Imunopatogeneza kroni¢ne
periapeksne lezije

Sazetak

Kronicna periapeksna lezija rezultat je medosobnog djelovanja
mikrobiota u korijenskome kanalu i multilateralnih odgovora domacina
na infekciju. U nastavku, razvoju i podriavanju postojanja te lezije
ukljucene su nespecificna, akutna i kronicna upala te humoralni i
celularni imunoloski odgovori. U tridesetcCetiri bolesnika kirurskim su
postupkom uzeti biopsijski uzorci periapeksnoga tkiva kako bi se
dokazao imunoglobulin razreda G, A i M. Ispitivanje uzoraka peri-
apeksnoga tkiva odnosilo se na odredivanje ukupnih proteina metodom
po Lowryu. Koncentracije 1gG, IgA i IgM odredene su metodom ra-
dijalne imunodifuzije. Njihova stvarna kolicina dobivena je stavljanjem
u omjer s dokazanom kolicinom ukupnih proteina. Ispitivanje je otkrilo
razlicitu postotnu zastupljenost imunoglobulina razreda G, A i M, te
razlicitost njihovih vrjednosti.

IgG je dokazan u 100% slucajeva, IgA u 76%, a IgM u 44%
slucajeva. Srednja vrijednost kolicine 1gG iznosi 385,2 mg/g proteina
u rasponu vrijednosti od 27,3-826,0 mg/g proteina, I1gA 51,0 mg/g
proteina u rasponu od 0-336,8 mg/g proteina, a IgM 20,3 mg/g u
rasponu od 0-156,2 mg/g proteina.

Rezultati dobiveni temeljem ovog ispitivanja upucuju na lokalnu
sintezu imunoglobulina u kronicnih periapeksnih lezija, te na ispre-
plitanje nespecificnih upalnih i specificnih imunoloskih reakcija koji su
zajedno odgovorni u njihovoj patogenezi.

Kljuéne rijeci: periapeksna lezija, imunoglobulini G, A i M.
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Uvod Stetne ¢imbenike te oni zatim podrZavaju upalni

proces.

Kroni¢ne periapeksne lezije posljedica su nelije-
¢enog akutnog upalnog procesa a ujedno obrambena
reakcija organizma koja nije uspjela neutralizirati

Upalni proces u periapeksnoj kroni¢noj leziji jo$
uvijek nije potpuno razumljiv, ali su poznata Cetiri
glavna biokemijska ¢imbenika:
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1. kininski sustav,

2. vazoaktivni amini,

3. komplementni sustav,

4. metaboliti arahidonske kiseline.

Dva su glavna vazoaktivna amina ukljucena u
upalne reakcije. To su histamini i serotonin. U ki-
ninskome sustavu odgovorni ¢imbenici kao medi-
jatori upale jesu kinin i liz-bradikinin (1). Kom-
plementarni sustav glavni je efektorni sustav hu-
moralnoga tipa imunosti. Sastoji se od petnaest
bjelancevina koji se aktiviraju klasi¢nim ili alter-
nativnim putem. Bioloski uc¢inci komplementarnoga
sustava jesu:

a) anafilotoksno djelovanje,
b) kemotaksijsko djelovanje,
¢) imunoatherencija,

d) citolizno djelovanje.

Enzimatska oksidacija arahidonske kiseline do-
vodi do oslobadanja medijatora upale, odnosno imu-
nomodulatora, a glavni su predstavnici leukotrieni
i prostaglandini. Glavni izvori leukotriena jesu
mastociti, makrofagi, bazofilni i polimorfonukle-
arni leukociti.

