Kvantitativna evaluacija
imunoglobulina G, A i M
humane zubne pulpe

Quantitative Evaluation of the Immunoglobulin
G, A and M in the Human Dental Pulp

Sazetak

Humane dentalne pulpe ispitivali smo kvantitativnom metodom
radijalne imunodifuzije imunoglobulina razreda G, A i M. Na osnovi
odredenih koncentracija imunoglobulina u svakom uzorku pulpnog
tkiva, te stavljanjem tih vrijednosti u odnos s odredenim koncentra-
cijama ukupnih proteina, dobili smo vjerodostojne podatke s kolici-
nama IgG, IgA i IgM. Rezultati koje smo dobili pokazuju 100%
zastupljenost 1gG, 15% zastupljenost IgA, te 8% zastupljenost IgM
u 13 ispitivanih uzoraka kronicno upalnog pulpnog tkiva. Srednja
vrijednost odredene koli¢ine IgG iznosi 84,3 mglg proteina, IgA 4,4
mglg proteina, te IgM 1,4 mglg proteina. U intaktnom pulpnom
tkivu primijenjenom metodom imunoglobulina G, A i M nismo
mogli dokazati. Na osnovi dobivenih rezultata moZe se pretpostaviti
da u kroni¢no upalnom pulpnom tkivu postoji moguénost lokalne
sinteze imunoglobulina, te da se usporedo s nespecificnim upalnim
reakcijama mogu odvijati i specificne imunoloSke reakcije. Dominan-
tnost IgG upucuje na imunoloske reakcije rane preosjetljivosti tipa
1. i III. :
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Uvod

Zubna pulpa je jedinstven organ s ogranice-
nom sposobno$¢u ozdravljenja nakon ponavlja-
nih bakterijskih afekcija. Najce$¢i nacin koji do-
vodi do upale pulpe je infekcija koja je posljedica
karijesa. Pulpno tkivo se pri tome proZima sta-
~ nicama kroni¢ne upale, a to su prvenstveno lim-
fociti,- plazma stanice, mastociti, makrofagi. Po-
¢etno je broj navedenih stani¢nih elemenata ma-
len, ali se njihova gusto¢a postepeno povecava,
pa postojeci eksudat postaje sve vise proliferati-
van.

U upalnom pulpnom tkivu su prisutni brojni
aerobni i anaerobni mikroorganizmi. Intaktne
bakterije, topivi bakterijski dijelovi, stani¢no
zidne strukture, lipopolisaharidi, lipoteihoi¢ne
kiseline djeluju kao jako djelotvorni imunogeni
(1). Prisutne imunokomponentne stanice kao i
antigene supstancije upuéuju na moguénost spe-
cificnih imunoloskih reakcija u pulpnom tkivu
zahvaéenom kroni¢nom upalom. Imunopatolo-
$ke reakcije koje se mogu odvijati u zubnoj pulpi
jo$ su uvijek nerazumljive. Neki imunopatoloski
reaktanti ili imunokompetentne stanice su doka-
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zani u pulpnom tkivu, ali njihova uloga u imu-
nopatolo$kim mehanizmima ili u tkivnoj destruk-
ciji nije do kraja obja$njena (2). Dosada$nja is-
pitivanja imunog statusa pulpnog tkiva pretezno
su kvalitativne prirode i odnose se na dokaziva-
nje stanica koje sadrZe imunoglobuline (2, 3, 4,
5, 6).

Cilj naSeg ispitivanja su kvantitativne analize
pulpnog tkiva s imunoloskog stajali§ta, odrediva-
njem koli¢ine imunoglobulina razreda G, A i
M, kako bi se odredio udio humoralnih imuno-
loskih odgovora u humanoj zubnoj pulpi. Nada-
lje, ako se takvi odgovori dokazu, mozda bi se
klini¢ki status zubne pulpe mogao dovesti u vezu
s postoje¢im upalnim reakcijama, a takve pak
korelacije mogu imati znacajne klinicke primjene
s osvrtom na simptome i postupke pri lije¢enju.

