bakterija P. gingivalis lahko izzoveta nastajanje razli¢nih provnetnih citokinov tudi v
fibroblastih dlesni (Steffen in sod., 2000). Lipopolisaharidi po Gramu negativnih anaerobnih
bakterij v ustni votlini povzrocajo tudi mastocitno reakcijo (Abraham in Malaviya, 1997;
Malaviya in Abraham, 1998; Walsh, 2003). Slednja je v nasi $tudiji manj verjetna, saj pri
histoloski preiskavi rezin, obarvanih s toluidinskim modrilom, nismo opazili razlik v Stevilu,
umestitvi ali degranulaciji mastocitov v tkivu dlesni pri zivalih iz razli¢nih skupin (Walsh,
2003).

Orofaringealno limfati¢no tkivo je pomembno pri prvotnem imunskem odzivu na antigene, ki
vstopajo skozi ustno votlino (Koornstra in sod., 1991; Belz in Heath, 1995). V prebavilih se
nahajajo $tevilni mastociti (Malaviya in Abraham, 1998). Ze nestimulirane ¢revesne epitelne

celice izrazajo receptorje TLR2 in TLR4, ki so pomembni pri zaznavanju patogenov, Stevilo
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teh receptorjev pa se ob vdoru LPS v &revo e poveda (Swerdlow in sod., 2006). Ze prej smo
omenili, da je vstop samega LPS v &revo po peroralni okuzbi moZen in lahko izzove
sistemske ucinke (Yoshino in sod., 1999).

Glede na rezultate Studije sklepamo, da igra obsezen imunski sistem Crevesja pomembno
vlogo v prirojenem imunskem odzivu gostitelja na okuzbo s P. gingivalis po peroralni poti.
Podobno je opisano za peroralno okuzbo misi s Toxoplasma gondii (Furuta in sod., 2006) ali
pri odzivu gostitelja na prisotnost komenzalnih bakterij in/ali njihovih presnovkov v ¢revesu
(Kaiserlian in sod., 2005).

Ne glede na to, kje je dejansko vstopno mesto za P. gingivalis in/ali antigene v nasi Studiji, pa
je gotovo, da je bilo 42. dan po okuzbi ob Casu vzorCenja nekje v telesu misi Se vedno
prisotno vnetno zari$¢e, saj smo v plazmi izmerili zve€ano koncentracijo TNF-a, ki je prvi
plazemski kazalec odgovora organizma na LPS (Wolf in sod., 2005). Obenem je znano, da se
je znacilna zelo kratka razpolovna doba v plazmi (nekaj minut) (Tsutsumi in sod., 1994).
TNF-a je obenem tudi pomemben aktivator iNOS (Jean-Baptiste, 2007).

Vloga v organih nastalega NO ostaja nerazjasnjena. Znano je, da igrajo zlasti ledvice in jetra
pomembno vlogo pri izlo€anju LPS in TNF-a iz krvnega obtoka (Tsutsumi in sod., 1994;
Yakovlev, 2003), torej bi lahko NO igral vlogo v uravnavanju teh procesov, vendar so mozne
Se Stevilne druge vloge NO (Milbourne in Bygrave, 1995; Poljakovic in sod., 2001).

Glede na opazeno zmanjSanje nastajanja NO pri okuzenih Zivalih, ki so bile hkrati tretirane s
selektivnim iNOS inhibitorjem, nastaja NO v ledvicah v najvecji meri na iNOS. Po drugi
strani pa domnevamo, da iNOS v vecini organov ni edini vir nastajanja NO po okuZzbi
(Kleinert in sod., 2000), saj tudi ob uporabi selektivnega iNOS inhibitorja pri okuZenih zivalih
nismo dosegli znizanja nastajanja NO do osnovne ravni, izmerjene pri kontrolnih zivalih.
Mozno je, da selektivni inhibitor nima popolnega uc¢inka (Alderton in sod., 2001). Obenem pa
pri imunohistokemijski analizi organov nismo opazili nikakr$nih razlik med skupinami zivali
v izrazanju iNOS. Opisano je, da se iNOS izraZa v jetrnih celicah zdravih jeter ljudi, kjer se
pojavlja predvsem v periportalni regiji jeter (McNaughton in sod., 2002), kar pa ni znacilnost
misi (Han in sod., 2004). Ob tem je potrebno vedeti, da imunohistokemijska analiza ni
kvantitativna metoda in ne daje podatkov o aktivnosti encimov, pac¢ pa samo zaznava njihovo
prisotnost v tkivu. Zlasti je vprasljiva metoda za dolo¢anje iNOS v ledvicah (Holmqvist in
sod., 2005). Ce bi torej Zeleli dolodati encimsko aktivnost iNOS pri neokuzenih in okuZenih
ter z inhibitorji tretiranih Zzivalih, s katero bi bolje presodili, ali je iNOS dejansko vir