Kroni¢na periapeksna lezija definirana je kao
obrambena reakcija organizma, a predstavlja novo-
stvoreno granulacijsko tkivo prozeto upalnim sta-
nicama tipa leukocita, limfocita T i B, makrofaga,
mastocita, plazma stanica. Makrofagi su, prema M.
Kuo (2), vrlo vazni u razvoju periapeksne lezije.
Njihove su dvije osnovne funkcije fagocitoza i
produkcija citokina. Interleukin, kao jedan od ci-
tokina, producira, osim mononuklearnih fagocita,
epitelne, endotelne stanice, fibroblaste, limfocite B
te neke linije limfocita T. Sposobnost fagocitoze
makrofaga odnosi ne na mikroorganizme i njihove
raspadne produkte, te na antigen-antitijelo kom-
plekse. Makrofagi takoder prezentiraju antigene
supstancije limfocitima T, te time poti¢u pocetak
imunoloskih reakcija djelujuci na limfocite B i
njihovim preoblikovanjem u plazma stanice, koje
su odgovorne za stvaranje protutijela. Akumulacija
limfocita T dokazana je kroni¢nim periapeksnim
lezijama, osobito onima koje su kolonizirane strep-
tokokima (3).

Limfociti T dolaze u obliku dviju subpopulacija
suprotne regulativne funkcije T-helper - pomo¢ni-
¢ke 1 T-Killer - citotoksi¢ne stanice. T-helper lim-

fociti stimuliraju preoblikovanje limfocita B u
plazma - stanice. Plazma-stanice su pak odgovorne
za stvaranje protutijela - imunoglobulina razlicitih
razreda.

Polimorfonuklearni leukociti imaju zastitnu i
destruktivnu funkciju u nespecifi¢nim upalnim re-
akcijama. Zastitina funkcija izraZzena je u njihovoj
sposobnosti fagocitoze. Oni u sebi sadrzavaju li-
zosomna granula, u kojima se nalaze brojni hi-
droliticki enzimi, a njihvovo oslobadanje odgovorno
je za oStecenje tkiva. Enzimi koji se nalaze u li-
zosomnim granulama jesu kolagenaze, alkalne fos-
fataze, elastaze, proteaze, lizozimi, a imaju raza-
rajuci uc¢inak na ekstracelularne sastojke vezivnoga
tkiva (4,5,6).

Mastociti se smatraju potencijalnim stanicama u
patogenezi periapeksnih kroni¢nih lezija. Ubrajaju
se u medijatorske stanice upale, jer sadrZze kemijske
sastojke koji se zajednickim imenom nazivaju le-
ukotrieni, a to su histamin, bradikinin, serotonin.

Danas se sve veca pozornost posvecuje ulozi
imunoloskih fenomena u nastanku, razvoju i posto-
janju kroni¢ne periapeksne lezije pulpnoga pod-
rijetla. Bakterije, raspadani produkti bakterija izmi-
jenjene tkivne supstancije pulpnoga tkiva u kori-
jenskome kanalu potencijalni su antigeni sposobni
za pocetak imunoloskih reakcija koje se Sire u
periapeksno tkivo. Imunoloski odgovor je bioloski
fenomen koji ukljucuje pocetno zastitne meha-
nizme, ali je isto tako odgovoran medijator oSte-
¢enja tkiva, a pod nekim okolnostima odgovoran je
i za reparatorne procese tkiva. Antigeni ili imu-
nogeni su strane makromolekule proteina lipopoli-
saharida, karbohidrata, lipida ili nukleinskih kiselina
(7). Osnovni antigeni stani¢noga zida Streptococcus
mutansa, kao najzastupljenijih mikroorganizama u
korijenskome kanala, jesu proteini, polisaharidi,
lipoteihoi¢ne kiseline, glukozil transferaza, glukan
i peptidoglikan. Zato se mozZe reci da je patogeneza
kroni¢ne periapeksne lezije pulpnoga podrijetla
aktiviranje nespecifi¢nih upalnih i specifi¢nih imu-
noloskih reakcija. Nespecifi¢ne upalne reakcije po-
¢inju aktiviranjem Hagemanova ¢imbenika koji
ukljucuju fibrinoliti¢ki i kininski sustav uz oslo-
badanje kinina i plasmina. Oni pak poti¢u kom-
plementni sustav koji uzrokuje lokalnu inflamaciju
vezivnoga periapeksnog tkiva. Aktiviranjem arahi-
donske kiseline uz pomoc fosfolipaze oslobadaju se
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metaboliti te kiseline, i to osobito vazni prosta-
glandini (PGE,) koji dovode do kostane resorpcije
(8). Istodobno se ukljucuju i specifi¢ne imunoloske
reakcije celularnog i humoralnog tipa. Antigena hu-
moralna stimulacija limfocita B dovodi do stvaranja
imunoglobulina koji takoder aktiviraju komplemen-
tni sustav, a ovaj posljedi¢no dovodi do inflamacije
i kostane resorpcije. Celularni oblik imunoloskih
reakcija preko limfocita T dovodi do oslobadanja
limfokina, posebice osteoklast aktivirajuceg faktora
(OAF) koji je uz prostaglandine najodgovorniji ¢im-
benik za pocetak i razvoj koStane resorpcije.

