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Apstrakt

Uvod/Cilj. Rezultati ranijih imunohistohemijskih studija pokazali
su da su najbrojnije ¢elije u hroni¢nim periapeksnim lezijama lim-
fociti, plazmociti, makrofagi i neutrofilni granulociti, dok ostale
celije, pre svega mastociti, eozinofilni granulociti i dendritske Celije
predstavljaju manje, ali funkcionalno znacajne Celijske populacije.
Cilj ovog rada bio je da se koris¢enjem relevantne imunohistohe-
mijske metode determinise fenotipski profil ¢elija zapaljenskog in-
filtrata dentalnih granuloma, kao i da se odrede razlike u kvantita-
tivnim odnosima i distribuciji ¢elija izmedu simptomatskih i asim-
ptomatskih hroni¢nih periapeksnih lezija. Metode. Materijal za
analizu dobijen je od 42 bolesnika sa klinickom i radiografskom
dijagnozom hronicne petiapeksne lezije. Tkivo je uzeto tokom pe-
riradikulne hirurske intervencije ili ekstrakcije zuba. Metoda pri-
menjena na smrznutim iseCcima bila je alkalna fosfataza-
antialkalna fosfataza (APAAP). Koriséen je panel monoklonskih
antitela: CD3, CD4, CD8, CD19, CD38, CD14, CD1a, CD83,
CD80, CD86, CD45 i CD123. Rezultati. Rezultati analize poka-
zali su da nije postojalo homogeno podrudje zapaljenja, predodre-
deno da bude infiltrisano odredenim tipom zapaljenskih Celija.
Utvrdili smo da su najbrojnije ¢elije zapaljenskog infiltrata bili lim-
fociti i plazmociti, zatim CD4+, CD8* i CD14*, dok je broj
CD80*, CD86* i CD83* i CD1a* ¢elija bio znatno manji. Srednje
vrednostl broja zapaljenskih Celija nisu pokazivale statisticki zna-
cajne razlike izmedu grupe simptomatskih i asimptomatskih peri-
apeksnih lezija, osim CD86" Celija, ¢iji je broj bio statisticki zna-
¢ajno vedi u grupi simptomatskih lezija. Zaklju€ak. Medu Celija-
ma zapaljenskog infiltrata u dentalnim granulomima dominiraju T
i B limfociti. To ukazuje na kompleksnost imunopatogenetskih
zbivanja u inicijalnoj fazi i progresiji dentalnih granuloma u koje
su ukljuceni mehanizmi celularnog i humoralnog imuniteta. U po-
gledu kvantitativne zastupljenosti imunokompetentnih Celija u
simptomatskim i asimptomatskim lezijama nije ustanovljena stati-
sticki znacajna razlika, osim u pogledu zrelih dendritskih Celija
koje su bile zastupljenije kod simptomatskih lezija.

Kljucne reci:
periapeksni granulom; imunohistohemija; evaluaciona
studija.

Abstract

Background/Aim. It has been demonstrated that lymphocytes,
plasma cells, macrophages and neutrophil granulocytes represent
the predominant cells of the inflammatory lesion of the dental
granulomas. Other cells, such as mast cells, eosinophils, dendritic
cells comprise minor, but functionally important cell populations.
Most of the data considering cells that take part in these processes
have been derived from immunohistological studies. This study
was undertaken with the aim to determine the phenotype profile of
inflaimmatory cells of dental granulomas using immunohisto-
chemical method in order to study the differences of their quanti-
tative properties and distribution between symptomatic and
asymptomatic lesions. Methods. The material for the analysis
originated from 42 individuals with clinic and radiographic diagno-
sis of chronic periapical lesions. The tissue was take cither during
the periradicular surgery, or tooth extraction. Cryostat tissue sec-
tions were stained using the alkaline phosphatase-antialkaline
phosphatase assay (APAAP). This method is highly valid and sen-
sitive using a panel of specific monoclonal antibodies: CD3, CD4,
CD8, CD19, CD38, CD14, CD1a, CD83, CD80, CD86, CD45
and CD123. Results. The composition of the cell population re-
vealed that there was no homogenous and site-specific pattern of
the distribution of inflammatory cells.The results of our investiga-
tion revealed that the majortity of inflaimmatory cells comprised
lymphocytes and plasma cells, followed by subpopulations CD4+,
CD8* and CD14* cells. Much lower in number were CD80*,
CD86" and CD83+ and CD1a* cells. Thete wete no statistically
significant differences in mean values of inflammatory cells num-
ber between symtomatic and asymptomatic lesions, with the ex-
ception of CD86* cells, the number of which was statistically
higher in symptomatic lesions. Conclusion. Inflamatory infiltrate
cells in dental granulomas are dominated by T- and B-
lymphocytes. It points out the complexity of immunopathogenic
events in imitiating and progressing of dental granulomas that in-
volve mechanisms of both cellular and humoral immunity. Re-
garding the quantitative presence of immunocompetent cells in
symptomatic and asymptomatic lesions no statistically significant
difference was determined unless in mature dendritic cells present
in symptomatic lesions.

