Postupak histoloske, histokemijske
1 imunohistokemijske ras¢lambe
periapikalnih bolesti na
nedekalcificiranoj kosti sa zubima

Sazetak

Svrha je rada bila ispitati i primijeniti postupak histoloske, histo-
kemijske i imunohistokemijske rasclambe serijskih rezova nedekalcifi-
ciranih psecih zuba s okolnim kostanim tkivom Celjusti. Na premolarima
pasa mjeSanaca induciran je pulpitis i apikalni parodontitis bakterijskom
florom iz usne Supljine. Trepanirana pulpna komorica 50 je dana
izlozena djelovanju oralne mikroflore. Posto je Zivotinja Zrtvovana, ne-
dekalcificirana je kost s dekoroniranim eksperimentalnim zubima
uloZena u metilmetakrilat i rezana wolfram-karbidnim noZem na debljinu
5 - 7 um. Rezovi su za histolosku rasclambu bojeni toluidinskim plavilom,
te metodom bojenja kisele fosfataze i tartarat - rezistentne kisele fos-
fataze. Za detekciju CD 45+ limfocita uporabljeno je imunohis-
tokemijsko bojenje. Debljina rezova 5 - 7 um omogucila je na histoloskim
i histokemijskim pripravcima citolosku rasc¢lambu promjena u pulpi i
periapeksu svjetlosnim mikroskopom in situ. Imunohistokemijsko bojenje
nije bilo zadovoljavajuce. Postupak ulaganja nedekalcificirane kosti i
zuba u metilmetakrilat i njihovo rezanje wolfram-karbidnim nozem
zadovoljavajuca je tehnika za histoloske i neke histokemijske rasclambe
za potrebe istraZivanja u endodonciji. Nuzno je poboljsati metodu
imunohistokemijskoga bojenja.

Kljuéne rijeci: histologija, nedekalcificirana kost, metilmetakrilat,
periapikalne bolesti, psi.
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Uvod nom su meko tkivo u uznapredovalu stadiju upale,
velike su i rezistentne na konzervativnu terapiju. U

Rasc¢lamba periapikalnih promjena na zubima u
ljudi uglavnom je usmjerena na proucavanje pojava
u mekim tkivima dobivenim kirur§kim odstranje-
njem tijekom resekcije vrska korijena zuba (1, 2).
Periapikalne lezije lijecene apikoektomijom uglav-

ra§¢lambi tako dobivenih pripravaka manjkaju in-
formacije o stanju koStanoga tkiva.

Rani stadij apikalnoga parodontitisa ili prijelazni
stadij pulpitisa u apikalni parodontitis moze biti
analiziran samo in situ. Zato je nuZan rad na ekspe-
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rimentalnim Zivotinjama. Naj¢e$ce rabljene Zivotinje
za istrazivanja u endodonciji jesu Stakori i miSevi.

Za istrazivanje patofiziologije apikalnih parodon-
titisa in situ prikladniji su veci sisavci jer se infekcija
iz pulpe u periapikalna tkiva ne §iri tako brzo kao u
malih, npr. u Stakora. U vecih je sisavaca moguce
analizirati prijelazni stadij pulpitisa u apikalni paro-
dontitis (3, 4).

Histokemijske i imunohistokemijske ras¢lambe
promjena u kosti izvodene su uglavnom na priprav-
cima Stakora demineraliziranih s 10% EDTA (5, 6).
Male ¢eljusti Stakora s malim zubima mogu biti de-
mineralizirane u nekoliko dana. Vece Celjusti s ve-
¢im zubima, poput onih u pasa i uz uporabu kela-
tora 10% EDTA, ne mogu se demineralizirati u ne-
koliko dana. Stajanjem se bjelancevine razgraduju
i ne mogu biti identificirane. Uzorci celjusti vecih
sisavaca mogu se demineralizirati ja¢im kiselinama
poput nitratne, mravlje ili trikloroctene (7), ali one
ostecuju bjelancevine (8), $to uzorke ¢ini neprikla-
dnima za histokemijske i imunohistokemijske ra-
$¢lambe (9).

