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1.1 Klinicke karakteristike TMD

Temporomandibularne disfunkcije (TMD) pripadaju podgrupi bolnih stanja
kraniofacijalne regije, koju ¢ine temporomandibularni zglob, mastikatorni mi$i¢i i okolne
misi¢no-skeletne strukture glave i vrata. Pojam TMD je tokom godina u literaturi
opisivan razli¢itom terminologijom. Bell je prvi predloZio naziv temporomandibularni
poremecaji, kojim su obuhvaceni strukturni i funkcijski poremecaji vilicnih zglobova
razli¢ite etiologije, kao 1 svi miSiéni 1 drugi poremecaji povezani sa funkcijom
stomatognatog sistema (Bell 1982). TMD su dugo vremena predstavljale Siroko
neotkriveno polje u stomatologiji i dijagnostic¢ki problem koji se ticao niza poremecaja u
oblasti orofacijalne regije. Prema nekim saznanjima priroda ovih disfunkcija je takva da
su se kod oko 40% obolelih simptomi ublazavali spontano (Laskin and American Dental
1983, Levitt and McKinney 1994). Ono §to izdvaja ovu grupu poremecaja jeste da oni
naglo nastaju ali se povlade vrlo postepeno. Pacijenti opisuju trenutak kojim su
isprovocirali nastalu smetnju u TM zglobu i miSi¢ima. Za oporavak je potreban duzi
vremenski period i primena razlicitih terapijskih modaliteta koji imaju efekta tek nakon
par meseci. Poznavanje patologije regije vilicnog zgloba i Zzva¢nih misi¢a koji Cine
nerazdvojivu celinu, sve viSe se upotpunjavalo u praksi, u nameri da se otklone tegobe
koje prate ovaj poremecaj, ¢ija je ucestalost poslednjih godina znacajno porasla. Mnogo
toga se promenilo tokom proteklih decenija u na¢inu posmatranja etiologije, patogeneze,
dijagnostike i terapije TMD (Guralnick, Kaban, and Merrill 1978, Laskin 2008) .

Tek ’80 tih godina ove disfunkcije su postale pravi izazov za istrazivace, jer su u
potpunosti poceli da prepoznaju slozenost ovog oboljenja. Poznato je da
simptomatologija povezana sa ovim poremecajima nastaje ukoliko provokativni faktori
predu granicu kako fizioloSke tolerancije pojedinca, tako 1 specificne tolerancije
pomenutih kraniofacijalnih struktura. Ukoliko se na vreme ne otkriju to potencijalno vodi
ka nastanku autoimunih oboljena i hroni¢nih bolnih sindroma. Razlog da oboleli zatraze

pomo¢ lekara je na prvom mestu bol. Bol se definise kao kompleksno
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multidimenzionalno iskustvo koje nastaje delovanjem stetnih noksi i prenosi se
nociceptivnim nervnim putevima do centralnog nervnog sistema (Slika 1). Kao rezultat
toga, nastaje ostec¢enje misica, viliénih zglobova, parodoncijuma zuba i samih zuba, §to
pacijenti prijavljuju ili ne, u zavisnosti od toga koliko su svesni smetnje i u kojoj meri je
ona izrazena. Orofacijalni bol se izdvaja kao najcesé¢i znak i simptom TMD. TMD se
ina¢e smatra glavnim uzrokom hroni¢nog bola u orofacijalnoj regiji (Oakley and Vieira
2008). Bol moze biti ostrog ili tupog karaktera, promenljivog intenziteta u zavisnosti od
doba dana, akutnog ili hroni¢nog toka, sa ili bez pogorsanja pri Zva¢nim aktivnostima.
Sto je vreme trajanja bola duZe to su i njegove klini¢ke karakteristike izrazenije i ¢esto su
pracene psiholoskim simptomima kao Sto su gubitak apetita, poremecaj spavanja, zamor,
gubitak libida. Pojava bola bitno utice na obavljanje svakodnevnih aktivnosti kao i na
socijalni zivot pojedinca. Neretko pacijenti prijavljuju osecaj beznada, anksioznost i
neraspolozenje bilo da se radi o akutnom bolu koji je prolazan, protektivan, ostar po
karakteru i kratkotrajan ili hroni¢nom Koji traje dugo i znacajnije uti¢e na kvalitet Zivota.
A Migiéni poremedaji B Zglobni poremecaji

predisponirajuci predisponirajuci

falctori falctori
perpetuirajué  Mmicirajuci CNS perpetuirajuéi  inicirajuci CNS
faktori faktori falctori faktori -

hiperaktivnost mifica
bol
lokalna miSicna osetljivost |
(triger tacke)

- izmenjene viliéne kretnje

promena miSicéne aktivnost *
- poremecaji kondil-diskus
kompleksa
malksilo-mandibularna 4
disharmonija

zapaljenje zgloba
bol

promene na zglobnim
povriinama _
» ogranifene vilifne kretnje

biomehaniclki poremecaji
vucnni efelcti u zglobu

slaba koordinacija /
pokreta u zglobu

Slika 1 Sematski prikaz prenosa bola do CNS-a

Preuzeto: Steven J. Scrivani, D.D.S., D.Med.Sc., David A. Keith, B.D.S., D.M.D., and Leonard B.
Kaban, D.M.D., M.D., Temporomandibular Dosorders
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Primarno mesto gde se bol lokalizuje su mastikatorni misi¢i. Bol u misi¢ima
(mijalgija) pacijenti uglavnom opisuju kao napetost i zamor misi¢a i vrlo Cesto je pracen
glavoboljom. Postoji ¢ak i podatak da TMD pripadaju grupi oboljenja sa sekundarnom
glavoboljom (International Headache Society) u Internacionalnoj klasifikaciji 11 oboljenja
sa glavoboljama (Olesen and Steiner 2004). Ponekad se bol §iri prema uhu, slepoo¢noj i
periorbitalnoj regiji, regiji viliénog ugla i vrata. Ovi pacijenti uglavnom navode i da imaju
problem sa snom i da se teSko uspavljuju. S tim u vezi, vrlo je specifican i faktor
karaktera licnosti. Ovo potvrduje i ¢injenica da su TMD ucestalije kod osoba koje su po
prirodi odgovorne, savesne, pedantne i perfekcionisti tj. konstantno napete osobe ¢esce
prijavljuju zamor muskulature lica i vilica. Poremecaji mastikatornih misi¢a se
prepoznaju po zastitnoj kokontrakciji, lokalnoj misi¢noj osetljivosti, miofascijalnom bolu,
miospazmu ili hroni¢noj mijalgiji. Pacijenti sa problemima u viliénom zglobu uglavnom
prijavljuju  ograni¢ene i neregularne kretnje donje vilice i bolove u
temporomandibularnom (TM) zglobu (artralgija) (Okeson 2005, Dworkin and Burgess
1987). Bol u zglobu potice iz receptora mekotkivnih struktura zgloba u koje spadaju
ligamenti diska, ligament zglobne kapsule i retrodiskalna tkiva. Nadrazeni nociceptori u
zglobu dalje inhibitorno deluju na miSi¢e, samim tim i na kretnje donje vilice, koje
postaju ograni¢ene. U nekim slucajevima, pocetak je akutan i simptomi blagi, dok je kod
pacijenata sa hroni¢nim temporomandibularnim disfunkcijama, prisutan dugotrajan bol
slicnog karaktera i intenziteta kao kod pacijenata sa sindromom hroni¢nog bola u drugim
delovima tela (artritis, bol u ledima, fibromijalgija, hroni¢ne glavobolje i dr.) (Fordyce
1988, Parker, Holmes, and Terezhalmy 1993). Pri pokusajima da se pokrene donja vilica,
kao Sto su zvakanje, govor, zevanje, Smejanje, bol se pojacava. Pacijenti navode da im se
vilica ,,zakljucala® bilo da je u poziciji zatvorenih usta kada iz tog polozaja ne mogu da
otvore ili kada iz polozaja otvorenih usta, ne mogu da zatvore. Ovi simptomi su
najizrazeniji u jutarnjim satima, narocito kod pacijenata koji Skripe i stezu zubima u toku
spavanja. Pored ograni¢enih pokreta, uocava se i defleksija donje vilice tj. kontinuirano
pomeranje sredine donje vilice ka oboleloj strani od pocetne do zavrsne faze otvaranja uz
prisustvo zvuénih efekata u zglobu kao posledica narusenih normalnih diskus-kondil

kretnji. Defleksija kod bolnih miSiénih poremecaja nije prisutna tokom protruzijske
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kretnje mandibule ali ¢e biti prisutna tokom otvaranja usta i to na ipsilateralnu stranu
ukoliko je bolni misi¢ sa kontrakturom lociran lateralno od TM zgloba (m. masseter, m.
temporalis), odnosno na kontralateralnu stranu ukoliko je misi¢ lociran medijalno od
vilicnog zgloba (m.pter. lateralis). Kod intrakapsularnog poremecaja, bez obzira na
prisustvo bola, donja vilica uvek skrece na stranu zahvaéenog zgloba. Odstupanje od
pravolinijskog puta otvaranja usta do maksimalnog opsega moze biti i u vidu devijacije,
odnosno otklona sredine mandibule od pravolinijskog puta otvaranja koji nestaje pri

kontinuiranom otvaranju do maksimalnog opsega.

Kao $§to je napomenuto poremecaji mogu biti u samim strukturama TM zgloba
(intrakapsularni poremecaji) i orofacijalnoj muskulaturi (ekstrakapsularni poremecaji) pa
klasifikacija TMD olaksava diferencijalnu dijagnostiku ovih disfunkcija koje se najcesce
medusobno uslovljavaju (de Leeuw 2008) (Tabela 1).

Tabela 1 Klasifikacija TMD

Zglobne disfunkcije Disfunkcije mastikatornih misica

Poremecaji kondil-diskus ) o
Miofascijalni bol

kompleksa

Degenerativne promene u zglobu Lokalna mijalgija
Povrede TM zgloba Miozitis
Hipermobilnost TM zgloba Miospazam
Hipomobilnost TM zgloba MiSi¢na kontraktura
Zapaljenski poremecaji Neoplazme
Neoplazme
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1.1.1 Zglobni poremecaji

U okviru zglobnih disfunkcija najéesce se izdvajaju kao funkcijski poremecaji

poremecaji kondil-diskus kompleksa. Fizioloska kretnja koja je normalno prisutna

izmedu kondila i diskusa je rotacija, a izmedu kondil diskusnog kompleksa i zglobne

jamice translacija (Slika 2), s obzirom da je diskus povezan za kondil lateralno i

medijalno ligamentima (Slika 3).

Normalno zatvaranje
Temporalna kost/ lobanja

Neurovaskularn

snop

Mandibula

Zubi

Normalno otvaranje

pomera sa
kondilom

Slika 2 Kretnja kondil diskusnog kompleksa
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Zglobna hrskavica
Gornji zglobni

o0 prostor
Zglobni kolut
Donji zglobni

prostor
Sinovijalna membrana

Kolateralni ligament
Medijalnii ligament
Lateralni ligament

Slika 3 Ligamenti diskus artikularisa
Preuzeto: TMJ-NORMAL ANATOMY PPT Dentist BD

U toku kretnji diskus odrzava svoj polozaj na kondilu zahvaljuju¢i svom obliku 1

interartikularnom pritisku.

Kolateralni ligamenti diskusa onemogucavaju translatornu kretnju diskusa preko
zglobne povrs§ine kondila i vazno je napomenuti da takva kretnja nije prisutna u zdravom
zglobu. Usled anteriorne dislokacije diskusa on je pomeren u prednji polozaj izmedu
kondila i eminencije artikularis $to pacijenti ose¢aju kao da je zglob zakoCen jer su

zglobne povrsine razdvojene.

Pacijenti ¢esto mogu nesmetano da izvode lateralne i protruzijske kretnje i da
vremenom prestane stanje zakocenosti, tako §to prilagode kretnju kondila preko zadnjeg
ruba diskusa. Tokom otvaranja usta kondil prelazi do intermedijarne zone diskusa i na taj
nac¢in vraca dislocirani diskus ali u zavr$noj fazi zatvaranja diskus se ponovo dislocira

anteriornomedijalno (Slika 4).
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A
Klik pri
zatvaranju -l : e
oS
{ l KIik pri
otvaranju

Slika 4 Dlslokacua diskusa sa redukcijom

Ovaj stadijum poremecaja registruje se kao “recipro¢ni klik” tj. predstavlja

dislokaciju diskusa sa vracanjem (redukcijom).

S druge strane, dislokaciju diskusa bez redukcije karakteriSe nemogucnost vracanja
dislociranog diskusa u normalan polozaj $to pacijent prijavljuje kao da ne moze
maksimalno da otvori usta. U ovom sluc¢aju klini¢ki se uo¢ava skretanje mandibule ka
zakocenoj strani i bolna i ograni¢ena kretnja na kontralateralnoj strani. Dislokacija bez
redukcije je u literaturi poznata i kao ograni¢eno otvaranje usta (closed lock) (Farrar and
McCarty 1979) (Slika 5).

A

T
«”“gg B
GG

Slika 5 Dislokacija diskusa bez redukcije
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Pored toga, diskus artikularis moze biti dislociran iz svoje normalne pozicije
anteriorno, medijalno ili lateralno a da pri tome pacijent ima optimalan opseg otvaranja

usta.

Povrede TM zgloba su ne tako retke i mogu uzrokovati poremecene odnose u
strukturama zgloba. Bilo koje direktno ili indirektno dejstvo iznenadne sile smatra se
makrotraumom koja najceS¢e rezultuje izduzivanjem ligamenata diskusa. Labavljenje
ligamenata dalje moZe prouzrokovati dislokaciju diskusa sa simptomima ukocenosti

donje vilice i pojave zvukova u zglobu.

Mikrotrauma takode nije beznacajna kada je re¢ o oSte¢enjima zglobnih povrSina
iako je u pitanju dejstvo male sile. Imaju¢i u vidu da se takva sila ponavlja duzi
vremenski period pojacava se trenje i smanjuje lubrikacija u zglobnom prostoru.
Uglavnom nastaje zapinjanje zglobnih povr$ina i promene u kretnji kondil-diskus

kompleksa.

Kada govorimo o zglobnim disfunkcijama subluksacije (hipermobilnost) su takode
jedan od razloga zbog kojih pacijenti traze pomo¢. Oni navode da pri maksimalnom
otvaranju usta nisu u stanju da vrate vilicu u prvobitni polozaj §to se klini¢ki uoc¢ava kao
preaurikularno udubljenje usled pozicioniranih lateralnih polova kondila prema napred.
Ova pojava je vrlo Cesto pracena kratkotrajnom pauzom zbog naglog preskakanja kondila

do maksimalno otvorenog polozaja donje vilice. Zvuk koji se pri tome registruje je tup.

U grupu zapaljenskih promena TM zgloba spadaju sinovitis, kapsulitis, retrodiscitis
1 artritis u zavisnosti od toga koje tkivo zgloba je zahvaceno inflamacijom. Klinicki je
teSko razlikovati ih jer daju vrlo sli¢éne simptome. Takav primer su upala sinovijalnih
tkiva unutrasnjosti zgloba i upala kapsule. Nesto prepoznatljivije za diferenciranje
kapsulitisa jeste palpatorna osetljivost. Bolna faza u oba slucaja traje ¢ak i kada zglob

miruje. Retrodiscitis se javlja kada sile opterecenja na retrodiskalna tkiva koja su vrlo
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prokrvljena i inervisana, prekoraée prag podnosenja datog pritiska. Pojava artritisa takode
nije zanemarljiva s obzirom da su pri destruktivnim procesima znacajno zahvacene
kostane strukture kondila i zglobne jame. Uglavnom sva ova oSteCenja nastaju kao
posledica traume i odlikuje ih prisustvo tupog konstantnog bola koji se pri kretnjama
zgloba pojacava. To ih zapravo i razlikuje od dislokacije diskusa gde je simptomatologija

blaza u vidu kratkotrajnog bola koji je povezan sa kretnjama zgloba.

Degenerativne promene u TM zglobu pripadaju grupi zglobnih poremecaja koje se
ispoljavaju promenom oblika i strukture tvrdih tkiva zgloba. One nastaju usled narusene
ravnoteze izmedu anaboliCkih i katabolickih procesa u koje je ukljucena inicijacija,
proliferacija i diferencijacija hondrocita odnosno sinteza i degradacija ekstracelularnog
matriksa (ECM). Kada procesi razgradnje komponenti ECM nadvladaju sintezu obi¢no su
praceni pojacanim oslobadanjem medijatora zapaljenja. Poznato je da su glavni inicirajuci
faktori: mehanicko opterecenje, polni hormoni i promene u sastavu ECM. Poslednja
istrazivanja govore u prilog uticaju estrogena i relaksina koji indukuju pojacano
oslobadanje enzima matriksnih metaloproteinaza (MMP) iz fibrozne hrskavice TM
zgloba (Nekora-Azak 2004). MMP razgraduju kako velike molekule matriksa kao sto su
kolagen 1 proteoglikani, tako 1 manje tkivne molekule. Vazno je napomenuti da su
proteoglikani supstrati MMP3 i MMP9, a kolagen tip I i Il za MMP1 i MMP13. Sve ovo
govori u prilog tome da nikako ne treba zanemariti povecanu ekspresiju enzima iz grupe
matriksnih metaloproteinaza u ekstracelularni matriks, koja posledi¢no izaziva

degenerativne promene u zglobu.

10
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Jedinstvenost TM zgloba

TM zglob se po svom sastavu i razvoju razlikuje od ostalih zglobova u telu (Slika 6).

Slika 6 Grada TM zgloba

diskus artikularis
kondil
retrodiskalna tkiva

pripoj gornjeg snopa spoljas$njeg krilastog misica

o & w0 b PE

anteriorni kapsularni ligament

Simultanom aktivno$¢u oba TM zgloba ucestvuju u izvodenju mandibularnih kretnji
1 stoga je neodvojiv medusobni uticaj jednog na drugi s obzirom da je parni i da se

njihove funkcije preplicu.

Na ovaj nacin donja vilica artikulira sa lobanjom, jer kao §to je poznato, kondil
uzglobljen u jamicu slepoo¢ne kosti sa pravilno interponiranim zglobnim kolutom izmedu
predstavlja celinu TM zgloba. Samim tim se ovaj zglob iako ima dve, moze svrstati u one
koje poseduju tri kostane povrSine. Zglobni kolut (discus articularis) balansira
zahvaljujué¢i svojoj fibrokartilaginoznoj strukturi i ne dozvoljava da ove dve zglobne

povrsine dodu direktno u kontakt. Ovim preuzima ulogu tre¢e koStane povrSine Kkoja

11



Uvod

omogucava slozene pokrete zgloba. U toku kretnji diskus se prilagodava funkcionalnim
zahtevima zglobnih povrs$ina, a ukoliko se pojave strukturne promene u samom zglobu i
njegova morfologija se znatno menja. U zdravom zglobu kondil je pozicioniran u
najtanjoj intermedijarnoj zoni, koja je napred i pozadi poduprta debljom zonom vezivnog
tkiva. Diskus je superiorno i posteriorno omeden retrodiskalnom laminom. Na donjoj
granici retrodiskalnog tkiva nalazi se inferiorna retrodiskalna lamina koja je za razliku od
superiorne bogatija kolagenim nego elasticnim vlaknima. Diskus je povezan sa
kapsularnim ligamentom kako anteriorno i posteriorno tako i medijalno i lateralno. Na

ovaj nacin je zglobni prostor podeljen na donju i gornju Supljinu (Slika 3).

Interesantan je podatak da postoje oboljenja koja zahvataju sve zglobove u telu
osim TM zgloba. Jedna od glavnih razli¢itosti u poredenju sa ostalim sinovijalnim
zgobovima jeste prisustvo fibrozne a ne hijaline hrskavice u TM zglobu. Nju pre svega
odlikuje prisustvo kolagena tip I i II, $to nije slucaj sa hijalinom hrskavicom zglobova
koja sadrzi samo kolagen tip II (Mizoguchi et al. 1992). Prednost fibrozne hrskavice je

Sto odoleva silama opterecenja znatno vise nego hijalina (Milam 2005) (Slika 7).

Slika 7 Hrskavica TM zgloba

Preuzeto: www.slideshare.net

Vlakna fibrozne hrskavice su gusto rasporedena, ¢ime se objasnjava i dobra

otpornost TM zgloba na razlicite sile koje nastaju u toku kretnji donje vilice. Takode,
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manje podlezu starenju u funkciji vremena i imaju sposobnost brze reparacije. S druge
strane, nepovoljnost specificne grade TM zgloba je Sto predstavlja ciljno tkivo za brojne
biomolekule kao npr. polne hormone, §to vodi pomenutim patoloskim procesima u
zglobu. Treba spomenuti i specificnost hrskavice kondila, koja kao sekundarna hrskavica
nastaje iz nediferentovanih ¢elija mezenhimalnog tkiva nakon §to je kostano formirano
intramembranoznom osifikacijom. Dakle, ne nastaje od progenitornih Celija hrskavice
mitozom $to je slu€aj sa hijalinom hrskavicom. Zato je kod osoba koje imaju neke tipove
ahondroplazije prisutna tackasta mutacija za arginin ili glicin, u genu za FRF 3 receptor
(fibroblastni faktor rasta), koja posledicno dovodi do njegove konstantne aktivacije ¢ime
se znacajno smanjuje proliferacija hrskavice. Hrskavicu kondila TM zgloba ne pogada
ova tackasta mutacija upravo zbog specifi¢nosti njegovog sastava kao §to je navedeno
(Meikle 2007).

1.1.2 MiSiéni poremecaji

Misi¢ne poremecaje pre svega karakteriSe bol u misicima koji pacijenti opisuju od
blage nelagode do stanja neizdrzivog bola. Simptomi su ¢esto povezani sa napetosScu i
zamorom mi$i¢a. Ranije teorije su ¢ak opisivale povezanost stresa sa nastankom misi¢nog
bola i pojacanom misi¢nom aktivnos¢éu (Laskin 1969). U studiji Ohrbacha i saradnika
navodi se da brojne terapijske tehnike koje se koriste u redukciji stresa (relaksacija,
biofidbek terapija, savetovanje) znac¢ajno redukuju i intenzitet bola u misi¢cima (Ohrbach
et al. 1998). Nastanak bola je posledica vazokonstrikcije nutritivnih arterijskih sudova i
nakupljanja produkata metabolizma u tkivu miSi¢a. U ishemi¢nom podrucju otpustaju se
algogene supstance (prostaglandini, bradikinini) koje dovode do miSi¢nog bola (Layzer
1994, Okeson 1995).

Vrlo Cesto se bol pojacava kao posledica istezanja ili kontrakcije miSi¢a Cija je
funkcija ve¢ narusena. Takode kao posledica se javlja i akutna malokluzija usled

skracenja radne duzine glavnih misi¢a stabilizatora donje vilice. Sa funkcionalnim
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skracenjem miSi¢a zatvaraca pacijent se obi¢no zali na nemoguénost postizanja
habitualne okluzije. Stoga je vazno uskladiti uklanjanje miSicnog poremecaja |

ispravljanje malokluzije.

Miofascijalni bol je vrsta miSi¢énog poremecaja koja se opisuje pojavom lokalnih
podrucja pojacano osetljivih snopova misi¢nog tkiva poznatih kao “trigger” tacke. One
pri palpaciji izazivaju bol. Razlikuje se od miospazma jer miSi¢ nije u potpunosti skra¢en
s obzirom da je samo odredeni broj motornih jedinica kontrahovan. Najc¢esci provokativni
faktori koji mogu naru$iti normalnu misi¢nu funkciju su dugotrajne stomatoloske
intervencije, izrada neadekvatnih ispuna, unilateralno zvakanje i zvakanje tvrde hrane,
preterano zevanje, dnevne i no¢ne parafunkcijske aktivnosti i sl. Tako se kao jo§ jedna
misicna disfunkcija moze javiti i zaStitna misicna kokontrakcija, pri kojoj se
antagonisticka grupa zva¢nih misi¢a aktivira iz protektivnih razloga. Smatra se da je
protektivna miSi¢na imobilizacija odgovor CNS-a na bol (Bell 1990). Zapravo, regija
misi¢nog tkiva koja je isprovocirana i zahvaéena bolom, pri odredenoj kretnji nece biti
angazovana. Ovo se opisuje kao odbrambeni mehanizam misi¢a i ne spada u patolosko
stanje ali svakako daje pocetak klini¢ke slike disfunkcije miSi¢a. Ukoliko je kokontrakcija
dugotrajna, nastaje lokalna misi¢na osetljivost tzv. miogeni bolni poremecaj. Kada se
misi¢ni bol javi kao posledica produzene kokontrakcije, tada i miSi¢ postaje izvor
dubokog bola koji stvara dodatne kokontrakcije. Samoobnavljaju¢i bol postaje potpuno
nezavistan od originalnog izvora bola, ¢ak i kada se primarni uzrok bola ukloni. Takvo
stanje naziva se cikli¢ni miSi¢ni bol. Vrlo je vazno da klini¢ar prepozna ovu promenu,
prema palpatornoj osetljivosti miSi¢ca i povecanja intenziteta bola tokom funkcije.
Pacijent ima poteskoce pri jakom otvaranju usta i izrazena je umerena misi¢na slabost. U
ovom sluéaju je najbitnije smanjiti mi§i¢nu osetljivost u cilju vra¢anja snage misica.
Grupisanje zglobnih i miSi¢énih poremecaja je od velikog znacaja za prepoznavanje

disfunkcije i pronalazenje adekvatnog terapijskog resenja.

