GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Dorota Renkielska

Komorki tuczne w przewleklych zmianach
okolowierzchotkowych szczek

Gdansk 2014



Katedra i Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej

i Stomatologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Promotor
Prof. dr hab. Adam Wiodarkiewicz



Serdecznie dziekuje mojemu Promotorowi, Panu Profesorowi Ada-
mowi Wiodarkiewiczowi, za pomoc, wsparcie i wielkq zyczliwosc¢.

Serdecznie dziekuje Panu Profesorowi Wojciechowi Biernatowi, Kie-
rownikowi Katedry i Zaktadu Patomorfologii GUMed za Zyczliwos¢ i
mozliwos¢ przeprowadzenia badan.

Dziekuje catemu zespotowi Katedry i Zaktadu Patomorfologii GUMed
a w szczegolnosci Doktorowi Piotrowi Czapiewskiemu za pomoc w reali-
zacji badan.

Dzigkuje moim Najblizszym, ukochanej Mamie i ukochanemu Piotrowi
za nieoceniong pomoc, wsparcie i cierpliwosc.

Prace te dedykuje moim Rodzicom.






SPIS TRESCI
WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY .....coovormirnrirrirnnanne. 7
LT O WSTEP ettt 9
1.1 Dane dotyczace budowy i fizjologii przyzebia............c.ccuveeeeee. 9
1.1.1 DzZigSt0o.uieoieciieieeieceeeeee e 9
1.1.2 OzgbNa...cciiciiciiciieiecece e 9
1.1.3 Cement KOrZeniowy ........ccvveeveereereenreenneesneenn 10
1.1.4 Kos¢ wyrostka zebodotowego .........ccvevuvennnnee. 11
1.2 Procesy zapalne przyzebia okotowierzchotkowego. ................ 11
1.2.1 Definicja procesu zapalnego..........c.ccecevuereenene 11
1.2.2 Podziat zapalen okotowierzchotkowych............ 13
1.2.3 Niszczenie kosci w zapaleniach
okotowierzchotkowych.........c.cooeviiiiiiiinnennen. 18
1.2.4 Powstawanie ziarniniakow i torbieli.................. 19
1.3 KOmOTKi tUCZNE ... 21
1.3.1 Mediatory mastoCytOW ........cccceevueereeenieeneeennennn 23
1.3.2 Aktywacja mastoCytOW.........ccvvevvverreereeerevennennn, 24
1.3.3 Obrona organizimul ..........cccceeeeeereeenieeneeneeneenne 25
1.3.4 Komorki tuczne a przewlekle zapalenia
okotowierzchotkowe...........ccooovvieiiniiiincnenne. 26
2 CELE PRACY ..ot 28
3 MATERIAL I METODY ...ooiiiiiieeeieee e 29
3.1 Badania [aboratoryjne.........ccecceervreieerieerieeniesieereereesieeseeenenes 29
3.1.1 Przygotowanie materiatu do badan
laboratoryjnych.......ccccveeiveeieniinieciesieeie e 29
3.1.2 Barwienie histochemiczne metodg Giemsy....... 29
3.1.3 Barwienie immunohistochemiczne przeciwciatem
CD 117 e 30
3.2 Ocena MiKroSKOPOWa .......ccvvervieiieiiieiieieesie e 31
3.3 Analiza StatyStyCzNa ........cccceeviereerieeiieeieesiiesie e 33
4 WYNIKI ..t 34

4.1 Analiza 08O0INA......cccoeviiiiiiiiiiiee e 34



Dorota Renkielska

4.2 Analiza wynikow uzyskanych w torbielach zapalnych

ZebopochodnyCh ......oouiiiiiiiiiiiii 34
4.2.1 Analiza wynikow uzyskanych w hot spotach w
barwieniu GIemSY.........cceceevvereeeenieneerieneenenne. 34
4.2.2 Analiza wynikow uzyskanych w hot spotach w
barwieniu przeciwciatem CD117 ...................... 37
4.2.3 Analiza wynikow uzyskanych w polach widzenia
W barwieniu GIEMSY. .......cccverevrevveerieerieennennennns 41
4.2.4 Analiza wynikow uzyskanych w polach widzenia
w barwieniu przeciwciatem CD 117 ................. 41
4.3 Analiza wynikow uzyskanych w ziarninach zapalnych ........... 42
4.3.1 Analiza wynikow uzyskanych w hot spotach w
barwieniu GIemSY........ccoveeeveeerieeeiieeereeeree e 42
4.3.2 Analiza wynikow uzyskanych w hot spotach w
barwieniu przeciwciatem CD117 ..................... 44
4.3.3 Analiza wynikow uzyskanych w polach widzenia
W barwieniu GIEMSY ........cccveveveriveerieerieereennennns 45
4.3.4 Analiza wynikow uzyskanych w polach widzenia
w barwieniu przeciwciatem CD 117 ................. 46
5 DYSKUSTA ..ottt 53
5.1 Poréwnanie wynikéw badan wtasnych z badaniami innych
AUEOTOW ..ottt ettt ettt ettt ettt et ae st eaesbe e 53

5.2 Rola mastocytéw w przewleklych zapaleniach

okotowierzchotkowych Szczgk ........ooovvvvieciiiiiiiiiieciee, 56
5.2.1 Mastocyty a niszczenie tkanek

okotowierzchotkowych.........cccccoveviiiieiiennnnn. 58

5.2.2 Komorki tuczne a gojenie tkanek
okotowierzchotkowych..........cocooiiiiiiinnne. 59
5.2.3 Mastocyty a inne komorki obecne w przewlektych
zmianach okotowierzchotkowych ..................... 61
0 WINIOSKI....oiiiiiiiieieietee sttt 65
7 PISMIENNICTWO ...coovvvomriimeimeimeeesesesesessesessesssesssesesssessssssnesees 66
8 STRESZCZENIE ....cocoiiiiiiiiiiiiniiieneeeeteee et 79

9 SUMMARY ..o 81



WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

CRP
TNF
IL
LPS
Ig
PMN

MMP
PGD
oPG
NK
PAF
FGF
VEGF

TGF
NGF

LT
TXA
GMCSF

INF
PDGF
SCF
MIP
MCP

RANTES
PGN
HSP
TLR
PAMP

CRAMP
RNA
GASC

HS
G

c-reactive protein / biatko c-reaktywne

tumor necrosis factor / czynnik martwicy guza

interleukina

lipopolisacharyd

immunoglobulina

polymorphonuclear leucocytes / leukocyty o polimorficznym
jadrze

metaloproteinaza

prostaglandyna

osteoprotegeryna

natural killer

platelet activating factor / czynnik aktywujacy plytki krwi
fibroblast growth factor / czynnik aktywujacy wzrost fibroblastow
vascular endothelial growth factor / czynnik wzrostu srodbtonka
naczyn

transforming growth factor / transformujacy czynnik wzrostu
nerv growth factor / czynnik wzrostu nerwow

leukotrien

tromboksan

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor / czynnik sty-
mulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow
interferon

platelet derived growth factor / ptytkopochodny czynnik wzrostu
steam cell factor / czynnik komorek macierzystych

macrophage inflammatory protein / biatko zapalne makrofagow
monocyte chemoatractant protein / biatko chemoatraktantorowe
monocytow)

regulated on activation, normal T-cell expresses and secreted
peptydoglikan

heat-shock protein / bialka szoku termicznego

toll-like receptor

pathogen associated molecular patterns / molekularne wzorce
zwigzane z patogenami

cathelin-related antimicrobial peptide

kwas rybonukleinowy

granule associated steam cell factor | zwiazany z ziarnisto$ciami
czynnik komorek macierzystych

hot spot

barwienie metoda Giemsy
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1. WSTEP

1.1 Dane dotyczace budowy i fizjologii przyzebia

Zab w prawidtowych warunkach osadzony jest w zespole struktur noszacych
nazwe¢ przyzebia. W sktad przyzebia wchodzi dzigsto, ozgbna, ko$¢ wyrostka
zgbodotowego oraz cement korzeniowy [13].