Opisane su razne metode za pripravu nedemine-
ralizirane kosti sa zubima. Gross & Strunz (10) opi-
suju postupak dobivanja uzoraka nedemineralizirane
kosti rezovima debljine 50 - 200 um. Medutim, du-
blje strukture takvih rezova ostaju neobojene. Do-
nath & Breuner (11) opisuju “tehniku piljenja i bru-
Senja” koja osigurava tanje rezove. Ovaj potonji po-
stupak zahtijeva posebnu opremu. Posljedica bru-
Senja jest gubitak vecega dijela uzorka.

Svrha je ovoga istrazivanja ispitati mogucnost
izradbe histoloskih, histokemijskih i imunohisto-
kemijskih pripravaka na nedekalcificiranom uzorku
psecih zuba s okolnom alveolarnom kosti debljine
5-7 um.

Materijali i postupci

Protokol eksperimenta odobrila je Hrvatska ve-
terinarska komora (odobrenje br. 111/97). Eksperi-
ment je proveden na dvama psima mjeSancima. U
svakoga su psa obradena dva dvokorijenska man-
dibularna premolara, ukupno osam zubnih korijena.
Psi su bili muskoga spola, teski izmedu 101 15 ki-
lograma, i u dobi od 4 i 5 godina. Prema tjelesnoj
tezini svakoga psa odredena je koli¢ina anestetika.

Za anesteziranje pasa mjeSanaca upotrijebljen je ke-
tamine hydrochloride, (Ketanest® 35 mg / kg t. t. ;
Goedeche / Parhe - Davis, Berlin, Germany) i xyla-
zine (Rompun®, 10 mg / kg t. t. ; Bayer AG, Lever-
kusen, Germany). Pulpne komore mandibularnih
premolara otvorene su niskookretajnom busilicom.
Pulpitis i apikalni parodontitis inducirani su izlaga-
njem pulpe oralnoj mikroflori 50 dana. Po isteku
eksperimentalnoga vremena Zivotinje su Zrtvovane.
Mandibule su uklopljene i mehanicki rezane u male
blokove tako da svaki blok sadrZi najvise tri premo-
lara. Buduci da je u pripremi nedekalcificiranoga zu-
ba za rezanje najveca teskoca rezati caklinu, zbog
tvrdoce, ispitivani zubi su in situ dekoronirani dija-
mantnim svrdlima niskookretajnom busilicom uz
vodeno hladenje.

Pripremljeni blokovi tkiva isprani su fizioloSkom
otopinom i zatim fiksirani uranjanjem u 4% para-
formaldehid, pH 7,4 na 4°C 24 sata. Nakon zavrSe-
tka fiksacije tkivo je spremljeno u 70% etanol u ko-
jemu moZe ostati do nastavka postupka, a najmanje
48 sati.

Nakon 48 sati tkivo je bilo spremno za uklapanje
u plasti¢ni medij (metil-metakrilat) primjenom te-
hnike uranjanja u otopinu prema sljedecem proto-
kolu:

Prvo je izvrSena dehidracija tkiva u seriji etanola
rastucih koncentracija (70%, 80%, 96% i 100% eta-
nol - svaki tijekom 48 sati). Nakon dehidracije tkivo
je uronjeno u ksilol tijekom 72 sata (s tri promjene
svjezega ksilola). Iza toga tkivo je postupno prozeto
mijesanom otopinom metilmetakrilata (Merck, Ger-
many), dibutilftalata (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) i1 benzoilperoksida (Merck, Germany). Te su
kemikalije mijeSane u tri razli¢ita omjera tako da
se dobiju tri otopine u kojima se proZima tkivo ka-
ko slijedi u opisu:

1. otopina: 80 ml metilmetakrilata i 20 ml dibutil-
ftalata tijekom 24 sata na +4°C;

2. otopina: 80 ml metilmetakrilata, 20 ml dibutil-
ftalatai 1 g benzoilperoksida tijekom 24 sata na
4°G;

3. otopina: 80 ml metilmetakrilata, 20 ml dibutil-
ftalata i 3 g benzoilperoksida tijekom 24 sata na
4°C.