Key words:
periapical granuloma; immunohistochemistry;
evaluation studies.
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Uvod

Hroni¢ni periodontitis karakteriSe prisustvo zapaljenske
lezije koja je nastala najceSce kao posledica infekcije kanala
korena. Tokom razvoja bolesti uspostavlja se dinamicka rav-
noteza izmedu egzogenih Stetnih noksi, najéesée bakterija i
njihovih produkata i odbrambenih mehanizama domaéina '.
Buduéi da odbrameni mehanizmi kojima domacin raspolaze
¢esto ne mogu da eliminiSu $tetnu noksu u potpunosti, vre-
menom ¢e se uspostaviti morfoloska i funkcionalna barijera,
koja ¢e uspesno sprecavati dalju bakterijsku invaziju dubljih
parodontnih tkiva >. Periradikulni granulom &ini jasno inkap-
sulirano granulozno tkivo, infiltrisano zapaljenskim ¢éelijama,
fibroblastima, malim krvnim sudovima, a ¢esto i trakama in-
flamiranog epitelnog tkiva °. Na osnovu patohistologkih kri-
terijuma, dentalni granulomi mogu biti klasifikovani kao ek-
sudativni, granulomatozni, granulomatozno-fibrozni i nekro-
tiéni *. Veéina podataka o Celijama zapaljenskog infiltrata
potie iz prethodnih imunohistohemijskih studija **. Rezul-
tati ovih studija pokazali su da limfociti, plazmociti, makro-
fagi i neutrofilni granulociti predstavljaju predominantne ¢e-
lije u zapaljenskom infiltratu. Ostale ¢elije, narocito masto-
citi, eozinofilni granulociti, dendritske Celije 1 natural killer
(NK) limfociti prisutne su u manjem broju, ali predstavljaju
funkcionalno vazne éelijske populacije * '°. Rezultati pretho-
dnih studija koji se odnose na broj, medusobni odnos i distri-
buciju inflamacijskih ¢elija razlikuju se u velikoj meri, §to se
moze posmatrati u svetlu velikog polimorfizma osnovnih his-
toloskih karakteristika periapeksnih granuloma, koji je posle-
dica razliite duzine razvoja procesa i specificnosti odbrambe-
nog odgovora domacéina. Uloga celija zapaljenskog infiltrata i
nihovih produkata, posebno citokina u imunopatogenezi peria-
peksnih lezija u velikoj meri je jo§ uvek nejasna .

Cilj ovog rada bio je da se pomocu relevantnih imuno-
histohemijskih metoda utvrde razlike u fenotipskom profilu
¢elija zapaljenskog infiltrata, njihove brojéane zastupljenosti
i distribucije izmedu simptomatskih i asimptomatskih hroni-
¢nih inflamacijskih lezija kod dentalnih granuloma.