1.1.1 Dzigslo

Dzigsto (gingiva) mozna podzieli¢ na wolne (brzezne) oraz przyczepione
(zebodotowe). Dzigsto wolne nie jest zwigzane ani z ko$cia, ani z zgbem. Sta-
nowi swego rodzaju zabezpieczenie zgba otaczajac go w okolicy jego szyjki. Na
granicy dna rowka dzigstowego przechodzi w dzigsto zgbodotowe. To z kolei
dzigsto rozciagga si¢ wzdluz kosci wyrostka zebodotowego, przechodzgc nastep-
nie w btong §luzowa na wysokosci dna/sklepienia przedsionka jamy ustnej. Ro-
wek dzigstowy to szczelina szerokosci 0,5-1,5 mm migdzy dzigstem wolnym a
szyjka zgba. Wysciela go nabtonek rowkowy, taczacy si¢ w dnie rowka z niero-
gowaciejacym przyczepem nablonkowym, a na brzegu dziasta wolnego — z na-
btonkiem rogowaciejacym. Przyczep nablonkowy — wazna struktura w patologii
i fizjologii dzigsta — to przedtuzenie nabtonka rowkowego (dtugo$¢ 1 mm) w
jego wierzchotkowej czesci i jest to miejsce, w ktorym oszkliwie wyrzynajacego
si¢ zeba taczy si¢ z nabtonkiem dzigsta [54].

1.1.2  Ozebna

Ozgbna (periodontium) zbudowana jest z dwdch rodzajéw tkanki tacznej:
upostaciowanej, tworzacej wiezadla ozgbnej oraz wiotkiej, w ktorej sktad wcho-
dza komorki, naczynia i nerwy. Wiezadla ozebnej budujg dwa rodzaje wtokien —
oksytalanowe oraz kolagenowe. Ich zadaniem jest utrzymanie zgba w zebodole
oraz amortyzacja sit zucia wywieranych na zab oraz przyzebie.

Unaczynienie ozgbnej pochodzi z tetnic dzigstowych, zgbowych oraz tetnic
wyrostka zebodotowego. Poprzez t¢tnice zgbowe ma ona bezposrednig tacznosé
z miazga zeba, dzieki czemu wszelkie patologie moga przenosi¢ si¢ z miazgi
zgba w okolice okotowierzchotkowa. Naczynia te odzywiaja ozgbna, jak row-
niez, wytwarzajac sploty, uczestniczg w amortyzacji sit wywieranych na zab
podczas aktu zucia. Podczas nacisku sploty oprézniaja sie, gdy nacisk ustepuje
wypetniaja si¢ z powrotem krwig, powodujac powrdt zeba do potozenia wyj-
sciowego. Ozebna posiada takze dobrze rozbudowang sie¢ naczyn limfatycz-
nych. Chlonke z ozebnej zbierajg wezty chtonne podzuchwowe i podbrodkowe.

Unerwienie ozebnej stanowia odgaltezienia nerwoéw miazgi, dziaset oraz ko-
$ci zebodotu. Widkna mielinowe posiadaja proprioreceptory, odbierajace czucie
bolu i dotyku. W przypadku nadmiernego nacisku pobudzone proprioreceptory



10 Dorota Renkielska

wysylaja sygnat do migséni zucia, hamujac ich aktywno$¢ oraz uruchamiajg reak-
cje bolowa. Dzigki temu ozebna chroni zab przed wttoczeniem do zgbodotu oraz
nadmiernym obcigzeniem. W sklad nerwdéw ozgbnej wchodza takze wiokna
bezmielinowe — naczynioruchowe — wchodzace w sktad uktadu autonomiczne-
go. Komorki ozgbnej mozna podzieli¢ na 5 grup:

1. Komorki typowe dla tkanki tacznej (fibroblasty i komorki mezenchyma-
tyczne).

2. Komorki obronne osiadte w tkankach (mastocyty i komorki plazmatycz-
ne).

3. Odpowiedzialne za tworzenie i przebudowe cementu korzeniowego (ce-
mentoblasty i cementoklasty).

4. Odpowiedzialne za tworzenie i przebudoweg kosci (osteoblasty i osteo-
klasty).

5. Komorki nabtonkowe Malasseza jako pozostalos¢ po torebce nablonko-
wej Hertwiga, wywodzacej si¢ z narzadu szkliwotworczego. Komorki te
w warunkach fizjologii wykazuja obnizony metabolizm komorkowy, na-
tomiast w warunkach patologii, mogg dzigki swemu rozrostowi uczestni-
czy¢ w tworzeniu ziarniniakow oraz torbieli [13].

Do funkcji ozgbnej zaliczamy: utrzymanie z¢ba w zgbodole oraz jego amor-
tyzacje, wytwarzanie wtokien kolagenowych oraz cementu korzeniowego i jego
odzywianie; zdrowa ozgbna zapewnia tez bariere chronigca organizm przed za-
kazeniem, mogacym si¢ szerzy¢ z patologicznie zmienionej miazgi.

1.1.3 Cement korzeniowy

Cement korzeniowy, kostniwo (cementum, substantia ossea) to zminerali-
zowana tkanka pochodzenia mezenchymalnego pokrywajaca korzen zeba. Sktla-
da si¢ gtownie z substancji nieorganicznej — fosforanu wapnia oraz substancji
organicznych — wilokien kolagenowych, osseokumoidu, proteoglikanow oraz
wody. Rozroznia si¢ dwa rodzaje cementu- komorkowy i bezkomorkowy. Ce-
ment bezkomdrkowy (pierwotny) przylega bezposrednio do zebiny od polacze-
nia szkliwno-cementowego do ok 1/3 przywierzchotkowej korzenia. Cement
komoérkowy spotyka sie na powierzchni cementu bezkomorkowego, chociaz
moze si¢ rowniez odklada¢ bezposrednio na zgbinie. Posiada on cementoblasty,
ktore biorg udzial w tworzeniu i odktadaniu cementu. W przeciwienstwie do
kosci wyrostka zebodotowego, cement w warunkach fizjologicznych nie podlega
resorpcji.