nastajanja NO v organih, bi bilo treba uporabiti druge tehnike in metode. Ob vsem je seveda
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mozno, da NO sploh ne nastaja v organih, kjer smo ga izmerili, temveC nekje drugje v telesu,
se nato shrani in prenese v organe (ledvice, jetra), kjer je potreben za doloc¢ene ucinke, kot
predlagajo tudi drugi avtorji (Muller in sod., 2002; Kim-Shapiro in sod., 2006). Nadaljnje
Studije, s katerimi bi dolocili mesto nastajanja NO po ponavljajoci se peroralni okuzbi s P.

gingivalis ter u¢inke NO v ledvicah in jetrih, bi bile vsekakor zanimive.

5.3 Nitrit/nitrat kot moZen kazalec sistemskega nastajanja duSikovega oksida pri

peroralnih okuzbah s Porphyromonas gingivalis

Nitrit/nitrat (NOx) je stabilni kon¢ni produkt metabolizma NO, ki ga lahko zasledimo v
bioloskih tekoc¢inah (Tsikas, 2005) in odslikava raven v tkivih nastalega NO, zato je mozni
kazalecj aktiviranja imunskega odziva pri vnosu LPS (Jungersten in sod., 1993; Tracey in
sod., 1995; Veszelovsky in sod., 1995; Ellis in sod., 1998; Hayashi in sod., 2005), ceprav so
mnenja deljena (Klebanoff in Nathan, 1993; Tsikas, 2005).

Tako pri akutni kot ponavljajo¢i se okuzbi s P. gingivalis smo ugotovili, da plazemska
koncentracija NOx natan¢no zrcali nastajanje NO vsaj v nekaterih organih. Torej bi bila lahko
plazemska koncentracija NOx dober kazalec sistemskega nastajanja NO pri peroralnih
okuzbah s P. gingivalis in zato morda tudi pri parodontalni bolezni.

Pri tem je potrebno vedeti, da nitrit in nitrat v bioloskih tekocinah izvira deloma iz prehrane.
Ta lahko mocno vpliva na variabilnost plazemske koncentracije nitrata, ¢eprav celo visoka
vsebnost nitrata v prehrani ne vpliva na endogeno biosintezo nitrata, ki dodatno prispeva k
plazemski koncentraciji NOx (Green in sod., 1981; Ellis in sod., 1998). Dodatno lahko k
zveCanju plazemske koncentracije NOx prispeva bakterijska razgradnja amino-skupin v
¢revesju (Wink in sod., 1996). V nasih studijah smo se morebitnemu vplivu prehrane izognili
z regulirano dieto zivali pred poskusom in ves Cas trajanja poskusa, v klini¢nih Studijah pa bi
bilo to najverjetneje zahtevnejse.

Ce bi zeleli plazemsko koncentracijo NOx doloati v vzorcih bolnikov, potem se je potrebno
zavedati doloCenih omejitev, ki jih metoda ima. Nujno je potrebno upostevati, da lahko
nitrit/nitrat, ki je prisoten v epruvetah za odvzem krvi, laboratorijskih kemikalijah in opremi,
pomembno vpliva na meritve (Dembny in sod., 1998; Ellis in sod., 1998; Ricart-Jane in sod.,
2002; Tsikas, 2005), enako tudi obdelava vzorcev (Ellis in sod., 1998; Tsikas, 2005).

Problem v nasi $tudiji bi lahko bila tudi uporaba dusik vsebujocih L-argininskih analogov, kot
npr. L-NAME, saj lahko motijo dolo¢ene analize NOx (Tsikas in sod., 1998). Kljub temu pa

je plazemska raven NOx v naSih Studijah natan¢no odslikavala nastajanje NO v organih, torej
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je prispevek L-NAME k plazemskemu NOx manj verjeten, seveda pa bi bilo idealno taksne
spojine iz vzorca plazme pred analizo odstraniti (Tsikas in sod., 1998).

V klini¢nih S$tudijah bi bilo torej poleg prehrane nujno upostevati, da je plazemska
koncentracija NOx odvisna tudi od drugih v telo vneSenih snovi, kakor tudi od endogenih

spolnih hormonov (Green in sod., 1981; Ellis in sod., 1998; Verthelyi, 2006).