Anamneza pomaze u razlikovanju zglobne i miSi¢ne disfunkcije (Isacsson, Linde,

and Isberg 1989, Bush, Whitehill, and Martelli 1989). Zglobni poremecaji najcesée imaju
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pocetak u traumi, konstantni su i ne pogorsavaju se tokom vremena. MiSi¢ni poremecaji,
pa time i bol, vezani su za promenu nivoa emocionalnog stresa, bez vidljivog su uzroka i

promenljivog su toka i intenziteta.

Medutim, i mis$i¢ni i zglobni poremecaji mogu kao rezultat da daju ograniceno
otvaranje usta i redukciju opsega ekscentri¢nih kretnji. Kod intrakapsularnih poremecaja
ogranicenje se javlja na 25-30 mm mereno interincizalno, uz tvrdi end-feel test primenom
blage pasivne sile. Kada se radi o ekstrakapsularnom poremecaju, ograni¢enje otvaranja
moze biti na bilo kom nivou interincizalnog razmaka (Cesto 8-10 mm) Sto je praceno
mekanim osec¢ajem pri pasivnom otvaranju usta (meki end-feel test). Za ekstrakapsularne
poremecaje karakteristicne su neometane ekscentri¢ne kretnje, dok je kod zglobnog
poremecaja kretnja ka kontralateralnoj strani od bolnog i disfunkcionalnog TM zgloba

ogranicena.

Pored toga S§to je vazno da klini¢ar prepozna koja je disfunkcija u pitanju,
postavljanje prave dijagnoze i uspesno leCenje postizu Se i razumevanjem etiologije, koja
je multifaktorska i sloZzena. Uzro¢ni faktori su podeljeni na one koji povecavaju rizik za
nastanak TMD - predisponirajucée, one koji uzrokuju pocetak - inicirajuée, i faktore koji
imaju uticaj na oporavak ili pospeSuju progresiju oboljenja - perpetuirajuce. Stoga,
razli¢ita stanja 1 pridruzeni simptomi koji se odnose na mastikatorne misice i
temporomandibularne zglobove zahtevaju multidisciplinarni pristup u terapiji. U
dosadasnjoj literaturi se u skladu sa prethodnom podelom kao uzro¢ni faktori najéesce
izdvajaju: kongenitalni poremecaji i razvojne anomalije, okluzalni faktori, trauma
razli¢itog porekla, psihogeni i patofizioloski faktori, odnosno razli¢ita sistemska i1 lokalna
oboljenja koja mogu dovesti do degenerativnih promena na tkivima zgloba ili bolnih

spazama orofacijalnih mi$i¢a kao i nedovoljna prilagodljivost neuromuskularnog sistema

(Stanisi¢-Sinobad and Vukov 2001).
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1.2 Etiologija TMD

Ako se osvrnemo na prve studije koje su se bavile etiologijom TMD, faktor okluzija
se smatrao najodgovornijim za pojavu strukturnih i funkcionalnih poremecaja u TM
zglobu i mastikatornim misi¢ima. James Costen je smatrao da je gubitak zuba jedan od
glavnih faktora koji uticu na pojavu simptoma kao sto su vrtoglavica, ostecenje sluha,
zujanje u uhu, tupi bol u orofacijalnim misi¢ima i viliénim zglobovima (Costen 1997). On
je ukazao na prolaznost i smanjenje problema u TM zglobu nakon nadoknade
nedostajucih zuba i uspostavljanja adekvatne vertikalne dimenzije okluzije. Verovao je da
je malokluzija i nepravilna pozicija donje vilice glavni razlog naruSene funkcije TM

zgloba i pojave facijalnog bola.

Okluzalne interference tipa prevremenih kontakata i mediotruzijskin smetnji
navodene su kao uzrok nastanka misi¢noskeletnog bola. Ovakav koncept bazirao se na
klinickim ispitivanjima znacajne redukcije miSi¢noskeletnog bola nakon eliminacije
Stetnih kontakata. Pa ipak, epidemioloska istrazivanja su pokazala da znacajan postotak
populacije ima interferentne kontakte ali bez prisustva misi¢noskeletnog bola (Seligman
and Pullinger 1991).

Uloga neuravnotezene okluzije u etiologiji TMD do danas nije potpuno
zanemarena, jer je poznato da fizioloSki neoptimalna okluzija svakako dovodi do
nesklada specificnog kontaktnog odnosa zuba, neuromisi¢nog sistema i vili¢nih zglobova.
Poznato je da okluzalne smetnje onemogucéavaju normalno klizenje donje vilice iz
centralnog polozaja u ekscentri¢ne polozaje i nazad u centralni polozaj i samim tim
iniciraju nefiziolosku aktivnost orofacijalnih misi¢a. U studijama Pullinger i saradnika je
pokazano kako skeletna klasa Il sa otvorenim zagrizajem, razlika izmedu retrudovanog
kontaktnog polozaja (RKP) i IKP veca od 2mm, preklop zuba veci od 4 mm i nedostatak
viSe od 5 zuba u bo¢noj regiji mogu biti vrlo Cesta pojava kod pacijenata sa TMD. Pa

ipak, zakljuceno je da okluzalni faktori nisu najznacajniji u etiologiji TMD (Pullinger,
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Seligman, and Gornbein 1993, Pullinger and Seligman 2000). S druge strane, neki autori
su i dalje ukazivali da prisustvo okluzalnih smetnji kod osoba sa TMD moze biti primarni
uzrok degenerativnih promena i/ili remodelovanja TM zgloba (De Boever, Carlsson, and
Klineberg 2000).

Veliki broj ranijh studija je imao za cilj da ispita uspeSnost primenjivanja
ireverzibilne okluzalne terapije. To svakako potvrduje da je okluzalni faktor u istoriji
razmatranja patogeneze TMD dugo bio primaran (Forssell et al. 1999, Clark et al. 1999,
Forssell and Kalso 2004, Koh and Robinson 2004).

Nesto kasnije, bolje razumevanje biomehanike u zglobu, neuromisi¢ne fiziologije,

razli¢itih mehanizama bola definisalo je etiologiju TMD kao multifaktorsku.

Mnogi autori su isticali psihogene faktore kao znacajne i da su upravo emotivna
uznemirenost pacijenata, nepovoljni uslovi zivota, poremecaji ponasanja i bruksomanija
sa stiskanjem i Skrgutanjem zuba u velikoj meri povezani sa pojavom
temporomandibularnih disfunkcija (Ash and Ramfjord 1995). Istrazivanja su pokazala da
emocionalna stanja poput anksioznosti i depresije mogu biti uzroci tenzije u maseteri¢nim
misicima (Rao and Glaros 1979). Stezanje vilica pri teSkim fizi¢kim aktivnostima,
grickanje olovke u toku ucenja ili pisanja, zatim unilateralno Zvakanje koje poCinje zbog
izbegavanja bola na jednoj strani zubnog luka, podupiranje donje vilice rukom za vreme
Citanja ili gledanja televizije ili izvodenje specijalnih kretnji donje vilice prilikom sviranja
nekih instrumenata spadaju u najce$¢e dnevne parafunkcije bihejvioralne prirode. Neke
od ovih Stetnih navika mogu postati hroni¢ne i dovesti do pojave bolnih miSi¢nih i
zglobnih disfunkcija (Carlsson and Magnusson 2000). U nekim istrazivanjima se polozaj
tela, odnosno vratnog dela ki¢me razmatrao kao potencijalni predisponirajuci faktor za
TMD. Pa ipak, klini¢ki posmatrano razlika izmedu pacijenata sa misi¢nim disfunkcijama
i zdravih kontrola je bila isuvise mala i nije ukazivala na vecu znacajnost (Armijo-Olivo

et al. 2011). S tim u vezi, bol u Zvaénim misi¢ima je indirektno uslovljavao i
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odgovarajuci polozaj tela, pre svega okolnih struktura TM zgloba. U literaturi se navodi i
da neka degenerativna oboljenja poput juvenilnih idiopatskih artritisa, koja se manifestuju
u fazi rasta i razvoja, znacajno doprinose pojavi teskih mandibularnih disfunkcija (Ahmed
et al. 2004, Savioli et al. 2004).

Etiologija TMD se dugi niz godina istrazuje sa osnovnim ciljem da se pronade
adekvatan obrazac za s$to jednostavnije terapijsko reSenje koje bi bilo u skladu sa

simptomatologijom.

1.3 Genetikai TMD

Godinama se smatralo da je udruzeno delovanje razli¢itih faktora sredine glavni
uzroénik pojave TMD, a ne genetika (Eggleston 1980). Medutim, tokom poslednje
dekade naucnici sve viSe ukazuju na uticaj nasledne osnove na pojavu oboljenja i na
¢injenicu da pojedinci nisu podjednako osetljivi. Stohler SC i saradnici smatraju da
simptomi oboljenja TM zgloba treba da se sagledavaju kao kompleksna osobina koja je
manje ili viSe uslovljena jedinstvenom genetickom konstitucijom svakog pojedinca
(Stohler 2004).

1.3.1 Geneticki polimorfizmi

Jedarni genom Coveka sadrzi oko 3,2 milijarde baznih parova po haploidnom setu i
25 000 — 30 000 gena. Varijabilnost (raznovrsnost) medu jedinkama ili grupama jedinki u
populaciji moze se posmatrati na fenotipskom (morfoloSkom), -citogenetickom
(hromozomskom), genskom nivou, nivou proteina. Geneticka varijabilnost predstavlja
svaku naslednu promenu u sekvenci molekula DNK. U zavisnosti od veli¢ine sekvence
DNK koju obuhvata, mogu biti tackaste mutacije odnosno bazne supstitucije male
insercije i delecije, velike insercije i delecije i hromozomski rearanzmani. Razlike u

sekvenci DNK koje normalno postoje izmedu individua jedne vrste sa ucestalos¢u vecom
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od 1% su poznate kao polimorfizmi sekvence DNK. Razlic¢ite forme postojanja jednog
lokusa DNK su oznacene kao aleli. Neki lokus (gen) se smatra polimorfnim ukoliko u
populaciji postoje bar dve njegove varijante (alela) a da je pri tome ucestalost redeg (ili

najredeg alela) bar 1%. Iz ovoga proizilazi da ucestalost zastupljenijeg alela ne iznosi vise
od 99%.

Postoji viSe razli¢itih genetickih, DNK polimorfizama:

e SNP (polimorfizmi pojedinacnih nukleotida, engl ,single nucleotide
polymorphism*)

e VNTR (varijabilni broj tandemskih ponovaka, engl ,variable number of
tandem repeats*)

e Del/lns polimorfizmi-nastaju kao rezultat insercije ili delecije odredenog

segmenta DNK

Smatra se da je zastupljenost SNP ¢ak 90% u odnosu na ostale polimorfizme
(Collins i sar, 1997). SNP mogu biti lokalizovani u molekulu DNK u kodiraju¢em
regionu (egzonu) ili nekodiraju¢em regionu (intronu) i u oba sluCaja se obelezava
predznakom “+”. Kada su lokalizovani unutar promotorskog regiona obelezavaju se
predznakom “-*“. Polimorfizam nukleotidne sekvence se javlja kao posledica tackaste

mutacije (Slika 8).

MM\/GA

M\J B
“/A /mlﬂ,g ﬁ\ J-:-— TAGA
. CA § CGT

Slika 8 Polimorfizam nukleotidne sekvence (SNP)
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Na osnovu sekvence humanog genoma procenjeno je da on sadrzi vise miliona
tackastih polimorfizama, tako da se genomi dve nasumicno izabrane osobe razlikuju za 1
bp na svakih 1,25 kb. Ukoliko mutacija dovodi do promene aminokiseline u polipeptidu
oznaCava se kao nesinonimna. Ako se nalazi u intronu, 5’regulatornom regionu, 3'
regionu koji se ne prevodi ili na onim nukleotidnim pozicijama unutar kodona (uglavnom
treCa pozicija) Cija zamena ne utiCe na Strukturu proteina to su tzv. tihe ili sinonimne
mutacije. Ukoliko usled supstitucije dode do zamene kodona za jednu aminokiselinu
kodonom za drugu 1 dode do promene aminokiseline u odgovaraju¢em proteinu tada se
govori 0 mutaciji sa pogresnim kodiraju¢im znafenjem (missense). Besmislene
(nonsense) mutacije nastaju kada se kodon za jednu aminokiselinu zameni jednim od tri
stop-kodona i dovode do prekida sinteze polipeptidnog lanca. Bilo koji tip tackastih
mutacija u promotorskom regionu moze za posledicu imati promenu interakcije sa
transkripcionim faktorom i dovesti ili do smanjene ili do prekomerne ekspresije
polipeptida. Inserciono-delecione polimorfizme karakteriSe insercija ili delecija
odredenog niza nukleotida. Ovi polimorfizmi mogu obuhvatiti jedan bazni par ili
mikrosatelitne 1/ili minisatelitne ponavljaju¢e sekvence. Delecije 1 insercije baza mogu
biti sa promenom okvira ¢itanja (frameshift mutacije) a srecu se i delecije 1 duplikacije

¢itavih gena.

Polimorfizmi duzina sekvence su predstavljeni razli¢itim brojem ponovaka u
lokusima sa tandemski ponovljenim sekvencama. U proseku, na svake 2 kb humanog
genoma se nalazi po jedan mikrosatelit u kojem broj ponovaka varira izmenu razli¢itih
jedinki. Geneticka razli¢itost izmedu jedinki potie od postojanja mnogobrojnih lokusa sa

razli¢itim alelima.

Pokazano je da polimorfizmi u genima mogu da uticu na aktivnost njihovih
produkata-proteina (tzv. funkcionalni polimorfizmi) i da daju specificnost bioloskih
karakteristika svakog pojedinca. Prisustvo odredenih polimorfizama moze da ukaze na
smanjenu ili pove¢anu predispoziciju pojedinca za nastanak razli¢itih oboljenja kao i na

specifican odgovor na terapiju. Naime, nosioci odredenog genotipa imaju vec¢i/manji rizik
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za nastanak oboljenja, pa ¢ak i da kod njih bude izrazen neki od karakteristi¢nih
simptoma za dato oboljenje. Ovim se objasnjava kako razlike u genotipovima mogu

znacajno da uti¢u i na fenotip, odnosno tezinu klinicke slike.

1.3.2 Pregled literature

Prve studije asocijacije otkrivaju geneticke faktore koji igraju ulogu u etiologiji
TMD, medu kojima se izdvajaju gen za glukokortikoidni receptor (NR3C1), gen za
kalcijum/kalmodulin zavisnu protein kinazu 4 (CAMK4), gen za muskarinsko-
holinergicki receptor 2 (CHRM2), gen za interferon vezani regulator razvica 1 (IFRD1),
gen za G protein-vezan receptor kinaze 5 (GRKS5), gen za serotonin 2A receptor (HTR2A)
i gen za katehol-O-metiltransferazu (COMT) (Smith et al. 2011).

Postoje znacajne individualne razlike kada je re¢ o pojavi osetljivosti u vidu
hroni¢nog orofacijalnog bola i njegovih karakteristika, $to ukazuje na to da su TMD pod
uticajem alela odredenih polimorfnih gena koji su u interakciji sa faktorima sredine

(Diatchenko et al. 2006) (Slika 9).
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Geneticka

predispozicija

Rizi¢na
ponasanja

Slika 9 TMD — kompleksno oboljenje

Ovo objasnjava i Cinjenica da izlaganje eksperimentalnom bolu, primenjenom na
mastikatornim misi¢ima nije izazvalo podjednaku percepciju bola, ve¢ je zavisilo od
individualne aktivnosti p-opioidnog sistema (Zubieta et al. 2001). To je dalje navelo
istrazivace da dokazu da je aktivacija p-opioidnog sistema pod znaCajnim uticajem
genotipova COMT koji odreduju razli¢itu percepciju bola i aktivnost mozga (Zubieta et
al. 2003). Pokazali su da smanjena aktivnost COMT izaziva sporije metabolisanje
kateholamina u poredenju sa genotipovima val/val, §to uzrokuje vecu osetljivost na bol,
zbog smanjene aktivnosti analgezije posredovane opioidima. Sli¢no su zakljuéili i drugi
autori kako zamena valina metioninom usled prisustva polimorfizma menja
termostabilnost proteina i izaziva smanjenje enzimske aktivnosti ¢ak tri do Cetiri puta
(Strous et al. 1997, Lachman et al. 1996). Diatchenko i saradnici takode opisuju gen Kkoji
kodira COMT enzim, odgovoran za metabolizam kateholamina i estrogena, koji je

umesan u pocetak nastanka TMD.
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Isti autori su opisali najcesce gene odgovorne za bolne disfunkcije idiopatskog tipa
(IPDs):

e COMT

o Adrenergicki receptor p2

e Serotonin transporter 5 HT2A
e Monoamin oksidaza A

o [Interleukin 1f 1 a

e idr.

I druga istrazivanja na temu TMD su sve viSe 1 viSe bila posvecena ulozi gena kao
faktora predispozicije za pojavu TMD. Ulogu 5-HT transporter gena (SLC6A4) u
predispoziciji za oboljevanje od TMD objasnile su prve studije koje su se bavile ovim
polimorfizmom. (Mutlu et al. 2004, Von Korff, Le Resche, and Dworkin 1993). Druge
studije opisuju kako polimorfizmi nekih gena kao $to je promotorski region serotonin
transportera (SLC6A4), mogu da se svrstaju u faktore predispozicije za vise od jedne
bolne disfunkcije kao §to je FMS, sindrom hroni¢nog zamora i TMD (Ablin, Cohen, and
Buskila 2006, Herken et al. 2001, De Vries et al. 2006).

Na znacaj genetike u etiologiji TMD ukazali su i Kim i saradnici koji su opisali da
bilo pozitivni ili negativni dizbalans u funkciji ADRB2 povecava predispoziciju za
oboljevanje od TMD za nosioce jednog haplotipa koji izaziva visoku ili nisku aktivnost
adrenergickog B2 receptora (ADRB2) (Kim, Neubert, Rowan, et al. 2004).

Neki autori su takode uo¢ili primetne razlike u incidenci TMD u zavisnosti od pola.
Uloga hormona kod Zena se navodi kao faktor rizika, pri ¢emu je polimorfizam gena koji
kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam estrogena jedan od kandidata za nastanak
TMD. Medu njima se COMT pokazao kao najuticajniji. Prisustvo makar i jednog
haplotipa sa visokom aktivnos¢u COMT vodi ka smanjenju rizika od nastanka TMD i do
2,3 puta (Oakley and Vieira 2008).
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Razlike u modulaciji bola kod TMD izmedu muskaraca i Zena, pokazuju da je
smanjen prag bola kod osoba Zenskog pola na spolja$nje stimulanse. U literaturi se
navodi podatak da je zastupljenost ovog oboljenja znatno veéa kod Zena nego kod
muskaraca. U prilog ovome govore mnoge studije koje opisuju pojatanu komponentu
bola kod Zena u smanjenoj estrogen fazi menstrualnog ciklusa (Bhalang et al. 2005,
Diatchenko et al. 2005, Bragdon et al. 2002, de Leeuw et al. 2006).

Utvrdeno je da estrogen bitno uti¢e na razvoj, remodelovanje 1 metabolicke procese
u TM zglobu, a takode i na njegove strukture kao sto su kost, hrskavica i zglobni disk.
Smanjenje kostane gustine dovodi se u vezu sa degenerativnim promenama TM zgloba.
Poznato je da estrogen utiCe na diferencijaciju osteoblasta, smanjenjem celijske
proliferacije 1 regulacijom ekspresije ekstracelularnog matriksa, ¢ime se takode
objasnjava molekularni mehanizam kojim ovaj hormon reguliSe rast 1 remodelaciju

kostanog tkiva (Robinson et al. 1997).

Istrazivanja ukazuju i na to da estrogen i relaksin doprinose degenerativnim
promenama u zglobu povec¢anom ekspresijom tkivnih degradacionih enzima koji
pripadaju grupi matriksnih metaloproteinaza. MMPs razgraduju glavne molekule
matriksa: kolagen i proteoglikane, kao i veé¢inu manjih proteina u matriksu. Studije
pokazuju da MMP1-kolagenaza 1, MMP3-stromelizin 1, MMP9-92kDa zelatinaza,
MMP13-kolagenaza 3 imaju glavnu ulogu u hormonima posredovanoj degeneraciji

zgloba kod misa i zeca (Kapila and Xie 1998).

Vezu izmedu polimorfizma gena za a receptor estrogena i temporomandibularnih
disfunkcija, ukljucujuci bol u zglobu, mastikatornim misi¢ima, ogranicene pokrete donje
vilice kao i promene u kostanom tkivu kondila definisali su i Bum-Soo Kim i saradnici u
svom istrazivanju. Autori su prikazali relativno veéu zastupljenost Px haplotipa (24%)
kod osoba sa ograni¢enim otvaranjem usta, a PX (53,3%) kod osoba sa promenama na

kondilu (Kim et al. 2010). Neki autori su smatrali da je TM zglob ciljno tkivo estrogena,
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S obzirom da sinovijalna membrana u TM zglobu sadrzi makrofage tipa A i fibroblaste
tipa B, a estrogen receptori o mogu biti pronadeni u c¢elijama fibroblasta tipa B
(Nozawa-Inoue et al. 2003). Lee i saradnici su pronasli da polimorfizam ERa izaziva
promene u dimenzijama donje vilice kod pacijenata sa simptomima osteoartritisa TM
zgloba, pa se izvodi zakljucak da estrogen moze da utie i na remodelaciju kosStane

komponente TM zgloba (Lee et al. 2006).

Prema najnovijim istraZivanjima, individualne razlike u pogledu sklonosti ka
razvijanju TMD pripisuju se u izvesnoj meri i polimorfizmima enzima ukljuc¢enih u
procese metilacije DNK 1 proteina (metilentetrahidrofolat reduktaza-MTHFR), zatim
enzima zaduzenih za oslobadanje organizma od produkata oksidativnog stresa (glutation
S transferaze-GST) (Aneiros-Guerrero et al. 2011), kao i enzima ukljucenih u
remodelaciju ekstracelijskog matriksa (matriksne metaloproteinaze-MMP) (Planello et al.
2011). Razli¢ite alelne forme gena ovih enzima utiCu na nivo ekspresije i stabilnost
njihovih produkata (enzima), pa je razumno pretpostaviti da prisustvo genetickih

polimorfizama moze predstavljati predisponirajuci faktor za razvoj TMD.

1.3.3 Polimorfizam u genu za MTHFR C677T (rs1801133)

Literaturni podaci potvrduju da genski polimorfizmi koji su u vezi sa
metabolizmom folata znacajno uti¢u na nastanak TMD. Metabolizam folata ima ulogu u
zavr$noj fazi rasta celija i tkiva, preko sinteze nukleinskih kiselina i regulacije metilacije
DNK i proteina. Nedostatak nutritivnih faktora, kao $to su Vitamini B1, B6, B12 i/ili
folne kiseline mogu sigurno da indukuju bol i miSi¢ne disfunkcije, §to potvrduje i
¢injenica da je nedostatak ovih metabolickih faktora cesta pojava kod osoba sa TMD

(Mehra and Wolford 2008).