Efektorne stanice koStane resorpcije su osteo-
klasti. Za aktiviranje osteoklasta u smislu kosStane
resorpcije periapeksne regije uz prostaglandine i
osteoklast aktivirajuceg faktora (OAF) odgovorni
su citokini i to interleukin (IL-1) i tumor nekro-
tizirajuci faktor (TNF-a) i limfotoksin.

Cilj ispitivanja

Op¢i cilj ispitivanja bio je kvantitativna ras¢lam-
ba tkiva kroni¢ne periapeksne lezije s imunoloskoga
stajaliSta.

Posebni ciljevi ispitivanja bili su:

1. odrediti sadrZzaj ukupnih protetina,

2. odrediti koli¢inu imunoglobulina razreda G, A

iM,

. odrediti sadrZaj lizozima,

4. utvrditi $to vjerodostojnije podatke o koli¢ini
IgG, IgA i IgM stavljajuci njihove koncen-
tracije u omjer s ukupnim proteinima,

5. pojasniti dio etiopatogenetskih mehanizama
kroni¢ne periapeksne lezije,

6. cilj ovoga rada jest i moguca dopuna dosa-
das$njih postupaka u lijec¢enju pulpno-peri-
apeksnih bolesti.

98]

Materijal i postupak rada

Tkivni uzorci kroni¢ne periapeksne lezije sku-
pljani su na Zavodu za oralnu kirurgiju Stoma-
toloskog fakulteta u 34 pacijenta dobi od 24-45
godina. Tijekom kirur§koga zahvata uzeti su uzorci
granulacijskoga tkiva neposredno u apeks zuba
predvidenog za apikotomiju. Uzorci su pohranjeni

u Ependorf ampule i ¢uvani u zamrzivacu na tem-
peraturi od -18°C do laboratorijskog ispitivanja.
Rasc¢lamba tkiva radena je na Zavodu za klinicko-
-laboratorijsku dijagnostiku KBC Rebro.

Uzorci biopsije homogenizirani su u 0,5% ml
PBS pufera (NaCl 8,09/L); KCl1 0,2 g/L; Na,HPO,
1,15 g/L; KH,PO, 0,2 g/L). Dobiveni homogenati
dobro su promijesani u vorteksu te 10 minuta cen-
trifugirani na 3.500 okretaja u minuti. Zatim su u
supernatantima odredeni ukupni proteini, lizozim,
imunoglobulini G, A i M. Ukupni proteini odredeni
su metodom po Lowryu, lizozim metodom koja se
osniva na lizi stanica hierococcum lysodeikticus
suspendiranih u agaroznom gelu, a imunoglobulini
metodom radijalne imunodifuzije na LC plo¢ama
(Boehring). Vrijednost lizozima i imunoglobulina
u homogenatima tkiva izrazene su po gram proteina.

Rezultati

Rezultati naseg ispitivanja periapeksnoga tkiva
kroni¢ne periapeksne lezije odnose se na sljedece
varijable:

1. na dokazane koncentracije ukupnih proteina,
2. na dokazane koli¢ine lizozima,
3. na dokazane imunoglobulin razrede G, A i M.