Do funkcji cementu nalezy naprawa ztaman korzenia, tworzenie cementu w
miejscu jego wczesniejszego zresorbowania, umocowanie wtokien ozebnej oraz
zamykanie otworu wierzchotkowego postepujace z wiekiem.
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1.1.4 Kos¢ wyrostka zebodolowego

Kos¢ wyrostka zgbodotowego sktada si¢ z blaszki zbitej oraz kosci gabcza-
stej. Blaszka zbita (lamina dura) zbudowana jest z kos$ci zbitej, zawierajacej
osteony zwane systemami Haversa. W kanatach osteondw znajdujg si¢ naczynia
krwionosne, limfatyczne oraz nerwy, ktore taczg si¢ z okostng. Okostna to struk-
tura, ktora pokrywa zewnetrzng powierzchnig blaszki zbitej, przytwierdzona jest
do kos$ci wyrostka za pomocg wtokien kolagenowych. Migdzy okostng a ko$cig
wyrostka zg¢bodotowego znajduja si¢ osteoblasty, ktore odpowiadajg za odbu-
dowe kosci po jej zniszczeniu. Kos¢ gabczasta natomiast zbudowana jest z bele-
czek, wewnatrz ktorych znajdujg si¢ osteocyty, migdzy ktorymi znajdujg si¢
jamki wypetnione szpikiem kostnym.

Do funkcji zgbodotu zalicza si¢ utrzymywanie rownowagi migdzy resorpcja
a apozycja kosci oraz umocowanie widkien ozgbnej. W warunkach fizjologicz-
nych resorpcja i tworzenie kosci znajduje si¢ w rownowadze — osteoklasty usu-
waja kos¢ po stronie uciskanej, apozycja kosci nastepuje po stronie pocigganej
przez napigte widkna ozgbnej. Dlatego tez zagb przesuwa si¢ wraz z zgbodolem, a
wig¢zadta nie zostajg uszkodzone. W warunkach patologii, co ma miejsce w za-
palnych stanach tkanek okotowierzchotkowych, przewaza dziatalno$¢ osteokla-
stow, ktore pobudzone przez bodzce zapalne powoduja powstanie ubytkow
kostnych. Odtwarzanie kosci przez osteoblasty nastepuje dopiero po usunigciu
bodzca zapalnego.

1.2 Procesy zapalne przyzebia okolowierzcholkowego.

1.2.1 Definicja procesu zapalnego

Procesem zapalnym mozna nazwaé ztozony, dynamiczny i uporzadkowany
cigg nastepstw zachodzacy w tkankach w odpowiedzi na czynnik uszkadzajacy.
Czynniki uszkadzajace mozna podzieli¢ na:

1. Fizyczne (mechaniczne, promieniowanie jonizujace, pole magnetyczne,
fale ultradzwickowe).

2. Chemiczne (terpentyna, kwasy, zasady).

3. Biologiczne (bakterie, wirusy, grzyby, pierwotniaki, egzotoksyny, endo-
toksyny).

Zapalenie ma na celu ograniczenie dzialania, zniszczenie i usunigcie bodzca
przyczynowego oraz naprawe powstalych uszkodzen. Proces ten mozna podzie-
li¢ na przewlekly lub ostry w zaleznosci i sily i czasu dziatania bodzca na tkan-
ke. Umiarkowany odczyn zapalny jest korzystny dla organizmu, poniewaz pro-
wadzi do usuwania produktow martwiczych, wydalania egzotoksyn i endotoksyn
wraz z wysiekiem oraz tworzenia linii oddzielajacej ognisko zapalne dzigki
przewadze procesOw naprawczych nad procesami niszczenia [23].
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1.2.1.1  Reakcja ostrej fazy

Reakcja ostrej fazy zapalenia nazywa si¢ gwaltowne i natychmiastowe
zmiany zachodzace w tkankach uszkodzonych oraz objawy ogolnoustrojowe
procesu zapalnego: podwyzszona temperatura ciata, bol, zaburzenia wodno-
elektrolitowe, wydzielanie biatek ostrej fazy (CRP), neutrofilia. Gtéwnymi me-
diatorami zapalenia sg biatka o niskiej masie czasteczkowej zwane cytokinami.
W obrebie tkanek manifestuje si¢ zmianami w mikrokrazeniu — dochodzi do
poszerzenia $wiatla naczyn krwiono$nych, przez co do obszaru zapalnego na-
ptywa krew. Skurcz naczyn zylnych powoduje zwolnienie przeptywu krwi, co
zwigksza ci$nienie hydrostatyczne i skutkuje w powstawaniu drobnych przy-
sciennych zakrzepdéw oraz agregacji ptytek krwi w uszkodzonym s$rodblonku.
Na skutek zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn, ptyn wysigkowy przenika do
tkanek powodujac obrzek, ktory tworzy tzw. blokade chtonng. Komorki uktadu
odpornosciowego odpowiedzialne sg za fagocytoze drobnoustrojow, komplek-
sOW antygen-przeciwciato oraz trawienie wewnatrzkomorkowe. Dzigki enzy-
mom proteolitycznym powoduja rozpuszczanie martwicy skrzepowej a histoli-
tycznym — oddzielanie obumarlej tkanki. Nastgpstwem nasilenia procesow za-
palnych jest uruchomienie procesow fibrynolizy i krzepnigcia. Fibrynogen prze-
nika do przestrzeni pozanaczyniowej i formuje tzw. blokade wtoknikows. Zada-
niem obu blokad — wldknikowej i chtonnej — jest ograniczenie procesu zapalne-
go. Zakonczenie procesOw naprawczych wigze si¢ z usunieciem tkanek obumar-
tych i rewaskularyzacja tkanek uszkodzonych. Podczas tej fazy zapalenia, naste-
puje jego ograniczenie, usuniecie czynnika uszkadzajacego oraz przywrdcenie
homeostazy organizmu.

1.2.1.2  Zapalenie przewlekte

Zapalenie przewlekte natomiast jest czesto zejsciem fazy ostrej, gdzie proces
nie toczy sie tak gwattownie, jednak tkanki nie ulegaja zagojeniu ze wzgledu na
ciaggle nieusunicte dziatanie bodzca uszkadzajacego o mniejszym natgzeniu niz
w fazie ostrej lub niewystarczajace zdolnos$ci regeneracyjne organizmu. Zdarzaja
si¢ rowniez zapalenia o pierwotnie przewlekltym przebiegu, kiedy bodziec
uszkadzajacy dziata z niewielka sitg przez dtugi okres czasu.

Faza ostra zapalenia charakteryzuje si¢ silnie wyrazonymi objawami pod-
miotowymi, takimi jak zle samopoczucie, uczucie rozbicia. Towarzyszy im na
0go61 stan podgoraczkowy lub goraczka, bol, w badaniu przedmiotowym czesto
stwierdza si¢ obrzek, zaczerwienienie, ucieplenie tkanek oraz zaburzenie ich
funkcji. Natomiast przewlekta faza charakteryzuje si¢ mniej nasilonymi obja-
wami podmiotowymi lub ich zupelnym brakiem, z kolei objawy przedmiotowe
bywaja niecharakterystyczne i na og6t niedokuczliwe dla pacjenta, dlatego tez
zapalenia przewlekte w stomatologii wykrywane sa najczesciej przypadkowo na
zdjeciach radiologicznych (co ma czgsto miejsce w przypadku ziarniniakow i
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torbieli) lub kiedy proces spowoduje znaczng, zauwazalng dla pacjenta destruk-
cj¢ tkanek lub ulegnie zaostrzeniu.

W niniejszej pracy bede zajmowata si¢ przewleklymi zmianami zapalnymi
toczacymi si¢ w przyzebiu okotowierzchotkowym.