Dok se tkivo proZima navedenim otopinama tre-
ba paziti da posude u kojima se radi budu hermeticki
zatvorene i da se temperatura ne digne iznad +4°C.
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Potom se tkivo uklapa u zadnju otopinu za po-
limerizaciju koja je po sastavu istovjetna otopini pod
brojem tri, ali se ne ¢uva na +4°C ve¢ u termostatu
na 37°C. Obi¢no se uklapanje provodi u staklenim
boc¢icama koje se mogu hermeticki zatvoriti, jer
prigodom polimerizacije metakrilmetakrilata cep
moZe iskociti te po¢ne hlapiti tekucina za polimeri-
zaciju ¢ime se smanjuje koncentracija sastojaka u
njoj. Posto zavrsi polimerizacija (dva do tri dana),
mehanicki se razbije staklena bocica i dobije se pro-
zirni tvrdi blok s uklopljenim tkivom koji je odmah
spreman za rezanje. Za rezanje blokova uporabljen
je rotacijski mikrotom Leica RM 2155 (Wiena, Au-
stria) opremljen wolfram karbidnim noZem za re-
zanje tvrdih i mineraliziranih tkiva (Slika 1).

Slika 1.  Rotacijski mikrotom za kost Leica RM 2155 (A) s
wolfram-karbidnim nozem (B) za rezanje tvrdih i
mineraliziranih tkiva. Plasticni blok (C) s
eksperimentalnim zubima montiran je na uredaj i
orijentiran tako da se presjek mandibularnoga
kanala (D) nalazi gore.

Figure 1. Rotating microtome for bone Leica RM 2155 (A),
equipped with a tungsten carbide knife (B) for
cutting hard and mineralised tissue. Plastic block
(C) with experimental teeth mounted on the appa-
ratus, and oriented in such a manner that the section
of the mandibular canal is situated above (D).

Pripremljeni su serijski rezovi 5 - 7 pum i postav-
ljeni na silanizirana stakla (Silane - Prep slides,
Sigma Diagnostics, St.Louis, USA,). Tkivni su re-
zovi prekriveni mokrom celofanskom folijom, iz-
ravnati i suSeni pod pritiskom u termostatu na +37° C
do histoloske obradbe bojenja za mikroskopiju.

Prije bojenja rezovi su deplastificirani dva puta
po 5 minuta u 100%-tnom acetonu, rehidrirani i tada
su bili spremni za histoloska, histokemijska i imuno-

histokemijska bojenja. U toj fazi izradbe pripravka
opazili smo da se je tijekom bojenja jedan broj pre-
parata odljepljivao od predmetnoga stakla. Uzroci
te pojave ostali su nam nepoznati.

Toluidinplavo bojenje koristeno je za histolosku
ras¢lambu. Histokemijski je detektirana kisela fos-
fataza i tartarat rezistentna kisela fosfataza, a imu-
nohistokemijski CD 45+ B-limfociti. Za detekciju
kisele i tartarat rezistentne kisele fosfataze upotri-
jebljen je protokol proizvodaca (Sigma Chemical
Co., St.Louis, USA). Za imunohistokemijsku iden-
tifikaciju CD 45+ B - limfocita uporabljena su misja
anti - pse¢a monoklonalna antitijela (donacija: Prof.
dr. P. F. Moore, Davis, California, USA). Zatim je
aplicirano univerzalno sekundarno antitijelo - biotin
(Serotec Ltd., Oxford, UK). Nakon bojenja sekun-
darnom avidin - biotin - imunoperoksidazom rezovi
su inkubirani u kromogenu AEC i kontrastno obojeni
hematoksilinom.

Rezultati

Tehnika uklapanja nedekalcificirane kosti sa zu-
bima u metilmetakrilat i rezanje wolfram karbidnim
noZem u rezove debljine 5 - 7 um moZe se upotrije-
biti za istrazivanja u endodonciji. Te§koca rezanja
tvrde cakline rijeSena je postupkom dekoroniranja
zuba. Na taj nacin dobiveni uzorci debljine su 5 - 7
pum i prikladni su za potanku citolo$ku ras¢lambu
(Slika 2) upalnoga sadrzaja mekoga tkiva i tvrdoga
zubnog i okolnoga kostanog tkiva (Slika 3 i 3 a).