Materijal i metoda

Materijal koji smo ispitivali bilo je intaktno
pulpno tkivo (n = 5), te kroni¢no upalno tkivo
(n = 13). Uzorci intaktnog pulpnog tkiva uzeti
su od osoba C¢iji su se zubi morali devitalizirati
zbog proteticke indikacije, ili su bili ekstrahirani
zbog ortodontske indikacije. Uzorke tkiva smo
pohranili u Ependorf ampule i ¢uvali u zamrzi-
vacu sve do trenutka laboratorijskog analiziranja.

Uzorci pulpnog tkiva su homogenizirani u 0,5
ml PBS pufera (NaCl 8,0 g/L; KCI 0,2 g/L;
Na,HPO, 1,15 g/L; KH,PO, 0,2 g/L). Dobiveni
homogenati su dobro promijesani u vortexu, te
centrifugirani na 3500 o/min u vremenu od 10
minuta. U supernatantima su odredeni ukupni
proteini metodom po Lovoryju, te imunoglobu-
lini G, A i M razreda metodom radijalne imuno-
difuzije na LC-partigen plo¢ama (Boehring). Vri-
jednosti imunoglobulina tkiva izraZzene su po
gramu proteina.

Rezultati

Intaktno pulpno tkivo, koje je podvrgnuto is-
pitivanju na imunoglobuline G, A i M razreda,

nije pokazalo njihovu prisutnost, odnosno primi-
jenjenom metodom imunoglobulini se nisu mogli
dokazati. U uzorcima pulpnog tkiva kroni¢nog
ireverzibilnog pulpitisa dokazani su imunoglobu-
lini razreda G, A i M u razli¢itoj postotnoj za-
stupljenosti: IgG je dokazan u 100% slucajeva,
IgA u 15% a IgM u 8% slucajeva (tablica 1).

Tablica 1. Ulestalost nalaza IgG, IgA i IgM
u upalnom pulpnom tkivu

Table 1. Frequency of IgG, IgA and IgM in
the inflammed pulp tissue

Imuno- Broj Broj o

globulin | testiranih |pozitivnih °
1gG 13 13 100
IgA 13 > 15
IgM 13 1 8

Koli¢ine imunoglobulina, koje su odredene u
uzorcima pulpnog tkiva kroni¢nog pulpitisa, po-
kazuju slijedece vrijednosti: IgG je dokazan u
rasponu vrijednosti od 31,8—212,5 mg/g protei-
na, srednje vrijednosti 84,3 mg/g proteina. IgA
u istim uzorcima pulpnog tkiva pokazuje koli¢ine
u rasponu vrijednosti od 0—35,8 mg/g proteina,
srednje vrijednosti 4,4 mg/g proteina. IgM poka-
zuje koli¢ine u rasponu vrijednosti od 0—18,8
mg/g proteina, srednje vrijednosti 1,4 mg/g pro-
teina (tablica 2).

Distribucija imunoglobulina G, A i M u kro-
ni¢no upalnom pulpnom tkivu pokazuje slijedecu
postotnu zastupljenost: imunoglobulin G je u
30% slucajeva zastupljen u koli¢inama od 2—4
mg/g proteina, u 30% slucajeva u koli¢inama od
4—6 mg/g proteina, u 7% vrijednosti od 60—80
mg/g proteina, u 7% u koli¢inama od 120—140
mg/g proteina, u 7% od 160—180 mg/g proteina
te u daljnjih 7% u vrijednostima od 200—220
mg/g proteina (slika 1).

Tablica 2. Koli¢ina imunoglobulina G, A i M u uzorcima kroni¢no-upalnog pulpnog tkiva

izraZena u mglg proteina

Table 2. The Quantity of the Immunoglobulins G, A and M in the Samples of Chronic
Inflammed Pulp Tissue Expressed in the mglg of Proteins

X raspon SD SE KV
IgG n=13 84,3 31,8—-212,5 60,9 16,9 0,7
IgA n =13 4.4 0-35,8 11,1 3,1 2,5
IgM n=13 1,4 0-18,8 5,2 1,4 3,6
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Koli¢ina imunoglobulina A u upalnom pul-
pnom tkivu u 85% slucajeva u rasponu je vrijed-
nosti od 0—4 mg/g proteina, u 8% u vrijedno-
stima od 20—24 mg/g proteina, te u 8% slucajeva
u koli¢éinama od 32—36 mg/g proteina (slika 2).