Folna kiselina ima esencijalni znacaj u procesima metilacije nukleinskih kiselina i

proteina kao i u metabolizmu aminokiselina (Slika 10).
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Unos vitamina B grupe takode ima vrlo vaznu ulogu u ciklusu folata. Vitamin B 3,
je odgovoran za odrzavanje stalnog folatnog puta. B ¢ i B 12 su kljuéni kofaktori
metabolizma folne kiseline, poznatog pod nazivom metabolizam Cl-ostatka, Kkoji
ukljucuje grupu enzima od kojih je jedan metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR).
Enzim metilentetrahidrofolat reduktaza katalizuje prevodenje 5,10-
metilentetrahidrofolata u 5-metiltetrahidrofolat, koji je donor metil grupe u razli¢itim
procesima i ima esencijalnu ulogu u procesu metilacije i reparacije DNK molekula, preko
uklju¢enja u metabolizam folne kiseline i ciklus folata u organizmu. MTHFR usmerava
ciklus u pravcu obnavljanja folatnog pula (katalizujuéi sintezu 5,10—metil-THF) na ra¢un
DNK i RNK biosinteze i ima klju¢nu ulogu u raspodeli folata izmedu dva glavna puta,
bioloske metilacije i nukleotidne sinteze. Depoi folne kiseline se stalno obnavljaju i
nalaze se u jetri, bubrezima i intestinalnoj mukozi. 5,10 MTHFR je enzim iz grupe
flavoproteina, sastoji se iz dve identi¢ne subjedinice veli¢ine od oko 70 kDa. N terminalni
domen proteina ima kataliticku ulogu a u okviru tog domena se nalazi mesto za vezivanje
kofaktora flavin adenin dinukleotid (FADAH) i nikotin amid-adenin di nukleotid
(NADPH).
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Slika 10 Metabolicki put folata i uloga MTHFR
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U strukturi gena za MTHFR (Slika 11) otkriveno je viSe polimorfnih mesta, a

najéesce su zastupljene bazne supstitucije na 677. i 1298. baznoj poziciji.

Slika 11 Gen za MTHFR

Supstitucija C>T u 4 egzonu na poziciji 677 u genu za MTHFR predstavlja
polimorfizam nukleotidne sekvence (SNP) i dovodi do ugradnje valina umesto alanina na
222. poziciji u polipeptidnom lancu usled prelaska kodona GCT u kodon GTT. Ovo dalje
vodi izmenjenoj enzimskoj aktivnosti proteinskog produkta, ¢ija je forma termolabilna.
Osobe sa MTHFR 677 TT genotipom, tj. homozigoti za ovu alelsku varijantu, imaju
enzimsku aktivnost smanjenu na 30% u odnosu na normalnu, dok osobe heterozigoti, sa
CT genotipom, imaju enzimsku aktivnost koja iznosi 60% normalne aktivnosti. U
zavisnosti od genotipa ravnoteza u procesima metilacije/sinteze DNK moze da varira.
Samim tim je razumljivo zasto mnoge studije danas usmeravaju paznju na uticaj ovog

polimorfizma na povecanu predispoziciju za nastanak brojnih poremecaja.

1.3.4 Polimorfizmi u genima za glutation S transferaze (GSTM, GSTT)

Mnoga danaSnja istrazivanja su bazirana | na ispitivanju koli¢ine odredenih
biomarkera u pljuvacci 1 serumu, Cije razliite koncentracije ukazuju na prisustvo
inflamacije i bola. Tako su neki autori zaklju¢ili da je koncentracija salivarnih i
serumskih biomarkera oksidativnog stresa znaéajan prediktor ja¢ine bola kod osoba sa
TMD (Rodriguez de Sotillo et al. 2011).

Oksidativni stres predstavlja stanje, koje nastaje kada pojacana produkcija

slobodnih radikala nadvlada sposobnost organizma da ih eliminise (Slika 12).
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P38-MAPK, NF-xB

Slika 12 Oksidativni stres

Preuzeto: www.hindawi.com

Kao vrlo bitan faktor takode odgovaran za naruSavanje ove ravnoteze jeste |
antioksidativni odbrambeni sistem svakog pojedinca. Postoje enzimi koji pripadaju grupi
glutation S transferaza (GSTM1 i GSTT1) i imaju vaznu ulogu u procesima
detoksikacije organizma. Ovi enzimi su ¢lanovi dve superfamilije glutation transferaza.
Manju superfamiliju ¢ine mikrozomalni enzimi koji su ukljuceni u metabolizam
arahnoidonske Kiseline. Veca superfamilija je predstavljena citosolnim glutation
transferazama (ve¢i broj izoenzima) koje ucestvuju u reakcijama biotransformacije
toksi¢nih materija endogenog i egzogenog porekla (Hayes JD i Strange, 2000) kojima su
Zivi organizmi konstantno izlozeni. Iz ograni¢enog broja gena nastaje veci broj enzima
karakteristi¢nih po binarnim kombinacijama homo i heterodimernih subjedinica. Svaka
subjedinica ima aktivno mesto sa dva funkcionalna regiona (G i H). G mesto sluzi za
vezivanje glutationa i vrlo je specifi¢no prema glutationu i slicno je kod svih izoenzima
GST. H-hidrofobno mesto sluzi za vezivanje elektrofilnog supstrata, nije usko specificno
prema supstratima i veoma se razlikuje kod razli¢itih subjedinica GST. Subjedinice GST
ispoljavaju nezavisnu katalitiCku aktivnost. Superfamilija ovih enzima posreduje u
reakciji konjugacije elektrofilnih jedinjenja sa glutationom (GSH) u fazi |l

biotransformacije. Konjugacija sa glutationom smanjuje toksi¢nost elektrofilnih
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jedinjenja ¢ine¢i ih manje reaktivnim prema nukleofilnim grupama u vaznim bioloSkim
reakciju konjugacije GSH sa endogenim produktima oksidativnog oStecenja lipida, DNK,
kateholamina. Takode se kao ligandi nekataliticki mogu vezati za veliki broj molekula.
Zbog svega navedenog, ovi enzimi ucestvuju u modulaciji ¢elijskog odgovora na
endogene ili egzogene elektrofile, inflamaciju, oksidativni stres na veliki broj lekova, ali
mogu uticati i na ¢elijski ciklus. GSTM (Mu) i GSTT (Teta) pripadaju grupi citosolnih tj.
solubilnih GST-aza i najc¢esce se ispituje uticaj polimorfizama u njihovim genima na
pojavu raznih oboljenja kod ljudi. Gen za GSTM1 se nalazi na 1p13 i kao i drugi geni za
GST-aze iz ove klase, ima 8 egzona, a gen za GSTT1 se nalazi na 22911 i poseduje 5
egzona (Slika 13, Slika 14).
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Slika 14 GSTT1 gen

Produkti ekspresije GST gena su razli¢iti izoenzimi glutation S-transferaze, koji se
razlikuju po svojim strukturnim, fizicko-hemijskim i imunoloskim osobinama. Ekspresija
razli¢itih izoenzima varira u zavisnosti od vrsta ¢elija i uslovljava kapacitet odredenog

tkiva za detoksikaciju.

Polimorfizmi u oba gena (i za GSTM1 i za GSTT1) su delecionog tipa, odnosno

nedostaje celi gen, a deletirani aleli se nazivaju nulti aleli. Znacajan je podatak koji se
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navodi u literaturi da je delecija GSTM1 (GSTM1*0 ili -/-) gena zastupljenija kod osoba
sa TMD u poredenju sa kontrolnom grupom (Aneiros-Guerrero et al. 2011). Potvrdeno je
i da je kod homozigota za nulti alel GSTT1 gena odsutna ekspresija izoenzima.

1.3.5 Polimorfizam u genu za MMP9 -1562 C/T (rs3918242)

Neke studije navode da je u 80% obolelih od TMD prisutna dislokacija diskusa,
bolovi u zglobu, osteartroza i osteoartritis (Plesh et al. 2005, Manfredini, Chiappe, and
Bosco 2006). Literaturni podaci govore u prilog tome da je vrlo ¢esta posledica hroni¢nog
bruksizma upravo remodelovanje artikuliraju¢ih povrSina zgloba i perforacije diskusa
artikularisa (Attanasio 1991, Guichet 1982, Hatcher, Blom, and Baker 1986).

Degenerativne promene u vilicnom zglobu nastaju usled progresivnog gubitka
ekstracelularnog matriksa, posredovanog hondrocitima i fibrohondrocitima poreklom iz
fibrozne hrskavice zgloba, koji se u znatnoj meri oslobadaju kad se naru$i ravnoteza
izmedu sinteze i degradacije matriksa. Pa ipak, malo se zna o0 predisponiraju¢im
faktorima za degenerativna oboljena zgloba. Imajuc¢i u vidu da je grada viliénog zgloba
nesto drugacija nego $to je u ostalih zglobova u telu, odredene specifi¢nosti otkrivaju nam
moguci uticaj nekih faktora za ove promene u zglobu. Poznato je da TM zglob ¢ini kondil
smesten u mandibularnoj jami slepoo¢ne kosti. Izmedu ove dve kostane strukture nalazi
se zglobni kolut sa¢injen od gustog fibroznog vezivnog tkiva bez prisutnih krvnih sudova

i nervnih vlakana.

Zona hrskavice je smeStena kao najpovrsniji sloj vilicne glavice (kondila) i
odgovorna je za preraspodelu optereé¢enja u funkciji Zvakanja. Histoloska grada ove zone
podrazumeva 4 sloja. Protein superficijalne zone kondila i diskusa (SZP) spada u grupu
velikih proteoglikana koji se sintetiSu i oslobadaju u sinovijalni fluid zgloba, koji je vrlo
vazan lubrikant i smanjuje trenje izmedu zglobnih povr$ina. Jedna studija je razjasnila i

uticaj ¢elijskih medijatora na njegovu ekspresiju, a koji takode mogu da doprinose i
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reparaciji kondila (Ohno et al. 2006). Proliferativna zona (Il sloj) je ispunjena celijama
nediferentovanog mezenhimalnog tkiva ¢ija je glavna uloga stvaranje zglobne hrskavice.
Treéu zonu ¢ine zrele ¢elije hrskavice, mada neki autori smatraju da ove ¢elije ipak imaju
sposobnost dalje proliferacije. Ova zona je bogata kolagenim vlaknima tipa I i Il i
zahvaljujuéi njoj zglob odoleva silama pritiska i lateralnim silama (Suda et al. 1999). IV
najdublje lokalizovana zona odgovorna je i za remodelaciju tkiva i naziva se hipertroficna
zona hondrocita koji ucestvuju u stvaranju kostanog tkiva kalcifikacijom hrskavic¢avih

spikula sa kristalima hidroksiapatita.

Uloga enzima koji iniciraju remodelovanje ECM postaje sve interesantnija
istrazivaCima, jer se modifikovanjem njihove funkcije znatno povecava zastupljenost
raznih degenerativnih oboljenja. Matriksne metaloproteinaze (MMP) pripadaju grupi
proteolitickih Ca i Zn zavisnih enzima, koju ¢ine 23 strukturno sli¢ne endopeptidaze koje
reguliSu interakciju cCelija sa ekstracelijskim matriksom. Ovi enzimi su odgovorni za
razgradnju razli¢itih molekula ekstracelijskog matriksa (kolagena, proteoglikana, manjih
proteina u matriksu), kao i kontrolu signala matriksnih molekula koji reguliSu rast i razvoj
¢elija. Oni postaju aktivni tek nakon uklanjanja 10 kDa amino-terminalnog propeptida
tj.prodomena (interakcija SH (Cys) u pro i Zn®**) jer su poletno sintetisani kao
transmembranski ili pro-enzimi (Slika 15). Mogu se aktivirati razli¢itim agensima,
Clanovima MMP familije ili raznim drugim proteazama a dalje kao takve mogu

ucestvovati u aktivaciji drugih MMPaza.
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Slika 15 Matriksne metaloproteinaze (MMP)

Matriksne metaloproteinaze se uglavnom sastoje od:

e Propeptida ili pro-domena (pro)
e Katalitickog domena (cat)

e Peptida koji povezuje (cat sa Hpx) ili zglobnog podrucja (L1)

Na osnovu supstrata koji razgraduju mogu se svrstati u 6 podgrupa kao: kolagenaze,
zelatinaze, stromelizini, matrilizini, membranske MMP i ostale MMP. Zajednicke
strukturne karakteristike MMP-a su motivi koji vezuju Zn?* unutar katalititkog domena
(HEXXHXXGXXH) i motiv cisteinske ,,sklopke* unutar propeptida (PRCXXPD).

Koli¢ina tkivnih MMP se drasticno povecava u toku remodelovanja ECM.

Neravnoteza izmedu aktivnosti MMP i njihovih kako tkivnih inhibitora tako i
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nespecificnih endogenih inhibitora kao S$to je o2 makroglobulin podsti¢e pojacanu

razgradnju ECM (Slika 16).
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Slika 16 Aktivacija matriksnih metaloproteinaza

MMP-9 (zelatinaza B) je inducibilan enzim koji se aktivira uklanjanjem prodomena
(~10 kD) koji biva odvojen delovanjem MMP-2,-3,-13 ili plazmina, mada se MMP-3
izdvaja kao najces¢i aktivator (Goldberg i sar., 1992.). Glavni supstrati enzima MMP9 su
kolagen IV i zelatin, pa je poznat u literaturi i pod nazivom 92kDa tip 1V kolagenaza ili
zelatinaza B. MMP9 sadrzi fibronectin-like domen ugraden unutar katalitickog domena,
verovatno radi boljeg vezivanja za supstrat. MMP-9 takode sadrzi i kolagen-V-like
domen, koji povecava specificnost i jate vezivanje za supstrat. Gen za Zelatinazu B
(MMP-9) nalazi se na hromozomu 20g11.2-g13.1 i ima 13 egzona (Huhtala i sar., 1991)
(Slika 17).
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Slika 17 Gen za MMP-9

Polimorfizam u promotoru gena za MMP-9, na poziciji -1562 je SNP (C>T) a ova
bazna supstitucija uti¢e na nivo ekspresije enzima. Pored nekoliko polimorfnih promena u
regulatornom regionu gena -1562 C/T polimorfizam dovodi do povecanja promotorske
aktivnosti ovog gena (Zhang i sar., 1999) i do izmenjene transkripcije. Upravo je ovaj
polimorfizam doveden u vezu sa sklono$¢u ka razli¢itim oboljenjima medu kojima se u
literaturi navode ateroskleroza (Zhang i sar., 1999), reumatoidni artritis (Jackson i sar.,
2001) i brojne neurodegenerativne bolesti (llzecka i sar., 2001).

Mnoge studije su ispitivale povezanost polimorfizama u promotoru gena za MMP,
ukazujuéi na promenu u njegovoj ekspresiji, koja ima znacajan uticaj na degenerativna
oboljenja (Barlas et al. 2009, Astolfi et al. 2006, Ye et al. 1996). Narusava se ravnoteza u
sintezi i degradaciji ekstracelularnog matriksa TM zgloba usled nagomilavanja razlicitih
katabolita matriksnih metaloproteinaza, pre svega zapaljenskih modulatora, u sinovijalnoj
tec¢nosti (Dijkgraaf et al. 1995, Srinivas et al. 2001, Kubota et al. 1998). Stoga se MMP
smatraju glavnim proteolitickim enzimima, koji dovode do destrukcije ECM TM zgloba
(Wadhwa and Kapila 2008). U studiji Planella i sar. ukazuje se na ulogu MMP-1
polimorfizma u degenerativnim promenama TM zgloba (Planello et al. 2011). Isti autori
nisu prona$li da polimorfizam MMP-3 i MMP-9 gena uti¢e na degenerativne promene u
zglobu. | drugi autori su dosli na ideju da ispituju MMP-1 polimorfizam, ali nasuprot
prethodnim rezultatima, nisu pronasli povezanost MMP-1 polimorfizma sa progresijom
reumatoidnog artritisa i drugih degenerativnih oboljena zglobova ukljuc¢uju¢i TM zglob
(Taskin et al. 2011).
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Ciljevi istrazivanja

Radna hipoteza

Polimorfizmi gena za metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR), glutation S-
transferaze (GSTM1, GSTT1), matriksnu metaloproteinazu (MMP9) mogu da uti¢u na
nastanak temporomandibularnih disfunkcija i njihove karakteristike.

Cilj istrazivanja

Osnovni ciljevi ove disertacije su da se ispita povezanost polimorfizama u genima
uklju¢enim u kontrolu sinteze DNK i metabolizam folata (MTHFR), detoksikacije
(GSTM1, GSTT1) i remodelacije ekstracelijskog matriksa (MMP9) sa nastankom
temporomandibularnih disfunkcija, kao i da se ustanovi eventualna asocijacija izmedu

genotipova razli¢itih polimorfizama i klinickih karakteristika pacijenata sa TMD.

U okviru ciljeva istrazivanja doktorske disertacije definisani su slede¢i zadaci:
1. Utvrdivanje osnovnih epidemioloskih i klinickih parametara u grupi sa TMD.

2. Utvrdivanje ucestalosti alela i genotipova za polimorfizam pojedina¢nog
nukleotida MTHFR 677C>T, delecioni polimorfizam u GSTM1 i GSTT1 genima i
promotorski polimorfizam pojedina¢nog nukleotida MMP9 -1562 C>T u grupi

pacijenata sa temporomandibularnim disfuncijama i u kontrolnoj grupi.

3. lspitivanje asocijacije polimorfizama navedenih gena i rizika za nastanak
temporomandibularnih disfunkcija, na osnovu razlike u distribuciji ucestalosti

alela i genotipova izmedu TMD grupe i kontrolne grupe.

4. Utvrdivanje povezanosti genotipova sa klinickim fenotipom u okviru TMD grupe.
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3.1 Kriterijumi za odabir pacijenata

Istrazivanje je sprovedeno kao prospektivna Kklinicka studija u koju su bile
ukljucene dve grupe ispitanika. Studijsku grupu ¢inilo je 100 pacijenata, koji su dosli na
Kliniku za stomatolosku protetiku i Kliniku za maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, sa nekim od simptoma temporomandibularnih
disfunkcija, kod kojih je utvrden ovaj poremecaj. Kontrolnu grupu cinila su 182 zdrava
ispitanika, heterogena po polu i starosti, kod kojih nije prisutan nijedan znak ni simptom
TMD.

Pacijenti

Kriterijumi ukljuéenja u studiju bili su:
Pacijenti kod kojih je prisutan neki od simptoma i znakova TMD:

e Dbol u preaurikularnom predelu

e Dbol ili osetljivost pri palpaciji mastikatornih misica
e ograniceni i/ili bolni pokreti donje vilice

e defleksija donje vilice tokom otvaranja usta

e prisustvo zvuénih efekata pri pokretu otvaranja usta

e ukocenost donje vilice

e idr.
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Kriterijumi iskljucenja iz studije:

e Pacijenti koji su imali traumatske povrede glave i vrata, anomalije kranijuma
poznate ili nepoznate etiologije

e Pacijenti kod kojih se klini¢kim pregledom utvrdilo da je bol dentogenog
porekla, neurogenog, vaskularnog, inflamatornog ili u vezi sa tumorskim
promenama iz okolnih struktura (uvo, grlo, oko, nos, sinusi).

e Pacijenti koji su imali neko drugo hroni¢no oboljenje, koje naruSava opste
stanje ispitanika i daje laznu sliku disfunkcija

e Pacijenti sa mentalnom retardacijom, bolestima zavisnosti

3.2 Klinic¢ka ispitivanja

Ispitanicima obe grupe izvrSen je detaljan klini¢ki pregled orofacijalnog sistema
kako bi se utvrdilo eventualno postojanje znakova i simptoma temporomandibularnih
disfunkcija. Pacijenti s prisutnim simptomima i znacima temporomandibularne
disfunkcije su bili ukljuceni u studiju, posto su ispunjavali postavljene Kriterijume. Svi
ispitanici su bili detaljno informisani o protokolu istrazivanja. Klinickim pregledom i
funkcijskom analizom orofacijalnog sistema ispitanika na osnovu protokola RDC/TMD
evidentirao se jedan ili viSe simptoma miSi¢ne i/ili zglobne bolne disfunkcije (Dworkin
and LeResche 1992). Istrazivanje je podrazumevalo uzimanje anamneze, klinicki pregled
pomocu uputstava datih standardnim dijagnostickim protokolom za temporomandibularne
disfunkcije (Research Diagnostic Criteria, RDC/TMD) predlozenog od strane Dworkin-a
i LeResche-a (1992), kao i pomoc¢ne dijagnosticke rendgen procedure ukoliko je bilo
neophodno (lateralni snimak TM zgloba pri otvorenim i zatvorenim ustima, snimak po
Sileru). Standardizovani protokol za temporomandibularne disfunkcije, Research
Diagnostic Criteria (RDC/TMD) primenjen je u okviru dijagnostickog postupka
podeljenog u dva dela. Prvi deo je obuhvatao klini¢ku sliku TMD (Axis 1), dok se drugi

deo odnosio na bol i psihosocijalni status ispitanika (Axis I1). Svaki ispitanik se
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pridrzavao opstih uputstava za popunjavanje obrasca RDC/TMD i u skladu sa tim je bio
duzan da da samo jedan odgovor. Ispostovani su svi principi za pravilna merenja u cilju
postavljanja dijagnoze TMD. Meren je opseg kretnje donje vilice u vertikali u toku
aktivnog otvaranja usta bez bola, maksimalno aktivnog otvaranja usta, maksimalno
pasivnog otvaranja usta. Takode je zabelezen vertikalni preklop sekuti¢a u polozaju
maksimalne interkuspacije. Posmatrane su i kretnje donje vilice u desnu, levu stranu i
napred. Otvaranje usta je registrovano kao pravo (bez skretanja donje vilice), sa
defleksijom/ devijacijom u desno ili u levo.

Pri klinickom pregledu su takode pra¢ena standardna uputstva za palpiranje misica i
vilicnih zglobova. Pregled misi¢a podrazumevao je uobiajenu metodu za utvrdivanje
osetljivosti, lokalizacije i stepena bola digitalnom palpacijom tela i pripoja misi¢a (Burch
1977).

Ekstraoralna palpacija miSi¢a vrsi se laganim pritiskom jagodicama kaZiprsta i

srednjeg prsta na odredena mesta. Donja vilica je u polozaju fizioloSkog mirovanja.
Misi¢i se palpiraju prstima jedne ruke dok se drugom rukom daje potpora i odrzava
stabilnost glave. Ispitanik bi trebalo da napravi razliku izmedu palpatorno provociranog
bola i pritiska. Ukoliko je bol prisutan ispitanik ga klasifikuje kao blagi, umereni ili jaki
bol.

e M.temporalis (prednja vlakna) — palpiraju se neposredno iznad zigomati¢nog luka.

e M.temporalis (srednja vlakna) — palpiraju se oko 2 cm iza zadnje ivice obrve.

e M.temporalis (zadnja vlakna) — palpacija se vr$i pomerajuéi prste od pozadi iza
uha ka prednjoj granici uha.

e M.maseter (gornji pripoj) — palpacija gornjeg pripoja maseteriénog misica
zapocinje 1 cm ispred TM zgloba, neposredno ispod zigomati¢nog luka, iduci
napred ka prednjoj granici miSica.

e M.maseter (telo misi¢ca) — palpacija se izvodi od prednje ivice miSi¢a ispod

zigomati¢ne kosti prema dole i nazad u pravcu ugla donje vilice.
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M.maseter (donji pripoj) — palpira se podrucje oko 1 cm iznad i ispred ugla donje
vilice.

Zadnji mandibularni region (m.stylohyoideus/m.digastricus posterior) — Glava
ispitanika treba da bude blago zabacena unazad. Palpira se podrucje izmedu
zadnje ivice mandibule i prednje ivice m. sternocleidomastoideus-a, medijalno i
nazad od ugla donje vilice. Prsti bi trebalo da budu usmereni unutra i gore.
Submandibularna regija (m.pterygoideus medialis, mm.suprahyoidi, m.digastricus
anterior) — palpacija zapocinje 2 cm ispred ugla mandibule,a prsti su usmereni
unutra i gore. U slucaju provociranog bola odredi se da li bol poti¢e od miSica ili

inflamiranih regionalnih limfnih ¢vorova.

Intraoralna palpacija misi¢a

M.pterygoideus lateralis — ispitanik pomera donju vilicu na stranu koja se ispituje.
Kaziprst desne ruke terapeut pozicionira na alveolarni greben, paratubarno i
lagano pomera gore i unutra, iza gornjih molara.

M.temporalis (tetiva) — nakon palpiranja spoljasnjeg krilastog miSi¢a rotira se
kaziprst u ustima upolje, a ispitanik dodatno, koliko moze, otvori usta kako bi se

palpirao najvisi aspekt prednje ivice koronoidnog nastavka.

Prisutan bol pri normalnoj funkciji ili palpaciji ukazivao je na miSi¢nu disfunkciju.

Naj¢es¢i uzrok tome uglavnom je bila hiperaktivnost miSi¢a ili trauma. Uz palpaciju i
testove funkcijske manipulacije, primenjeno je prethodno pomenuto merenje opsega
otvaranja usta u kombinaciji sa ,,end-feel” testom i merenje opsega ekscentri¢nih kretnji,
kao i pracenje puta srednje linije mandibule tokom otvaranja (defleksija i devijacija)
(McCarroll et al. 1987). Osobe koje su prijavljivale bol u misi¢ima elevatorima

nesmetano su mogle da izvode ekscentri¢ne kretnje sa umerenim opsegom.