Metode

Materijal za analizu dobijen je od 42 bolesnika, oba
pola, starosti 18-56 godina, sa klinickom i radiografskom
dijagnozom hronic¢ne periapeksne lezije. Izabrani bolesnici
nisu imali sistemsko oboljenje koje bi moglo imati uticaja na
razvoj periapeksne lezije, niti su u poslednja tri meseca pri-
mali antibiotsku terapiju. Kod 23 bolesnika bolest se razvi-
jala asimptomatski, dok su kod 19 bolesnika bili prisutni od-
redeni klini¢ki simptomi u smislu bola i osetljivosti zuba na
zagrizaj i perkusiju, lokalnog otoka, fistule i supuracije, kao i
umerenog lokalnog limfadenita. U skladu sa prisutnim klini-
¢kim nalazom uzorci su podeljeni na hroni¢ne asimptomat-
ske i1 hroni¢ne simptomatske. Tkivo za analizu dobijeno je
prilikom ekstrakcije zuba (19) ili apikotomije (23 uzorka),
koje su bile indikovane u cilju terapije periapeksne lezije.

Tkivo je odmah postavljeno u transportni medijum koji
se sastojao od RPMI 1640 medijuma (Sigma, Munich,
Germany), antibiotika i antifungicida i smrznuto u te¢nom

azotu na temperaturi -70 °C. Tkivo je fiksirano u hladnom
acetonu na temperaturi -20 °C u trajanju 10 min, osuSeno na
sobnoj temperaturi i seCeno pomocu mikrotoma, pri ¢emu su
dobijeni isecci debljine 5 um. Na fiksirane preparate naneto
je primarno monoklonsko antitelo (mAb) — 20% inaktivisani
kuni¢ev serum u odgovaraju¢em razblazenju u Tris-buffered
saline (TBS) pH =7,6. Nakon toga, preparati su isprani u
(DAKO LTD Glostrup, Denmark) u prisustvu 10% humanog
AB seruma, prethodno inaktivisanog na 56 °C u toku 45 mi-
nuta. Preparati su zatim isprani u TBS i inkubirani 30 minuta
u rastvoru alkalna fosfataza-antialkalna fosfataza (APAAP,
DAKO LTD Glostrup, Denmark), razblazenim 1 : 50 u TBS.
Po isteku inkubacije i ispiranja, preparatima je, u trajanju od
20 minuta, dodat supstrat alkalne fosfataze (Fast Red Subs-
trate System, DAKO A/S Denmark). U zavr$noj fazi tehnike,
preparati su isprani od supstrata u destilovanoj vodi ili TBS i
kontrastirani nekoliko sekundi sa hematoksilinom (Alaun Hg
hematoksilin, Apoteka VMA) koji je razblazen 1 : 3 u desti-
lovanoj vodi. Posle kontrastiranja preparati su isprani u teku-
¢oj vodi i montirani u Kajzer gelu.

Kriostatski preseci periapeksnih lezija obojeni su mo-
noklonskim antitelima (mAb) specificnim za ukupne T lim-
focite (CD3), ukupne B limfocite i plazma c¢elije (kombina-
cija CD19 i CD38) subpopulacije T limfocita (CD4 i CDS8),
monocite/makrofage (CD14) i MHC molekule II klase is-
poljenih na antigen prezentujuéim celijama (APC). Za
identifikaciju subpopulacija dendritskih ¢elija (DC) koris-
¢ena su monoklonska antitela prema CD1la antigenu (mar-
ker Langerhansovog tipa DC) i CD83 (marker zrelih DC).
Antitelima prema CD80 i CD86 identifikovane su APC
koje ispoljavaju kostimulatorne molekule. Koris¢ena mAb
CD45, CD3, CD19, CD14, CD123, CD83 bila su obelezena
fluorescein isothyocianatom (FITC), dok je HLA-DR mAb
konjugovano phycoerythrinom (Serotec, Oxford, UK). An-
titelo CD1a -FITC bilo je poreklom iz Caltag Laboratorije;
CD45, CD3, CD19, CDI14 su ankonjugovana mAbs pore-
klom iz DAKO, Denmark, dok je CD123 ankonjugovano
van i peroksidaza — konjugovana antitela, kao i alkalna fos-
fataza anti alkalna fosfataza (APAAP) bili su dobavljeni iz
firme DAKO, dok je streptavidin —alkalna fosfataza dobav-
ljena iz firme Serotec.