Imunoglobulin M u ispitivanim uzorcima upal-
nog pulpnog tkiva dokazan je u koli¢inama od
0—2 mg/g proteina u 92% slucajeva, a u 8% u
rasponu vrijednosti od 18—20 mg/g proteina
(slika 3).

Rezultati koje smo dobili na temelju naSeg
ispitivanja pokazuju prisutnost imunoglobulina
G, A i M razreda razli¢ite postotne zastupljenosti
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‘Slika 1. Distribucija IgG u upalnom pulpnom tkivu

Figure 1. Distribution of the IgG in the Inflammed Pulp
Tissue
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Slika 2. Distribucija IgA u upalnom pulpnom tkivu

Figure 2. Distribution of the IgA in the Inflammed Pulp
Tissue

u ispitivanim uzorcima tkiva, te razli¢itost koli-
¢ina pojedinih razreda imunoglobulina.
~

Najveée dokazane koliine su one IgG, dok
su IgA i IgM dokazani u znatno niZzim koli¢ina-
ma. IgM pokazuje najniZu postotnu zastupljenost
i najniZe vrijednosti odredenih mu koliina.

Diskusija i zakljucci

U intaktnom pulpnom tkivu primijenjenom
metodom imunoglobulini G, A i M nisu se mogli
dokazati. Seltzer (7) smatra da zdravo pulpno
tkivo ne sadrzi imunokompetentne stanice.
Drugi autori na osnovi svojih ispitivanja zdravog

o

il
80+
701
60
o
A o
30+
201
10+

11 1 | | | 1 |__]
A

0 2 6 8 10 12 % 18 18 20

mg/g proteina
Slika 3. Distribucija IgM u upalnom pulpnom tkivu

Figure 3. Distribution of the IgM in the Inflammed Pulp
Tissue

pulpnog tkiva upozoravaju da je ono opskrbljeno
razliitim stanicama koje su u vezi s imunim
obrambenim sustavima. Vecine stanica koje su
se identificirale pripadaju grupi limfocita T, koji
imaju sposobnost prezentiranja antigena. Yontell
(8) je dokazao pomocnicke limfocite T u intak-
tnom pulpnom tkivu, koji imaju funkciju da u
odredenom trenutku potaknu limfocite B na
stvaranje protutijela. Limfociti B se nisu mogli
dokazati, §to bi znacilo da oni ne sudjeluju u
pocetnoj fazi imunog cdgovora, $to je u skladu
s rezultatima naSeg ispitivanja, a moglo bi obja-
sniti zaSto primijenjenom metodom nismo mogli
dokazati imunoglobuline u uzorcima intaktnog
pulpnog tkiva.
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Dosadasnja ispitivanja imunog statusa zdravog
sulpnog tkiva pretezno su kvalitativne prirode.
Pulver (5) je metodom imunofluorescencije do-
cazao da ono ne posjeduje stanice koje sadrze
munoglobuline. Iako je metoda kojom se on
koristio razli¢ita od naSe, ona potvrduje i u
skladu je s naSim rezultatima da neupalno pulpno
tkivo ne sadrzi komponente potrebne za lokalnu
sintezu imunoglobulina. Limfociti B, naime, nisu
stalni prekrivatelji u zdravoj zubnoj pulpi (8).
Medutim, imunokompetentne stanice poput lim-
focita T i dentriticne endotelijalne stanice pulpe
prisutne u intaktnom pulpnom tkivu odgovorne
su za pobudivanje imunoloskih reakcija koje se
odnose na stvaranje protutijela odnosno imuno-
globulina.