1.2.2 Podzial zapalen okolowierzcholkowych

Zapalenia okotowierzchotkowe, jak wszystkie zapalenia, mozna podzieli¢ na
dwie duze grupy: ostre i przewlekte. Istnieje wiele podpodziatow tych zapalen,
ktére przedstawiono w tabeli 1. Ostre zapalenia tkanek okotowierzchotkowych
charakteryzuja si¢ duzym nasileniem objawow podmiotowych i cech wlasciwym
zapaleniom ostrym, opisanym powyzej. Cechy przewlektych zapalen tkanek
okotowierzchotkowych natomiast, wpisujg si¢ w ogolne kanony zapalen prze-
wlektych. W niniejszej pracy bede zajmowata si¢ badaniem dwoch konkretnych
postaci przewlektych zapalen tkanek okotowierzchotkowych — ziarninowego i
torbieli, ktore zostang opisane doktadnie ponize;j.

Tabela 1. Podzialy zapalen tkanek okolowierzcholkowych [12]

Tabele 1. Classification of periapical inflammations [12]

Autor Jednostka chorobowa
Author Disease
Cohen i Burns Ostre okotowierzchotkowe zapalenie przyzgbia

Acute periapical periodontitis
Ostry ropien wierzchotkowy
Acute apical abscesss
Przewlekte wierzchotkowe zapalenie przyzgbia
Chronic apical periodontitis
Ropiejace zapalenie przyzebia
Purulent periodontitis
Ropien nawracajacy
Reccurent abscess
Torbiel wierzchotkowa
Apical cyst
Przywierzchotkowa osteoskleroza
Periapical osteosclerosis

Stock i wsp. Ostre okotowierzchotkowe zapalenie
Acute periapical periodontitis
Ostry ropien wierzchotkowy
Acute apical abscess
Przewlekte zapalenie przyzebia wierzchotkowego
Chronic periodontitis
Zageszczajace zapalenie kosci
Densyfying ostitis

Ingle 1 Beveridge Ostre wierzchotkowe zapalenie przyzebia
Acute apical periodontitis

Ostry ropien wierzchotkowy
Acute apical abscess
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Autor
Author

Jednostka chorobowa
Disease

Ropiejace zapalenie przyzebia wierzchotkowego
Purulent periodontitis

Przewlekte zapalenie przyzebia wierzchotkowego
Chronic periodontitis

Ropien nawracajacy
Recurrent abscess

Torbiel wierzchotkowa
Apical cyst

Przywierzchotkowe zageszczajace zapalenie kosci
Periapical densyfying ostitis

Walton i Torabinejad

Ostre wierzchotkowe zapalenie przyzgbia
Acute apical periodontitis

Ostry ropien wierzchotkowy
Acute apical abscess

Ropiejace zapalenie przyzgbia wierzchotkowego
Purulent apical periodntitis

Przewlekte zapalenie przyz¢bia wierzchotkowego
Chronic apical periodontitis

Torbiel wierzchotkowa
Apical cyst

Zageszczajace zapalenie kosci
Densyfying ostitis

Grossman

Ostre wierzchotkowe zapalenie przyzebia
Acute apical periodontitis

Ostry ropien wierzchotkowy
Acute apical abscess

Ziarniniak
Granuloma

Przewlekty ropien zgbodotowy
Chronic alveolar abscess

Torbiel
Cyst

Zaggeszczajace zapalenie kosci
Densyfying ostitis

Tornstad

Objawowe zapalenie przyzgbia wierzchotkowego
Symptomatic periodontitis

Bezobjawowe zapalenie przyzebia wierzchotkowego
Asymptomatic periodontitis

Wierzchotkowe zapalenie przyzebia z ropniem
Apical periodontitis with abscess

Wierzchotkowe zapalenie przyzegbia z przetoka
Apical periodontitis with fistula

Zageszczajace zapalenie kosci
Densyfying ostitis

Baranska-Gachowska

Ostre poczatkowe zapalenie tkanek okotowierzchotkowych
Acute initial periodontitis
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Autor Jednostka chorobowa
Author Disease

Ostre ropne zapalenie tkanek okotowierzchotkowych
Acute purulent periodontitis
-ropien wierzchotkowy
periapical abscess
-ropien podokostnowy
subperiosteal abscess
-ropien podsluzowkowy
submucosal abscess
Przewlekte wtokniste zapalenie tkanek okotowierzchotkowych
Chronic fibrosus periodontitis
Przewlekle ropne zapalenie tkanek okotowierzchotkowych
Chronic purulent periodontitis
Ziarniniak okotowierzchotkowy
Periapical granuloma
Torbiel okotowierzchotkowa
Periapical cyst
Przewlekle zapalenie tkanek okotowierzchotkowych z osteoskleroza
Chronic periodontitis with osteosclerosis

Tabela 2. Klasyfikacja wg Wilgi

Tabele 2. Wilga’s classification

Zapalenia ostre Zapalenia przewlekle
Acute inflammations Chronic inflammations
Przekrwienie Ziarninujace
Congestion Granulomatous
Zapalenie surowicze Ziarninowe:
Serous inflammations Granular
Zapalenia ropne Ziarniniak zwykty
Purulent inflammations Simple granuloma
- stadium pierwsze Ziarniniak nablonkowy
first stadium Epithelial granuloma
- stadium drugie-ropien podokostnowy Ziarniniak torbielowaty-torbiel
lub podsluzéwkowy Cystic granuloma - cyst
second stadium — subperiosteal or Zapalenie ropne
submucosal abscess Purulent inflamation
Zapalenie wtokniste
Fibrous inflammation

Klasyfikacja kliniczna Gachowskiej wydaje si¢ by¢ przejrzysta, biorac pod
uwage zmiany, ktére zamierzam bada¢ w niniejszej pracy — ziarninowe zapale-
nia okotowierzchotkowe oraz torbiele (tabela 3). W nieuzywanej juz klasyfikacji
Wilgi (tabela 2) wyrdznia si¢ 2 rodzaje zapalen wytworczych — ziarninujace i
ziarninowe. Klinicznie przyjeto, ze nieostro odgraniczone przejasnienie w okoli-
cy okolowierzchotkowej zeba, u pacjentdw, gdzie wywiad i1 badania dodatkowe
sugeruja zmian¢ zapalng, nazywa si¢ ziarning okotowierzchotkowsg — jest to
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wciaz czesto 1 szeroko stosowane pojecie przez klinicystow. Natomiast zmiany o
charakterze przejasnien okotowierzchotkowych o okragltym lub owalnym zarysie
— do ok 1 cm $rednicy bez widocznej otoczki osteosklerotycznej, nazywa sig¢
ziarniniakiem. Zdarza si¢ jednak w praktyce, ze po usunigciu zgba, przy ktorym
na rentgenogramie rozpoznaliby$Smy ziarning, w trakcie tyzeczkowania stwier-
dzamy kliniczng posta¢ ziarniniaka i odwrotnie — tam, gdzie zdjecie sugerowa-
loby ziarniniaka, w trakcie tyzeczkowania stwierdza si¢ nieupostaciowang ziar-
ning. Stad tez okreslenie zapalenie ziarninowe (ziarniniak) wydaje si¢ by¢ traf-
nym. Widoczne na rentgenogramie dobrze odgraniczone zmiany okragtego lub
owalnego ksztattu o Srednicy powyzej 1 cm z otoczka osteosklerotyczng rozpo-
znajemy klinicznie jako torbiele. Trzeba pamigtac, ze zawsze rozpoznanie histo-
patologiczne jest rozpoznaniem ostatecznym, jednak ze wzgledu na czegstos¢
wystepowania zmian okolowierzchotkowych nieotorbionych i ich niewielka
inwazyjnos¢ oraz najczesciej brak watpliwosci klinicznych, duza cze$¢ tych
zmian nie jest poddawana weryfikacji histopatologicznej. Neville podaje, ze
ziarniniaki stanowig ok. 75% przewlektych zmian zapalnych okotowierzchot-
kowych [94]. Rozpoznane radiologicznie zapalenia ziarninujgce majg czgsto
posta¢ ziarniniakow w obrazie mikroskopowym. Zaréwno dla zapalenia ziarni-
nowego jak i1 ziarninujacego najwazniejszym procesem jest rozrost ziarniny roz-
nigcej si¢ od siebie stopniem dojrzatosci [12], dlatego tez w niniejszej pracy
okreslenia: zapalenie ziarninowe, ziarniniak lub ziarnina beda stosowane wy-
miennie, okreslajac patologiczng zmiang zapalna, ktorej istotg jest rozrost ziar-
niny. Rycina 1 przedstawia obraz radiologiczny przewleklego ziarninowego
zapalenia tkanek okotowierzchotkowych.