Ovako pripremljeni preparati analizirani su svetlosnim
mikroskopom Laica, Germany. Stereoloska analiza naprav-
ljena je pomo¢u Weiblovog mnogonamenskog testnog siste-
ma. Broj imunopozitivnih Celija izrazavan je u odnosu na
ukupan broj inflamcijskih ¢elija. Brojanje ¢elija izvrSeno je u
10 razli¢itih vidnih polja, pri uveli¢anju 100x, na reprezenta-
tivnom ise¢ku svakog uzorka '

Dobijeni rezultati obradeni su pomocu relevantnih stati-
stickih metoda, koje su ukljucivale izracunavanje srednje
vrednosti, standardne greske i standardne devijacije. Kompa-
racija dobijenih rezultata izvrSena je upotrebom Studentovog
t testa za male uzorke. Razlike predstavljene sa p < 0,05 nisu
smatrane znacajnim. Korelacija izmedu gustine Celija zapa-
ljenskog infiltrata izrazena je pomoc¢u Spearmanovog koefi-
cijenta korelacije (7).

Luki¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2008; 65(6): 435—440.
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Rezultati

Histoloskom analizom ise¢aka obojenih hematoksilin-
eozinom (HE) utvrdili smo da su sve analizirane zapaljenske
lezije bile hroni¢nog, granulomatoznog tipa. Utvrdili smo da
su najbrojnije Celije zapaljenskog infiltrata u svim analizira-
nim uzorcima bile mononulklearne éelije, organizovane u
obliku difuznih infiltrata ili fokalnih agregata. U 11 ispitiva-
nih uzoraka uocili smo trake proliferiSuceg epitela. Rezultati
kvantitativne analize prikazani su na slici 1.
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Sl 1 — Rezultati fenotipske analize inflamacijskih éelija u
periapeksnim lezijama. Stubiéi predstavljaju srednji broj
Celija/mm” preseka tkiva +SD za periapiksne lezije

Uocava se da dominantnu populaciju inflamacijskih ce-
lija ¢ine T limfociti, B limfociti / plazmociti, nakon toga
subpopulacije CD4", CD8" i CD14" éelija, a zatim po broju
slede ¢éelije koje ispoljavaju CD80™ CD86" i CD83". Broj
CD1a" ¢elija bio je najmanji.

Rezultati kvantitativne analize i distribucije celija
zapaljenskog infiltrata u periapeksnoj leziji

Rezultati kvantitativne analize pokazali su da su CD3"
¢elije (T limfociti) Cinile najbrojniju populaciju inflamacij-
skih ¢elija u svim ispitivanim uzorcima, sa prose¢no
189,0+86,6 ¢elija po mm” tkiva. Analizom preparata ustano-
vili smo da su T limfociti u najve¢em broju uzoraka bili di-
fuzno rasporedeni po Citavom preseku tkiva, dok je kod jed-
nog manjeg broja uzoraka uocena fokalna distribucija u obli-
ku limfnih agregata. Broj T limfocita bio je znatno veci u fo-
kalnim nego difuznim infiltratima. Uoc€ili smo da u pojedi-
nim manjim fokalnim infiltratima, koji su bili rasporedeni u
blizini krvnih sudova sa visokim endotelom, CD3" su ¢&inili
preko 90% celijskog infiltrata. Pojedinaéne CD3" éelije bile
su prisutne i unutar proliferiSu¢eg epitela, najéesce izmedu
epitelnih ¢éelija (slika 2).