Kvalitativnim analizama uzoraka pulpnog
tkiva zahvaéenog kroni¢nom upalom dokazane
su brojne stanice koje sadrZze imunoglobuline (5).
Najbrojnije stanice, kako je to uocio Pulver, bile
su one koje sadrze imunoglobulin G, a ¢ine 60%
od ukupnih stanica koje sadrZze imunoglobuline,
35% C¢ine stanice koje sadrze IgA, a najmanji
postotak, 5%, ¢ine IgM stanice. Koncentracije
imunoglobulina G, A i M razreda Speer (4) je
odredio u uzorcima upalnog i neupalnog pulpnog
tkiva. U upalnom pulpnom tkivu koncentracija
[gG iznosila je 97,2 mg/ml, za IgA 7,7 mg/ml,
dok imunoglobulin M isti autor nije mogao do-
kazati u ispitivanim uzorcima. Andzi¢ (9) je do-

kazane imunoglobuline u kroni¢no upalnom

tkivu pulpe izrazio u ug%, te za IgG ta vrijed-
nost iznosi 38,9 ug%, za IgA 9,1 mg%, a za
[gM 4,0 ug%.

Rezultati ispitivanja kako kvalitativnim tako i
kvantitativnim metodama koje su razliite od
metode kojom smo se mi Kkoristili, prili¢no su
podudarni s naSim nalazima. Ako se usporeduju
kvalitativni nalazi, onda se moze uociti pretez-
nost stanica koje sadrze IgG u odnosu na IgA
i IgM stanice. Kvalitativne metode koje su se
primjenjivale bez obzira na to u kojim jedinicama
su vrijednosti imunoglobulina izraZene, takoder
pokazuju podudarnost s nasim rezultatima. Naj-
vi§e vrijednosti koli¢ine imunoglobulina koje smo
dokazali u kroni¢no upalnom pulpnom tkivu su
one za IgG (84,3 mg/g proteina), dok su koli¢ine
IgA (4,4 mg/g proteina) i koli¢ine IgM (1,4 mg/g
proteina) uocljivo niZe u odnosu na koli¢ine IgG.
Osim toga, vazno je istaknuti da je IgG. zastup-
ljen u svakom ispitivanom uzorku tkiva, dok je
postotna zastupljenost IgM u svega 8% slucaje-
va.

Dominantnost IgG moZe se primijeniti za pra-
¢enje lokalnog upalnog procesa i aktivnost imu-
nog sustava. Predominacija IgG moze djelo-
mi¢no pripadati odgovoru na bakterijsku invaziju
i mikroorganizme koji dovode do antigenog iza-
zova. Imunoglobulin A ima ulogu u destrukciji
bakterija pomocu polimorfonuklearnih leukocita
sluZeé¢i kao opsonizirajuce protutijelo (10). Ipak,
uloga imunoglobulina u odnosu na zastitu i do-
prinos razvoju patogeneze kroni¢nog pulpitisa
nije sasvim razumljiva. Kombinacija IgA s anti-
genom moZe osigurati blokiranje antigena te
tako sprijeCiti oslobadanje upalnih ¢imbenika
koji su Stetni za domadine. Medutim, premda
upala pocetno pomaze lokalnoj obrani, imunolo-
$ki posredovano privlac¢enje polimorfonuklearnih
leukocita i oslobadanje upalnih medijatora moze
imati daleko viSe Stetnog djelovanja za domadine
nego pocetna antigena stimulacija. IgA i IgG
protutijela su vrlo djelotvorna u neutralizaciji
bakterijskih toksina. U kompleksu s protutijelom
toksini postaju prihvatljivi-za fagocitozu, te tako
budu eliminirani iz tkiva gdje su oslobodeni.

Znatno vece koli¢ine imunoglobulina G u od-
nosu na koli¢ine IgA i IgM dokazane u naSim
ispitivanjima uzoraka upalnog tkiva, mogu upu-
¢ivati na ireverzibilnost upalnog procesa u pul-
pnom tkivu. Dominantnost IgG, nadalje, mogla
bi znaciti da destruktne promjene koje su zapo-
Cele u pulpnom tkivu ne mogu biti zaustavljene,
te da dolazi do nepovratnih o$tecenja pulpnog
tkiva, $to s klinickog stajaliSta zahtijeva neop-
hodnu ekstirpaciju pulpnog tkiva. Ova nasa hipo-
teza u skladu je s Hahnovom (11) koji se koristio
metodom razli¢itom od nase, ali je uoéio da u
reverzibilnoj grupi upalnog pulpnog tkiva 90%
¢ine limfociti T, koji mogu prekinuti upalni pro-
ces. Karakteristika ireverzibilne grupe upalnog
pulpnog tkiva je veéi broj limfocita B, a plazma
stanica u ireverzibilnoj grupi odgovorna je za

- imunopatoloSke promjene u pulpnom tkivu.