Bol ili osetljivost vilicnog zgloba ispituje se digitalnom palpacijom (lateralni pol)
ispred tragusa usne $koljke u predelu TM zgloba tako §to se ispitanik zamoli da lagano
otvara usta dok se ne oseti na jagodici kaziprsta kretnja lateralnog pola kondila donje

vilice unapred.
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Zadnji pripoj zglobne kapsule palpiran je kroz spoljne usne kanale. Jagodice malih
prstiju treba da budu okrenute ka napred i uvuéene u oba usna kanala. Ispitanik lagano
otvara usta kako bi se osetio pokret u TM zglobovima. Izvr$i se pritisak ka napred,
naizmeni¢no levo pa desno dok su zubi u maksimalnom kontaktu kroz spoljasnji usni
kanal u mirovanju i pri kretnjama mandibule. Disfunkcija TM zgloba se moze ispoljiti
kao zvuk u zglobu i kao ogranicenje zgloba (raspon otvaranja usta i ekscentri¢nih kretnji,
putanja otvaranja). Prisustvo ili odsustvo zvukova nam je ukazivalo na polozaj zglobnog
diska.

Prisustvo zvu¢nih efekata u TM zglobu prilikom otvaranja 1 zatvaranja usta

Jagodice levog i desnog kaziprsta terapeut prisloni u predeo levog i desnog TM
zgloba i pritom pacijentu kaze da lagano otvara usta maksimalno koliko moze bez obzira
na moguce prisustvo bola pri ovoj kretnji, a da zatim lagano zatvara usta do poloZzaja
maksimalne interkuspacije. Svako ispitivanje se ponovi tri puta. Nalaz se moze potvrditi i

upotrebom stetoskopa sa otvorenim zvonom.

Kao rezultat ispitivanja moze se dobiti:

zvucni efekti nisu prisutni

o Kklik, kratkog, ograni¢enog trajanja sa jasnim pocetkom 1 zavrSetkom; potvrduje se
kao rezultat ispitivanja samo ako se uocio dva puta od moguca tri ponavljanja
kretnje.

e grube krepitacije, ispoljavaju se zvukom koji traje duze vreme pri pokretu donje
vilice. Zvuk nije prigusen i posledica je klizenja kosti preko druge kosti.

e fine krepitacije, kao zvukovi u vidu Skripanja koje traje duze vreme pri otvaranju

ili zatvaranju usta ali su priguseniji od prethodno navedenog. Opisuje se vrlo ¢esto

kao zvuk trenja po hrapavoj povrsini.
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Zvuk se potvrduje pri otvaranju usta ako se registruje u dva od moguca tri
ponavljanja pokreta otvaranja iz polozaja maksimalne interkuspacije do polozaja

maksimalno otvorenih usta.

Zvuk se potvrduje pri zatvaranju usta ako se registruje u dva od moguca tri
ponavljanja pokreta zatvaranja iz polozaja maksimalno otvorenih usta do polozaja

maksimalne interkuspacije.

Recipro¢ni klik javlja se i pri otvaranju i pri zatvaranju usta i za njega je

karakteristicno da nestaje prilikom otvaranja usta iz protruzionog polozaja donje vilice.

Prisustvo zvuc¢nih efekata pri lateralnim 1 protruzionoj kretnji donje vilice

Ispitanik donjom vilicom izvodi pokrete levo-nazad, desno-nazad, napred-nazad,
kao 1 tokom prethodnog ispitivanja, pri ¢emu su jagodice levog i1 desnog kaziprsta
oslonjene preaurikularno, u predeo levog i desnog vilicnog zgloba. Registruje se

prisustvo zvu¢nih efekata u toku kretnji. Svaki pokret se ponavlja tri puta.

Dislokacija diskusa je mogla da bude prisutna ¢ak i u odsustvu zvukova u zglobu.
(Westesson, Eriksson, and Kurita 1989). Razli¢iti zvukovi u zglobu mogu da se
manifestuju u vidu pojedina¢nog Skljocaja (klik), glasnog pojedina¢nog $kljocaja (pop) i

slozenog zvuka struganja, drobljenja (krepitacija).

Odvojene studije opisuju da se zvukovi u zglobu mogu identifikovati metodom
digitalne palpacije ili pogodnim instrumentima kao $to su konvencionalni stetoskop sa
otvorenim zvonom i modifikovani stetoskop kojim se prate zvuci u oba TM zgloba
(Isberg 2001). Postoje i elektronski uredaji sa mikrofonom koji se postavlja u spoljasnji
usni kanal ili na koZzu lica u projekciji TM zgloba, koji konvertuju zvuk u vizuelni signal
—sonograf (Widmalm et al. 2002, Widmalm, Djurdjanovic, and McKay 2003, Widmalm
et al. 2003). Pojava zvukova u TM zglobu objasnjava se remeéenjem normalnog protoka
sinovijalne te¢nosti usled abnormalnog odnosa zglobnih struktura (Yavelow and Arnold

1971), nastanku negativnog pritiska (Unsworth, Dowson, and Wright 1971) i kontaktom
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kondil-temporalna kost nakon savladavanja mehani¢ke prepreke, $to je potvrdeno

sineradiografijom i sinematografijom vilicnog zgloba (Isberg 2001).

Dislokaciju diskusa artikularisa sa redukcijom dijagnostikovali smo na osnovu:

e prisustva recipro¢nog klika u TM zglobu (klik pri otvaranju i zatvaranju usta i
njegovo nestajanje ako se otvaranje i zatvaranje odvija iz protruzionog polozaja
donje vilice)

e prisustva reciprocnog klika u TM zglobu pri otvaranju i zatvaranju usta kao i

prisustvo Klika pri protruziji i/ili nekoj od laterotruzionih kretnji donje vilice

Za potvrdu dijagnoze dislokacije diskusa artikularisa bez redukcije uocavali smo

ograni¢en opseg otvaranja usta a poremecaj je pracen i slede¢im promenama:

e maksimalno aktivno otvaranje usta manje od 35 mm.

e maksimalno pasivno otvaranje usta je za 4 mm ili manje veéeg opsega u odnosu
na maksimalno aktivno otvaranje usta.

e kretnja donje vilice na kontralateralnu stranu manja je od 7 mm.

o defleksija sredine donje vilice na ipsilateralnu stranu.

e odsustvo zvu¢nih efekata u TM zglobu ili prisustvo zvukova Kkoji nisu

karakteristi¢ni za dislokaciju diskusa sa redukcijom.

Kod diskokacije diskusa artikularisa bez redukcije a sa optimalnim opsegom

otvaranja usta anamnesticki se utvrduje:

e povremeno ograni¢enje opsega otvaranja usta.

e maksimalno aktivno otvaranje usta vece od 35 mm.

e maksimalno pasivno otvaranje usta je za 5 mm ili viSe veceg opsega u 0dnosu na
maksimalno aktivno otvaranje usta.

e kretnja donje vilice na kontralateralnu stranu veca je od 7 mm.
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o defleksija sredine donje vilice na ipsilateralnu stranu.
e prisustvo zvucnih efekata u TM zglobu koji nisu karakteristi¢ni za dislokaciju

diskusa sa redukcijom.

Pacijenti koji su prijavljivali bol u predelu TM zgloba pri maksimalnom aktivhom
otvaranju usta i maksimalnom pasivnom otvaranju, kao i pri lateralnim kretnjama donje
vilice svrstavani su pod dijagnozu kapsulitisa. Ovaj poremecaj pracen je palpatornom
osetljivoséu lateralnih polova jednog ili oba TM zgloba kao i zadnjeg pripoja kapsule. U
ovom slu¢aju grube krepitacije nisu bile prisutne, $to je dodatno ukazivalo na zapaljenje

zglobne kapsule.

Vrlo sliénu klinicku sliku je imao i1 osteoartritis s tim da je pored prethodno
navedenih klinickih znakova 1 simptoma bilo neophodno uociti i1 prisustvo jednog ili oba

znaka dole navedena:

a. grube krepitacije u TM zglobu.
b. na tomografskom radiogramu uocava se erozija zdrave kosti, skleroza dela ili
celog kondila i artikularne eminencije, zaravnjenje zglobnih struktura, prisustvo

osteofita.

Kao glavni anamnesticki i klinicki parametri za utvrdivanje degenerativnih promena
u TM zglobu izdvajale su se grube krepitacije u TM zglobu i/ili na tomografskom
radiogramu erozija zdrave kosti, skleroza dela ili celog kondila i artikularne eminencije,
zaravnjenje zglobnih struktura, prisustvo osteofita. Zatim odsustvo bola sa ili bez
palpatorne provokacije kao i pri maksimalnom aktivnom otvaranju usta, maksimalnom

pasivnom otvaranju i pri lateralnim kretnjama donje vilice.

Pri postavljanju dijagnoze koja se odnosila na miSi¢ne disfunkcije protokol
RDC/TMD iskljucuje retka stanja kao Sto su miSiéni spazam, miozitis 1 kontrakture

miSi¢a. Miofascijalni bol je registrovan kod pacijenata sa palpatorno osetljivom
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preaurikularnom regijom, regijom lica, vilica, slepoocnica. Bol je bio prisutan kako u
funkciji tako 1 u miru. Ovi pacijenti su pokazivali bolnu reakciju na palpaciju 3 ili vise
lokacija od palpiranih 20 mesta pri ¢emu se leva i desna strana posmatraju odvojeno.
Karakteristi¢ni znaci i simptomi koji su potvrdivali dijagnozu miofascijalnog bola sa

ogranic¢enim otvaranjem usta bili su slede¢i:

e prisustvo miofascijalnog bola kako je prethodno definisano
e aktivno otvaranje usta manje od 40 mm.
e maksimalno pasivno otvaranje usta za 5 mm ili ve¢i iznos od aktivnog

otvaranja usta.

Psihosocijalni status ispitanika zabelezen je kao stanje umerene, izrazene ili
izuzetno izrazene depresije i dodatno vrednovan 0-4 psiholoskim promenama koje uticu
na kvalitet zivota. Pacijentima je ponudena lista odredenih funkcija orofacijalnog sistema
koje se otezano odvijaju usled prisustva TMD, a intenzitet bola smo vrednovali na skali
od 0-10, pri ¢emu je 0 odgovarala stanju bez bola a 10 stanju neizdrzivog bola. Takode
nam je bio vazan podatak izmenjenosti socijalnih kontakata i radne sposobnosti zbog bola
koja je na isti na¢in vrednovana kao skala bola. Pacijenti su navodili 1 vreme kada se bol
prvi put pojavio, vrednost najja¢e dozivljenog bola u proteklih 6 meseci kao 1 prosecnu

vrednost bola u proteklih 6 meseci.

Na osnovu svih prikupljenih podataka dobijenih anamnezom i klini¢kim pregledom
(ukljuéujuéi i eventualna dopunska ispitivanja) imali smo detaljne informacije o znacima

1 simptomima temporomandibularnih poremecaja.

3.3 Molekularno-genetic¢ka ispitivanja

U okviru eksperimentalnih ispitivanja koris¢eni su uzorci genomske DNK u vidu
brisa sa obrazne sluzokoze. Bris sluzokoZe sa obe unutrasnje strane obraza uziman je
pomocu sterilnih Stapic¢a za uzimanje brisa, kod obe grupe ispitanika. Svaki uzorak brisa

bio je dobro prosusen pre zatvaranja ependorfe i cuvan na -20°C do izolacije. lzolacija
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DNK je radena prema uputstvima proizvodaca komercijalnim kitom (Kapa Express

Extract DNA Extraction Kit, KapaBiosystems).

3.3.1 Izolacija DNK iz brisa obrazne sluzokoZe

Vatice sa Stapi¢a zajedno sa reakcionom smesom za izolaciju stavljane su u tubice
zapremine 500ul. Smesa za izolaciju DNK se sastojala iz 285ul vode, 15ul pufera i 2ul
enzima. (10xkapa express extract buffer, 1u/pl kapa express extract enzyme, PCR grade
water, sample). Posle vorteksovanja sledilo je inkubiranje na temperaturi od 75°C u
trajanju od 10 minuta kako bi se postigla liza ¢éelije, a zatim na temperaturi od 95°C 5

minuta inaktiviranje enzima proteaze.

Ponovljeno je vorteksovanje par sekundi, pa centrifugiranje 1 minut na 13000
o/min. Dobijeni supernatant je ¢uvan u sterilnim tubicama na temperaturi +4°C
pripremljen za dalju analizu. Koncentracija i ¢isto¢a genomske DNK na osnovu kojih se
odreduje koli¢ina uzorka DNK koji se stavlja u PCR reakciju, odredeni su direktnim
oCitavanjem sa spektrofotometra (BioPhotometer, Eppendorf), a kvalitet izolovane DNK
je proveren pusStanjem uzoraka (5pL izolovane DNK + 1puL boje) na 1,5% agaroznom
gelu. Uzorci koji nisu pokazali jasno definisanu traku na gelu, ve¢ razmaz, nisu radeni, jer
su fragmentisani. Nakon izolacije DNK primenjivali smo PCR/RFLP analizu (lan¢ana
reakcija polimeraze i restrikciona analiza) u cilju genotipizacije obe grupe ispitanika za
polimorfizme u MTHFR i MMP9 genima, a za polimorfizme delecionog tipa kod GSTM1
i GSTT1 koris¢ena su dva pristupa: multipleks PCR i real time PCR metode. Kod
PCR/RFLP pristupa, prvo su lancanom reakcijom polimeraze (PCR) dobijene
amplifikovane specifitne DNK sekvence, a zatim je restrikcionom analizom koja se
zasniva na koriS¢enju restrikcionih endonukleaza postignuto isecanje u okviru tih
specificnih sekvenci. Analizom specifi¢énih obrazaca traka, dobijeni su rezultati o
genotipskim distribucijama, koji su obradeni primenom Hi kvadrat (y°)testa radi

utvrdivanja razlika u distribuciji razli¢itih alela i genotipova medu grupama ispitanika,
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testova senzitivnosti 1 specificnosti kao 1 logistickom regresionom analizom za

utvrdivanje rizika od oboljevanja.

3.3.2 Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze je in vitro umnozavanje odredene sekvence DNK
molekula koja u sustini imitira sintezu (replikaciju) DNK. Za odvijanje ove reakcije
potrebni su prajmeri u vidu dva oligonukleotida koji su komplementarni krajevima
sekvence koja se umnozZava. Specificni DNK fragment se eksponencijalno amplifikuje 1
ovu sintezu katalizuje termostabilna DNK polimeraza. Svaki ciklus podrazumeva
denaturaciju DNK, hibridizaciju prajmera i elongaciju hibridizovanih prajmera. Krajevi
amplifikovanog fragmenta su definisani 5 krajevima prajmera, a njihovu veli¢inu
odreduje rastojanje izmedu sekvenci koje prajmeri prepoznaju. Za in vitro sintezu DNK

potrebne su slede¢e komponente PCR reakcione smese koja je volumena od 5 do 100 pl:

e uzorak DNK koja se kopira;

e prajmeri, oligonukleotidi za otpocinjanje sinteze DNK, komplementarni krajevima
sekvence koja se kopira;

e nukleotidi, gradivni elementi DNK;

e Taq polimeraza, termostabilna DNK polimeraza koja katalizuje ugradnju
nukleotida po principu komplementarnosti sa DNK matricom. Optimalna
temperatura za rad ovog enzima je 72°C, na kojoj ugraduje 150 nukleotida u
sekundi;

e joni Mg (Mg?") &ije prisustvo aktivira rad Taq polimeraze koja je metaloprotein.
Joni Mg takode grade komplekse sa dNTP ovima i dodatno ih stabilizuju, a kao
takvi predstavljaju supstrate za DNK polimerazu;

e pufer, neophodan za optimalnu aktivnost Taqg polimeraze;

Za izvodenje PCR metoda (Slika 18) potrebna je mikrotuba zapremine 0,2-0,5ml

koja podleZe preciznim cikli¢nim promenama temperature u PCR aparatima. DNK sinteza
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se odvija u 25-40 ponovljenih ciklusa. Svaki novosintetisani lanac predstavlja¢e matricu
za dalje umnozavanje i na taj nacin se broj amplifikovanih sekvenci povecava. Reakcija

traje oko 2 sata i dobija se 106-109 kopija odredenog DNK fragmenta.
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Proces se ponavlja, ciljni fragment
DNK se umnozava

24 = 16 kopija

2% = 32kopije

Slika 18 Sematski prikaz lan¢ane reakcije polimeraze (PCR)

Svaki PCR ciklus sastoji se iz tri postupka:

1. Termalna denaturacia DNK, raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva
komplementarna lanca DNK, kako bi doslo do hibridizacije prajmera. lzvodi se
inkubacijom PCR reakcione smese na 95°C,;

2. Hibridizacija prajmera sa matricom, uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu
prajmera i komplementarne sekvence na matrici. 1zvodi se na temperaturi od 42°C

do 65°C u zavisnosti od duzine i nukleotidne sekvence prajmera;
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3. Elongacija prajmera, ugradnja nukleotida na 3’ krajevima prajmera (sinteza DNK)
katalizovana termostabilnom DNK polimerazom. Odvija se na temperaturi od 72°C

(optimalna temperatura za rad Taq polimeraze);

Veoma cCesto se pre temperaturnih ciklusa u reakciju uvodi i inicijalna
denaturacija, 5-10min na 94°-95°C radi kompletne denaturacije DNK matrice, a po
zavrsetku temperaturnih ciklusa i finalna elongacija na 72°C u trajanju 5-15 minuta pri

¢emu dolazi do kompletiranja parcijalno sintetisanih PCR produkata.

Amplifikacija je proveravana elektroforezom na 8% poliakrilamidnom gelu.
Dokaz uspesne amplifikacije je bilo postojanje diskretne trake na gelu, koja je odgovarala
duzini zeljenog fragmenta. Gel elektroforeza je eksperimentalna tehnika kojom se
molekuli proteina, DNK i RNK mogu medusobno razdvojiti na osnovu razlika u veli¢ini,
tipu 1 koli¢ini naelektrisanja 1 specificnoj konformaciji. Na ovaj nacin se postiZe razli¢ita
pokretljivost ovih molekula u elektricnom polju. Molekuli DNK su negativno
naelektrisani zahvaljuju¢i fosfatnim grupama tako da se uvek krecu od negativne

elektrode (katode) ka pozitivnoj (anodi).

Poliakrilamidni gel koji smo koristili za elektroforezu u svom sastavu sadrzi

slede¢e komponente:

Tabela 2 Poliakrilamidni gel

ddH,0 3,6 ml
5x TBE pufer 1,2 mi
Akrilamid (AppliChem)/Bisakrilamid (AppliChem) 1,2 mi
APS 10% 42 l
N, N*, N'-tetrametilendiamina-TEMED (AppliChem) 7,8 ul
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Bojeno u vodenom rastvoru etidijum bromide (1% rastvor,10 mg/ml, AppliChem);

Pre nalivanja u bunari¢e uzorci se mesaju sa bojom za nalivanje (6X DNA Loading
Dye: 10mM Tris-HCL (pH 7.6), 0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, 60%
glycerol, 60mM EDTA, Fermentas); U jedan od bunari¢a se naliva DNK marker, sluzi za
potvrdu duzine PCR produkta (100bp DNA Ladder, Fermentas).

Priprema i izvodenje PAA gel elektroforeze se sastoje od:

1. Pripreme gela odredene koncentracije zavisno od duzine fragmenata koje je
potrebno razdvojiti/vizuelizovati;

2. Pripreme ploca i nalivanja gela;

3. Postavljanja plo¢a u aparaturu nakon vremena potrebnog za polimerizaciju gela
(oko 30 min);

4. Nalivanja uzoraka u bunare u gelu (uz predhodno mesSanje sa bojom), navlivanja
DNK markera i ,,pustanja” elektroforeze na odredenoj voltazi (230V);

5. Bojenja gela etidijum-bromidom nakon zavrSene elektroforeze i vizuelizacije

razdvojenih fragmenata u transiluminatoru;

51



Materijal i metode

3.3.3 PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za MTHFR

MTHFR C677T polimorfizam
Za pripremu PCR smeSe koriS¢eni su sastojci koji su detaljno prikazani u tabeli (Tabela
3).

Tabela 3 Komponente PCR smese

Pufer 2,5ul
dNTP 0,5ul
Forward prajmer 0,5ul
Reverse prajmer 0,5ul
Taq polimeraza 0,2ul
Voda 17ul
DNK 2ul

MgCI2 2ul

Tabela 4 Sekvence prajmera i PCR reakcija MTHFR

Gen Sekvence prajmera Veligina PCR
produkta
MTHFR 5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGCA-3 L8
p
67/C>T 5'-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'
inicijalna .. e .. finalna
denaturacija denaturacija hibridizacija elongacija ekstenzija
5 minuta 1 minut 1 minut 1 minut 5 minuta
95°C 94°C 60° C 72°C 72°C
35 CIKLUSA
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Ovi prajmeri ograni¢avaju segment DNK duzine 198 bp. Uspesnost reakcije

potvrdivalo je prisustvo diskretne trake na 8% PAA gelu.

3.3.4 Restrikciona digestija PCR produkata u analizi polimorfizma gena za
MTHFR

Ovako dobijeni PCR produkt veli¢ine 198 bp je podvrgnut restrikcionoj digestiji u
kojoj je koris¢en restrikcioni enzim Hinf 1. Restrikciona analiza podrazumeva
amplifikaciju specifi¢ne sekvence u kojoj se odigrala mutacija tipa nukleotidne zamene,
tj. supstitucije C>T na poziciji 677, restrikcionu digestiju amplifikovanog fragmenta i
proveru veli¢ine produkata digestije elektroforezom na PAA gelu (Slika 19).

Restrikciona digestija se odvijala sa komponentama u odredenoj zapremini §to je

prikazano u tabeli (Tabela 5).

Tabela 5 Komponente za RFLP reakcionu smeSu

Enzim Hinf | 1l

Green buffer 2ul
Voda 17ul

PCR produkt po proceni

Ukupna koli¢ina smeSe za restrikcionu digestiju iznosila je 20ul zapremine.
Uradena je restrikcija u PCR aparatu na temperaturi od 37°C u trajanju od 10
minuta. Hinfl sece produkt PCR reakcije ukoliko umnozeni segment DNK sadrzi T na po-
ziciji 677 i kao rezultat se dobijaju fragmenti duzine 175bp i 23bp. U umnoZenom
segmentu DNK koji na poziciji 677 sadrzi C Hinfl nema restrikciono mesto. Duzina
dobijenih fragmenta detektovana je na 10% PAAgelu. Analiza genotipova vrSena je na

slede¢i nacin:
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Homozigot genotipa C/C (bez mutacije) poseduje jedan fragment od 198 bp i
predstavlja wild type.

Heterozigot za mutaciju C/T poseduje 3 fragmenta od 198bp, 175bp i 23bp, s tim da

se na gelu uocavaju samo dve trake jer najkraci fragment ne moze da se uoci na gelu.

Heterozigot za mutaciju T/T poseduje dva fragmenta od 175bp i 23 bp ali takode

najkraci fagment iS¢ezne pa se na gelu vidi samo jedna traka.

198 bp
175 bp

CC C€r ¢ T ¢cC ¢cC «(CT

Slika 19 Prikaz RFLP produkata na PAA gelu za MTHFR

Preuzeto: www.ijhg.com
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3.3.5 PCR/real time PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za GSTM1 1 GSTT1

GSTM1, GSTT1 (GSTM1*0, GSTT1*0) polimorfizmi

Za odredivanje polimorfizama delecionog tipa kod GSTM1 i GSTT1 Kkoris¢ena su
dva pristupa: PCR i real time PCR metode. Real time PCR metodu smo koristili kada nije
bilo mogucée amplifikovati zeljene regione kod ovih gena konvencionalnim PCR-om. Za
amplifikaciju radili smo multipleks reakciju, a koristili smo prajmere za GSTM1 i GSTT1
koje su opisali Voso i sar. (Voso i sar., 2002), a kao kontrolu uspesnosti PCR reakcije
koristili smo prajmere za B-globin gen (Saiki i sar., 1988). PCR reakciona smesa je
sadrzala 2X PCR Master Mix (Tag DNA polimeraza, reakcioni pufer, MgCl, i dNTP,
Thermo Fisher Scientific, Inc) uz dodatak 0.2 uM svakog prajmera (Metabion) i 0.2 pg
DNK uzorka. Ukupna koli¢ina iznosila je 25u.