Rezultati nasih istraZivanja pokazali su da je raspored
CD4" éelija bio sli¢an rasporedu CD3" éelija, ali je njihov broj
bio znatno manji i iznosio je 96,5+61,6 ¢elija/mm?” tkiva. Me-
dutim, za razliku od tipiéne limfocitne morfologije CD3" ¢eli-
ja, izvestan broj CD4" ¢elija imao je karakteristike izduZenih,
vretenastih ili zvezdastih ¢elija koje po svojim morfoloskim

Luki¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2008; 65(6): 435—440.

odlikama podse¢aju na dendritske ¢elije (DC). Ovakve Celije
bile su najcesée lokalizovane u blizini proliferiSuceg epitela,
organizovane u obliku limfnih agregata ili difuzno rasute u
tkivu. Takode, neke CD4" ¢elije bile su krupnije u odnosu na
tipi¢ne limfocite i po izgledu su podsecale ili na limfoblaste,
monocitima sli¢ne ¢elije ili na makrofage (slika 3).

i e o
ke IS SRR 3
SL 2 — Fokalni infiltrati CD3+ éelija u blizini proliferiSuceg

epitela (HE, x 100)

S1. 3 — Celije CD4+ u zapaljenskom infiltratu hroni¢ne
peripeksne lezije (HE, x 100)

Kvantitativnom analizom uoéili smo da je broj CD8"
éelija bio znatno manji u odnosu na CD3" i CD4" i iznosio je
u proseku 62,2428.2 éelija/mm’ tkiva. Za razliku od CD4"
koje su uglavnom bile organizovane u obliku limfnih agre-
gata, CDS8" ¢elije bile su najéesée difuzno rasporedene u ve-
zivnom tkivu zapaljenske lezije. Kod manjeg broja uzoraka
uotili smo da su CD8" limfociti bili rasporedeni u grupama u
perifernim podruc¢jima B limfocitnih/plazmocitnih infiltrata.
Celije CD8" bile su posebno brojne u nekim lezijama sa pro-
liferiSu¢im epitelom, ukljucujuéi i njihovu intraepitelnu lo-
kalizaciju (slika 4).

Za identifikaciju B limfocita i njihovih efektora koris-
¢ena je kombinacija anti-CD19/CD38 antitela. Analizom ise-
¢aka ustanovili smo da su B limfociti i plazmociti bili prisut-
ni u svim ispitivanim lezijama, ali postojale su znacajne va-
rijacije u broju ¢elija izmedu razli¢itih uzoraka. U najve¢em
broju uzoraka, B limfociti bili su organizovani u obliku ¢elij-
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skih agregata, dok je kod manjeg broja uzoraka uocena nji-
hova difuzna distribucija. Neki limfoidni agregati, koji su
imali izgled folikula, bili su preko 90% sastavljeni od plaz-
mocita i plazmoblasta (krupne celije ekscentri¢no postavlje-
nog jedra intenzivne membranske pozitivnosti) (slika 5).
Prose¢an broj CD197/CD38" Celija bio je 156,1£79,0 Celi-
ja/mm’ preseka tkiva.

o oalia TR MR TR s
P .;. I ." .‘,‘ E%g’: \:tr_‘ . ?“
o i 'y .l i L J

-",.";' ' -".‘!::-‘g-:s 2

e ] . ."

gl
: ..tl‘-
&

» '., 4 ¥ W~ “}.
. " e ™, o |
oo g e LT - R 3
L G'x. : §.o' .‘ 'ﬁm ¥
® % ;"-‘ .‘h. o | / ?
R A ¥ . ATy f‘d ” v
4 - reo s ’ .
~o -f{ .:' ‘ : ¢ e ’ 4
& S [Fa o8 peln _..'t (i » I

e S5 ; "1

S1. 4 — Celije CD8+ u zapaljenskom infiltratu hroni¢ne peri-
apeksne lezije (HE, x 100)
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Celije HLA-DR" (APC) &inile su veoma brojnu popula-
ciju infiltriSu¢ih ¢elija, ali i znacajnu komponentnu tkivne
strome u svim ispitivanim uzorcima. Raspored pozitivnih
¢elija bio je difuzni ili u obliku fokalnih agregata. Prosecan
broj APC bio je 153,4+71,6 éelija/mm’ tkiva. U agregatima
HLA-DR" ¢elije imale su izgled limfocita ili makrofaga sa
velikim brojem kracih ili duzih dendritskih nastavaka (mor-
fologija dendritskih ¢elija). Ove druge bile su krupnije i po-
kazivale su jaku pozitivnost. U granulomima sa proliferiSu-
¢éim epitelom bile su zapaZene HLA-DR" éelije unutar epitela
(Langerhasov tip dendritskih celija), ali i u tkivu izmedu
epitelnih traka.