Ukupni proteini koje smo odredili u svakom
uzorku tkiva koristili smo za odredivanje koli¢ine
lizozima i imunoglobulina razreda G, A i M iz
njihovih koncentracije:

koncentracija IgG, IgA, [gM/L

= olicina T¢G, TeA i TaM
proteini u g/l olicina IgG, IgA i IgM mg/g

koncentracija lizozima u mg/l

proteini u g/ = koli¢ina lizozima mg/g proteina

Stavljanjem dobivenih koncentracija lizozima i
imunoglobulina G, A i M izrazenih u mg/l svakog
analiziranog uzorka tkiva dobili smo to¢nije podatke
o njihovim vrijednostima. Na takav nac¢in ras¢lambe
IgA, IgG i IgM nismo naisli u pregledanoj i do-
stupnoj literaturi. U 34 bolesnika s kroni¢nom pe-
riapeksnom lezijom srednja vrijednost koli¢ine u-
kupnih proteina iznosile su 1,29 g/l, u rasponu od
0,16-6 g/l srednja vrijednost dokazanog lizozima
iznosi 15,5 mg/g proteina, a u rasponu od 0,5-75,0
mg/g proteina.
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U 34 bioptanta IgG je dokazana u 100% slu-
Cajeva, IgA u 76% slucajeva, a IgM u 44% slucajeva
(Tablica 1).

Tablica 1. Ucestalost nalaza IgG, 1gA i IgM u tkivu kronicne
periapeksne lezije
Table 1.  The frequency of IgG, IgA and IgM in chronic

periapical lesion

Imunoglobulin / | Broj testiranih / | Broj pozitivnih / %
Immunoglobulin No. tested No. positive
IeG 34 34 100
IgA 34 26 76
IgM 34 15 44

Srednja vrijednost koli¢ine IgG iznosi 385,2
mg/g proteina s rasponom od 27,3-826,0 mg/g
proteina, IgA 51 mg/g protetina raspona od 0-336,8
mg/g proteina, a [gM srednja vrijednost iznosi 20,3
mg/g proteina, s rasponom od 0-156,2 mg/g proteina
(Tablica 2).

rasponu vrijednosti od 825-900 mg/g. U 65% su
dakle koli¢ine IgG uu rasponu od 300-900 mg/g
proteina (Histogram 2).

Imunoglobulin A je u uzorcima biopsije kro-
ni¢ne periapeksne lezije zastupljen u 53% slucajeva
u rasponu vrijednosti od 0-30 mg/g proteina, u 9%
su mu vrijednosti od 30-60 mg/gm u 21% 60-90
mg/g proteina, u 6% 90-120 mg/g, u 6% slucajeva
vrijednosti su mu 120-150 mg/g, u 3% 150-180
mg/g, te u 3% slucajeva u rasponu od 330-360 mg/g
proteina (Histogram 3).

Imunoglobulin M je najzastupljeniji u kolici-
nama od 0-15 mg/g proteina u 70% slucajeva, u 9%
slucajeva njegove vrijednosti se krecu od 15-30
mg/g proteina, u 6% od 30-45 mg/g, u 3% od 45-
-60 mg/g, u 3% od 60-74 mg/g, te u 3% od 90-105
mg/g i 135-150 mg/g proteina, te u 3% u rasponu
vrijednosti od 150-165 mg/g proteina (Histogram
4).