Prisustvo/odsustvo gena utvrdeno je preko razlicitih temperatura topljenja
produkata amplifikacije na real-time PCR aparatu, ili u slu¢aju multipleks PCRa
prisustvo/odsustvo traka na gelu. Tom prilikom, posmatrali smo amplifikovani g-globin
genski fragment (110bp) u svim PCR reakcijama koji je predstavljao indikator uspesnosti

reakcije.
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Tabela 6 Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (Real-time PCR)

PCR

Polimorfizam Prajmeri fragment Reference
(bp)

5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3'

GSTM1 215 Voso i sar., 2002
5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'

5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCT-3' )
GSTT1 480 Voso i sar., 2002
5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'

5-ACACAACTGTGTTCAACTAGC-3'

B-globin 110 Saiki i sar., 1988
5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3'

Real time PCR metoda se sastoji od konvencionalne PCR amplifikacije i
fluorimetrije. Ovu metodu karakterise detekcija PCR amplifikacije tokom rane faze
reakcije, za razliku od konvencionalnog PCR-a, gde se detekcija produkata vrsi na gelu, u

poslednjoj fazi. Razlikuju se 3 faze ove metode:

e Eksponencijalna faza-tokom ove faze koli¢ina DNK se uvecava. Amplifikacija je
najbrza, a reakcija je visoko specificna 1 precizna, detekcija amplifikacije se
deSava u ovoj fazi.

e Linearna faza-tokom ove faze amplifikacija se usporava;

e Plato-tokom ove faze reakcija se zaustavlja, nema amplifikacije, a degradacija

produkata je sve veca.

Detekcija amplifikata se vrsi detekcijom fluorescence koju emituje fluorescentna
proba. "Treshold' je vrednost koja se zadaje aparatu kao nivo fluorescencije koju treba da
detektuje. Ct vrednost predstavlja broj ciklusa reakcije koji je potreban da bi se dostigla
zadata vrednost tj treshold. Sto je vise DNK u uzorku, to ¢e trebati kraée vreme da se

treshold dostigne, tj. Ct vrednost je manja.
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Za real time kvantifikaciju koriste se dva pristupa:

1. boje koje se specifi¢no vezuju za dvolan¢anu DNK i

2. specifi¢ne, fluorescentnim bojama obelezene probe

Boje koje se specificno vezuju za dvolancanu DNK (naj¢es¢e SYBR Green) se
dodaju u reakcionu mikrotubu, zajedno sa ostalim komponentama reakcije. Vezivanjem
za dvolan¢anu DNK emituje se fluorescenca, dok u fazi kada je molekul denaturisan,
signala nema. Na pocetku reakcije se o¢itava bazalna fluorescenca-fluorescenca poreklom
od boje koja se nalazi u rastvoru ali se nije vezala za ds DNK. Nivo fluorescence se
oCitava posle svakog ciklusa, a pracenje tih vrednosti vr§i se na monitoru racunara,
odnosno u realnom vremenu. Usled povecavanja dvolancanih produkata tokom reakcije,
nagomilana fluorescenca u jednom trenutku dostiZze kriticni nivo 1 fluorescenca pocinje
eksponencijalno da raste. Ove boje se vezuju i za nespecificne produkte kao $to su dimeri
prajmera. Da bi se iskljucili nespecificni produkti analiziraju se krive topljenja produkata
reakcije. Svaki gen ima karakteristicnu temperaturu topljenja koja se definiSe kao
temperatura na kojoj je denaturisalo 50% molekula. Oblik i pozicija krive topljenja su

odredeni veli¢inom DNK fragmenta i brojem GC odnosno AT baznih parova.

PCR program za multipleks (M1/T1/B-globin) reakciju

inicijalna denaturacija 94°C/5'

denaturacija 94°C/30",

aniling 69°C/30",

ekstenzija 72°C/30",

finalna ekstenzija na 72°C/5'. 30 ciklusa, od koraka 2 do 4.

o~ w0 b

PCR reakcija je atenuirana snizavanjem temperature na 4°C u trajanju od 10 minuta
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Tabela 7 Real time PCR reakciona smesa za multipleks reakciju

Voda 8.5 ul

Real time PCR Master Mix (2x)* 12.5 ul
Prajmer 1 (5 uM) 1l
Prajmer 2 (5 uM) 1l
DNK uzorak (0.1 pg/ pl) 2 ul

*2xMaxim SYBR Green/ROX qPCR Master Mix

Real time PCR program za multipleks (M1/T 1/B-globin) reakciju

inicijalna denaturacija 94°C/5'

denaturacija 94°C/2'

aniling 59°C/1',

ekstenzija 72°C/1',

finalna ekstenzija na 72°C/3'. 35 ciklusa, od koraka 2 do 4.

o & w0 b E

Genotipovi M1-/- i T1 -/- nisu pokazali amplifikaciju fragmenata od 215bp i

480bp. Posmatrali smo amplifikovani g-globin gene fragment (110bp) u svim PCR

reakcijama koji je predstavljao indikator uspesnosti reakcije.
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3.3.6 PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za MMP9

MMP-9 C-1562T (rs3918242) polimorfizam

PCR smesa sadrzala je komponente u zapremini prikazanoj u tabeli (  Tabela 8).

Ukupna zapremina iznosila je 50ul.

Tabela 8 Komponente PCR smese

dATP 200pM
dCTP 200pM
dGTP 200pM
dTTP 200pM

Forward prajmer

1uM
Reverse prajmer

1uM
Taq polimeraza 25U
DNK 500 ng
MgCI2 1.5 mM
Tris-HCI 10 mM
KCI 50 mM
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Tabela 9 Sekvence prajmera i PCR reakcija za MMP9

Gen Sekvence prajmera Veliéi:j‘akl;CR
produkta
MMP9 5-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3' .
151bp
C -1562T 5-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC -3'
inicijalna . o . finalna
denaturacija denaturacija hibridizacija elongacija ekstenzija
4 minuta 45 sec 45 sec 1 minut 10 minuta
95° C 95°C 60° C 72°C 72°C
35 CIKLUSA

Pocetnu denaturaciju DNK 3min na 95°C sledilo je 35 ciklusa koji su se sastojali iz
denaturacije DNK (1 min 95°C), hibridizacije prajmera (45 s 65°C) i elongacije (45s

72°C). Zavrsna elongacija je trajala 7 minuta na 72°C.

PCR produkt duzine 442bp podvrgnut je digestiji u kojoj je koris¢en Sphl

restrikcioni enzim.

Reakciona smesa za restrikcionu analizu sadrzala je sledec¢e komponente:

Tabela 10 Komponente reakcione smese za RFLP

pufer 2 ul
enzim Sphl 0.5 ul
PCR produkt 10 pl

Inkubacija je trajala 1,5 h na temperaturi 37°C.
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Dobijeni fragmenti su analizirani elektroforezom na 8%PAA gelu, nakon bojenja

gela etidijum bromidom.

3.3.7 Restrikciona digestija PCR produkata u analizi polimorfizma gena za MMP9

Nakon digestije homozigot genotipa CC (wild type) je pokazao jednu traku veli¢ine
442 bp, homozigot za mutaciju TT dve trake veli¢ine 264 i 178 bp 1 heterozigot za
mutaciju CT tri trake od 442, 264 1 178 bp ( Slika 20).

w—— —
P

WT HT WT HT WT

Slika 20 Prikaz RFLP produkata na PAA gelu za MMP-9

3.4 Statistiéka analiza

Statisticka obrada podataka je uradena uz pomo¢ Hi (y %) kvadrat testa i F iSerovog
testa za utvrdivanje razlika u distribuciji razli¢itih alela i genotipova u grupi TMD i
zdravoj kontroli. Logistickom regresionom analizom smo utvrdivali povezanost genskih
varijacija sa rizikom za nastanak TMD. Kori$c¢en je statisticki program SPSS 18.0 (SPSS

Inc, Chicago, IL, USA).
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4.1 Analiza klini¢kih rezultata

4.1.1 Distribucija ispitanika prema polu i starosti

Klinicko-laboratorijsko istrazivanje je zavrSeno nakon perioda od godinu dana.
Analizom je obuhvaceno 100 pacijenata koji su imali temporomandibularne disfunkcije i
182 zdravih osoba bez ijednog simptoma ili znaka TMD, a koji su prema polu i starosti
odgovarali eksperimentalnoj grupi. Distribucija svih ispitanika prema polu i starosti
prikazana je u tabeli (Tabela 11).

Tabela 11 Distribucija ispitanika prema polu i starosti (TMD vs kontrolna grupa)

Opste Eksperimentalna
karakteristike grupa Kontrolna grupa p vrednost
Broj ispitanika N 100 182
Starost (X+SD 37,1+14,6 34,9114 =0 163+
(Med, min-max)) (34; 15-76) (32:14-71)
Muskarci 20 (20%) 72 (39,6%)
Pol n b _ .
(%) 5 p=0,001
Zene 80 (80%) 110 (60,4%)

*Statisti¢ki znacajna razlika; YBez statisticki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; "Hi
kvadrat test;

Hi kvadrat testom je pokazano da je znacajno veca ucestalost TMD bila kod osoba
zenskog pola u TMD grupi pri poredenju sa kontrolnom grupom, $to je utvrdeno i

logistickom regresionom analizom (Tabela 12).
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Tabela 12 Univarijantna logisticka regresiona analiza (TMD vs kontrolna grupa)

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
2,618
Pol 0,001*
(1,476-4,644)
0,989
Starost 0,198Y

(0,972-1,006)
*Statisticki znacajna razlika; YBez statistiCki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce;
95%CI-95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

4.1.2 Distribucija podgrupa TMD i simptoma u TMD grupi

Na osnovu anamnestickih podataka i detaljnog klinickog pregleda svih 100
ispitanika eksperimentalne grupe svrstavali smo u jednu od tri dijagnosticke grupe:
I GRUPA: MISICNE DISFUNKCIJE

a. miofascijalni bol

b. miofascijalni bol sa ograni¢enim otvaranjem usta
Il GRUPA: ZGLOBNE DISFUNKCIJE

Ila. DISLOKACIJA DISKUSA ARTIKULARISA

a. dislokacija diskusa sa redukcijom
b. dislokacija diskusa bez redukcije sa ograni¢enim otvaranjem usta

c. dislokacija diskusa bez redukcije bez ogranicenog otvaranja usta

lIb. OSTALI POREMECAJI TM ZGLOBOVA

a. artralgija
b. osteoartritis TM zgloba

c. osteoartroza TM zgloba

11l GRUPA: KOMBINOVANA (ZGLOBNA I MISICNA DISFUNKCIJA)
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Ucestalost pacijenata sa klinickim manifestacijama zglobne disfunkcije u TMD
grupi je bila 51% dok je ucestalost obolelih od miSi¢ne disfunkcije iznosila 24%.
Kombinovanu disfunkciju je imalo 25% pacijenata (Slika 21).

M Zglobna
B Misicna

M [Combinovana

Slika 21 Ugestalost disfunkcija u TMD grupi.

Takode je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu osoba sa i bez odredene vrste
temporomandibularne disfunkcije u TMD grupi, tj. znacajno vise je bilo osoba kod kojih
je bila prisutna zglobna disfunkcija u poredenju sa onima kod kojih nije i znacajno vise

onih kod kojih nije bila prisutna kombinovana u poredenju sa onima kod kojih jeste.
Tabela 13).
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Tabela 13 Ucestalost TMD podgrupa u TMD grupi

cepe . TMD
Anamnesti¢ki podaci N (%) p
T nema 24 (24%)
globna *
disfunkcija _ 0:000
ima 76 (76%)
) nema 51 (51%)
Misi¢na 0.841Y
disfunkcija _ ’
ima 49 (49%)
0,
Kombinovana rema 75 (15%) 0.000*
disfunkcija _ ’
ima 25 (25%)

*Statisticki znacajna razlika; YBez statisti¢ki znacajne razlike; N-broj
ispitanika; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Pokazana je 1 statistiCki znacajna razlika u ucestalosti karakteristicnih simptoma
temporomandibularnih disfunkcija kao S$to su bol, devijacija/defleksija, ograni¢eno
otvaranje usta i zvucni efekti u zglobu, u eksperimentalnoj grupi, tj. osobe sa pojavom
sva Cetiri karakteristicna simptoma su bile zastupljenije u poredenju sa onima kod kojih

simptomi nisu bili prisutni ( Tabela 14).
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Tabela 14 Ucestalost simptoma TMD u TMD grupi

TMD
Klini¢ki simptomi P
N (%)
nema 5 (5%)
Bol *
ima 95 (95%) OO0
0,
Devijacijay "M@ Sl
! 0,005*
Defleksija ima 64 (64%)
0,
Ograniceno nema 29 (29%)
_ 0,000*
otvaranje usta ima 71 (71%)
nema 30 (30%)
Zvuk 0,000*
ima 70 (70%)

*Statisticki znacajna razlika; N-broj ispitanika; p-verovatnoc¢a grupe; Hi kvadrat

test

4.1.3 Podgrupe TMD i simptomi TMD kroz poredenje sa drugim parametrima
(TMD grupa)

Posmatrali smo da 1i prisustvo odredene disfunkcije (miSi¢na, zglobna,
kombinovana) ima razli¢itu ucestalost medu polovima i osobama razli¢ite starosne dobi.
Utvrdili smo da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti miSi¢ne i1 zglobne
disfunkcije u odnosu na godine (Tabela 15, Tabela 17, Tabela 19, Tabela 21) sto je
potvrdila i logisticka regresiona analiza (Tabela 16, Tabela 18, Tabela 20, Tabela 22),
dok pri poredenju pola sa razlicitim podgrupama TMD nije pronadena statisti¢ki

znaajna razlika. Logistickom regresionom analizom je pokazano da osobe mlade od 30
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godina imaju 2,5 puta manji rizik za nastanak misi¢ne disfunkcije a 3 puta veéi za

nastanak zglobne disfunkcije u poredenju sa starijima.

Misi¢na disfunkcija

Tabela 15 Distribucija ispitanika sa i bez misi¢ne disfunkcije prema polu i starosti

) Misi¢na disfunkcija
Posmatrani

: p vrednost
parametri
DA NE
Starost (X+SD 40,37+13,50 34,00£15,02 8 n=0 007*
(Med, min-max)) 38; (19-68) 27; (15-76) P=5,
Poln  MuSkarci 9 (18,4%) 11 (21,6%) )
(%) p=0,689Y
Zene 40 (81,6%) 40 (78,4%)

*Statisticki znac¢ajna razlika; YBez statisti¢ki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; "Hi
kvadrat test;

Tabela 16 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez miSi¢ne
disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,222
Pol (0,457-3,269) 06897
Starost 0,969 0,032*

(0,942-0,997)
*Statisticki znacajna razlika; YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce;
95%CI-95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe
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Tabela 17 Distribucija ispitanika mladih/starijih od 30 godina sa i bez miSi¢ne
disfunkcije

Parametri Misi¢éna DA Misi¢éna NE p vrednost
Mladi od 30 godina 16 (32,7%) 28 (54,9%)
0,025*
Stariji od 30 godina 33 (67,3%) 23 (45,10%)

*Statisticki znacajna razlika; Hi kvadrat test;

Tabela 18 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba mladih od 30 godina sa |
bez misi¢ne disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
Starost (mladi od 30 0.026%
godina) 0,398 (0,177-0,898) :

*StatistiCki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval poverenja;
p-verovatnoca grupe

Zalobna disfunkcija

Tabela 19 Distribucija ispitanika sa i bez zglobne disfunkcije prema polu i starosti

Posmatrani Zglobna disfunkcija

arametri p vrednost
P DA NE
Starost (X+SD 34,82+13,93 44,42+14,46 a1=0.003*
(Med, min-max)) 31,5; (15-76) 39,5; (25-68) P=5,
Muskarci 13 (17,1%) 7 (29,2%)
Pol n b—
(%) 5 p=0,198Y
Zene 63 (82,9%) 17 (70,8%)

*Statisticki znaajna razlika; YBez statisticki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; °Hi
kvadrat test;
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Tabela 20 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez zglobne
disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,995
Pol 0,203
(0,689-5,780)
Starost 1,045 0,007*

(1,012-1,079)
*Statisticki znacCajna razlika; YBez statistiCki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce;
95%CI-95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 21 Distribucija ispitanika mladih/starijih od 30 godina sa i bez zglobne
disfunkcije

Parametri Zglobna DA Zglobna NE p
Mladi od 30 godina 38 (50,0%) 6 (25,0%)
0,031*
Stariji od 30 godina 38 (50,0%) 18 (75,0%)

*StatistiCki znacCajna razlika; Hi kvadrat test;

Tabela 22 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba mladih od 30 godina sa i
bez zglobne disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza
Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
Starost (mladi od 30 3,000 (1,074-8,383) 0,036*
godina)

*StatistiCki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95%CI-95% interval poverenja;
p-verovatnoca grupe
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Kombinovana disfunkcija

Tabela 23 Distribucija ispitanika sa i bez kombinovane disfunkcije prema polu i starosti

. Kombinovana disfunkcija
Posmatrani

arametri p vrednost
P DA NE
36,48+11,49 37,33t£15,54
Starost (X+SD N (10 - (15 a0
(Med, min-max)) 34,0; (19-60) 34,0; (15-76) p=0,873Y
Muskareci 2 (8,0%) 18 (24,0%)
Pol n b —
%) ) p=0,083¥
Zene 23 (92,0%) 57 (76,0%)

YBez statisticki znaGajne razlike; * Mann-Whitney U test; "Hi kvadrat test;

Tabela 24 Univarijantna logistiCka regresiona analiza kod osoba sa i bez
kombinovane disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
3,632
Pol (0,779-16,923) 0.1017
Starost 0,804 0,642Y

(0,320-2,018)
YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoc¢e; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe

Poredenjem prisustva razli¢itih simptoma medu polovima i osobama razlicite
starosne dobi u okviru TMD grupe nije uocena statisti¢ki znacajna razlika izmedu osoba
muskog 1 Zenskog pola Hi kvadrat testom. Poredenjem prisustva razli¢itih simptoma
medu pacijentima razli¢ite starosne dobi u okviru TMD grupe dobijena je statisticki
znacajna razlika izmedu osoba sa prisutnim zvucnim efektima u zglobu i onih kod kojih

taj simptom nije bio prisutan $to je potvrdeno i logistickom regresijom analize (Tabela
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31, Tabela 32). Pokazano je da osobe mlade od 30 godina imaju 3 puta veci rizik za

prisustvo zvu¢nih efekata u zglobu u odnosu na starije.

Bol

Tabela 25 Distribucija ispitanika sa i bez bola prema polu i starosti

Posmatrani Bol
Oasra?ne'flriI p vrednost
P DA NE
Starost (X+SD 37,59+14,71 28,20+8,28 50201501
(Med, min-max)) 34: (15-76) 25: (19-40) =5,
Muskareci 19 (20,0%) 1 (20,0%)
Pol n b
%) ) p=1,000Y
Zene 76 (80,0%) 4 (80,0%)

YBez statisti¢ki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; "Hi kvadrat test;

Tabela 26 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez bola

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,000
’ Y
ol (0,106-9,471) 1,000
0,506
Starost (0,081-3,170) 04677

YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatno¢e ; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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Devijacija/defleksija

Tabela 27 Distribucija ispitanika sa i bez devijacije/defleksije prema polu i starosti

. Devijacija/defleksija
Posmatrani
arametri p vrednost
P DA NE
Starost (X+SD 35,17+£13,38 40,58+16,11 21=0.108"
(Med, min-max)) 32,5; (15-76) 38; (17-68) =5,
Poln  MuSkarci 11 (17,2%) 9 (25,0%) ;
(%) ; p=0,349"
Zene 53 (82,8%) 27 (75,0%)
YBez statisti¢ki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; °Hi kvadrat test;
Tabela 28 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez
devijacije/defleksije
Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza
Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,606
’ Y
ol (0,594-4,346) 0,351
Starost 1,662 0,235Y

(0,719-3,843)
YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoée ; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Ogranicene kretnje

Tabela 29 Distribucija ispitanika sa i bez ograni¢enih kretnji prema polu i starosti

. Ogranicene kretnje
Posmatrani & J

arametri p vrednost
P DA NE
Starost (XSD 37,39 +15,27 36,45+12,95 020 933"
(Med, min-max)) 34; (15-76) 34; (19-68) =5,
Mugkareci 14 (19,7%) 6 (20,7%)
Pol n b
(%) 5 p=0,912Y
Zene 57 (80,3%) 23 (79,3%)

YBez statisti¢ki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; °Hi kvadrat test;

Tabela 30 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez ograni¢enih
kretnji

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,062
’ Y
Pol (0,364-3,102) 0.912
Starost 1,162 0,736Y

(0,485-2,787)
YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoc¢e; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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ZVvuk

Tabela 31 Distribucija ispitanika sa i bez zvu¢nih efekata u zglobu prema polu i starosti

. Zvuk
Posmatrani
arametri p vrednost
P DA NE
Starost (X+SD 34,51 +13,72 43,20+14,93 a0=0 006*
(Med, min-max)) 31; (15-76) 39,50; (20-68) p=5,
Poln  Muskarci 12 (17,1%) 8 (26,7%)
(%) ; °p=0,275Y
Zene 58 (82,9%) 22 (73,3%)

YBez statisti¢ki znacajne razlike; *Mann-Whitney U test; °Hi kvadrat test;

Tabela 32 Univarijantna logisticka regresiona analiza kod osoba sa i bez zvu¢nih efekata
u zglobu

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,758
’ Y
ol (0,634-4,876) 0:279
Starost (mladi od 30 2,912 0.025%
godina) (1,143-7,418) :

*Statisticki znacajna razlika; YBez statisticki znacajne razlike; OR-koli€nik verovatnoce;
95%CI-95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

4.2  Analiza genetickih rezultata

Geneticko ispitivanje je obuhvatilo ukupno 282 ispitanika, od kojih je 100 pripadalo
eksperimentalnoj (TMD grupa) a 182 kontrolnoj grupi (K grupa). Kod svih ispitanika

uspesno je uradena amplifikacija sekvence DNK koja nam je bila znacajna.
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Nakon tumacenja karakteristicnog obrasca traka na gelu pri PCR/RFLP analizi na
PAGE posle digestije odgovaraju¢im restrikcionim enzimima ili putem analize krive
topljena metodom real-time PCR-a, dobijena je distribucija genotipova za polimorfizme
u MTHFR, GSTM i GSTT, MMP9 genima u obe grupe.

4.2.1 Polimorfizam u genu za MTHFR

Supstitucija citozina (C) timinom (T) u 4 egzonu na poziciji 677 u DNK molekulu
uslovljava polimorfizam 677 C>T i produkciju termolabilne forme enzima sa

smanjenom efikasnosc¢u.

U TMD grupi od ukupno 100 ispitanika, 41 ima wild type homozigot CC (41%), 44
ima heterozigot CT genotip (44%) i 15 ima mutirani genotip TT (15%). U kontrolnoj
grupi od ukupno 182 ispitanika 72 ima wild type homozigot CC (39,6%), 85 ima
heterozigot CT (46,7%) i 25 ima mutirani TT genotip (13,7%) (Slika 22).

100.0% -

80.0% -

60.0% - = TMD

® kontrole

40.0% -

20.0% -

0.0% T - T - T

Slika 22 U¢estalost MTHFR genotipova u grupama
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Hi-kvadrat testom je utvrdeno da ne postoji statistiCki znacajna razlika u

zastupljenosti genotipova medu grupama (Tabela 33).

Tabela 33 Ucestalost genotipova za MTHFR gen u okviru grupa

Genotipovi TMD N (%) K grupa N (%) p vrednost
(MTHFR)
C(C 41 (41%) 72 (39,6%)
CT 44 (44%) 85 (46,7%)
0,901Y
TT 15 (15%) 25 (13,7%)
CcC 41 (41%) 72 (39,6%)
0,813Y
CT+TT 59 (58%) 110 (60,4%)
CT 44 (44%) 85 (46,7%)
0,663Y
CC+TT 56 (56%) 97 (53,3%)
TT 15 (15%) 25 (13,7%)
0,771Y
CC+CT 85 (85%) 157 (86,3%)

YBez statisti¢ki znacajne razlike; Hi kvadrat test

Rezultati logisticke regresione analize pokazuju da razli¢ite varijante MTHFR gena

ne uticu na predispoziciju za nastanak TMD (Tabela 34, Tabela 35).

77



Rezultati istrazivanja

Tabela 34 Univarijantna logistiCka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR
(TMD vs kontrolna grupa)

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
1,062 Y
MTHFRCC (0,646-1.745) 0,813
0,897 Y
MTHFRCT (0.549-1.464) 0,663
MTHFRTT 1108 0,771

(0,555-2,215)
"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 35 Polimorfizam gena za MTHFR i rizik za nastanak TMD, logisticka regresiona
analiza

Genotipovi TI\/|\IID(O(/i )0 0) (lffsozr;tlilozzz) OR 95% ClI p
CC 41 (41) 72 (40) 1.00 Reference
CT 44 (44) 85 (46) 0.91 0.54 — 1.54 0.41Y
TT 15 (15) 25 (14) 1.01 0.50 — 2.22 0.52¥
CT+TT 59 (59) 110 (60) 0.94 0.57 - 1.55 0.46Y
C 0.63 0.63 1.00 Reference
T 0.37 0.37 1.00 0.56 — 1.78 0.56Y

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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4.2.2 Polimorfizam u genu za GSTM1 i GSTT1

Polimorfizam u genu za GSTM1 smo analizirali primenom klasi¢nog i real-time
PCR-a u multipleks reakciji zajedno sa grani¢nicima za GSTT1 i S-globinski gen koji je
posluzio kao kontrola PCR reakcije (Slika 23, Slika 24). Nulti (delecioni) genotip
(M1*0/M1*0 ili -/-) karakteri$e odsustvo PCR produkta duzine 215 bp.