Opisanim postupkom moZe se izraditi vise re-
zova. Time je omoguceno da se na istome zubu mo-
7e primijeniti nekoliko tipova bojenja, $to je teSko
postici metodom izbruska. Pored osnovnoga histo-
loskog bojenja toluidinplavo, koje dobro i pregledno
prikazuje anatomske strukture kao $to su pulpno
tkivo u korijenskome kanalu, dentin, cement, kost,
vezivo periodontnoga ligamenta s krvnim Zilama,
Zivcima i druge anatomske strukture, moze se razli-
kovati cijeli spektar razli¢itih upalnih stanica, pratiti
koli¢ina eksudata i nekroze u podrucju pulnoga tkiva
i periapeksne lezije (Slika 2; i 3 a). Osim osnovnoga
histoloskog bojenja (toluidinplavo) takoder je bilo
moguce izvesti histokemijske (Slika 4) i imunohi-
stokemijske ras¢lambe (Slika 5), $to na kostima de-
kalcificiranim s jac¢im kiselinama (nitratna, mravlja,

Acta Stomatol Croat, Vol. 37, br. 3, 2003.

263



Maja Kovacevic i sur.

Analiza nedekalcificirane kosti

Slika 2.  Osteoklast (A) s mnogobrojnim jezgrama na
povrsini kostane alveole (B). Na slici se opaZaju i
stanice upalnog infiltrata (D - polimorfonukleari).
Bojenje: toluidin plavo; x100).

Figure 2. Osteoclast (A) with multiple nuclei (B) on the
surface of bone alveola (C). In the figure inflamed
infiltrate cells can be seen (D - polymorphonuclear
leucocytes). (Staining: toluidin blue: x100).

Slika 3 a.  Periapikalna lezija zuba s akutnim apikalnim pa-
rodontitisom (A - povrsina korijena, B - podrucje
periapikalne lezije s upalnim infiltratom, C - po-
vrsina kostane alveole s brojnim resorpcijskim
lakunama). Bojenje: toluidin plavo; x4.

Figure 3a. Periapical lesion of the tooth with acute apical
periodontitis (A - surface of the root, B - the area
of the periapical lesion with inflamed infiltrate,
C - the surface of bone alveola with multiple
resorptive lacunae). (Staining: toluidin blue: x4).

triklor-octena) nije moguce. Histokemijskim ispiti-
vanjem s pomocu detekcije aktivnosti kisele fosfa-
taze prikazuju se osteoklasti i druge stanice koje
stvaraju fagocitozu poput makrofaga, ali i sve stanice
koje provode sekreciju ili apsorpciju. Enzim tartarat-
rezistentna kisela fosfataza specifi¢na je za stanice
koje pripadaju lozi osteoklasta. Te stanice ekstra-

Slika 3 b.

Figure 3b.

Slika 3 c.

Figure 3c.

Otvor apeksne delte na povrsini apeksnoga vrska
korijena (A). Na otvorima delte nalaze se
nakupine polimorfonukleara (B). Bojenje:
toluidin plavo; x20.

The orifice of apical delta with surface of the
apex of the root (A). Accumulation of
polymorphonuclear leucocytes at the deltas
orifices (B). (Staining: toluidin blue: x20).

Otvor apeksne delte na povrsini vrska korijena
psecega zuba (A). U cerviksnoj polovici otvora
vidi se tanki sloj dentinske stijenke (B), a u
apeksnoj polovici nakupine polimorfonuklearnih
leukocita (C). Bojenje: toluidin plavo; x40.

The orifice of the apical delta (A). In the cervical
half of the lumen a thin section of dentinal tissue
can be seen (B), and in the apical half
accumulation of polymorphonuclear leucocytes
(C). (Staining: toluidin blue: x40).
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Slika 4. Na povrsini korijenskoga cementa (A) u resorp-
cijskim lakunama (B) opaZa se obojenje pozitivne
aktivnosti tartarat rezistentne kisele fosfataze (C) u
aktiviranim osteoklastima. Na slici je prikazano i
podrucje otvora apeksne delte (D) te periapeksna
lezija (E). Bojenje za tartarat kiselu fosfatazu; x20).

Figure 4. On the surface of the root cement (A) in resorptive
lacunas (B) pink staining of the positive tartrat
resistant acid phosphatase in activated osteoclasts
can be seen (C). There are areas of apical delta
orifices (D) and periapical lesion (E) in the figure.
(TRAP staining; x20).

Slika 5.  Slika prikazuje periapeksnu leziju (A) uz povrsinu
alveolarne kosti s pozitivnim smede obojenim
podrucjima lokalizacije CD 45 + B - limfocitima
(B). U leziji su opaZaju otocici kostanih gredica
(C) Bojenje Avidin-biotin-immunoperoxidasa; x20.