Rycina 1. Obraz RTG przewleklego ziarninowego zapalenia okolowierzchotkowego. Wokot
wierzcholka widoczne nieostro odgraniczone przejasnienie [12]

Figure 1. Radiographic picture of periapical periodontitis. Visible diffused periapical opacity
1z



Wstep 17

Zapalenie przewlekte tkanek okotowierzchotkowych ma miejsce jako zejscie
procesu ostrego lub jako proces pierwotnie przewlekty, kiedy dtugotrwale tocza-
ca si¢ patologia miazgi przenosi si¢ na tkanki okotowierzchotkowe zgba. Naj-
czgsciej przebiega bezobjawowo a wykrywany jest przypadkowo na zdjeciach
rentgenowskich. Wszystkie zapalenia tkanek okotowierzchotkowych, z wyjat-
kiem wloknistego, odbywaja si¢ z resorpcja kosci, dajac obraz przejasnienia
okolicy wierzchotkowej w obrazie rentgenowskim. Nalezy zaznaczy¢, ze prze-
wlekte zapalenia okolowierzchotkowe tkanek przyzebia widoczne sa w obrazie
rentgenowskim po okoto 2 tygodniach. Dopiero po tym czasie resorpcja kosci
jest na tyle duza, ze daje obraz przejasnienia, ktére lekarz moze rozpoznac na
radiogramie.

Rycina 2. Obraz przewleklego ziarninowego zapalenia tkanek okolowierzcholkowych —
ziarniniak. Widoczne przejasnienie, do$¢ regularnego ksztaltu, dobrze odgraniczone od
otaczajacych tkanek [12]

Figure 2. Radiographic picture of chronic periapical granulomas. Visible regular-shaped,
concentrared opacity [12]

Rycina 3. Zdjecie radiologiczne torbieli korzeniowej, najprawdopodobniej od
zgorzelinowego zeba 46. Duze przejasnienie, dobrze odgraniczone od otaczajacych tkanek
[125]

Figure 3. Radiographic picture of periapical cyst, probably caused by gangrenous tooth 46.
Large opacity, which is well demarcated from surrounding tissues [98]



18 Dorota Renkielska

Tabela 3. Klasyfikacja zapalen okolowierzchotkowych wg Gachowskiej [12]

Tabele 3. Classification of periapical inflammations according to Gachowska [12]

Zapalenie ostre Zapalenie przewlekle Zapalenie przewlekle
Acute inflammation Chronic inflammation zaostrzone
Exacerbated chronic
inflammation
Ostre poczatkowe Wiodkniste
Acute innitial Fibrous
Ostre ropne Ziarninowe-ziarniniak
Acute purulent Granular - granuloma
Ropien okotowierz- Torbiel
chotkowy Cyst
Periapical abscess Zapalenie tkanek okotowierz-
Ropien podokostnowy | chotkowych z osteoskleroza
Subperiosteal abscess Periodontitis with
Ropien podsluzowkow osteosclerosis
Submucosal abscess

1.2.3  Niszczenie ko$ci w zapaleniach okolowierzchotkowych

Procesy zapalne toczace si¢ w tkankach okotowierzchotkowych charaktery-
zuja si¢ ubytkiem tych tkanek. W procesie chorobowym dochodzi do niszczenia
zardwno struktur ozebnej, cementu korzeniowego, jak i kosci wyrostka zebodo-
lowego. Nalezy podkresli¢, ze najszybszy ubytek tkanek ma miejsce podczas
fazy ostrej zapalenia, w fazie przewlektej natomiast postepuje powickszajac
swoje rozmiary, lecz wolniej.

Niszczenie tkanki kostnej odbywa sie zarowno poprzez dziatanie bakterii i
ich produktow, jak rowniez, w wigkszym stopniu, poprzez uruchomienie me-
chanizmoéw obronnych gospodarza. Do produktow bakteryjnych mozna zaliczy¢
migdzy innymi lipopolisacharydy (LPS), bedace integralng cze$cia $cian komor-
kowych bakterii Gram-ujemnych. LPS aktywuja makrofagi do produkcji istot-
nych mediatorow prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotworow alfa
(TNF alfa) i interleukiny prozapalne [6]. Cytujac Thomasa [135], mozemy na-
stepujaco okresli¢ role LPS w destrukcji tkanek ,, (...) poprzez LPS jesteSmy w
stanie zapoczatkowac kazdy mechanizm obronny, jaki wchodzi w gre w danej
sytuacji; zbombardujemy, ztuszczymy, zablokujemy, rozszczelnimy i zniszczy-
my wszystkie otaczajgce tkanki.” Obrong gospodarza stymuluja rowniez enzymy
bakteryjne, takie jak kolagenaza, hialuronidaza, proteaza i wiele innych. Niekto-
re bakterie z rodzaju Porphynomonas 1 Prevotella moga niszczy¢ przeciwciala
IgG i IgM [59] oraz skladowe dopetniacza C3 [126] a molekuly te sg niezbedne
zardwno do obrony humoralnej gospodarza jak i fagocytozy.

W destrukeji tkanek okolowierzchotkowych bedacej konsekwencja urucho-
mienia procesow obronnych gospodarza, biora udziat osteoklasty, metaloprotei-
nazy, leukocyty o polimorficznym jadrze (PMN), substancje uwalniane z makro-
fagow 1 komorek tucznych oraz szlak RANKL/RANK/OPG. Osteoklasty dostaja



Wstep 19

si¢ drogag krwionosng jako pro-osteoklasty do tkanek okotowierzchotkowych
i osiadaja na tkance kostnej. Zaktywowane osteoblastami zaczynajg proliferowac
i tworzy¢ wielojadrowe osteoklasty, ktore rozprzestrzeniaja si¢ na dotknigtej
zapaleniem kosci. Miedzy powierzchnig kosci a osteoklastami wytwarza si¢
przestrzen, zwana podosteoklastycznym kompartmentem, gdzie zachodzi re-
sorpcja kosci na zasadach:

a) demineralizacji substancji mineralnych na skutek obnizenia pH $rodowiska
b) enzymatycznego rozpuszczenia substancji organicznych [92].