Slika 23 Genotipizacija GSTM1 i GSTT1 polimorfizama. A-1-DNK marker
(100bp), 2- GSTT1 (480bp), GSTM1 (215bp) i B-globin (110bp); B-1-DNK marker (25-
150bp), 2,3-GSTM1 (215bp) i S-globin (110bp); 4- f-globin (110bp); 5-GSTT1 (480bp) i
S-globin (110bp).

B-globin GSTM1 GSTT1

*F | \
= R -1 /% — o .
= e-o——:— I~\———
: ol PR 2\
$ =f AN\ /A R\
. [ —

e =T I - S T - l 18 |- — 1 1 1

76 78 80 82 f,:mw"mg = S0 s2 EXS

Slika 24 Genotipizacija GSTM1 i GSTT1 polimorfizama primenom real-time PCR i
analizom krive topljenja
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+/+ (homozigot) ili +/- (heterozigot) su pokazivali prisustvo produkta bez
mogucnosti da se medu njima napravi razlika. Poredenjem genotipova (M1,M0) u TMD i
kontrolnoj grupi pokazano je sledec¢e: U TMD grupi M1 genotip ima 57 ispitanika (57%),
a MO 43 ispitanika (43%), dok u kontrolnoj grupi M1 genotip ima 120 (65,9%), a MO 62
(34,1%) (Slika 25). Hi-kvadrat testom nije dobijena statisticka znacajnost (Tabela 36).

100.0% -
80.0% - 65.9%
57.0% {
60.0% - <

43.0% TMD

/ .' 34.1% kontrole
40.0% -
20.0% /

2

0.0% T T
M1 MO

N

Slika 25 Ucestalost GSTM1 genotipova u grupama

Tabela 36 Ucestalost genotipova za GSTM1 gen u okviru grupa

Genotipovi TMD N (%) K grupa N (%) p
M1 57 (57,0%) 120 (65,9%)
0,138Y
MO 43 (43,0%) 62 (34,1%)

YBez statisticki znacajne razlike; Hi kvadrat test
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Polimorfizam u GSTT1 genu analiziran je primenom klasi¢nog i real-ime PCR-a u
multipleks reakciji. Nulti (delecioni) genotip (T1*0/T1*0 ili -/-) u GSTT1 se utvrduje
odsustvom PCR produkta duzine 480bp. Ukoliko postoji produkt predstavljeno je ili+/+
(homozigot) ili o +/- (heterozigot) genotipovima, bez mogucnosti pravljenja razlike.
Distribucija genotipova za GSTT1 gen je bila: U TMD grupi T1 genotip ima 95 ispitanika
(95%), a TO 5 ispitanika (5%), dok u kontrolnoj grupi T1 genotip ima 153 (84,1%)
ispitanika, a TO 29 (15,9%) (Slika 26).

95.0%

100.0% -~

80.0% -

60.0% - = TMD

m kontrole

40.0% -

20.0% -~

OOQO T T
T1 TO

Slika 26 Ucestalost GSTT1 genotipova u grupama

Rezulati prikazani u tabeli ukazuju na to da postoji statisticki znacajna razlika u
raspodeli genotipova T1 i TO izmedu TMD i kontrolne grupe na osnovu Hi-kvadrat testa
(Tabela 37).
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Tabela 37 Ucestalost genotipova za GSTT1 gen u okviru grupa

Genotipovi TMD N (%) K grupa N (%) p
T1 95 (95,0%) 153 (84,1%)
0,007*
TO 5 (5,0%) 29 (15,9%)

*Statisti¢ki znacajna razlika; Hi kvadrat test

Logistickom regresionom analizom je utvrdeno da osobe nosioci TO genotipa imaju

manji rizik za pojavu TMD (Tabela 38).

Tabela 38 GSTM1 i GSTT1 distribucija genotipova u TMD i kontrolnoj grupi

o TMD (100) K (182)
Genotipovi OR 95%ClI p
N (%) N (%)
non-null
57 (57) 120 (65.9) 1.00 Reference
GsTm1 (/4. +) 0.09
null (-/-) 43 (43) 62 (34.1) 1.46 0.88-2.41
non-null
95 (95) 153 (84.1) 1.00 Reference
GsTT1 (H+ +) 0.004*
null (-/-) 5(5) 29 (15.9) 0.28 0.10-0.74

*StatistiCki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95%CI-95% interval poverenja;
p-verovatnoca grupe

Zanimljiv podatak je i to da nosioci M1 i TO genotipa imaju znatno smanjen rizik (6

puta) za oboljevanje poredenjem TMD i kontrolne grupe (Tabela 39).
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Tabela 39 Logisticka regresiona analiza kombinovanih GSTM1/GSTT1 genotipova u
TMD i kontrolnoj (K) grupi

~ TMD (100)
GSTM1/GSTT1genotipovi N (%) K (182) N (%) OR 95%ClI p
0
M1 non-null/
55 (55) 94 (51.7) 1.00 Reference
T1 non-null (+/+)
M1 non-null/
2 (2) 26 (14.3) 0.16 0.03-0.58 <.001*
T1 null (+/-)
M1 null/
40 (40) 59 (32.4) 1.16  0.69-1.95 0.34
T1 non-null (-/+)
M1 null/
3(3) 3(1.6) 1.71 0.33-8.76 0.40
T1 null (-/-)

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval poverenja;
p-verovatnoca grupe

4.2.3 Polimorfizam u genu za MMP9

C-1562T polimorfizam je posledica supstitucije C/T na poziciji 1562 promotorskog
regiona gena za MMP9. Zastupljenost genotipova (CC, CT, TT) u obe ispitivane grupe

je sledeca:

u eksperimentalnoj grupi (TMD) od ukupno 100 ispitanika 64 ima wild type
homozigot CC (64%), 33 ima heterozigot CT genotip (33%) i 3 ima mutirani genotip TT
(3%); u kontrolnoj grupi (K) od ukupno 182 ispitanika 144 ima wild type homozigot CC
genotip (79,1%), 36 ima heterozigot CT genotip (19,8%) i 2 imaju mutirani TT genotip
(1,1%) (Slika 27).
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Slika 27 Ucestalost MMP9 genotipova u grupama

Hi-kvadrat testom je utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji
genotipova izmedu TMD i kontrolne grupe. Ucestalost heterozigota (CT) je znatno veca u
TMD (33%) u poredenju sa kontrolnom grupom (19,8%) (Tabela 40). Univarijantnom
logistickom regresionom analizom su se nosioci genotipa CC i CT izdvojili sa ve¢om

predispozicijom za pojavu TMD (Tabela 41).
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Tabela 40 Ucestalost genotipova za MMP9 gen u okviru grupa

Genotipovi TMD N (%) K grupa N (%) p vrednost
(MMP9)
CC 64 (64%) 144 (79,1%)
cT 33 (33%) 36 (19,8%) i
T 3 (3%) 2 (1,1%)
CC 64 (64%) 144 (79,1%)
0,006*
CT+TT 36 (36%) 38 (20,9%)
CT 33 (33%) 36 (19,8%)
0,013*
CC+TT 67 (67%) 146 (80,2%)
T 3 (3%) 2 (1,1%)
0,247Y
CC+CT 97 (97%) 180 (98,9%)

*Statisticki znacajna razlika; YBez statisti¢ki znacajne razlike; Hi kvadrat test

Tabela 41 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 (TMD
vs kontrolna grupa)

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
0,469 .
MMPICC (0,273-0,807) 0,006
1,998 .
MMPIOCT (1,148-3,476) 0,014
MMPITT 2,784 0,267

(0,457-16,943)
*StatistiCki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoée; 95%CI-95% interval poverenja;
p-verovatnoca grupe
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Prikazane ucestalosti alela izracunate SU na osnovu ucestalosti genotipova (Tabela

42). Ispitivanje ucestalosti alela pokazuje da nosioci T alela imaju 2 puta veci rizik za
nastanak TMD u poredenju sa wild type homozigotima CC (OR=2.02, 95%CI1=0.91-4.48)

ali da ta vrednost nije statisticki znacajna. Takode je uoCeno da se kod heterozigota CT

ispoljava 2 puta veci rizik za pojavu TMD (OR=2.06, 95%CI=1.18-3.60) sto se pokazalo

i kao statisti¢ki zna¢ajno (p<0.05).

Tabela 42 Polimorfizam gena za MMP9 i rizik za nastanak TMD, logisticka regresiona

analiza
Genotipovi TIVI\IID(O(/i)OO) (Ifggozr;tl(loézl/i\) OR 95%Cl p
CC 64 (64) 144 (79) 1.00 Reference
CT 33 (33) 36 (20) 2.06 1.18-3.60 0.008*
TT 3(3) 2 (1) 3.37 0.55-20.69 0.18¥
CT+TT 36 (36) 38 (21) 2.13 1.24-3.67 0.005*
C 0.80 0.89 1.00 Reference
T 0.20 0.11 2.02 0.91-4.48 0.058

*Statisticki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI1-95% interval poverenja;

p-verovatnoca grupe
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4.3  Genotip — fenotip

Analizom ucestalosti pojave razli¢itih simptoma (bol, devijacija/defleksija,
ogranicene kretnje, zvuk) kod razli¢itih genotipova za gen za MTHFR u okviru TMD
grupe Hi kvadrat testom nije uocCena statistiCki znaCajna razlika S§to je prikazano u
tabelama ( Tabela 43, Tabela 45, Tabela 47, Tabela
49) a potvrdeno i univarijantnom logistic(kom regresionom analizom (Tabela 44, Tabela
46, Tabela 48, Tabela 50).

Tabela 43 Ucestalost pojave bola kod razli¢itih genotipova za MTHFR

Gen Bol p
DA NE
CC 39 (41,1%) 2 (40,0%)
MTHFR CT 42 (44,2%) 2 (40,0%) 0,947

TT 14 (14,7%) 1 (20,0%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatno¢a grupe; Hi kvadrat test

Tabela 44 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez bola

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p

MTHFRCC 1,045 (0,167-6,547) 0,963
MTHFRCT 1,189 (0,190-7,443) 0,853
MTHFRTT 0,691 (0,072-6,649) 0,749’

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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Tabela 45 Ucestalost pojave devijacije/defleksije kod razlicitih
genotipova za MTHFR

Gen Dev/Def p
DA NE
CC 24 (37,5%) 17 (47,2%)
MTHFR CT 29 (45,3%) 15 (41,7%) 0,558

TT 11(17,2%) 4 (11,1%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 46 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez devijacije/defleksije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MTHFRCC 0,671 (0,293-1,534) 0,344
MTHFRCT 1,160 (0,508-2,648) 0,725
MTHFRTT 1,660 (0,487-5,656) 0,417

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Tabela 47 Ucestalost pojave ograni¢enih kretnji kod razli¢itih
genotipova za MTHFR

Gen Ogranicene kretnje p
DA NE
CC 27 (38,0%) 14 (48,3%)
MTHFR CT 33 (46,5%) 11(37,9%) 0,635

TT 11(155%) 4 (13,8%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 48 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez ogranic¢enih kretnji

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MTHFRCC 0,657 (0,275-1,572) 0,346
MTHFRCT 1,421 (0,588-3,437) 0,436
MTHFRTT 1,146 (0,333-3,943) 0,829"

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Tabela 49 Ucestalost pojave zvuka kod razli¢itih genotipova za MTHFR
Gen Zvuk p
DA NE
CC 28 (40,0%) 13 (43,3%)
MTHFR CT 31 (44,3%) 13 (43,3%) 0,932

TT 11(157%) 4 (13,3%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 50 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez zvuc¢nih efekata u zglobu

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MTHFRCC 0,872 (0,367-2,073) 0,756
MTHFRCT 1,039 (0,439-2,462) 0,930
MTHFRTT 1,212 (0,353-4,162) 0,760

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Nije pokazana statisticka znacajnost ni pri poredenju isith genotipova sa pojavom
razli¢itih disfunkcija Sto je prikazano u tabelama (Tabela 51, Tabela 53, Tabela 55) i

potvrdeno logistickom regresionom analizom (Tabela 52, Tabela 54, Tabela 56).
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Tabela 51 Ucestalost pojave misi¢ne disfunkcije kod razlicitih
genotipova za MTHFR

Gen Misi¢na disfunkcija p
DA NE
CC 21 (42,9%) 20 (39,2%)
MTHFR CT 21 (42,9%) 23 (45,1%) 0,931

TT 7(14,3%) 8 (15,7%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 52 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez misi¢ne disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MTHFRCC 1,162 (0,524-2,581) 0,711
MTHFRCT 0,913 (0,414-2,012) 0,821
MTHFRTT 0,896 (0,298-2,691) 0,845

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Tabela 53 Ucestalost pojave zglobne disfunkcije kod razli¢itih
genotipova za MTHFR

Gen Zglobna disfunkcija p
DA NE
CC 29 (38,2%) 12 (50,0%)
MTHFR CT 35(46,1%) 9 (37,5%) 0,589

TT 12(158%) 3 (12,5%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 54 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez zglobne disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p

MTHFRCC 0,617 (0,245-1,555) 0,306"
MTHFRCT 1,423 (0,555-3,648) 0,463
MTHFRTT 1,312 (0,338-5,102) 0,695

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Tabela 55 Ucestalost pojave kombinovane disfunkcije kod razli¢itih
genotipova za MTHFR

Gen Kombinovana disfunkcija p
DA NE
CC 9(36,0%) 32 (42,7%)
MTHFR CT 12 (48,0%) 32 (42,7%) 0,866

TT  4(16,0%) 11 (14,7%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 56 Univarijantna logisticka regresija analize razli¢itih genotipova MTHFR kod
osoba sa i bez kombinovane disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MTHFRCC 0,756 (0,296-1,927) 0,558"
MTHFRCT 1,240 (0,500-3,076) 0,642
MTHFRTT 1,108 (0,319-3,853) 0,872

"Bez statisticki znacajne razlike, OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe
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Analizom ucestalosti pojave razli¢itih simptoma (bol, devijacija/defleksija,
ogranicene kretnje, zvuk) kod razli¢itih genotipova za GSTM1/GSTT1 u okviru TMD
grupe Hi kvadrat testom uocena je statisticki znacajna razlika izmedu nosilaca M1 i MO
genotipa sa i bez prisuthom devijacijom/defleksijom (Tabela 60). Kod ostalih simptoma
istim poredenjem nije uoCena statistiCka znacajnost (Tabela 57, Tabela 58, Tabela 61,
Tabela 63, Tabela 64, Tabela 66, Tabela 67).

Tabela 57 Ucestalost pojave bola kod razli¢itih genotipova za GSTM1
Gen Bol p
DA NE
M1 55 (57,9%) 2 (40,0%)

GSTM1 0,431"
MO 40 (42,1%) 3 (60,0%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 58 Ucestalost pojave bola kod razli¢itih genotipova za GSTT1

Gen Bol p
DA NE
T1 90 (94,7%) 5 (100,0%)
GSTT1 0,599"
TO 5 (5,3%) 0 (0,0%)

" Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatno¢a grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 59 Univarijantna logisticka regresija analize razli¢itih genotipova GSTM1/GSTT1
kod osoba sa i bez bola

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 2,062 (0,329-12,921) 0,439
GSTT1 0,000 (0,000) 0,999"

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 60 Ucestalost pojave devijacije/defleksije kod razlicitih genotipova za
GSTM1

Gen Dev/Def p

DA NE

M1 42 (65,6%) 15 (41,7%)
GSTM1 0,020*
MO 22 (34,4%) 21 (58,3%)

“Statisticki znadajna razlika; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 61 Ucestalost pojave devijacije/defleksije kod razli¢itih genotipova za
GSTT1

Gen Dev/Def p
DA NE
T1 59 (92,2%) 36 (100,0%)
GSTT1 0,085
T0 5 (7,8%) 0 (0,0%)

" Bez statisticki znaGajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 62 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez devijacije/defleksije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 2,673 (1,154-6,189) 0,022*
GSTT1 0,000 (0,000) 0,999"

"Bez statisticki znacajne razlike; *Statisti¢ki znacajna razlika; OR-koli¢nik verovatnoce;
95%CI1-95% interval poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 63 Ucestalost pojave ograniCenih kretnji kod razli¢itih genotipova za
GSTM1

Gen Ogranicene kretnje p
DA NE
M1 43 (60,6%) 14 (48,3%)

GSTM1 0,260"
MO 28 (39,4%) 15 (51,7%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 64 Ucestalost pojave ograni¢enih kretnji Kod razli¢itih genotipova za

GSTT1
Gen Ogranicene Kkretnje p
DA NE
T1 67 (94,4%) 28 (96,6%)
GSTT1 0,649'

TO 4 (5,6%) 1 (3,4%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatno¢a grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 65 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez ogranicenih Kretnji

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 1,645 (0,689-3,928) 0,262
GSTT1 0,598 (0,064-5,593) 0,652

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 66 Ucestalost pojave zvuka kod razli¢itih genotipova za GSTM1
Gen Zvuk p
DA NE
M1 43 (61,4%) 14 (46,7%)

GSTM1 0,172
MO 27 (38,6%) 16 (53,3%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 67 Ucestalost pojave zvuka kod razli¢itih genotipova za GSTT1

Gen Zvuk p
DA NE
T1 66 (94,3%) 29 (96,7%)
GSTT1 0,617
T0 4 (5,7%) 1 (3,3%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 68 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez zvu¢nih efekata u zglobu

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 1,820 (0,767-4,317) 0,174"
GSTT1 0,569 (0,061-5,315) 0,621"

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Kada smo poredili povezanost navedenih genotipova oba gena sa pojavom TMD
disfunkcija nismo dobili statisticku znacajnost Hi kvadrat testom ( Tabela 69, Tabela 70,
Tabela 72, Tabela 73, Tabela 75, Tabela 76), sto se potvrdilo i logistickom regresionom
analizom (Tabela 71, Tabela 74, Tabela 77).

Tabela 69 Ucestalost pojave miSi¢ne disfunkcije kod razli¢itih genotipova za
GSTM1

Gen Misi¢na disfunkcija p

DA NE

M1 28 (57,1%) 29 (56,9%)
GSTM1 0,977
MO 21 (42,9%) 22 (43,1%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 70 Ucestalost pojave miSi¢ne disfunkcije kod razli¢itih genotipova za

GSTT1
Gen Misiéna disfunkcija p
DA NE
T1 47 (95,9%) 48 (94,1%)
GSTTL 0,680

TO 2(41%)  3(59%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 71 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez misi¢ne disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 1,011 (0,458-2,233) 0,977
GSTT1 1,469 (0,235-9,191) 0,681

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 72 Ucestalost pojave zglobne disfunkcije kod razli¢itih genotipova za
GSTM1

Gen Zglobna disfunkcija p
DA NE
M1 46 (60,5%) 11 (45,8%)

GSTM1 0,205"
MO 30 (39,5%) 13 (54,2%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoc¢a grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 73 Ucestalost pojave zglobne disfunkcije kod razli¢itih genotipova za

GSTT1
Gen Zglobna disfunkcija p
DA NE
T1 71(93,4%) 24 (100,0%)
GSTT1 0,197
TO 5 (6,6%) 0 (0,0%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 74 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez zglobne disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 1,812 (0,718-4,572) 0,208
GSTT1 0,000 (0,000) 0,999

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Tabela 75 Ucestalost pojave kombinovane disfunkcije kod razli¢itih genotipova

za GSTM1
Gen Kombinovana p
disfunkcija
DA NE
M1 17 (68,0%) 40 (53,3%)
GSTM1 0,200

MO 8 (32,0%) 35 (46,7%)

"Bez statisticki znagajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test
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Tabela 76 Ucestalost pojave kombinovane disfunkcije kod razli¢itih genotipova

za GSTT1
Gen Kombinovana p
disfunkcija
DA NE
T1 23(92,0%) 72 (96,0%)
GSTT1 0,427

TO 2(8,0%) 3 (4,0%)

"Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoéa grupe; Hi kvadrat test

Tabela 77 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova
GSTM1/GSTT1 kod osoba sa i bez kombinovane disfunkcije

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
GSTM1 1,859 (0,716-4,832) 0,203
GSTT1 0,479 (0,075-3,047) 0,436

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Analizom ucestalosti pojave razli¢itih simptoma (bol, devijacija/defleksija,
ogranicene kretnje, zvuk) kod razli¢itih genotipova za MMP9 u okviru TMD grupe Hi
kvadrat testom nije uocena statisticki znacajna razlika §to je prikazano u tabelama,
Tabela 80, Tabela 82, Tabela 84) i potvrdeno logistickom regresionom
analizom (Tabela 79, Tabela 81, Tabela 83, Tabela 85).
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Tabela 78 Ucestalost pojave bola kod razli¢itih genotipova za MMP9

Gen Bol p

DA NE
CC 61 (64,2%) 3 (60,0%)
MMP9 CT 31(32,6%) 2 (40,0%) 0,883

TT  3(32%) 0(0,0%)

v
Bez statisti¢ki znacajne razlike; p-verovatnoc¢a grupe; Hi kvadrat test

Tabela 79 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod

osoba sa i bez hola

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 1,196 (0,190-7,514) 0,849"
MMPOCT 0,727 (0,115-4,574) 0,734
MMPOTT 87797525,253 (0,000) 0,999

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnoce; 95%CI-95%
poverenja; p-verovatnoca grupe

interval
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Tabela 80 Ucestalost pojave devijacije/defleksije kod
genotipova za MMP9

Gen Dev/Def p
DA NE
CC 39(60,9%) 25 (69,4%)
MMP9 CT 24 (37,5%) 9 (25,0%) 0,276

TT  1(1,6%) 2 (56%)

razli¢itih

¥ . .
Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 81 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod

osoba sa i bez devijacije/defleksije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 0,686 (0,288-1,637) 0,396"
MMPOCT 1,800 (0,726-4,465) 0,205
MMPOTT 0,270 (0,024-3,085) 0,292

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli€nik verovatnoce; 95%CI-95%
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe

interval
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Tabela 82 Ucestalost pojave ograni¢enih kretnji kod razli¢itih
genotipova za MMP9

Gen Ogranicene Kkretnje p
DA NE
CC 45 (63,4%) 19 (65,5%)
MMP9 CT 24(33,8%) 9(31,0%) 0,956
TT  2(2,8%)  1(3,4%)

¥ . .
Bez statisticki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 83 Univarijantna logisticka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod
osoba sa i bez ogranic¢enih kretnji

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 0,911 (0,368-2,252) 0,840"
MMPOCT 1,135 (0,449-2,870) 0,789
MMPOTT 0,812 (0,071-9,314) 0,867

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koliénik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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Tabela 84 Ucestalost pojave zvuka kod razli¢itih genotipova za MMP9
Gen Zvuk p
DA NE
CC 45 (64,3%) 19 (63,3%)
MMP9 CT 24 (34,3%) 9 (30,0%) 0,361
TT  1(L,4%) 2 (6,7%)

v
Bez statisti¢ki znacajne razlike; p-verovatnoc¢a grupe; Hi kvadrat test

Tabela 85 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod
osoba sa i bez zvu¢nih efekata u zglobu

Univarijantna logisticka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 1,042 (0,428-2,535) 0,928"
MMPOCT 1,217 (0,483-3,066) 0,676
MMPOTT 0,203 (0,018-2,329) 0,200

"Bez statisticki znaCajne razlike; OR-koli¢nik verovatnocée; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

Nije pokazana statisticka znacajnost ni pri poredenju isith genotipova sa pojavom
razli¢itih disfunkcija $to je prikazano u tabelama ( Tabela 86, Tabela 88, Tabela 90) i

potvrdeno logistiCkom regresionom analizom (Tabela 87, Tabela 89, Tabela 91).
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Tabela 86 Ucestalost pojave miSi¢ne disfunkcije kod razli¢itih
genotipova za MMP9

Gen Misi¢na disfunkcija p
DA NE
CC 30 (61,2%) 34 (66,7%)
MMP9 CT 16 (32,7%) 17 (33,3%) 0,198
TT 3(6,1%) 0 (0,0%)

¥ . .
Bez statisti¢ki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 87 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod
osoba sa i bez misi¢ne disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 0,789 (0,348-1,789) 0,571
MMPOCT 0,970 (0,421-2,233) 0,942
MMPOTT 1791071080,33 (0,000) 0,999

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koliénik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoca grupe

106



Rezultati istrazivanja

Tabela 88 Ucestalost pojave zglobne disfunkcije kod razli¢itih
genotipova za MMP9

Gen Zglobna disfunkcija p
DA NE
CC 47 (61,8%) 17 (70,8%)
MMP9 CT 28(36,8%) 5(20,8%) 0,098
TT 1(1,3%)  2(8,3%)

Y . . :
Bez statisti¢ki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 89 Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza razli¢itih genotipova MMP9 kod
osoba sa i bez zglobne disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9CC 0,667 (0,247-1,804) 0,425
MMPOCT 2,217 (0,745-6,592) 0,152
MMPOTT 0,147 (0,013-1,695) 0,124

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koliénik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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Tabela 90 Ucestalost pojave kombinovane disfunkcije kod razli¢itih
genotipova za MMP9

Gen Kombinovana disfunkcija p
DA NE
CC 13(52,0%) 51 (68,0%)
MMP9 CT 11 (44,0%) 22 (29,3%) 0,353
TT  1(4,0%) 2 (2,7%)

Y . .
Bez statisti¢ki znacajne razlike; p-verovatnoca grupe; Hi kvadrat test

Tabela 91 Univarijantna logistiCka regresija analize razli¢itih genotipova MMP9 kod
osoba sa i bez kombinovane disfunkcije

Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza

Posmatrani parametri expB (95%Cl) p
MMP9ICC 0,510 (0,203-1,282) 0,152"
MMPOCT 1,893 (0,745-4,812) 0,180°
MMPOTT 1,521 (0,132-17,525) 0,737

"Bez statisticki znacajne razlike; OR-koliénik verovatnoce; 95%CI-95% interval
poverenja; p-verovatnoc¢a grupe
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4.4  Multivarijantna logistiCka regresija

Logistickom regresionom analizom izdvajani su prediktori pojave TMD. Cilj ove
analize je bio da se definiSu parametri razlika izmedu ispitanika sa i bez TMD, odnosno

da se defini$u oni parametri koji bi ukazali na visok rizik mogucéeg pojavljivanja TMD.