5.4 Uporaba inhibitorjev sintaz duSikovega oksida

V $tudiji smo opazili, da inhibitorji NOS ne delujejo enako v tkivih neokuzenih in okuZenih
zivali, saj se je ob uporabi inhibitorjev pri neokuzenih Zivalih nastajanje NO v tkivih in NOx
v plazmi zvecalo. Opisani porast je lahko posledica motenega ravnovesja med vsemi tremi
izooblikami NOS po uvedbi inhibitorja (Persichini in sod., 2006). Znano namre¢ je, da se tudi
iINOS lahko konstitutivno izraza v nekaterih celicah (Kleinert in sod., 2000; Poljakovic in
sod., 2001), kar smo ugotovili tudi z imunohistokemijsko analizo organov neokuzenih misi v
nasi Studiji. Povecano nastajanje NO je seveda lahko tudi posledica neencimskega nastajanja
NO zaradi uporabe inhibitorjev NOS, kar je opisano za L-NAME (Moroz in sod., 1998), ali je
celo posledica ponavljajoCega se 1.p. dajanja inhibitorja, za kar so nujne dodatne raziskave.
Zanimivo ob tem je, da se inhibitorji ze veliko raziskujejo kot mozna zdravila za
preprecevanje nitroksidativnega stresa, tudi pri gingivitisu in parodontalni bolezni (Di Paola
in sod., 2004; Leitao in sod., 2005; Paquette in sod., 2006).

Kot potencialno uporabni se omenjajo predvsem iNOS selektivni inhibitorji, da bi se izognili
zavrtju delovanja konstitutivnih NOS, saj le-to poslabsa znake bolezni (Babu in Griffith,
1998; Kubes, 2000; Price in sod., 2003; Darmani in sod., 2004). Kljub temu Leitao in
sodelavci (2005) omenjajo, da neselektivni inhibitor L-NAME zavira propad celjustne kosti
pri podganah, ¢e se daje 11 dni i.p., vendar uc¢inki na druga tkiva niso preuceni. Ker v nasi
Studiji nismo povzrocili vnetja obzobnih tkiv, ocena ucinka inhibitorjev seveda ni mogoca,
oitno pa je, da na sistemski ravni nima pri okuzenih zivalih nikakrSnega ucinka, pri
neokuzenih pa se sistemska raven duSikovega oksida po dajanju inhibitorjev poveca.

Tudi uporaba selektivnih iNOS inhibitorjev je po naSem mnenju zaenkrat vprasljiva. Opisana
je sicer uspesna raba aminogvanidinskih iNOS inhibitorjev pri zdravljenju vnetja obzobnih
tkiv (Di Paola in sod., 2004; Leitao in sod., 2005), vendar se je potrebno zavedati, da so
aminogvanidini le delno selektivni za iNOS (Alderton in sod., 2001). Inhibitor 1400W,
uporabljen v nasih Studijah, je eden redkih visoko selektivnih iNOS inhibitorjev (Alderton in

sod., 2001), ¢eprav Hayashi in sodelavci (2005) niso potrdili njegove visoke selektivnosti v
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posameznih tkivih pri sistemski rabi pri podganah. Delna selektivnost iNOS inhibitorjev bi
bila torej lahko dodatni problem, saj bi v zdravih, ali v odziv nevpletenih celicah, lahko prislo,
podobno kot pri rabi neselektivnih inhibitorjev NOS, do zaviranja konstitutivnih NOS in s
tem do neravnovesja v delovanju izooblik NOS (Hayashi in sod., 2005). Omenili smo ze tudi,
da je ucinek inhibitorja v razli¢nih tkivih lahko razlicen (Kozlov in sod., 2003; Hayashi in
sod., 2005).

Ceprav je 1400W opisan kot nepovratni inhibitor iNOS (Garvey in sod., 1997; Babu in
Griffith, 1998), smo se glede na podatke Studij (Parmentier in sod., 1999; Nemec in sod.,
2009) odlo¢ili, da misi tretiramo s 1400W vsakih 6 ur.

Se eno vprasanje, ki se ob morebitni uporabi inhibitorjev NOS postavlja, je ¢as dajanja
inhibitorjev. Znano je, da ¢as dajanja pomembno prispeva k odzivu na okuzbo, saj lahko
privede do izboljSanja ali poslabsSanja klini¢ne slike, ker inhibitorji zavirajo razlicne NOS v
razli¢nih fazah okuzbe (Garvey in sod., 1997; Wray in sod., 1998; Kubes, 2000; Hayashi in
sod., 2005; Robinson in sod., 2005; Suliburk in sod., 2005).