Metaloproteinazy (MMP) to grupa cynkozaleznych proteaz, ktore odpowie-
dzialne sg za degradacje komponentow substancji zewnatrzkomoérkowe;j, takich
jak kolagen, fibronektyna, laminina, biatka o rdzeniu proteoglikanowym [16].
Ich obecno$¢ w zmianach okotowierzchotkowych zostala dowiedziona przez
Teronena i Shina [117, 132]. PMN w zapaleniach okotowierzchotkowych powo-
duja destrukcje tkanek gospodarza, cho¢ z zasady naleza do grupy komorek
obronnych [36]. Przewazaja w ostrej fazie zapalenia, kiedy procesy niszczenia
tkanek przebiegaja z najwickszg intensywnoscig. Wydzielaja prostaglandyng D2
(PGD2) aktywujaca osteoklasty. PGD2 podobnie jak PMN obecna jest w duzych
ilosciach w ostrej fazie zapalenia tkanek okolowierzchotkowych [85]. Odkryty
szlak RANKL/RANK/OPG wystepuje w warunkach fizjologii i patologii. Jego
regulacja zalezy m.in. od rodziny czynnikoéw TNF. Ma on znaczaca role w de-
strukcji kosci. Osteoprotegeryna (OPG) chroni szkielet przed nadmierna resorp-
cja kosci poprzez taczenie si¢ z RANKL (ktory okazat si¢ by¢ identyczny z ro-
dzing ligandow TNF [4]) hamujac laczenie si¢ jego z jego receptorem- RANK.
W ten sposdb zahamowana zostaje nadmierna destrukcja ko$ci przez osteokla-
sty. Dlatego tez rownowaga w uktadzie RANKL/OPG jest wazng sktadowg inte-
gralno$ci szkieletu i utraty kosci. Fizjologicznie, kiedy zachowana jest rowno-
waga miedzy RANKL a OPG, kos¢ pozostaje w przebudowie, bez nadmierne;j
jej utraty. Przy przewadze RANKL nad OPG, nastgpuje zachwianie tej rowno-
wagi 1 niszczenie kosci [20].

Rola komérek tucznych w destrukceji tkanek przyzebia okotowierzchotkowe-
go zostanie omowiona w osobnym podrozdziale.

1.2.4 Powstawanie ziarniniakow i torbieli

Z histologicznego punktu widzenia do powstania zapalenia przewleklego
ziarninowego oraz torbieli potrzebne sa dwie sktadowe: drobnoustroje pocho-
dzace z zapalnie zmienionej miazgi [19] oraz tzw. wyspy Malasseza, czyli ko-
morki nabtonkowe bedace pozostatosScig narzadu szkliwotworczego. Trwajacy
proces zapalny oraz zmniejszona zdolnos¢ procesow obronnych gospodarza by
go przezwycigzy¢, powoduje tworzenie zamkniegtej bariery sktadajacej si¢ z
ziarniny i obwodowo utozonej tkanki widknistej, co odzwierciedla rownowage
migdzy dziataniem mikroorganizméw a mechanizmami obronnymi gospodarza.
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Wdrozenie odpowiedzi obronnej, pierwotnie powoduje zniszczenie tkanek, lecz
finalnie wydaje si¢ stymulowac je do naprawy [34]. Jak wspomniano powyzej,
drobnoustroje pobudzaja mechanizmy obronne gospodarza, dzigki czemu naste-
puje szereg reakcji doprowadzajacych do powstania zmiany okotowierzchotko-
wej. Patogeny, przedostajac si¢ z kanatu korzeniowego do ozgbnej, powoduja
naptyw komorek obronnych i powstanie nacieku zapalnego. W jego sktad wcho-
dza: leukocyty PMN [36] makrofagi, limfocyty [77], plazmocyty, immunoglobu-
liny oraz komorki tuczne [34, 99, 103]. Limfocyty naleza do: limfocytow T, B
oraz natural killer (NK). W zmianach okolowierzchotkowych stwierdza si¢
rowniez obecno$¢ komoérek dendrytycznych [101].

W pierwszym etapie czynnik zakazny powoduje rozrost komorek Malasseza.
Substancje wydzielane przez bakterie, pochodzace z zainfekowanego kanatu
korzeniowego pobudzajg wytwarzanie i gromadzenie tkanki ziarninowej a me-
chanizmy wspomniane wczesniej niszcza struktury przyzgbia, czynige ,, miej-
sce” dla powstajacej zmiany. W wyniku tych procesOw powstaje ziarniniak.
Sktada si¢ on tkanki ziarninowej oraz komorek nacieku (wymienionych powy-
zej), fibroblastow 1 widknistej kapsuty. Ponad 45% przewleklych zmian okoto-
wierzchotkowych jest wynabtonkowanych [109]. Gdy komorki nabtonka zaczy-
najg si¢ namnazac, tworzg nieregularng mase, w ktorej zostaje zamykana tkanka
laczna oraz naczynia krwionosne [92]. W niektérych zmianach nablonek moze
wpukla¢ si¢ w $wiatto kanatu korzeniowego, tworzac ,,czop” zamykajacy otwor
wierzchotkowy korzenia zgba [91]. Powstanie torbieli zapalnej jest bezposred-
nim nastgpstwem ziarniniaka, lecz nie kazdy rozwija si¢ w torbiel. Wg Simona
torbiele stanowia okoto 20% przewlektych zmian okotowierzchotkowych [118].

Tworzenie torbieli korzeniowej zapalnej zdaje si¢ odbywac¢ w trzech etapach
[112]. W fazie pierwszej, resztki komorek nabtonkowych Malasseza namnazajg
sie, prawdopodobnie na skutek dzialania czynnikow wzrostu [45, 69, 133] wy-
dzielanych z komoérek obecnych w zmianie. W drugim etapie powstaje jama
torbieli. Istniejg dwie teorie na ten temat: pierwsza z nich, ,,Teoria niedoborow
odzywczych” zaktada, ze komorki nablonkowe, ktore znajduja sie najbardziej
dosrodkowo zostajg pozbawione zrodla odzywiania i umierajg. Produkty degra-
dacji przyciagaja granulocyty oboj¢tnochtonne do miejsca martwicy. Tak po-
wstate jamki, zawierajace rozpadajace si¢ komorki nabtonka, leukocyty i resztki
produktéw degeneracji tkankowej, sa przyczynkiem do powstania jamy torbieli
wyscietanej warstwowo nablonkiem ptaskim.

,leoria ropnia” zaktada, ze namnazajacy si¢ nabtonek otacza ropien, po-
wstaty na skutek martwicy i rozktadu tkanek. Moze si¢ tak dzia¢ ze wzgledu na
wiasciwosci komorek nabtonkowych polegajace na mozliwosci pokrywania
obnazonej tkanki tacznej [92].

W trzeciej fazie tworzenia torbieli, ro$nie ona, cho¢ mechanizm ten nie zo-
stal ostatecznie wyjasniony. Wczesniejsze teorie mowig o wpltywie cisnienia
osmotycznego na wzrost torbieli [52, 137]. Obecnie rozwazane sg czasteczkowe
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mechanizmy wzrostu, ze wzglgdu na dynamike tkankowa oraz komponente ko-
morkows torbieli korzeniowych. Granulocyty oboj¢tnochlonne ulegajace mar-
twicy w $wietle torbieli zapewniajg ciggte zrodlo prostaglandyn [42], ktore moga
przenika¢ przez porowatg Sciane torbieli [112] do otaczajacych tkanek, stymulu-
jac ich niszczenie. Komorki znajdujace si¢ w obszarze poza nablonkowym to
limfocyty T [138] oraz makrofagi, produkujace cytokiny. Prostaglandyny i cyto-
kiny majg zdolnos¢ aktywacji osteoklastow, ktore moga resorbowac kos¢.