Prvi deo logisticke regresione analize jeste univarijantna logisticka regresija
kojom se ispituje moguéa razlika izmedu ispitanika sa i bez TMD u svakom od
posmatranih faktora ponaosob. Faktori koji su se univarijantnom analizom pokazali kao
znaéajni ulaze u multivarijantni regresioni model, gde se ispituje nezavisnost uticaja
svakog faktora koji se pokazao kao znacajan, u prethodnom modelu. Statisticki znac¢ajan
uticaj faktora dobijen univarijantnom analizom objaSnjava uticaj tog faktora na pojavu
posmatranog poremecaja, ali u prisustvu svih ostalih faktora. Multivarijantnom
(viSestrukom) logistickom regresionom analizom izdvajaju se faktori koji su sa

nezavisnim uticajem na pojavu TMD.

Univarijantnom i multivarijantnom regresionom analizom izra¢unava se i relativni
rizik koji ima najvise znaCaja kao “mera povezanosti moguceg uzroka i ocekivane
posledice” (exp (B)) i on nam pokazuje koliko puta su ispitanici sa posmatranim

faktorima rizika pod ve¢om verovatno¢om pojave TMD.

Faktori rizika posmatrani kod pojave TMD bili su: pol, starost, polimorfizmi u
MTHFR, GSTM1, GSTT1 i MMP9 genima.

Univarijantnom regresionom analizom kao statisticki znacajni izdvojili su se: pol,

GSTT1 i MMP9 (CC i CT). Svi ovi faktori su usli u multivarijantni regresioni model.

Multivarijantnom logistickom regresijom kao prediktori razlike izmedu ispitanika

sa i bez TMD izdvojili su se: pol i polimorfizam GSTT1 (Tabela 92). Ovo konkretno
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znacéi da su zene bile pod tri puta ve¢im rizikom za pojavu TMD kao i ispitanici sa

GSTT1 T1 genotipom, koji su bili pod pet puta vetim rizikom za pojavu ovog

poremecaja.

Tabela 92 Multivarijantna logisticka regresija analize

parametri Exp (B) Cl
pol 2.748 1.522- 4.961
MMP9 CC 0.926 0.046-1.928
MMP9 CT 0.639 0.094-4.342
GSTT1 4.515 1.625-12.541

P

0.001*

0.203

0.647

0.004*

*Statisticki znaCajna razlika; EXxp(B) relativni koliénik verovatnoc¢e; CI interval

poverenja; p-verovatnoéa grupe
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Stomatoloska nauka i praksa su saglasne da temporomandibularne disfunkcije imaju
kompleksnu etiologiju i simptomatologiju, ali i dalje se vodi polemika oko toga koji su
glavni uzro¢nici TMD i faktori rizika za njegov nastanak. S obzirom da ovo oboljenje
ukljucuje blisko povezane strukture orofacijalne regije, udruzena simptomatologija vrlo
Cesto otezava povoljan terapijski ishod (Pertes and Heir 1991). Ovo se odnosi naro¢ito na
bol kao jedan od najistaknutijih simptoma, a koji se neretko javlja i sekundarno kao
posledica poremecaja okolnih struktura (American Academy of Orofacial Pain, McNeill,
and American Academy of Craniomandibular Disorders 1993). Do nedavno su u
literaturi, kao najc¢es¢i uzroci nastanka TMD, pominjani okluzija, trauma, infekcija,
autoimune bolesti, hormonalni poremecaji i psiholoski status (Wang et al. 2008, Seligman
and Pullinger 1991, Rugh and Solberg 1976, Eversole et al. 1985, Smythe 2005, Suma
and Veerendra Kumar 2012, Durham et al. 2010). Medutim, sve su ¢eSce studije koje se
bave predisponiraju¢im faktorima za nastanak TMD, a to su pre svega nasledni faktori.
Ovo se moze objasniti time da je intenzitet bola, lokalizovanost i vreme trajanja bolnih
epizoda kao i uticaj bola na kvalitet Zivota i obavljanje dnevnih aktivnosti nesto §to je
veoma varijabilno od pojedinca do pojedinca. Nova geneticka saznanja bi mogla da
pomognu u boljoj Klasifikaciji sindroma sa orofacijalnim bolom na osnovu prepoznatih
genetickih determinanti u kombinaciji sa faktorima sredine. Cak se predvida da ¢e
nastupiti era genske terapije kada ¢e biti moguce “nepovoljne gene zameniti genima koji
¢e spreciti pojavu hroni¢nog bola ili poboljsati stanje pacijenata kod kojih je ve¢ prisutan
hroni¢ni orofacijani bol (Seltzer and Dorfman 2004). Trenutno, terapijski postupak
podrazumeva kombinaciju reverzibilne okluzalne terapije (splintovi), savetovanja,
fizikalne terapije, farmakoterapije, promene navika ponaSanja i na kraju hirurgiju. Dugo
je bio prihvacen stav da je diskrepanca u anteroposteriornoj poziciji donje vilice, poznata
kao “lo§ zagrizaj”, morala da bude eliminisana kako bi se uspostavila fizioloski optimalna
okluzija i funkcija miSi¢a. U hirurske procedure kojima se pokusava lec¢iti TMD spadaju
artrocenteza, artroskopija, otvorena artrotomija i kombinovane rekonstruktivne metode za

zglob i donju vilicu. Prednost se svakako daje neinvazivnim metodama saniranja TMD (u
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proseku u 85% do 90% slucaja) bilo da se radi o misi¢nim, bilo o zglobnim poremecajima

(McCain et al. 1992, Israel 1999, de Leeuw 2008).

Poslednjih godina sve je viSe studija posvecenih ulozi genetike u etiologiji TMD i njenim
manifestacijama. Ovakvi pristupi etiopatogenezi TMD koji zadiru u polje genetike, sa
fokusom na precizno definisanje genotipova odgovornih za predispoziciju za nastanak

oboljenja i efikasnijih terapijskih strategija, ¢ine se sasvim opravdanim.

Brojne studije koje su bile bazirane na imunohistohemiji pokazale su da je
poremecaj regulacije odredenih klasa gena uklju¢en u nastanak TMD. U studiji Leonarda
i saradnika je pokazano da “alfa smooth protein” (aSMA) i “heat shock protein 27~
(HSP27) imaju pojacanu funkciju kod osoba sa dislokacijom diskusa TM zgloba
(Leonardi, Caltabiano, et al. 2002, Leonardi, Villari, et al. 2002). Nedavno je ista grupa
autora objasnila vezu ekspresije “TRAIL”-a sa degenerativnim promenama u zglobu i
pokazala da MMP7 i MMP9 zauzimaju vazno mesto u razvoju destruktivnih procesa u
zglobu. I pojedine studije na animalnim modelima isticu vaznost gena u nastanku TMD.
Mutacije na Col2al genu su uzrokovale osteoartritis kod miseva dok je kod ank mutanta
dolazilo do pojave fibrozne ankiloze TM zgloba (Ricks et al. 2013, Huang et al. 2011).
Ipak treba ista¢i da genske mutacije kao neposredni uzro¢nici pojave TMD kod ljudi jos

uvek nisu opisane.

U jednoj prospektivnoj kohortnoj studiji gde su ispitivali preko 300 gena pronadeno
je nekoliko genskih polimorfizama koji uti¢u na TMD rizik, prvenstveno SNP u serotonin
receptor genu (HTR2A), COMT i opioid receptor delta 1 genu (OPRD1). Skorija studija u
okviru OPERRA projekta opisuje povezanost polimorfizama u SCN1A, PTGS1, ACE2 sa
klini¢kim, psiholoskim i senzornim TMD fenotipovima. Nekoliko studija je opisalo
vaznost COMT u nastanku TMD. U studiji Michelotti i sar. je pokazano da rs165656 i
rs4646310 polimorfizmi imaju vaznu ulogu u predispoziciji za pojavu TMD (Michelotti

et al. 2014), dok su Schwahn i sar. dokazali da postoji povezanost polimorfizma
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rs5993882 sa bolom kod TMD (Schwahn et al. 2012). Polimorfizmi u genu za
serotoninski transporter i genu za estrogenski receptor su pokazali uticaj na bol kod
TMD, dok je ANKH’OR polimorfizam doveden u vezu sa dislokacijom diskusa bez
redukcije (Huang et al. 2011, Mutlu et al. 2004, Kang et al. 2007).

Ova studija je imala za cilj da upotpuni saznanja o uticaju nekih gena ¢iji produkti imaju
vazne metabolicke ili zastitne uloge u organizmu na razvoj TMD i simptomatologiju ovog

oboljenja.

5.1 Diskusija rezultata klini¢kih ispitivanja

Distribucija ispitanika prema polu

U naSem istraZivanju je pokazano da osobe Zenskog pola u poredenju sa osobama
muskog pola imaju vecu predispoziciju za pojavu TMD. Ve¢ pri anketiranju ispitanika,
primetna je bila razlika medu polovima. Veéina Zena koje su prijavljivale simptome
TMD, su ambiciozne, pedantne i odgovorne osobe. Takode, u pitanju su uglavnom
hipersenzibilne osobe sli¢nog psihosocijalnog i kulturoloskog statusa. Odnos muskog i
zenskog pola medu pacijentima sa TMD varira od 3:1 do 9:1 u zavisnosti od studije
(Huber and Hall 1990). Osim s$to je ucéestalost TMD kod osoba Zenskog pola zna¢ajno
veca u odnosu na muski pol i bol i palapatorna osetljivost miSi¢a su izrazeniji. Neki
radovi nalaze ¢ak i do 5 puta veéu zastupljenost zena (Gray, Davies, and Quayle 1994,
Dworkin et al. 1990). Zabelezen je i podatak u literaturi da Zene imaju izraZeniju
osetljivost u odnosu na muskarce na stimuluse toplo-hladno u zavisnosti i od podruéja u
kome zive (Kim, Neubert, San Miguel, et al. 2004). Autori jedne rane studije dosli su do
zakljucka da je visoka zastupljenost TMD kod Zena posledica Cinjenice da su Zene
odgovornije prema sopstvenom zdravlju pa su tako ceS¢e posecivale lekara i samim tim
im je ¢eSc¢e dijagnostikovana TMD (Friction 1991). Druge studije prvenstveno dovode u

vezu hormonalni status kod osoba zenskog pola sa pojavom TMD. Ranije je napomenuto
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da polimorfizmi gena koji kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam estrogena mogu
uticati na nastanak TMD. Kao najcesi enzim navodi se katehol O metil transferaza
(COMT). Kao drugi gen koji je u korelaciji sa estrogenom je aromataza (CYP19A1) za
koji je pronadeno da ima izrazenu ekspresiju u hrskavici (studija na pacovima) sto
ukazuje na njegovu potencijalnu ulogu u patofizioloskim procesima koji se odvijaju u
hrskavici kondila (Yu et al. 2006). U naSoj studiji nije pokazana razlika izmedu osoba
zenskog i osoba muskog pola u okviru TMD grupe pri poredenju prisustva simptoma kao
i podtipova temporomandibularnih disfunkcija. Medutim, pol se izdvojio kao prediktor
razlike izmedu osoba sa i bez TMD. Utvrdeno je da osobe Zenskog pola imaju tri puta

vecu predispoziciju za pojavu TMD u poredenju sa osobama muskog pola.

Distribucija disfunkcija u okviru TMD grupe

U okviru Klini¢kog ispitivanja protokol RDC/TMD je posluzio da se TMD svrstaju
u tri podgrupe radi preciznijeg postavljanja dijagnoze. Svakom pacijentu je postavljena
bioloska dijagnoza (Axis I), a nakon toga definisan psiholosko-emotivni i bihejvioralni
status koji se menja pod uticajem bola (Axis Il). Zabelezen je psihosocijalni status i
eventualni poremecaj obavljanja svakodnevnih aktivnosti (Dworkin and LeResche 1992).
Dworkin i sar. (1992) navode da se protokol mozZe primeniti kako na ops$tu tako i na
klinicku populaciju kojoj bi u ovom slucaju pripadale osobe sa simptomima i znacima
TMD (Dworkin, Von Korff, and LeResche 1992). Rezultati nase studije su pokazali da je
u grupi od 100 ispitanika koji su imali dijagnostikovan TMD 51% imalo zglobnu
disfunkciju, 24% miSi¢nu a 25% kombinovanu misi¢no-zglobnu disfunkciju. Druge
studije u kojima je analizirana distribucija podtipova pokazuju veliku heterogenost
rezultata. | pored primenjene iste dijagnosticke metode u studiji Sipila i saradnika
zastupljenost podgrupa je drugacija od nase (Sipild 2002). Razlike u distribuciji podgrupa
TMD mogu biti posledica razli¢itog definisanja kriterijuma ispitivane populacije i
razli¢itih dijagnostickih metoda. Pored toga vazZna je i starost i vrsta ispitivane populacije
(klini¢ka ili opsta). De Leeuw i saradnici su na osnovu dijagnoze postavljene drugacijim

metodom nego $to je u naSoj studiji, utvrdili gotovo podjednaku zastupljenost zglobnih i
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misiénih disfunkcija, oko 33%, dok je 16% ispitanika imalo znake i simptome
kombinovane disfunkcije (de Leeuw et al. 1994).

Uticaj godina na pojavu simptoma i ucestalost disfunkcija

Starosna dob svakako moze biti jedan od ¢inilaca koji uticu na pojavu nekih od
simptoma TMD. Nasa studija je pokazala da u grupi obolelih od TMD godine
predstavljaju faktor razlike izmedu onih sa klikovima i onih bez prisutnih zvu¢nih efekata
u zglobu kao iu grupi osoba sa i bez misi¢ne odnosno zglobne disfunkcije. Utvrdeno je
naime da osobe mlade od 30 godina imaju dva i po puta manju verovatnoéu za pojavu
misi¢ne a tri puta veéu verovatno¢u za pojavu zglobne disfunkcije i zvu¢nih efekata u
zglobu. Sli¢ne rezultate, u smislu uticaja godina na pojavu simptoma, su dobili i Karibe i
sar. koji su poredili ucestalost simptoma TMD u grupi mladih pacijenata sa TMD.
Rezultati ove studije istiCu da kasni adolescenti iz grupe 16-18 godina imaju izraZzeniju
bolnu osetljivost u orofacijalnoj regiji i vece poteskoce pri obavljanju dnevnih aktivnosti
u odnosu na grupu mladih pacijenata (6-12; 13-15 godina). Nasuprot naSim rezultatima,
nisu pronasli statisticki znacajnu razliku u pojavi TMD izmedu osoba muskog i Zenskog

pola (Karibe et al. 2012).

Carra i saradnici su u svojoj studiji poredili razliku ucestalosti pojave noc¢nog
bruksizma kod dece do 12 godina i adolescenata (mean+SD; 12.0 + 2.3) (Carra et al.
2011). Interesantno je to da je pokazana znatno veca ucestalost bruksizma kod dece
(67.3%). Nasi rezultati su pokazali da su godine prediktor razlike za pojavu miSi¢ne i

zglobne disfunkcije kao i zvuénih efekata u zglobu.

5.2 Diskusija rezultata molekularno-genetickih ispitivanja

Uticaj genetike u danasnje vreme dobija na znacaju u ispitivanju mnogih oboljenja.

Istraziva¢i su usmerili svoja razmisljanja u pravcu genetickih faktora koji predstavljaju
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faktore susceptibilnosti za nastanak bolesti. Dosadasnje studije koje su se bavile
genetikom TMD su bile ograni¢enog dometa zbog izrazite heterogenosti simptoma ovog
oboljenja. Stoga je neophodno da se uloze dodatni napori da bi se otkrili geni Kkoji
doprinose nastanku TMD.

Postoje brojni molekularni mehanizmi genetski kontrolisani koji su odgovorni za
nastanak TMD a mogu se svrstati u vise razli¢itih kategorija (Oakley and Vieira 2008).
Ako se uzme u obzir znac¢ajna interindividualna varijabilnost simptomatologije, pre svega
osetljivosti u vidu hroni¢nog orofacijalnog bola i njegovih karakteristika, razumno je
smatrati da je ovaj sindrom kompleksna nasledna osobina, pod uticajem veceg broja alela
odredenih polimorfnih gena koji su u interakciji sa faktorima sredine (Seltzer and
Dorfman 2004) sto je dokazala i nasa studija. Postoje studije koje su se bavile regionom
hromozoma gde su lokalizovani geni za bol (Mailis and Wade 1994, Kemler et al. 1999,
van de Beek et al. 2003, Sato et al. 2002), pa ¢ak i neke koje su uspele da povezu genske
polimorfizme sa nivoima bola (Cohen et al. 2002, Foster, Sazenski, and Stodgell 2004).
Nekoliko studija je ukazalo na postojanje povezanosti odredenih SNP sa TMD i postavilo
dobre temelje za dalja istrazivanja na polju genetike. Ovom studijom obuhvaceni su geni
koji kontroliSu vazne metabolicke procese koji se odvijaju u organizmu. Funkcionalni
polimorfizmi u genima Kkoji igraju ulogu u razgradnji ekstracelijskog matriksa,
oksidativnom metabolizmu i metabolizmu folata mogu da uti¢u na razvoj TMD, $to je
bila ideja i nekih prethodnih studija, ali su pouzdani, nedvosmisleni zakljuc¢ci izostali. S
obzirom da produkti ovih gena imaju vazne metabolicke uloge i mogu potencijalno da
doprinesu patogenezi TMD, smatrali smo da ovi geni i njihovi polimorfizmi zavreduju
dalja istrazivanja. Kroz studiju asocijacije, poredenjem kontrolne i TMD grupe,

razmatrali smo koji su genotipovi odgovorni za veéu tendenciju ka oboljevanju.
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5.2.1 MTHFR polimorfizam (rs1801133)

MTHFR C677T polimorfizam sve viSe dobija na znacaju kao faktor rizika za
pojavu razli¢itih oboljenja, posebno malignih. Isto tako, smatra se da je u osnovi
molekularnog mehanizma na kom pociva zastitna uloga folata. VrSena su brojna
ispitivanja uticaja ovog polimorfizma na nastanak limfoproliferativnih bolesti pa se u
literaturi srecu rezultati koji povezuju genotipove sa smanjenim, 0dnosno povecanim
rizikom ili su bez korelacije sa nastankom oboljena (Li et al. 2015, Timuragaoglu et al.
2006, Damnjanovic et al. 2010). Neke studije su pokazale zastitnu ulogu varijantnog alela
T, odnosno da deca sa MTHFR TT genotipom imaju smanjeni rizik od oboljevanja od
akutne limfoblastne leukemije (ALL), dok je u drugima povezivan sa povecanim rizikom
od pojave bolesti. Pokazano je da MTHFR TT genotip smanjuje svojim nosiocima rizik
oboljevanja do 50% u odnosu na nosioce CT i CC genotipa u slucaju visokog statusa
folata u organizmu, dok u populaciji sa niskim unosom folata, nosioci TT genotipa imaju
nepromenjen ili povecan rizik oboljevanja od maligniteta u odnosu na “wild type*
homozigote i heterozigotne nosioce (Chen, Giovannucci, and Hunter 1999, Robien and
Ulrich 2003, Krajinovic et al. 2004).

Neki podaci iz literature ukazuju na CC genotip kao potencijalni predisponirajuci
faktor za nastanak osteoartritisa (Inanir et al. 2013). Imaju¢i u vidu da se radi o
degenerativnom oboljenju zgloba sa destruktivnim procesima zglobne hrskavice, vise
autora je smatralo da ovaj gen moze da se svrsta u grupu faktora rizika za nastanak i

drugih degenerativnih bolesti.

Poznato je da metabolizam folata bitno uti¢e na zavr$nu fazu rasta tkiva ne samo
putem sinteze nukleinskih kiselina ve¢ i kroz regulaciju procesa metilacije DNK i
proteina (Friso and Choi 2005, Ho, Massey, and King 2013, Blom and Smulders 2011).
Nedostatak nutritivnih materija kao $to je smanjenje nivoa vitamina B1, B6 i B12 i/ili

folne kiseline moze da indukuje pojavu miofascijalnog bola i disfunkcije i ovi nedostaci
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su vrlo Cesta pojava kod osoba sa TMD (Mehra and Wolford 2008). Abnormalno niske
vrednosti ovih nutritijenata konstantno pogorsavaju stanje u predelu miofacijalnih triger

zona i mogu da uzrokuju hroni¢ni bol (Simons, Travell, and Simons 1999).

Deficijencija folata moze da uti¢e 1 na genomsku i hromozomsku stabilnost kao i
na regulaciju genske ekspresije (Duthie 1999). Povezanost vitamina i genetickih faktora u
etiologiji oboljenja je relativno kontroverzna (Méader et al. 1988). Aneiros i grupa autora
objasnjavaju da folat — metionin ciklus ima uticaja na oba pomenuta faktora. Pojedine
polimorfne varijante enzima koji su ukljuéeni u folatni ciklus uti¢u na proliferaciju putem
metilacije DNK i proteina. Isti autori ukazuju na dva nac¢ina na koji su folati povezani sa
TMD, jedan definisu kao geneti¢ki zbog genskih polimorfizama a drugi kao epigenetski
preko nutritivnih navika i uticaja folata. Poznato je da je deficit folata jedan od glavnih
vitaminskih deficita u organizmu. Saglasno sa prethodno pomenutim ¢injenicama,
funkcionalni polimorfizmi u genima koji kontroliSu metabolizam folata mogu da budu
modifikatori osetljivosti na TMD. Rezultati ove doktorske disertacije nisu pokazali
povezanost izmedu MTHFR C677T polimorfizma i TMD. Nije uocena statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolne i TMD grupe S$to je u saglasnosti sa rezultatima studije
Aneirosa i sar. Zanimljivo je da je ista grupa autora dobila korelaciju izmedu 3 druga
gena ukljuéena u regulaciju metabolizma folata (serin hidroksimetil transferaza
(SHMT1), metilentetrahidrofolat dehidrogenaza (MTHFD1), metioninska sintaza
reduktaza (MTRR)) i TMD (Aneiros-Guerrero et al. 2011).

5.2.2 GSTML1i GSTT1 polimorfizmi

Oksidativni stres 1 njegova uloga u patologiji TM zgloba se dugo ve¢ razmatra.
Glutation je neenzimski antioksidant koji ima esencijalnu ulogu u uklanjanju slobodnih
radikala kao Sto su hidrogen peroksid, superoksid radikali i membranski nosaci.

Nagomilavanje ovih molekula mozZe dovesti do promena u zglobu i mnogi to objasnjavaju
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time da postoji direktna veza izmedu zapaljenskih reakcija u zglobu i povecanog

oslobadanja slobodnih radikala (Ahmed et al. 2013).