Figure 5. The figure presents a periapical lesion beside
alveolar bone (A) with brownish stained areas of
localisation of CD 45+ B - lymphocytes (B).
Islands of bony ridges can be seen inside the lesion
(C). (Avidin-biotin-immunoperoxidase; x 20).

celularno luce opisane kiseline koje se u ras¢lambi
boje ruzicasto, §to je znak osteoklasti¢ne aktivnosti
kako to prikazuje slika 4. Imunohistokemijskim is-
pitivanjem dokazivali smo postojanje B-limfocita
u kroni¢nim fazama periapikalne lezije, s pomocu
markera CD45 koji je na povrSini njihove stani¢ne
membrane i u pripravcima se boji smedom bojom
(Slika 5).

Gubitak pripravka zbog odljepljivanja, tijekom
opisanih bojenja, iznosio je priblizno 10 %.

Rasprava

Gross & Strunz (10) opisuju postupak rezanja
nedemineraliziranih tvrdih tkiva u rezove debljine
50 -200 um. Kod te metode dublje strukture ostaju
neobojene, a i moguce je pripremiti samo jedan uzo-
rak istoga zuba koji prikazuje i apikalni foramen i
periapikalnu leziju.

Tvrdoca cakline stvara poseban problem pri upo-
rabi nedekalcificiranih uzoraka. Donath & Brenner
(11) opisali su “tehniku piljenja i brusenja” koja
omogucuje dobiti veoma tanke rezove deminerali-
ziranih zubnih tkiva, ukljucujuci caklinu. Ipak, pi-
ljenjem i brusenjem uklanjaju se veliki dijelovi uzor-
ka. Na koncu, iskoristiv je samo jedan do dva uzorka
koji mogu prikazati apikalni foramen. Osim toga,
tom se metodom gubi velika koli¢ina neiskori§teno-
ga tkiva.

Za razliku od opisanih dvaju postupaka na nede-
mineraliziranom tkivu, ovim opisanim postupkom
moguce je izraditi veci broj pripravaka jednoga zuba
s okolnim tkivom, obojiti ih s viSe postupaka, a to
stvara analiticke mogucnosti i moZe produbiti pa-
tofizioloske spoznaje o nastanku, oblikovanju i br-
zini $irenja lezije.

Koncepcija ulaganja nedemineralizirane kosti u
metilmetakrilat usavrSena je (12, 13, 14) s pomocu
wolfram karbidnoga noza koji omogucuje serijske
rezove debljine 5 - 7 um. Dekoroniranjem zuba, koje
je uporabljeno u ovome radu, uklanja se teskoca re-
zanja cakline navedenim noZem.

Eksperimentalni modeli na Zivotinjama kojima
je bila svrha izucavati rane stadije periapikalnih pro-
mjena bili su iz prakti¢nih razloga provedeni, na
Stakorima (5, 6, 15). No, zub Stakora nije pogodan
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za takva istrazivanja zbog svoje male veli¢ine, mor-
fologije i bioloskih znacajki, kao $to je na primjer
stalni rast zuba. Upitno je kako na takvu modelu
izvesti usporedbu s patofizioloskim procesima koji
se dogadaju pri pojavi apikalnoga parodontitisa u
ljudi u kojih je to svojstvo drugacije. Zbog toga su
razloga to statisticki razlic¢ite populacije neprimje-
rene osobinama humanih tkiva. Primjerice Zva¢no
opterecenje zuba usporava razvoj apikalnoga paro-
dontitisa u Stakora (16), a u ljudi ubrzava proces
(17), to jest pogorsava stanje. Zub Stakora je takoder
zbog svoje malenosti neprikladan za izucavanje te-
hnika ¢iscenja i oblikovanja korijenskoga kanala, i
za njihovu procjenu, dok je na psecim zubima po-
stupak prikladniji za usporedbu rada na humanim
zubima.

Osim toga zbog svojih bioloskih znacajki veci
sisavci, kao $to su psi, macke, majmuni i sl., priklad-
niji su za izucavanje patofiziologije apikalnoga paro-
dontitisa in situ zato $to njihovi zubi zadrzavaju ma-
kroskopski stalan oblik i odnos korijena i apikalnoga
parodonta nakon formiranja korijenskoga vrska (4),
a Sirenje upale iz pulpe u periapeksna tkiva nije brzo
kao u stakora (3).