Tudi pot vnosa inhibitorjev NOS lahko spremeni potek bolezni, pri ¢emer se lokalno dajanje
omenja kot mozni vzrok za poslabSanje vnetja (Paul-Clark in sod., 2001).

Opisani so tudi stranski ucinki uporabe inhibitorjev pri vectedenski rabi (Pechanova in sod.,
1999; Kubes, 2000; Inada in sod., 2002; Bezerra in sod., 2004; Hauser in sod., 2005). L-
NAME ima stranske u¢inke predvsem v ledvicah in srcu (Pechanova in sod., 1999; Inada in
sod., 2002), za 1400W pa zaenkrat ni podatkov. Zato smo se v naSi Studiji odlocili za
kratkotrajno, petdnevno uporabo inhibitorjev ob koncu poskusa.

Zaradi Stevilnih vprasanj glede selektivnosti, odmerka, naina dajanja, intervalov med
posameznimi odmerki kot tudi glede trajanja uporabe inhibitorjev NOS, so potrebne
obseznejSe Studije, preden bi lahko inhibitorje NOS vkljucili v zdravljenje vnetja dlesni in
parodontalne bolezni. Poleg tega je aktivnost iNOS nujno potrebna pri obrambi pred
bakterijami, tudi pred P. gingivalis (Cherayil in Antos, 2001; Eisenstein, 2001; Chakravortty
in Hensel, 2003; Gyurko in sod., 2003; Skaleri¢ in sod., 2006; Hajishengallis in sod., 2008),

in je zato zaviranje delovanja iNOS vprasljivo.
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6 SKLEPI

1. Ugotovili smo, da v akutni fazi odziva po peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis
sistemska raven duSikovega oksida ni le manjSa kot pri akutni peroralni okuzbi z E. coli, pac
pa je zmanjSana tudi glede na raven duSikovega oksida pri neokuzenih Zzivalih, kot smo
dokazali z meritvijo plazemske koncentracije NOx in z odkrivanjem NO v organih z metodo

EPR.

2. Pri ponavljajoci se peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis je sistemsko povecano
nastajanje NO, kot smo dokazali z meritvijo plazemske koncentracije NOx in z odkrivanjem

NO v organih z metodo EPR.

3. Pri skupinah misi, ki smo jih veckrat peroralno okuzili s P. gingivalis, s histolosko analizo
nismo ugotovili vnetja obzobnih tkiv. Ceprav smo s histolosko analizo ugotovili
okrogloceli¢ne infiltrate v pljucih vseh zivalih, pa med neokuzeno in okuzeno skupino misi
nismo ugotovili razlik. Vnetne spremembe na pljucih so najverjetneje posledica spremembe
okolja. Pove€ano sistemsko nastajanje NO in NOx pri okuzeni skupini mi$i pa je torej

najverjetneje posledica zgolj ponavljajocega se poziranja P. gingivalis.

4. PovecCano nastajanje NO v ledvicah in jetrih okuzenih Zzivali je v veliki meri posledica
aktiviranja iNOS, saj smo pri okuzenih Zzivalih, tretiranih s selektivnim inhibitorjem iNOS,
zaznali zmanjSano nastajanje NO. Kljub temu pa ostaja vprasljivo, ali je iNOS pri okuzenih
zivalih dejansko aktivirana v ledvicah in jetrih, saj z imunohistokemijsko analizo nismo

zasledili razlik v izrazanju iNOS v teh organih med okuzenimi in neokuzenimi zivalmi.

5. Meritve plazemske koncentracije NOx odslikavajo nastajanje NO v nekaterih organih, zato
je NOx mozen kazalec sistemskega nastajanja NO pri peroralnih okuzbah s P. gingivalis.
Zaradi enostavnega doloCanja NOx v krvi in urinu bi lahko bile te meritve zanimiva metoda

za spremljanje sistemskega nastajanja NO tudi pri bolnikih s parodontalno boleznijo.

6. Ceprav je $tudiji akutne in ponavljajode se peroralne okurbe s P. gingivalis tezko

primerjati predvsem zaradi razlik v nalinu okuzbe zivali, pa iz rezultatov obeh Studij
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sklepamo, da zmanjSanje sistemske ravni NO v akutni fazi odziva na okuzbo kaZze na

prehodno toleriranje gostitelja na prisotnost bakterije P. gingivalis.