Kroni¢na upala, kao §to je poznato, posljedica
je akutne upale. Ukoliko akutne reakcije ne us-
piju odstraniti ili neutralizirati Stetne C¢inioce,

akutna upala poprima kroni¢ni oblik. Novija sa-

znanja upuéuju na vaznu ulogu imunoloskih
reakcija u nastanku kroniéne upale. Stetni &inioci
postaju antigeni tih istih Stetnih ¢imbenika, koji
pobuduju imunoloske reakcije, a one dovode do
sekundarnog oSteéenja tkiva, koje je u vezi sa
stvaranjem protutijela.

Reakcije preosjetljivosti izazivaju oStecenja
koja mogu biti lokalna, blaga i popravljiva ili
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teZa pa i generalizirana. Reakcije preosjetljivosti
rezultat su djelovanja humoralnih i celularnih
¢imbenika. OStecenja nastaju kada su efektori
suviSe aktivirani ili je regulacija njihove aktivno-
sti poremecena. Do osteéenja u reakcijama preo-
sjetljivosti moZe do¢i prvenstveno ovim mehani-
zmima:

a) aktiviranjem mastocita i bazofila s IgE

b) aktiviranjem sustava komplemenata fago-
cita i k-stanica protutijelima IgG i IgM

c¢) aktiviranjem limfocita T

Tako se imunoloske reakcije dijele na tip I.,
II., III. i IV. Tip 1. su anafilakticke reakcije,
tip II. citotoksi¢ne reakcije preosjetljivosti ovisne
o protutijelima, tip III. reakcije preosjetljivosti
uzrokovane imuno-kompleksima i tip IV. su
reakcije kasne preosjetljivosti.

Protutijela razreda IgG i IgM mogu se spajati
s antigenima u stani¢nim stijenkama ili s antige-
nima u tjelesnim tekuéinama. U ‘oba slucaja
mogu nastati upalne reakcije i oStecenja tkiva
zbog aktiviranja i celularnih efektora. Od humo-
ralnih efektora najvaZniji je sustav komplementa
koji jednom aktiviran dovodi do mnogih biolo-
$kih ucinaka a uzrokuje oslobadanje iz mastocita
i bazofila, pospjeSuje fagocitozu i uzrokuje cito-
lizu (12). '

Na osnovi rezultata o dokazanim koli¢inama
imunoglobulina u ispitivanju uzoraka kroni¢no
upalnog pulpnog tkiva moze se zakljuciti da u
tim tkivima postoje uvjeti za indukciju humoral-
nog imunog odgovora. S obzirom na dominan-
tnost koli¢ine IgG mogude je pretpostaviti udio
imunoloskih reakcija tipa II. i III. u patogenezi
kroni¢nih pulpitisa. S klinickog stajaliSta to znaci
neophodnu potrebu za ekstirpacijom pulpnog
tkiva.
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QUANTITATIVE EVALUATION OF THE
IMMUNOGLOBULIN G, A AND M IN THE
HUMAN DENTAL PULP

Summary

The presence of immunoglobulins G, A and M was studied in
human dental pulps using a quantitative method of radial immuno-
diffusion. Valid data on the amounts of IgG, IgA and IgM were
obtained on the basis of measured concentrations of immunoglobu-

- lins in each pulp sample and their correlation with total protein
concentrations. The results indicated IgG to be present in 100%,
IgA in 15% and IgM in 8% of 13 pulp samples affected by chronic
inflammation. The mean values of IgG, IgA and IgM thus determi-
ned were 84.3, 4.4 and 1.4 mglg protein, respectively. In intact pulp
tissue, however, no presence of immunoglobulins G, A and M could
be detected using the same method as above. The results obtained
suggested the possibility of local synthesis of immunoglobulins in
chronically inflamed pulp tissue, indicated that nonspecifie inflamma-
tory reaction may have occurred concurrently with some specific
immunoglogic reactions. The predominance of IgG pointed to immu-
nologic reactions of early types II and III hypersensitivity.
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