Tablica 2. Kolicine imunoglobulina G, A, M u uzorcima kronicne periapeksne lezije izraZene u mg/g proteina

Table 2.  The quantities of immunoglobulins G, A and M in samples of chronic periapical lesion expressed in mg/g of proteins
X Raspon / Range SD SE KV
IgG n=34 385.2 27.3-826.0 257.0 41.1 1.1
IgA n=34 51.0 0-336.8 67.2 11.5 0.7
IgM n=34 20.3 0-156.2 40.2 6.9 1.3
Lizozim u uzorcima tkiva kroni¢ne periapeksne
lezije je u 42% vrijednosti od 0-7,5 mg/g proteina. %
u 23% njegove vrijednosti su od 7,5-150 mg/g
proteina, u 13% su mu vrijednosti u rasonu od 15,0- %0
-22,5 mg/g, u 3% slucajeva vrijednosti su mu od 40
22,5-30,0 mg/g, u 13% raspon vrijednosti je 30-37,5 30
mg/g, u3% 73,5-45,5 mg/g, te u 3% te su vrijednosti 20
od 75,0-82,5 mg/g proteina (Histogram 1). 10
0 ] 1

Raspon koli¢ine IgG jest od 0-900 mg/g pro-
teina. U 26% slucajeva vrijednosti IgG su u rasponu
od 0-75 mg/g, u 9% vrijednosti su u rasponu od
150-225 mg/g, u 3% kolic¢ine se kre¢u od 300-375
mg/g proteina, u 17% su od 375-450 mg/g proteina,
u 12% 450-525 mg/g, u 6% od 525-600 mg/g
proteina, u 9% od 600-675 mg/g, u 6% od 675-750
mg/g, u 6% slucajeva 750-825 mg/g, te u 3% slucja
IgG se nalazi u tkivu kroni¢ne periapeksne lezije u

o 75 225

15.0 30.0 375 45.0 52.5 60.0 67.5 75.0 82.5

mg/g proteina
Histogram 1. Distribucija lizozima u kronicnoj periapeksnoj
leziji
Histogram 1. Distribution of lysozime in chronic periapical
lesion
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Histogram 2. Distribucija I1gG u kronicnoj periapeksnoj leziji
Histogram 2. Distribution of IgG in chronic periapical lesion
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Histogram 3. Distribucija IgA u kronicnoj periapeksnoj leziji
Histogram 3. Distribution of IgA in chronic periapical lesion
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Histogram 4. Distribucija IgM u kronicnoj periapeksnoj leziji
Histogram 4. Distribution of IgM in chronic periapical lesion

Rasprava

Periapeksne bolesti usko su povezane s bole-
stima pulpnoga tkiva. Osim izravnoga djelovanja
mikroorganizama njihovi metabolicki produkti,
toksini, enzimi i produkti dezintegracije pulpnog i

periapeksnoga tkiva mogu djelovati kao antigeni i
izazvati imunoloSke odgovore celularnog ili humo-
ralnog tipa. Oni, dakle, zajedno s nespecificnim
upalnim reakcijama imaju vaznu ulogu u patogenezi
pulpno-periapeksnih bolesti.

Lizozimi, analizirani u nasim ispitivanjima do-
kazani su u svim uzorcima kroni¢nih periapeksnih
lezija. Buduéi da oni stimuliraju u¢inak imuno-
globulina, moZe se pretpostaviti njihova nespeci-
ficna obrambena sposobnost kao neproteina koja se
ispreplice s lokalnim imunoloskim reakcijama u
periapikalnom tkivu (10).

Ocita je Sarolikost u nalazima upalnih kom-
ponenata u kroni¢noj periapeksnoj leziji. Granu-
lacijsko tkivo kroni¢ne periapeksne lezije prozeto je
razli¢itim kroni¢no upalnim stanicama, ali isto tako
i imunokompetentnim stanicama, te imunoglobu-
linima razlic¢itih razreda.