7. Pri prenosu pridobljenih znanj na druge zivalske vrste in ljudi se je potrebno zavedati
nekaterih posebnosti, ki veljajo pri miSih. Znano je na primer, da se misji makrofagi izjemno
hitro odzivajo s tvorbo NO, medtem ko bi jih bilo pri ljudeh potrebno dlje stimulirati s

kombinacijo citokinov.
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7 POVZETEK

Prosti radikal duSikovega oksida (NO) je pomembna znotrajcelicna in medceli¢na
sporocevalna molekula. Povecano nastajanje NO, ki je pomembno v imunskem odzivu in
hkrati lahko vodi do poskodb gostiteljevih tkiv, je lahko posledica aktiviranja sprozljive
sintaze duSikovega oksida (iNOS) =zaradi izpostavljenosti organizma bakterijskim
lipopolisaharidom (LPS) ali citokinom, kot je podrobno opisano pri septi¢nem Soku. Podatki o
sistemskem nastajanju NO po peroralnih okuZbah so skopi. V predhodni $tudiji smo ugotovili,
da je sistemska raven NO zvecana v akutni fazi odziva po peroralni okuzbi z bakterijo E. coli.
Znano je, da NO nastaja lokalno pri parodontalni bolezni. Ker bakterije iz ustne votline
povzrocajo tudi sistemske ucinke, obenem pa je in vitro opisano tudi nastajanje NO po
stimuliranju celic s P. gingivalis, je sistemsko nastajanje NO zaradi aktiviranja iNOS pri
peroralnih okuzbah s parodontalno patogeno bakterijo P. gingivalis zelo verjetno. Slednje
smo zeleli preveriti na modelu akutne in ponavljajoée se peroralne okuzbe misi s P.
gingivalis, pri ¢emer smo kot izhodiS¢e uporabili znanje, pridobljeno iz Studije akutnega
odziva na peroralno okuzbo z E. coli.

V t.i. akutni model Studije smo vkljucili osemnajst BALB/c misi Zenskega spola, ki smo jih
peroralno okuzili z 0,1 ml suspenzije Zivih bakterij P. gingivalis ATCC 33277 (10°/ml CFU).
V razli¢nih obdobjih po okuzbi smo v plazmi misi merili koncentracijo nitrita/nitrata (NOXx), v
pljucih, aorti, srcu, jetrih, vranici, ledvicah in v moZganih pa z metodo elektronske
paramagnetne resonance (EPR) koli¢ino NO. Rezultate smo primerjali z rezultati, ki smo jih
dobili pri 11 kontrolnih zivalih. Enake meritve ter meritve plazemske koncentracije TNF-a
smo opravljali po 42 dneh tudi na skupinah misi, ki smo jih okuzevali s P. gingivalis ali
sterilnim gojiS¢em trikrat v presledku 48 ur. Da bi dolocili izvor NO, smo pri tej Studiji
dodatno vkljudili zivali, ki smo jih tretirali z inhibitorji NOS. S histoloSkim pregledom
obzobnih tkiv smo preverjali, ali je okuzba s P. gingivalis po 42 dneh povzrocila vnetje
obzobnih tkiv. Z imunohistokemijsko analizo pljuc, jeter in ledvic pa smo ugotavljali, ali je
okuzba povzrocila pove€ano izraZzanje iNOS v teh organih.

V akutni fazi odziva po peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis je bila sistemska raven
dusikovega oksida statisticno znacilno manjSa glede na raven duSikovega oksida pri
neokuzenih Zivalih, kot smo dokazali z meritvijo plazemske koncentracije NOx in koli¢ine
NO v organih. Pri ponavljajoci se peroralni okuzbi z bakterijo P. gingivalis pa smo ugotovili

sistemsko povecano nastajanje NO v organih in NOx v plazmi, ¢eprav smo tudi pri okuzenih
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zivalih ugotovili, da so obzobna tkiva zdrava. Pri okuzenih Zzivalih, ki smo jih tretirali s
selektivnim inhibitorjem iNOS 1400W, smo opazili zmanjSano nastajanje NO in NOx,
neselektivni inhibtor L-NAME pa ni imel bistvenega ucinka. Uporaba enega ali drugega
inhibitorja je bila pri neokuzenih zivalih povezana s sistemskim porastom NO. Pri
imunohistokemijski analizi nismo v nobenem primeru v pljucih, jetrih in ledvicah ugotovili
razlik v izraZzanju iNOS med skupinami Zivali. Tako pri modelu akutne kot kroni¢ne okuzbe
misi s P. gingivalis smo ugotovili, da NOx dobro zrcali nastajanje NO v organih.