Celije CD14" &inile su znacajnu populaciju infiltriguéih
¢elija u svim ispitivanim lezijama. ProseCan broj iznosio je
71,6+43,9 éelija/mm” preseka tkiva. Uo¢ili smo podjednak

broj fokalnih i difuznih infiltrata. Najveci broj ¢elija imao je
karakteristike krupnih monojedarnih ¢elija izgleda monoci-
ta/makrofaga. Medutim, u difuznim celijskim infiltratima
bile su zapazene i Celije izduzenog fibroblastoidnog izgleda.
Na nekim tkivnim presecima blaga pozitivnost identifikova-
na je i na nekim endotelnim ¢elijama.

Analizom ekspresije CD80 i CD86 markera identifiko-
vane su APC koje ispoljavaju kostimulatorne molekule. Nji-
hova ekspresija znacajno je varirala ne samo izmedu razlici-
tih lezija, ve¢ i na presecima u okviru individualnih lezija.
Broj CD80" éelija iznosio je u proseku 25,5+24,6 éelija/mm’
tkiva, dok je broj CD86" éelija bio nesto veéi i u proseku iz-
nosio 46,335,3 ¢elija/mm” tkiva. Distribucija pozitivnih ée-
lija uglavnom je bila difuzna, ali su se uocavali i manje gru-
pice pozitivnih ¢elija, uglavnom u limfoidnim agregatima.
Jako pozitivne ¢elije su najée$ée posedovale morfoloske ka-
rakteristike dendritskih celija.

Broj CD83" éelija znacajno je varirao od skoro jedva
detektabilne pozitivnosti (1-2 ¢elije/mm?” tkiva), pa do mak-
simalnog broja od 80-90 ¢elija/mm” tkiva. U proseku, broj
CD83" ¢elija iznosio je 25,0426,0 ¢elija/mm” tkiva i bio je
sli¢an broju CD80" éelija. Celije CD83" bile su najzastuplje-
nije u fokalnim limfocitnim infiltratima. Uo¢ili smo da je
broj CD83" éelija bio znaajno veéi kod simptomatskih nego
kod asimptomatskih periapeksnih lezija. Najveci broj Celija
bio je izduzenog ili zvezdastog izgleda, i posedovao je mor-
foloske karakteristike dendritskih ¢éelija. Serijski preseci bo-
jeni sa HLA-DR i CD83 pokazali su visok stepen korelacije
ova dva Celijska tipa, tako da je najveéi broj CD83" éelija bio
prisutan u zonama u kojima su dominirale jako pozitivne
HLA-DR ¢elije. U nekim simptomatskim lezijama u kojima
su identifikovane fokalne nakupine granulocita zapazena je i
slabija pozitivnost granulocita. Medutim, ove celije nisu
obuhvacene analizom. Takode, neke endotelne ¢éelije postka-
pilarnih venula bile su slabo CD83 pozitivne.

Celije CD1a" pokazivale su tipi¢nu intraepitelnu lokali-
zaciju. Na ispitivanim uzorcima njihova gustina varirala je od
jedva detektabilne do nekoliko CDla" éelija na 100 epitelnih
¢elija. Po svojim morfoloskim karakteristikama (izduzene ili
zvezdaste celije) pripadale su tipi¢nim Langerhansovim celi-
jama. Serijski preseci bojeni sa HLA-DR i CD1a su jasno po-
kazivali da su CD1a" ¢elije istovremeno HLA-DR". Samo ret-
ke CDla" pozitivne éelije identifikovane su u tkivu van epitela
(najéesce u blizini epitelnih struktura). Najveci broj periapek-
snih lezija bez epitela nije sadrzavao CDla" ¢elije.