Histokemijska i imunohistokemijska ras¢lamba
kosti Stakora uglavnom se izvodi na kosti dekalci-
ficiranoj s 10% otopinom EDTA (5, 6, 15). Ta blaga
organska kiselina moze uspje$no dekalcificirati
veoma male kosti ili veoma male dijelove vecih ko-
stiju (10 x 6 x 2 mm) (18). LoSa strana toga postupka
jest pregrijavanje kosti pri rezanju velikih kosti na
manje dijelove koji mogu biti prikladni za dekalci-
ficikaciju s EDTA - om. Dekalcifikacija s ja¢im ki-
selinama poput nitratne, mravlje ili triklor - octene
uzrokuje denaturaciju bjelancevina, pa zato nije pri-
kladna za histokemijsku i imunohistokemijsku ras-
¢lambu vecih kostiju sa zubima (9).

Ovim opisanim postupkom je, osim histoloske
ras¢lambe, omogucena histokemijska i imunohisto-
kemijska ras¢lamba pulpe i periapikalnoga tkiva in
situ zato §to se ovim postupkom znatnije ne oStecuju
bjelancevine. Tako pripremljeni uzorci mogu se ana-
lizirati s pomocu standardnoga svjetlosnog mikro-
skopa.

Pripravke pripremeljene opisanom metodom hi-
stoloski smo analizirali s pomocu toluidin plavo bo-
jenja. Histokemijsko bojenje kisele fosfataze dalo je
zadovoljavajuce rezultate. Ljubicasto obojenje kisele

i tartarat - rezistentne kisele fosfataze bilo je vidljivo
u osteoklastima uz povrsinu kosti i u cementoklasti-
ma koje smo opazili u resorptivnim lakunama ce-
menta. Provedeno imunohistokemijsko bojenje CD
45+ B-limfocita dalo je samo okvirne rezultate.
Nismo mogli uociti specifi¢ne antigene na povrsini
stanica, ve¢ smo samo identificirali okvirno podrucje
nakupljanja CD 45+ B-limfocita. Postupak imuno-
histokemijskoga bojenja valja usavrsiti.

Kako bi dobili najbolju fiksaciju rezove smo po-
stavljali na silanizirana stakla i lijepili ih cijanoakri-
latom. No nismo potpuno rijesili problem adhezije
uzoraka na silanizirana predmetna stakla. Time tu-
macimo pojavu odljepljivanja pripravka opisanu u
rezultatima rada. Tijekom procesa bojenja, pri ispi-
ranju, uzorci su se povremeno odljepljivali. Odlije-
pljene uzorke nije bilo mogude vratiti na stakalca
pritiskom, a i zbog trganja pripravka bili su neupo-
rabljivi. Iako je moguce obojiti uzorke bez depla-
stificiranja, kako tvrde Donath & Brenner (11), ka-
kvoca takva bojenja znatno je losija. Pretpostavljamo
da je slaba adhezija pripravka zuba i okolnoga tkiva
posljedica njihove veli¢ine i teZine, te se nastojanja
moraju usmjeriti kako bi se poboljsala adhezija pri-
pravka na predmetna stakla.

Zakljucci

Metoda uklapanja nedekalcificiranih zuba s okol-
nom c¢eljusnom kosti u metilmetakrilat pogodna je
za histoloske i histokemijske ras¢lambe. Imunohi-
stokemijska ras¢lamba zahtijeva daljnje usavrSava-
nje postupka.

Prednost je toga postupka u mogucnosti ra§clam-
be pulpnoga tkiva, dentina, cementa i mekoga peri-
apikalnog upalnoga tkiva. Osim toga, na taj nacin
izradeni pripravci omogucuju procjene dinamike ra-
zvoja periapikalne lezije i procese oblikovanja i pre-
oblikovanja koStanoga tkiva, §to omogucuje da se
produbljuju patofizioloSke spoznaje.

Nepodobnost je postupka imunohistokemijska
ras¢lamba u identifikaciji stani¢ne populacije.

Nedostatnost je postupka u osjetljivosti lijepljenja
pripravka na predmetno staklo.
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