Glede na to, da smo pri vseh Zivalih, kroni¢no okuzenih s P. gingivalis, ugotovili zdrava
obzobna tkiva ter nobenih histoloskih razlik v zdravju plju¢nega tkiva med okuzenimi in
neokuzenimi zivalmi, sklepamo, da do vdihavanja okuzene vsebine ni prislo in da je povecano
nastajanje NO in NOx pri okuzeni skupini misi posledica zgolj ponavljajocega se poZiranja P.
gingivalis. Ceprav NO v veliki meri izvira iz iNOS, pa ostaja vpraljivo, ali je iNOS pri
okuzenih zivalih dejansko aktivirana v ledvicah in jetrih, saj z imunohistokemijsko analizo
nismo zasledili razlik v izrazanju iNOS v teh organih med okuzenimi in neokuzenimi zivalmi.
MozZno je, da se iNOS aktivira drugje, nastali NO pa se stabilizira, shrani in prenese do ledvic
in jeter, kjer je nujno potreben za doloc¢ene ucinke.

Ceprav je $tudiji akutne in ponavljajoée se peroralne okuzbe s P. gingivalis tezko primerjati
predvsem zaradi razlik v nacinu okuzbe Zivali, pa iz rezultatov obeh Studij sklepamo, da
zmanjSanje sistemske ravni NO v akutni fazi odziva na okuZzbo kaZe na prehodno gostiteljevo
toleriranje prisotnosti bakterije P. gingivalis. Zanimive bi bile nadaljnje Studije na bolnikih s
parodontalno boleznijo, pri cemer bi se lahko posluzili meritev plazemske koncentracije NOx
kot dobrega kazalec sistemskega nastajanja NO pri peroralnih okuzbah s P. gingivalis, Ceprav
se je pri prenosu pridobljenih znanj na druge Zivalske vrste in ljudi potrebno zavedati

nekaterih omejitev, ki jih model misi prinasa.
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8 SUMMARY

Nitric oxide free radicle (NO) is an important intra- and intercellular messenger molecule.
High NO levels, which are formed by inducible nitric oxide synthase (iNOS) as a part of the
immune response to lipopolysaccharide (LPS) or cytokine exposure, can have toxic effects as
is very well described in septic shock. There is, however, only very limited knowledge
regarding systemic NO responses to peroral infection. We have observed a systemic increase
in NO in the acute phase following peroral exposure to E. coli. Local NO production is also
described in patients with periodontal disease. As oral bacteria are known to induce systemic
effects and in vitro NO formation is described after stimulation of cells with P. gingivalis,
oral P. gingivalis infection is expected to result in iINOS induction and a systemic NO
response. This was studied using murine models of acute and chronic peroral P. gingivalis
exposure, using our previous E. coli study as a basis.

Eighteen BALB/c female mice were included in the acute model study. They were perorally
inoculated with 0,1 ml suspension of live P. gingivalis ATCC 33277 (10° CFU/ml). Plasma
nitrite and nitrate (NOx) and NO production detected by electron paramagnetic resonance
(EPR) in various organs (lungs, aorta, heart, liver, spleen, kidneys and brain) were measured
at intervals after inoculation and levels were compared with those found in 11 control
animals. Organ NO and both plasma NOx and TNF-a mesurements were also performed 42
days after chronic exposure, the mice being inoculated three times at 48 hour intervals with
either P. gingivalis or sterile broth. NOS inhibitors were included in the study to determine
the source of NO. Histological examination of peridontal tissues was performed to detect any
periodontal disease in P. gingivalis inoculated animals, and immunohistochemical detection
of iINOS was performed on lung, liver and kidney samples.

Systemic NO levels were reduced at all time intervals after a single peroral inoculation with
P. gingivalis as determined by plasma NOx measurements and NO detection in organs.
Repeated peroral P. gingivalis inoculation, however, induced organ NO and plasma NOx
formation, although no signs of gingivitis were observed in inoculated animals. P. gingivalis
inoculated mice concurently treated with iNOS selective inhibitor 1400W were showing
reduced NO and NOx levels, but nonselective NOS inhibitor L-NAME had no effect.
Increased NO and NOx levels were, however, detected in uninoculated animals treated with
either type of the inhibitor. No differences in iNOS immunoreactivity were observed between

the livers, kidneys and lungs of animals from the different groups. Plasma NOx levels
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positively correlated with NO formation in some organs (liver, lungs, kidneys) in acute and
chronic model studies.