Poredenje rezultata fenotipske analize izmedu simpto-
matskih i asimptomatskih lezija

Rezultati uporedne fenotipske analize inflamacijskih
¢elija u simptomatskim (n = 19) i asimptomatskim lezijama
(n = 23) prikazani su na slici 6. Zapazaju se znacajne varija-
cije u broju svih ispitivanih subpopulacija inflamacijskih ¢e-
lija u obe grupe lezija, ali su srednje vrednosti vrlo sli¢ne ta-
ko da za najveci broj markera razlike nisu statisti¢ki znacaj-
ne. Jedina razlika nadena je u zastupljenosti CD83" éelija
¢ija je brojnost bila veéa u grupi simptomatskih lezija (p <
0,05).
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SL 6 — Uporedna fenotipska analiza inflamacijskih ¢elija iz-

medu simptomatskih i asimptomatskih lezija
* < 0,05 u odnosu na asimptomatske lezije

Diskusija

Prikazana studija usmerena je na razlike u fenotipskom
profilu ¢elija zapaljenskog infiltrata hroni¢nih periapeksnih le-
zija, njihovih kvantitativnih odnosa i distribucije izmedu sim-
ptomatskih i asimptomatskih hroni¢nih periapeksnih lezija.
Primenjena imunohistohemijska metoda, APAAP, predstavlja
osetljivu i pouzdanu metodu i pogodna je za identifikaciju
imunokompetentnih éelija u zapaljenskoj leziji '>". Rezultati
studije pokazali su visok stepen heterogenosti zapaljenskih in-
filtrata, kao 1 stalnu sklonost ka promeni njihovog sastava i
strukture, Sto se dovodi u vezu sa progresijom bolesti. Takode,
utvrdili smo da ne postoje homogena podrucja zapaljenja pre-
dodredena da budu infiltrisana odredenom vrstom celija. Re-
zultati nase studije pokazali su da CD3" predstavljaju najbroj-
niju ¢elijsku populaciju u najve¢em broju ispitivanih uzoraka,
bez statisticke razlike izmedu simptomatskih i asimptomatskih
lezija, §to je u skladu je sa podacima Liapatasa i sar. /, kao i
rezultatima nasih ranijih studija koje su pokazale predomina-
ciju T limfocita u odnosu na B limfocite '* '°. Ovakav nalaz
ukazuje da mehanizmi kojima celularni imunitet raspolaze
imaju kljuénu ulogu u hroni¢nim zapaljenskim reakcijama
koje se odvijaju kod periapeksnih lezija '*'.

Odnos izmedu CD4" i CD8" éelija indikator je imunore-
gulatornog statusa domacina i menja se tokom razvoja hronic-
ne inflamacijske lezije ". Rezultati nase studije pokazali su da
je srednja vrednost CD4" ¢elija iznosila 96,5+61,6 ¢elija/mm’
tkiva, dok je srednja vrednost CD8" éelija iznosila 62,2428,2
éelija/mm’ tkiva. Rezultati ranijih studija pokazali su da u ra-
nim fazama razvoja dentalnih granuloma postoji dominicija
CD4" ¢elija u odnosu na CDS8" Celije, kao i da postoji tenden-
cija da tokom razvoja bolesti dode do inverzije tog odnosa **.
Ovi rezultati ukazuju da je prisustvo CD4" ¢elija povezano sa
progresijom inflamacijske lezije i destrukcijom kosti koja ka-
rakteri3e rane faze bolesti, dok je nalaz CD8" ¢elija povezan sa
stabilizacijom hroni¢ne inflamacijske lezije, $to se dovodi u
vezu sa imunosupresornim efektima koje ove celije ispoljava-
ju. Rodini i Lara ® povezuju odnos izmedu CD4" i CD8" éelija
sa tipom hronic¢ne periapeksne lezije. Oni su u svojoj studiji
pokazali razliku u strukturi ¢elija zapaljenskog infiltrata izme-
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du periradikulnih cista i dentalnih granuloma, i ukazali na zna-
&ajno veéi broj CD4" u cistama nego u dentalnim granulomi-
ma. Akamine i sar. "’ u svojoj studiji pokazali su da u inicijal-
nim fazama razvoja bolesti postoji dominacija T limfocita, dok
kod manifestne periapeksne lezije postoji dominacija B limfo-
cita, ukazuju¢i da reakcije humoralnog imuniteta imaju kljuc-
nu ulogu u kasnijim fazama razvoja bolesti, koje karakterise
tendencija ka stabilizaciji. Rezultati nase studije pokazali su da
nije postojala statistiGka zna¢ajnost u broju CD4" i CD8" ¢elija
izmedu simptomatskih i asimptomatskih lezija.