Zawarto$¢ torbieli stanowi ptyn, ktory sktada si¢ z komorek nabtonka, leu-
kocytéw, erytrocytow, albumin, globulin oraz krysztatkow cholesterolu. Torebka
zbudowana jest z 3 warstw. Najbardziej wewngtrzna jest wyscielona nablon-
kiem, $rodkowa zbudowana jest z btony podstawnej a najbardziej zewngtrzna
sktada si¢ z tkanki tagcznej. Rozrost torbieli odbywa si¢ zgodnie z kilkoma zasa-
dami. Po pierwsze, nastgpuje zanik otaczajacej kosci przez ucisk. Komorki na-
btonka namnazajg si¢, nastgpuje przesaczanie z otaczajacych torbiel naczyn
wlosowatych. Pewng rol¢ odgrywa osmoza oraz mechanizmy komoérkowe opi-
sane przy destrukcji tkanek przyzebia.

Wedtug Martona i Kissa [78], kluczowa cechg roznych form przewlektego
zapalenia okotowierzchotkowego, jest obecnos¢ tkanki ziarninowej wytwarzanej
przez jednojadrowe i PMN leukocyty oraz elementy wtoknisto-naczyniowe, bez
zauwazalnego podziatu elementow komodrkowych. Okoto 50% tych zmian jest
wyscietanych nabtonkiem plaskim. Rycina 4 przedstawia ogdlng budowe prze-
wlektej zmiany okotowierzchotkowej wg Martona i Kissa [78].

' ' ” Strefa widknista
N

Boner & il Fibrous zone
ff ot

Strefa ziarninowa
Granulomatous zone

Strefa wydzielania
Exudative zone

trefa martwicy

S
’ . Necrotic zone

Zainfekowany kanat korzeniowy
Infected root canal

Rycina 4. Schemat przewleklego zapalenia okolowierzcholkowego ziarninowego wg
Martona [78]

Figure 4. Scheme of chronic periapical granuloma according to Marton [78]
1.3 Komoérki tuczne

Komorki tuczne, inaczej zwane mastocytami lub labrocytami, to komorki
wywodzace si¢ z wielopotencjalnych komoérek hematopoetycznych szpiku kost-
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nego [60, 61], lokalizowane czesto w tkance tacznej [111]. Zostaty odkryte
przez Paula Ehrlicha w 1877 roku [38]. Sa to duze komorki owalnego ksztattu z
okragltym, srodkowo utozonym jadrem. Mastocyty umiejscowione sg najczesciej
w miejscach stanowigcych wrota zakazenia, a wigc w skorze, pod nablonkiem
uktadu oddechowego, przewodu pokarmowego i drég moczowych, a takze przy
naczyniach krwiono$nych i limfatycznych. Moze to wskazywac na fakt, ze ma-
stocyty sg jednymi z pierwszych komorek rozpoznajacych wnikajacy do organi-
zmu patogen [22], a wigc odgrywaja znaczaca role w mechanizmach obronnych.
Sa komorkami dtugowiecznymi — w dojrzatych tkankach przezywaja nawet lata.
Posiadaja do tysigca ziarnistosci zasadochtonnych, w ktorych zgromadzone sg
substancje uwalniane podczas reakcji zapalnej. Ze wzgledu na obecno$¢ enzy-
mow proteolitycznych, mozna je podzieli¢ na 2 subpopulacje: 1. zawierajace
tryptazg i chymaze oraz 2. zawierajace tylko tryptaze [51]. Uwalnianie mediato-
row odbywa si¢ w trzech etapach:

1. W czasie do 5 minut po aktywacji, nastepuje sekrecja mediatoréw per-
formowanych zawartych w ziarenkach cytoplazmy — proteoglikanow,
enzymow, amin biogennych oraz cytokin.

2. 30 minut po aktywacji uwalniane sg wtdérne mediatory powstajace z
przemian lipidow btonowych — prostaglandyny, leukotrieny (LT), trom-
boksany (TX) i czynnik aktywujacy ptytki (PAF).

3. 6 godzin po aktywacji, wydzielane sa syntetyzowane de novo cytokiny,
wsrdd nich chemokiny, (tabela 4).



Wstep 23

Tabela 4. Mediatory uwalniane z komorki tucznej [22]

Tabele 4. Mediators released from a mast cell [22]

Mediatory
Mediators

Performowane Pochodne lipidow Cytokiny syntetyzowa-

(5 min po aktywacji) btonowych ne de novo (6 godz po

Performed (30 min po aktywacji) aktywacji)

(5 min after activation) Derived from mem- De novo synthetised
braneg lipids (30 min cytokins (6 hours after
after activation) activation)

Histamina, hepa- PGD2, PGE2, LTB4, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-

ryna/siarczan chondroityny, | LTD4, TXA2, PAF 2,1L-3,1L-4, -5, -6, -9,

obojetne proteinazy PGD2, PGE2, LTB4, -10, -12, -13, -16, -18,

(tryptaza, chymaza, kar- LTD4, TXA2, PAF TNF, GM-CSF, INF

boksypeptydaza), kwasne gamma, PDGF, SCF,

g hydrolazy, metaloprotein- PGD2, PGE2, LTB4, MIP-1 alfa, MIP-1

S o azy (MMP-9, MMP-2, LTD4, TXA2, PAF beta, MIP-2 alfa, MIP-

ﬁ § MMP-3), elastaza, PGD2, PGE2, LTB4, 2 beta, MIP-3 alfa,

g = katepsyna G, kininogenaza, | LTD4, TXA2, PAF MCP-1, MCP-3, MCP-

S S | cytokiny (TNF, bFGF, 4, RANTES, lim-

§ VEGF, TGF-beta, NGL, fotaktyna, eotaksyna

M 1L-3, -4, -5, -6, -6, -8) IL-1 alfa, IL-1 beta,
Histamine, hepa- IL-2, IL-3, IL-4, -5,
rin/chondroitine sulfate, -6, -9, -10, -12, -13,
neutral proteinases -16, -18, TNF, GM-
(tryptase, chymase, car- CSF, INF gamma,
bocsypeptidase), acidic PDGF, SCF, MIP-1
hydrolases, metalopro- alfa, MIP-1 beta,
teinases (MMP-9, MIP-2 alfa, MIP-2
MMP-2, MMP-3), elas- beta, MIP-3 alfa,
tase, katepsin-G, ki- MCP-1, MCP-3,
ninogenase, cytokins MCP-4, RANTES,
(TNF, bFGF, VEGF, limfotactine, eotac-
TGF-beta, NGL, IL-3, - sine
4, -5, -6, -6, -8)

1.3.1 Mediatory mastocytow

1.3.1.1 Mediatory performowane

Wielu autoréw wykazato degranulacje komorek tucznych pod wplywem
wprowadzonych zywych i zabitych bakterii [26, 55, 73, 90, 98], jak rowniez w
odpowiedzi na stymulacj¢ antygenami bakteryjnymi rzesek lub §cian komorko-
wych [74]. Degranulacja mastocytow i wydzielanie mediatoréw performowa-
nych odbywa si¢ rowniez poprzez dziatanie biatek i toksyn wytwarzanych przez
bakterie [2, 142].
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Wazng informacja jest fakt, ze degranulacja mastocyta prowadzi do wydzie-
lania wszystkich mediatorow performowanych, a wigc uwolnienie jednej sub-
stancji z tej grupy, swiadczy takze o sekrecji pozostatych [22].