Since no differences in gingival and lung tissues health were observed between inoculated and
uninoculated animals, we assume that aspiration did not occur and that chronic P. gingivalis
ingestion is enough to induce a systemic NO and NOx response. The results from 1400W use
indicate that the NO most likely derives from iNOS. However, it is still not clear if it derives
from iNOS in the liver and kidneys as there were no differences in the iNOS
immunoreactivity in livers and kidneys from inoculated and uninoculated animals. It is
therefore possible, that iNOS is activated elsewhere, NO produced being stabilized, stored,
transported to kidneys and liver with subsequent release to have remote effects.

It is difficult to compare the results of the studies on acute and chronic NO response to P.
gingivalis inoculation mainly due to differences in the inoculation method. However, looking
at systemic NO production, it seems likely that a significant host response to P. gingivalis
only occurs with chronic stimulation, whilst acute exposure actually reduces NO production.
This could indicate initial tolerance of the body to the presence of P. gingivalis. Further
studies including investigation of plasma NOXx in patients with naturally occurring periodontal
disease would therefore be interesting as our studies suggest plasma NOx may be a useful
biomarker of systemic NO production. It should, however, be remembered, that there are
limitations when transferring the knowledge obtained from mice to other species, including

humans.
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11 PRILOGE

11.1 Vsebnost dusSikovega oksida v organih miSi in plazemska koncentracija

nitrita/nitrata pri posameznih zivalih, vkljucenih v $tudijo akutne okuzbe s P. gingivalis

Tabela 3: Normirani rezultati meritev viSine signala FeENO(DETC), (vsebnosti NO) v organih misi in rezultati

meritev plazemske koncentracije NOx pri mi$ih, vkljuenih v §tudijo akutne okuzbe s P. gingivalis.

NO (AU) NOx
Skupina pljuca aorta srce jetra vranica ledvice  mozgani  (pumol/l)
I 0 0 0 0 0 0 17,6
I 0 0 0 0 0 0 0 19,2
I 0 0 0 0 0 0 0 13,4
II 2,88 0 0 0 0 0 0
II 3,48 19,5 3,5 0 0 0
11 1,56 0 0 0 0 0 0
11 10,21 6,8 3,65 30,88 2,91 8,14 5,93 16,4
II 5,42 17,05 2,17 5,09 0 2,98 1,81 16,8
11 1,89 7,8 0 0,47 0 1,69 0 20,8
I 9,9 5,14 26,04 1,88 5,19 11,07 16,4
II 6,08 5,15 1,49 9,99 0 4,64 2,24 20,8
111 (2,5h) 1,44 0 0 0,94 0 0 0 13,2
111 (2,5h) 8,7 13,7 1,45 8,2 1,34 1,94 1,62 17,9
111 (2,5h) 1,32 5 0 1,42 0 1,6 0 12,4
III (7h) 1,38 3,28 0 0,78 0 0 0 10,8
111 (7h) 2,45 4,11 0 1,87 0 1,21 0,39 13,6
III (7h) 4,99 0 0 18,76 0 0,9 3,07 7,2
I1I (13h) 8,7 14,57 8,08 16,74 0 2,19 2,05 14,4
III (13h) 3,76 7,43 0,06 1,02 0 0,33 0 14
II1 (13h) 2,35 9,95 0 0,16 0 0,33 13,2
111 (25h) 4,51 4,73 0,62 2,68 0 1,58 1,47 20,4
111 (25h) 3,32 6,14 0,07 0,43 0 1,96 0,4 15,5
I1I (25h) 2,95 7,56 0 0,95 0 1,05 0,85 12,4
I1I (25h) 1,64 4,1 0,24 0,12 0 0,49 0,32 12,8
I1I (25h) 1,97 7,7 0 0,05 0 0,43 0,43 11,2
I1I (25h) 2,39 4,75 0,56 0,12 0 0 0 12,8
111 (25h) 6,72 0 3,6 26,76 2,52 5,59 6,75
111 (25h) 8,52 2,63 3,62 30,36 2,88 5,21 5,41
111 (25h) 2,07 8,95 0 0,83 0 1,16 0,5
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11.2 Vsebnost dusikovega oksida v organih misi, plazemska koncentracija nitrita/nitrata in TNF-a ter imunohistokemijska analiza ledvic pri

posameznih Zivalih, vkljucenih v $tudijo kroni¢ne okuzbe s P. gingivalis

Tabela 4: Normirani rezultati meritev visine signala FeNO(DETC), (vsebnosti NO) v organih in rezultati meritev plazemske koncentracije NOx in TNF-o ter rezultati

imunohistoloske analize ledvic (0 — iNOS v ledvici ni prisotna, 1 — imunohistokemijsko zaznana prisotnost iNOS v ledvici) pri misih, vklju¢enih v §tudijo kroni¢ne okuzbe s P.