Prvi izravni dokazi o postojanju imunih kom-
ponenata u periapeksnim lezijama jest dokazani
imunoglobulin u tim lezijama (11). Mathews (12) je
analizirao kvantitativne odnose izmedu stanica koje
proizvode IgG, IgA, IgM, IgE metodom imuno-
fluoroscencije. Njegovi su rezultati upozorili na
predominantnost IgG u 81%; IgA u 11%; IgM u
0,2%. Nasi rezultati dobiveni metodom radijalne
imunodifuzije pokazuju slicnu postotnu zastuplje-
nost. Kriostatski presjeci ra$c¢lanjenih biopsija
kroni¢nih periapeksnih lezija pokazali su takoder
pretezitost 1gG pozitivnih stanica (66,65%) u
odnosu prema IgA (24,75%), pozitivnih stanica
(14,59%). NaSom metodom IgA i IgM nisu se
dokazali u nekim uzorcima, a moZe se pretpostaviti
da su koncentracije tih razreda imunoglobulina bile
tako male da se primijenjenom metodom nisu mogli
otkriti. Poput nalaza Pulvera (13) i Kuntza (14) nasi
rezultati pokazuju da IgG po svojim vrijednostima
nadmasuje vrijednosti IgA i IgM. Srednja vrijednost
IgG od 385 mg/g proteina, IgG 51,0 a IgM 20,3
mg/g proteina pokazuje da se u kroni¢nim peria-
peksnim lezijama radi o trajnom imunoloskom od-
govoru, to jest da postojanje imunoglobulina nije
posljedica sustavske produkcije protutijela, nego da
se radi o njihovoj lokalnoj sintezi i o lokalnoj in-
dukciji imunoloskog odgovora.

Dosadasnja ispitivanja imunoloskog statusa kro-
ni¢ne periapeksne lezije odnosila su se na njegove
kvalitativne rasclambe. Nasi su podatci kvanti-
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tativni, a tim viSe vjerodostojniji jer su se dokazane
koncentracije imunoglobulina stavile u odnos s
ukupno odredenim proteinima dokazanim u peria-
peksnoj leziji.

Predominacija IgG sa 100% zastuplejnosti u
uzorcima biopsije, te najvise vrijednosti tih imuno-
globulina u nasim rezultatima ispitivanja pokazuju
da se u kroni¢nim periapeksnim lezijama mogu
odvijati imunoloske reakcije preosjetljivosti tipa II
i I, odnosno citotoksi¢ne i antigen-antitijelo reak-
cije preosjetljivosti. To bi moglo objasnitii oStecenja
periapeksnoga tkiva, kako vezivnoga tako i kos-
tanoga tkiva.

Naime, nakon stvaranja imunih kompleksa anti-
gen-antitijelo aktivira se sustav komplementa, a zna
se da ono oStecuje tkivo i podrZava upalni proces.

IgA ima funkciju blokiranja, odnosno brisanja
antigenog ucinka sprjecavajuci oslobadanje upalnih
¢imbenika. Medutim, znatno niZe koli¢ine IgA u
odnosu prema IgG moglo bi znaciti da je zaStitni
potencijal IgA nadvladan destruktivnhim mehaniz-
mima koji su u vezi s aktiviranjem komplementnog
sustava imunoglobulinom G.

Uklanjanjem antigenog materijala iz sustava
korijenskoga kanala pretpostavlja da je prekinut
lanac njegova prolaska u podrucje periapeksa a
posljedi¢nim tkivnim o§teéenjima. Time se ujedno
stvaraju uvjeti za reparaciju i vezivnoga i kostanoga
tkiva.

Nakon opturacije korijenskih kanala doci ce do
samoizljecenja periapeksnog tkiva, povlacenja i
konac¢no nestanka periapeksne lezije, §to se prati
kontrolama temeljem rendgenograma.

Zakljucci

Sustav korijenskih kanala predstavlja skladiSte
antigenog materijala. To pretpostavlja moguénost
antigenog izazova u smislu stvaranja protutijela u
pulpnoperiapeksnom kompleksu. U periapeksnoj
regiji dokazani su imunoglobulini razreda A, Gi M
u razlic¢itoj postotnoj i razli¢itoj koli¢inskoj za-
stupljenosti. To bi znacilo da se radi o lokalnoj
periapeksnoj sintezi IgG, IgA i IgM. Temeljem
dokazane predominantnosti IgG moze se zakljuciti
o mogucim reakcijama preosjetljivosti tipa Il 1 I[IT u
etiopatogenezi kroni¢nih periapeksnih lezija.

11.
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