GST su antioksidativni enzimi, sa visokom ekspresijom i kompleksnom transkripcionom i
posttranskripcionom regulacijom. Osobe pokazuju manju ili ve¢u podloznost razli¢itim
bolestima kada su izlozene uticaju egzogenih i endogenih faktora, izmedu ostalog i
oksidativnom stresu. Polimorfna ekspresija gena GST je opisana jo§ u ranim 80 tim
godinama (Scott and Wright 1980, Warholm et al. 1980). Poslednjih 10 godina vlada
veliko interesovanje za bioloske posledice GST polimorfizama. Razumno je bilo
pretpostaviti da odsustvo gena u slucaju delecionog polimorfizma ili polimorfizmi tipa
SNP koji dovode do smanjene aktivnosti GST aza mogu uticati i na rizik od nastanka
TMD. Nivo ekspresije GST je krucijalni faktor u odredivanju osetljivosti ¢elija na dejstvo
toksi¢nih materija u organizmu. Literatura opisuje ulogu GSTM1 i GSTT1 u oboljenjima
povezanim sa oksidativnim stresom kao S$to su dijabetes melitus, Alchajmerova bolest,
kancer i dr. (Tang et al. 2013, Piacentini et al. 2012, Wang et al. 2014, Santl Letonja et al.
2012). Nekoliko studija je pokazalo uticaj slobodnih radikala, oksidativnog stresa,
koncentracije antioksidanasa u serumu itd. na grupu bolnih sindroma koji imaju sli¢nosti
u simptomatologiji sa TMD, kao $to su fibromijalgija (FM), reumatska oboljenja koja
karakteriSe iradiraju¢i bol u miSi¢ima, ukocenost i bolne zone (Bennett 1997, De Luca et
al. 2011). Pojava slobodnih radikala kao rezultat oksidativnog stresa i dizbalans redoks
biomarkera su registrovani i u slu¢ajevima traume, mehanickog stresa, dislokacije diskusa
TM zgloba i degenerativnih promena u zglobu (Gremillion 2002). Ono §to je u naSem
istrazivanju bila zamisao jeste da se utvrdi da li smanjenje enzimske aktivnosti, u ovom
slu¢aju usled kompletne delecije gena, moze biti razlog nastanka TMD. Delecioni
polimorfizam GSTT1*0 (-/-) je najces¢e izucavani polimorfizam kod GSTT1 gena.
Iznenadujuce je da nasa studija pokazuje da GSTT1 nulti alel ima protektivnu ulogu i da
nosioci homozigotne delecije imaju manji rizik za nastanak TMD (OR=0,28,
95%CI1=0,10-0,74). Ulogu GSTML1 nultog genotipa u razvoju TMD dokazala je samo
jedna studija i definisala ga kao faktor susceptibilnosti za TMD (Aneiros-Guerrero et al.

2011). GSTM1 gen moze dati ili funkcionalni protein (homozigoti za nedeletirani alel ili
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heterozigoti) ili dovesti do potpunog odsustva enzima (homozigoti za deletirani alel ili tzv
nulti genotip) (Eaton and Bammler 1999). Pokazano je da nulta varijanta GSTML1 gena
ima uticaj na pojavu kancera, muskog steriliteta, dijabetes melitusa tip | i dr. (Dhillon,
Shahid, and Husain 2007, Strange et al. 1991, Bekris et al. 2005). Zastitna uloga GST
nultog genotipa je prethodno opisana u nekim od studija koje su se bavile akutnim
infarktom miokarda (GSTT1 nulti genotip) i dijabetes melitus tip | (GSTM1 nulti
genotip) (Bekris et al. 2005, Singh et al. 2011). Nasa studija je takode logistickom
regresionom analizom pokazala da prisustvo M1 a odsustvo T1 nosi smanjen rizik za
pojavu TMD (OR=0,16, 95%CI= 0,03-0,58). Kao jedan od zanimljivih rezultata jeste i
CeSca pojava devijacije/defleksije donje vilice kod osoba nosilaca M1 genotipa, $to smo
dobili poredenjem svih genotipova sa definisanim simptomima TMD. Nisu jo§ uvek
pronadeni slicni rezultati u literaturi Sto bi moglo da predstavlja i ideju za buduce
istrazivaée Kkoji bi eventualno neke druge polimorfizme gena mogli da svrstaju u

potencijalne faktore rizika za pojavu simptoma TMD.

5.2.3 MMP9 polimorfizam (rs3918242)

Matriksne metaloproteinaze su cink zavisne endopeptidaze koje ucestvuju u
razgradnji skoro svih komponenti ekstracelularnog matriksa uklju¢ujuéi i intersticijalne i
membranske kolagene, fibronektin, laminin i proteoglikane (Kontogiorgis, Papaioannou,
and Hadjipavlou-Litina 2005). Poznato je i da moduliSu deobu c¢elija, migraciju,
angiogenezu i tumorsku invaziju (Cotignola et al. 2007). Ovi enzimi su ukljuceni u
remodelovanje i razgradnju vezivnog tkiva i imaju vaznu ulogu u degenerativnim
promenama u TM zglobu (Taskin et al. 2011). Matriksna metaloproteinaza 9 se smatra
najkompleksnijom iz grupe metaloproteinaza kada je u pitanju proteinska struktura i
regulacija aktivnosti (Opdenakker, Van den Steen, and Van Damme 2001). Aktivnost
ovog enzima je kontrolisana na nivou transkripcije s obzirom da promotor gena za MMP9
reaguje na signalne molekule poput citokina i faktora rasta (Huhtala et al. 1991,
Kondapaka, Fridman, and Reddy 1997). Prema ranijim podacima iz literature zna se da

polimorfizam u promotoru gena za MMP9 ima znacajnu ulogu u razvoju degenerativnih

121



Diskusija

oboljenja kao §to su artritis i arteroskleroza (Clegg and Carter 1999). Nasa studija je prva
koja je pronasla povezanost izmedu polimorfizma u promotoru gena za MMP9 i
povecanog rizika za nastanak TMD. Posto T alel ima vecu transkripcionu aktivnost iz
ovoga proizilazi da se postize visi nivo produkcije metaloproteinaze MMP9 §to moze
neposredno da uti¢e na degenerativne promene u TM zglobu kod nosilaca T alela. U

nasoj studiji je utvrdeno da nosioci T alela imaju 2 puta veéi rizik za nastanak TMD

(OR=2.13, 95% CI1=1.24-3.67, p=.005). Do sli¢nog rezultata su dosli i Loreto i sar. u

jednoj skorijoj studiji koja je dovela u vezu povecanu ekspresiju MMP9 enzima i
dislokaciju diskusa u TM zglobu koriste¢i imunohistohemijski pristup (Loreto et al.
2013). U skladu sa naSim rezultatima, i studija o degenerativnim promenama lumbalnog
diska (LDD) je takode potvrdila da osobe sa CT/TT genotipovima imaju veéi rizik da
obole od LDD u poredenju sa nosiocima CC genotipa (Sun et al. 2009). Suprotno nasim
rezultatima, Planello i saradnici nisu pronasli bilo kakvu povezanost izmedu poveéanog
rizika za pojavu TMD i polimorfizama u genima za MMP3 i MMP9, ali su dokazali da
MMP1 polimorfizam predstavlja faktor rizika za TMD u italijanskoj populaciji (Planello
et al. 2011). Povezanost MMP1 polimorfizma i degenerativnih promena u TM zglobu
potkrepljuju 1 neke studije koje su zabelezile povecan nivo MMP1 u sinovijalnoj te¢nosti
u zglobnom prostoru (Kanyama et al. 2000, Srinivas et al. 2001), dok je u drugoj studiji
konstatovan poveé¢an nivo MMP9 (Yoshida et al. 2006). Grupa turskih autora je takode
prouc¢avala MMP1 i MMP3 polimorfizam i TMD ali nije pronasla bilo kakvu korelaciju
(Taskin et al. 2011). Polimorfizam u promotoru gena za MMP3 je odgovoran za
destruktivne promene u zglobu sa reumatoidnim artritisom sa izrazenijom Klinickom
slikom kod nosilaca 6A/6A genotipa Sto potvrduju rezultati jedne britanske studije
(Mattey et al. 2004). U studiji Luo i sar. je pronadena asocijacija izmedu pojave
anteriorne dislokacije diskusa (zvu¢ni efekti u zglobu) i polimorfizma u promotoru gena
za MMP1 -1607 1G/2G (Luo et al.). Nasa studija nije pokazala znacajne rezultate
ispitivanjem povezanosti najces¢ih simptoma TMD sa razli¢itim MMP9 genotipovima.
Sigurno da bi dalja istrazivanja na temu korelacije genotip-klinicki fenotip dodatno
rasvetlila etiologiju TMD i resila dilemu pravovremene dijagnoze i terapije ovog

kompleksnog oboljenja.
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Nova otkrica patofiziologije TM zgloba vode ka poboljSanju terapijskog pristupa
identifikovanjem osoba sa ve¢im rizikom za nastanak TMD. Ovo bi moglo da vodi i

pronalazenju specifi¢nih medikamenata sa inhibitornim dejstvom na ekspresiju onih gena

koji povecavaju rizik.
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Zakljucak

Na osnovu prethodno prikazanih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljem i zadacima

izvedeni su zakljucci ove doktorske disertacije :

Epidemioloski i klini¢ki parametri:

D)

*,

0

TMD su znacajno zastupljenije kod osoba Zenskog pola u odnosu na osobe

muskog pola.

Zglobne disfunkcije su znatno ucestalije u odnosu na misi¢ne i kombinovane.

U TMD grupi znacajno vise je bilo osoba sa prisutnim razli¢itim simptomima

nego osoba bez simptoma.

Starosna dob uti¢e na pojavu zvucnih efekata u zglobu kao i miSi¢ne i zglobne
disfunkcije kod pacijanata sa temporomandibularnim disfunkcijama. Osobe
mlade od 30 godine imaju tri puta veéu verovatno¢u za pojavu zvuénih efekata

u zglobu i zglobne disfunkcije od osoba starijih od 30 godina.

Osobe mlade od 30 godina imaju dva i po puta manju verovatno¢u za pojavu
misi¢ne disfunkcije. 1z ovoga proizilazi da je pojava zglobnih disfunkcija i
zvuénih efekata karakteristika mladih, a da stariji imaju znacajno vecéu

predispoziciju za pojavu miSi¢nih disfunkcija.
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Geneticki parametri

>

L 4

0

Polimorfizam u genu za MTHFR nije se pokazao kao faktor predispozicije za
nastanak TMD.

Delecioni polimorfizam u genu za GSTM1 i GSTT1 igra ulogu modifikatora
predispozicije za nastanak TMD, ta¢nije ima protektivni efekat. Nosioci nultog
GSTT1 genotipa i kombinacije GSTM1 M1 i GSTT1 TO genotipova imaju
umanjeni rizik za pojavu TMD.

Nosioci GSTM1 M1 genotipa su pokazali ¢eS¢u pojavu devijacije/defleksije u
poredenju sa nosiocima MO genotipa, tj. imaju tri puta veéu verovatnocu za

pojavu ovog simptoma.

Polimorfizam u genu za MMP9 se pokazao kao modulator rizika za nastanak
TMD. Nosioci CT genotipa ispoljavaju dva puta veci rizik za nastanak TMD u

odnosu na osobe divljeg genotipa (CC homozigoti).

Multivarijantnom logistickom regresionom analizom utvrdeno je da su glavni

faktori rizika za nastanak TMD:

- zenski pol (tri puta veci rizik za pojavu TMD)

- GSTTI T1 genotip (pet puta veci rizik za pojavu ovog poremecaja).
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Prilog

SWVAED PITANIE FROCTTATI PAZLIIVO I ZACERUZITT SAMO JEDAN ODGOVOE
1 Eako bista ocenili Vase opéte stanje riravlja-oditne vrio dobeo,dobro, zzdevoljavejnce ili loda?

3
4

3 D li ste u posledniib & maseci ozecali bol u predelu lica vilica,slepeotnica, izpred uba ili u samem wha?
Me. .. .
{2k pizze ozecali beol u posledniih & meseci predite na pitanje br. 14}
43 Pre koliko godina st= po prn pat osetili takav bol?

(ako se bol javio po prvi put u perisdn kracem od godimu dana presi;néite prethodno pitamje i odgovarite na
dledais)

4k Pre koliko meseci ste ozetili taj bal po prvi pat?
3. Da li je bol stalan, povremen, ili 5= pojavi samo jedanput?
Samo jednom se pojavio.3
£ Dz i ste zhog toga dada potrazili pemer lekara?
LSBT
Da, u proteklsh § meseci ..........2
D, previte od fmeseci . ... 3
7. Eako biste skalom 0-10 ocenili Vas tramotei bel, gdz vredrast 0 edgovara stanju bez bola, a vradrost 10
stani nefzdriivog bola?
{baz balz) {neizdrziy bel)
1 2 3 4 5 6 7 & 0 10
2. U poslednjin § mazecd, kog interitata na skali 0-10 je bio Vad najjaci daivilisnd bal?
(bez balz) ) {netzdrzv bel)
1 2 3 4 5 6 7 & 0 10
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2 Upmtal:ll.hﬁm.eaeukugnjemmnuedmmtmmmdomd]mghohmshhﬂ =107

ﬂ:ezb-:lla} Qnmﬂmw )]
1 i 4 3 6 7 &8 @
10 LT ﬂmﬂnphﬁmaukuhkudmatemmhsnpnshmiknlez‘wghuhupmiﬂuhn

dana
11 T proteklih § mesect koliko ?m]ehulpnmgnrmamm;eu ohavljznju svakodnevnih akiivnost, imadano
na =kali 0-107

(bez smetnii) i (remoguceost obevijarja aktivaosti)

o1 1 3 4 3 6 7 8 19 10
12 Eoliko suu pesladrjth § mesec izmerjens Vade mogucnost uéestrovanja o drustveram 1§ paredsinom
ot zhag bola, izradens skalems 0-107

(ke promeemal) i {wlfmpmmen.e}

&b 1 2 3 4 3 & 7 8
IJRDIJ'ku;episum:obuinmlummam?mndmspumhnmuupuﬂuinphﬁmm(ukhungm|ku.|:ne
poslove), izrazeno skalom 0-107 _

(bez promena) (welike promens)

o1 1 3 4 3 6 7 8 98 10

142 D i Vam ze ikada desilo da ne medste otverit usta do kraja 4. da li st imli osecaj da ze Vasa vilica

z2kdjiniala™ u nekor polozajul

"-IE ................................... III

b. Cgjete li dkripenja prilimm otvaranja, zafvaranja usta ili zevanja?
"‘1' 1
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b. Da It ste mmall bal i pre povrede?

e o EI
18 D hst&mahglnuhuljuup'ntatﬁh i mazect?
M
Do 1 . .
18 Eoju vrzm aktivnosti postojeci problem ogranicava ili onsmogucava?
e L=
2 brakanja a 1
b.izpijanje tafnost 0 1
. konrumitanja turde hrana il 1
d konmmiranje mekare hrans 1 1
2 smejame 0 1
f pramje nisba i umivanje lica 0 1
B zevamje 1] 1
h moamje ] 1
i govar a0 1
jizgled lica ] 1
20z Da I koristits neks lekove?
M, ]
| TSN 1
b0 kzda th kpoistife?
cEamvrsm? e
dEojadoma? . e
gD b redovno p:,tete lekawe?
e .- e
|1 S 1
AL AMS IO

T poslednjih mekoliks messd, kollks Cesto e bili urremiresi hos:

TSSOSO nilako
L veama malo
et et AT Em
OSSPSR izrafema
OSSO iruzemo
a gixrobalje 0134
I, zubitka irteresavania ra seks i seksualnog n¥ita 01234
. mesvestice ili vrtogiavics 0134
d. bola n predeiu srea § grodi 0134
2 rsecaja gabitica emerpije il z2stoja, wsporenosti 01234
f rarmidljarja o smerti ili wmiranj 01234
2. Zubita apetita 01234
b placljivasti 01234
i. samooputivarija zhog nekih dogadajz 01234
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J- bolova o ladime

k. ozeczja nsamljencsti

L raveodnsnesti (melarholije)

m preterans brigeoko nefaga

0. nezaimtaresovanost za akaling

. osecaja moke i zadenjz v stamaku

p. bela 0 miEicima

g tedkpda da zaspite (duso vam treba da zspits)
r. tedkoca pri dizamjn (tefko dolazite do daka)

5, smeme toplo-hladeo

t. ukoferost ili osatzja~omarace™n nekom dslu tela
0. prisestva smedle™ warln

V. 0zecaja bezmada

. 0zeczja slabest o pekom delu tela

£ 0ZCaja tefine 1 rukama i sogama

v. razmifljania o zavrietin Vasag Hvota {d2 je dedac k)
T preterangs nmmanja brame

22 budenja rama ujoto

bbb pemirmog i isprefkidamog e

oC eseCaja da je sve , rapome”

dd esecaja , uénracenest u klipkn ™

ff ezecajz krivice

(=T = = = = = D = D = D = = = = = = = D = D = = = = B = A =)

1234
1234
1234
1234
1234
1234
1232
1234
1232
1232
12314
1232
12134
12314
1234
12134
1234
12134
1234
1234
12134
1234
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ELINICEI PREGLED

1. Da Ii osacate holove 02 levaj ili demnej strami lica ili obostrano?

I <

Ei]
1
2

3

2. Mozets li adrediti mesta bola koji asecate?

3 0tvaranje usta

DESND

Vilifni zglob.. e,

LEVO

Vilifmi zglot.

2 O
Devijacijau desnoo ...
Defleksimulevo .o
Devijaciiau levo. ..o

4. Vrednosti vertikalnik pokreta

2 aktivno otvaranje bezbala ... ...
b.maksimalno aktivoo ctvaramje.............

¢ maksimalng pazivng ohamasje
dvertikaini prakiop selomtica ...

(=]

Lad

(=]

b

LFH]

i

LA

narmafit zube p2 kojima s2 merd

Diazng

il

Obostrano

[ r-lE

i i
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5. Zwoci u zalobu

2 pr obvaramju nsa desng
ne 0
pucketzz l
grehe krepitacijs p
fime krepitacije 3

b.pri zatveramju st deama
2] 0
pucheramz 1
grehe krepitacijs p
fime krepitacije 3

creciprodan klik elimirizan otvararjem st u propukziii

dazno

[ | |

Da ol
i Eretmje demje wilice
2 Lateralna kretnja u desno... ... mm

b. Lateralre kretnja o levo... ... oam

levo
]
1

BOL ZGLOB
He Dganp Levo Cipstrano Dia He
[ 1 2 3 1 1]
a 1 2 3 1 ]
[ 1 pl 3 1 {
d. Devijacia medijale HRGje .o
desmo lewo
1 1
7. Zwoci uw zglobn pri kretnjama domje vilice
Diazni zeloh
Ne Pucketams (rrabe krepitacije Fine krepitacije
Eremja ndezno i 1 1 3
Eretnja uleva 1] 1 1 3
Protrozii ] 1 1 3
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Lewi zglob

e Pucketanjs (rmoke kxepitacije Fins krenitacije
Eretnja ndesnn 1 1 1 3
Eremia uleva ] 1 2 3
Protrozija 1] 1 b 3
PALPACITA MISICA I VILICNIH ZGLOEOVA
0~ pemabola
1- 'blasi bol
- umerzmi kol
3-  jalki bal
2. Migicei bol pri ekstraoralnoj palpaciji desna levn
2 m temporalis (zadnja viakma-zadeji deo sleppotnice) 0113 0123
b. m temaporalis (sradmjz vizkna-sredeji deo slepootnice) 0113 0123
© ptemporalis (prednja viakna-prednji dee slapoodnice) 0123 0123
d.m maseter (gomyji pripoj ispod Zizomaticrog loke) 0113 01213
am mazater (telo miZica-sreding obraza)y 0123 01213
fm mazster (pripoj na domjoj vilic) 0123 0123
2 radnji domjovilicni rasion (vilifro-sTatni rasion) 0123 0123
hsubmandimdarei region Q113 01213
9, Ozaafjivost vilifrog zgioha ra palpeciiu desm levp
2 lzteraini pal 0123 0123
b, zadeji pripoj {palpacija kroz spoljni wni kanal) 0123 0123
10. Infracralre pelpecija nigica e lev
2 regija m ptervenidsus lateralis (iza gomjih kutnjaka) 0123 0123
b, tetiva m temporalis 0123 0123
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GRIUPAT
MISICHE DISFUNECIE
{zaokouFiti s2mo jedmy moguCHost)

A Miofascijalni bel

E. Miofascifzlei bel sa ceranicenim otvaranjem usia
C. Dz ne pripada ovoj grapi

GRIUPA T
DIELOEACITA DISETISA ARTIEULARISA

(zzokonFit s jedmr mogncnost z2 svaki rEloh)

Desni zzlob

Dislokactja dikuss s2 redukcijom
Dislokacija dizbmsa bez redukcijs
53 DETARICERIM ofvATARjem nsta
Dislokacija dizkusa bez redukcijs
ber pETARiceROE ofvaranjz usta
Dz se ne edrosi na ova) zgloh

0o wWe

GRUPA I

DRUGA STANIA VILICNOG ZGLOBA

{zzokTu¥iti samo jedou mogucnost z2 svakd zzlob)
Diezmi z2lob

A Arralgija

E. Dsteoartritis

C. Osteoaroozm

L Digse pe edrosi na ovaj zglob

1.3tepen bromicnog bola(04)...............

2 Opranicenjz mandindaredb funkefja ...
{Broj pazitivedh odgovara‘okmpan bred pitamia)
3. Deprazijz e Tmerena Izrazers

0o W

oo e

Levi zzlobk
Dislokacija disinea sa redukcijom
Dislokacija disinea ber redukcije
53 QETANnicemn] jem usta
Dizlokaciia disinea bez redukcije
bez ogranidenss otvaranja nsta
D ze ne odnosi na ovaj zelob

Leni zglob
—
Osteparirit:
Oztegariroza

. Dig ze ne odnosi na ovaj zzlob

Potpis pacijenta

153



Biografija autora

Doktor stomatologije Natasa Milosevi¢ rodena je 30.12.1983. godine u Tuzli.
Osnovnu Skolu i XIII Gimnaziju u Beogradu, zavrSila je sa odlicnim uspehom.
Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu upisala je 2002. godine, a diplomirala
2008. godine sa prose¢nom ocenom 8,88. U toku akademske godine 2007/2008
ucestvovala je u izvodenju prakti¢ne nastave kao demonstrator na predmetu Bolesti
zuba — pretklinika i klinika, kao i u studentskim naucno- istrazivackim radovima.
Pripravnicki staz obavila je na Vojnomedicinskoj akademiji (VMA), nakon cega je

2010. godine polozila stru¢ni ispit za doktora stomatologije.

Doktorske studije iz nau¢ne oblasti StomatoloSka protetika, upisala je Skolske
2009/2010. godine 1 polozila sve ispite predvidene nastavnim planom i programom
doktorskih studija, sa prose¢nom ocenom 9,75. Od 2011. godine, angazovana je na
projektu Ministarstva za nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije, pod nazivom “
Geneticka kontrola i molekularni mehanizmi u malignim, inflamatornim i razvojnim
patologijama orofacijalne regije, rukovodioca prof.dr Jelene MilaSin (broj projekta
175075). Na klinici za stomatolosku protetiku StomatoloSkog fakulteta u Beogradu

od 2013. godine obavlja i zdravstvene specijalisticke studije.

Dr Natasa MiloSevi¢ je autor i koautor 2log rada, u naucnim i stru¢nim
Casopisima 1 nau¢nim skupovima, od kojih je jedan rad objavljen u nau¢nom casopisu
indeksiranom u bazi SCl (M23) (Vojkan Lazié, Aleksandra Spadijer Gostovic,
Nebojsa Romcevic¢, Igor Podevi¢, Ana Todorovié, Natasa MiloSevié, Rebeka Rudolf;
MECHANICAL PROPERTIES OF THE MATERIALS FOR BRUXOGUARDS;
Materials and technology 48 (2014) 6, 811-816), jedan je objavljen u nau¢nom
Casopisu indeksiranom u bazi SCI (M21) (Natasa Milosevi¢, Nada Nikolié, Igor
Dordevi¢, Ana Todorovi¢, Vojkan Lazié, Jelena Milasin; ASSOCIATION BETWEEN
MMP-9 AND GSTT1 POLYMORPHISMS AND SUSCEPTIBILITY TO
TEMPOROMANDIBULAR DISORDER; Journal of Oral and Facial Pain and

154



Headache 2014), pet je saopsteno na medunarodnim nau¢nim i stru¢nim skupovima

(M34) i Cetrnaest je saopsteno na skupovima od nacionalnog znacaja (M64).

155