Rezultati nase studije pokazali su da je broj makrofaga bio
veéi u simptomatskim, nego u asimptomatskim lezijama, ali
bez statisticke znacajnosti. Ovakav nalaz u saglasnosti je sa re-
zultatima nasih ranijih studija, koje su pokazale da se broj ma-
krofaga kretao od 15% do 30% u odnosu na ukupan broj zapa-
ljenskih ¢elija, i da je 40-70% ovih ¢elija bilo aktivisano
(HLA-DR", CD14"), kao i da je broj ovih éelija bio znacajno
vedi u lezijama u kojima su dominirali T limfociti u odnosu na
B limfocite °. Metzger *u svojoj studiji ukazao je da aktivisani
makrofagi predstavljaju izvor citokina odgovornih za resorpciju
kosti. Rezultati ranijih studija pokazali su da se kod eksperi-
mentnih Zivotinja sa odstranjenim timusom, hroni¢ni periodon-
tit razvija nezavisno od T limfocita, sugeriSué¢i kljuénu ulogu
makrofaga u inicijaciji i progresiji ove bolesti. Ma i sar. *' u
svom radu pokazali su da je prisustvo makrofaga izuzetno vaz-
no u zastitnim reakcijama tokom inicijacije, progresije i akutne
egzacerbacije hroni¢ne zapaljenske lezije. Oni predstavljaju ce-
lije prve linije odbrane, ucestvujuci u fagocitozi, sekreciji pro-
staglandina, enzima i citokina. Pojedini citokini, posebno IL-1 i
TNF-a doprinose resorpciji kosti i ispoljavaju inhibitorne efe-
kte u odnosu na reparativne procese u apikalnom parodonciju-
mu °. Makrofagi, takode, ispoljavaju antigen-prezentujuéu ulo-
gu i imaju zna&aja u inicijaciji imunskih reakcija *.

Rezultati nase analize imunokompetentnih Celija poka-
zali su da je broj HLA-DR', CD3", CD14" i CDla bio zna-
¢ajno veci u lezijama u kojima je uoceno prisustvo proliferi-
Suceg, inflamacijskog epitela. Stice se utisak da je distribu-
cija Langerhansovih celija u vezi sa proliferacijom i stepe-
nom diferencijacije epitelnog tkiva, prisutnog u periapeksnoj
leziji, §to je u saglasnosti sa nalazima drugih autora . Cury i
sar. ** u svojoj studiji pokazali su da promene u strukturi
epitelnog tkiva mogu imati uticaja na razvoj zapaljenske le-
zije u apikalnom parodoncijumu.

Zakljucak

Rezultati nasih istrazivanja potvrdili su da medu celija-
ma zapaljenskog infiltrata u dentalnim granulomima domini-
raju T i B limfociti i makrofagi. Ovakav nalaz upuéuje na
kompleksnost imunopatogenetskih zbivanja u inicijaciji i
progresiji dentalnih granuloma u koja su uklju¢eni mehaniz-
mi kako celularnog, tako i humoralnog imuniteta. Uporedna
analiza kvantitativne zastupljenosti imunokompetentih Celija
u simptomatskim i asimtomatskim lezijama pokazala je da
izmedu ove dve grupe ne postoje statisticki znacajne razlike,
osim u pogledu zrelih dendritskih ¢elija, ¢iji je broj bio signi-
fikantno vec¢i kod simtomatskih lezija, ukazujuéi na znacaj
ovih ¢elija u inicijaciji i progresiji periapeksnih lezija.
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