gingivalis.
NO (AU) NOx TNF-a iNOS
Skupina pljuca aorta srce jetra vranica ledvice =~ mozgani (umol/1) (ng/l) ledvi¢na skorja ledvi¢na sredica ledvicna papila

1 0 0 0 0 0 0 17,6 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 19,2 1 1 0
1 0 0 0 0 0 0 0 134 1 1 0
2 2,88 0 0 0 0 0 0

2 3,48 19,5 3,5 0 0 0

2 1,56 0 0 0 0 0 0

2 10,21 6,8 3,65 30,88 2,91 8,14 5,93 16,4 | 1 0
2 5,42 17,05 2,17 5,09 0 2,98 1,81 16,8 1 1 1
2 1,89 7,8 0 0,47 0 1,69 0 20,8 1 1 0
2 9,9 5,14 26,04 1,88 5,19 11,07 16,4 1 1 0
2 6,08 5,15 1,49 9,99 0 4,64 2,24 20,8 1 1 0
3 0 2,57 0 0 0 0 0 15,2 <0,1 1 1 0
3 1,39 5,7 0 0 0 0 0 11,5 <0,1 1 1 1
3 2,94 9,8 0,71 6,6 1,11 2,25 3,2 12,4 4,0 | 1 0
3 2,24 3,33 0 0,31 0,89 0,88 0,95 11,2 <0,1 0 0 0
3 0 4,13 0 0 0 0 0 12,6 <0,1 0 0 0
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NO (AU) NOx TNF-a iNOS
Skupina pljuca aorta srce jetra vranica ledvice =~ mozgani (umol/1) (ng/1) ledvi¢na skorja ledvi¢na sredica ledvicna papila

4 4,86 0 1,58 8,83 0,36 3,82 3,1 27,9 1 1 0
4 4,07 5,25 0,76 6,74 0,63 1,92 1,3 27,4 1 1 0
4 1,69 1,98 0 0,09 0 0,33 0,15 17,5 1 1 0
4 4,84 3,88 1,09 7,13 0,75 2,31 4,43 20 1 1 0
4 7,46 7,63 0,33 3,65 0,58 2,8 2,52 29,5 1 1 0
5 2,35 3,93 0,24 4,46 0 0,6 2,77 16 1 1 1
5 6,48 13,6 1,02 16,2 0,88 2,21 4,12 16,4 1 1 1
5 1,2 5,85 0 0,89 0 0,59 0 17,4 1 1 0
5 3,94 6,35 0,72 7,11 0 1,38 2,77 18,8 0 0 0
5 0,08 6,35 0 0,77 0 0,55 0,89 15,6 1 1 1
5 0 4,55 0 0,15 0 0,25 18,4 1 1 0
6 17,02 14,2 7,74 76,35 343 5,59 10,52 18 6,9 1 1 1
6 1,82 2,88 0 0,62 0 0,48 0 14,8 1 1 0
6 1,98 4,27 0 1,62 0,6 1,63 1,61 12 <0,1 1 1 0
6 9,45 9,58 1,91 27,43 1,42 5,34 6,43 19,6 8,2 1 1

6 7,15 6,3 0,89 10,53 0 3,18 3,52 23,8 5,3 1 1 0
6 1,31 3,8 0 0,32 0 0,94 0 31,2 <0,1 1 1 0
7 4,08 1,5 0,44 12,61 0 4,95 0 23,6 1 1 0
7 5,18 8,85 1,45 6,71 0,93 3,03 1,06 22,1 1 1 0
7 2,27 0,5 0,76 0,96 0,27 0,62 21,6 1 1

7 6,54 7,6 0,84 4,4 0,74 3,34 1,88 34,8 1 1 0
7 2,49 7,55 0 1,08 0,06 1,57 0 21,2 1 1 0
8 5,89 0 1,45 10,51 1,59 0,93 4,28 14,6 0 0 0
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NO (AU) NOx TNF-a iNOS
Skupina pljuca aorta srce jetra vranica ledvice =~ mozgani (umol/1) (ng/1) ledvi¢na skorja ledvi¢na sredica ledvicna papila
8 1,58 0 0,23 0,56 0,6 0,62 1,02 17,2 0 0 0
8 1,81 0 0 0,46 0 0,58 0,83 15,2 1 1 1
8 4,35 0 0,85 6,68 0,83 2,63 3,97 19,6 1 1 0
8 0,48 0 0 0,31 0 0,82 0 18,4 1 1 0
8 1,18 6,13 0 0,18 0 0,17 0 16,4 1 1 0
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