1.3.1.2  Mediatory wtorne

W pi$miennictwie jest niewiele informacji dotyczacych stymulacji mastocy-
tow do wytwarzania mediatorow wtornych poprzez bakterie i ich produkty. Wy-
kazano, ze komorki tuczne wydzielaja leukotrieny cysteinowe w odpowiedzi na
peptydoglikany (PGN) S. aureus [83] oraz duze ilosci LTB 4 i LTC 4 w odpo-
wiedzi na bakterie £. Coli [72]. Pod wptywem biatka L P. magnus, Patella i wsp.
stwierdzili jednoczesng sekrecj¢ histaminy, leukotrienéw i/lub PGD2 [104].

1.3.1.3  Mediatory syntetyzowane de novo

Wg wielu autoréw substancje wydzielane przez bakterie pobudzajg komorki
tuczne do syntezy mediatorow de novo. Tworzone de novo sa: TNF [35, 72, 90],
IL-4, IL-6 [50], IL-1 alfa, IL-1 beta [70]. LPS powoduje produkcje TNF, IL-1
beta,-6, -13, -5, -10 [79, 88, 128], PGN z kolei- — TNF, IL-4, -5, -6, -13 [127].

Rola mediatoréw zostanie omowiona szczegdtowo w podrozdziale ,,Obrona
organizmu”.

1.3.2 Aktywacja mastocytéw

Aktywacja komorek tucznych poprzez stymulacje bakteryjng moze si¢ od-
bywac na drodze czterech mechanizmow:

1. Uktadu dopetniacza metoda alternatywna i klasyczng, gdzie powstaja
czasteczki C3a i C5a [39, 56]. Pelnig one réwniez rol¢ chemoatraktan-
tow, wptywajac na rekrutacje komorek tucznych do miejsca infekcji bak-
teryjnej [95].

2. Interakcji biatek szoku termicznego (HSP) z czasteczkami TLR [53, 63]
obecnymi na btonie komoérek tucznych [82, 83]. Wystepujace na btonie
mastocytow ludzkich TLR zaliczamy do TLR2, TLR4, TLR6, TLRS [39,
128] . Rozpoznanie bakterii przez TLR nastgpuje dzigki strukturom
PAMP zwigzanymi z patogenem.

3. Czasteczki CD48 obecnej na blonie komérkowej mastocyta [3, 72, 116] i
jej bakteryjnego ligandu — lektyny wigzacej mannozg zwigzanej z fim-
briami typu [ — FimH. Wg Malaviya i wsp. wydzielanie TNF pod wpty-
wem E. coli jest wynikiem interakcji FimH i CD48. [72, 73].

4. IgG, ktora optaszcza bakterie oraz receptorow Fc tego przeciwciala,
znajdujacych si¢ w duzych ilosciach na btonie komoérkowej komorek
tucznych [14, 100].

Rowniez peptydy przeciwbakteryjne wydzielane przez komorki obronne w
odpowiedzi na infekcje bakteryjna, moga aktywowa¢ mastocyty [67, 145]. I tak
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beta-defensyna 2 1 katelicydyna LL-37 zaré6wno aktywuja, jak pobudzaja sekre-
cj¢ histaminy, beta-defensyna 2 réwniez do syntezy PGD2 [97]. Substancje te sg
rowniez silnymi chemoatraktantami mastocytow [96]. Mozna przypuszczac, ze
przy udziale IgG optaszczajacych bakterie oraz receptorow fragmentu Fc tej
immunoglobliny obecnych w btonie mastocytéw, dochodzi do aktywacji komor-
ki tucznej [14, 100]. Powstajace na drodze degradacji fibrynogenu i fibronekty-
ny peptydy stymuluja degranulacj¢ mastocytow [22].

Nalezy podkresli¢, ze pobudzanie komorek tucznych bakteriami lub ich pro-
duktami moze prowadzi¢ do degranulacji mediatoréw performowanych z jedno-
czesnym tworzeniem cytokin de novo [50, 87, 90] lub tylko do pobudzenia syn-
tezy cytokin [129]. I tak wykazano, ze LPS powoduje produkcje cytokin bez
degranulacji a aktywacja PGN prowadzi zarowno do degranulacji jak i wytwa-
rzania oraz wydzielania cytokin [127, 140].

1.3.3 Obrona organizmu

Dzigki swojej zdolnosci do fagocytozy oraz wydzielaniu réznych mediato-
row, komorki tuczne, podobnie jak neutrofile i makrofagi, mozna zaliczy¢ do ,,
sit szybkiego reagowania” podczas proceséw obrony organizmu przed drobnou-
strojami. Juz sama fagozytoza moze by¢ czynnikiem wzbudzajacym sekrecje
mediatoréw, ktoére wplywaja na naczynia krwionosne, ekspresje czasteczek ad-
hezyjnych, jak rowniez inne komorki zaangazowane w proces zapalny oraz
strukture tkanek. Di Nardo i wsp. [93] uwazaja, ze mastocyty wykazuja ekspre-
sj¢ defensyny beta 4 oraz katelicydyny CRAMP u myszy oraz katelicydyny LL-
37 u czlowieka, czyli peptydow dzialajacych przeciwbakteryjnie. Katelicydyna
ma wlasciwo$ci wigzania i neutralizacji LPS. Histamina, PGD2, LTC4, PAF
oraz IL-1 (uwalniane w kilka minut po wtargnigciu patogenu lub syntetyzowane
do 30 minut po aktywacji mastocyta) powodujg rozszerzenie drobnych naczyn
krwiono$nych i wzrost ich przepuszczalnosci, co skutkuje spowolnieniem prze-
ptywu krwi 1 ulatwia przyleganie leukocytéw do $rddbtonka naczyniowego oraz
przechodzenie tych komorek z naczyn krwionosnych do tkanek. PGD2 ponadto
jest potencjalnym inhibitorem agregacji trombocytéw [86]. Rowniez tryptaza —
enzym wydzielany przez komorki tuczne, wplywa na rozszerzenie naczyn
krwiono$nych, a chymaza wraz z tryptazg oraz czynnik wzrostu srodbtonka na-
czyn (VEGF) zwicgkszaja ich przepuszczalno$¢. IL-1 beta, -3, -5, -8, czynnik
wzrostu guza (TGF beta), TNF, PGD2, PAF i tryptaza sa chemoatraktantami
neutrofilow [21, 65], a IL-1, -8 1 TNF stymulujg réwniez ich aktywno$¢. TNF
jest uwalniany z mastocytow zaraz po wtargnigciu patogenu, jak rowniez synte-
tyzowany de novo [48] 1 uwrazliwia granulocyty obojetnochtonne na chemotak-
tyczne dzialanie beta-defensyny-2 oraz zwigksza ich aktywno$¢ bakteriobojcza
[58]. Réwniez LTB4 i LTC4 produkowane przez mastocyty majg dziatanie che-
motaktyczne dla neutrofili. Udowodnili to Malaviya i Abraham w swoim bada-
niu in vivo [71]. IL-1 beta, IL-16, biatko chemotaktyczne monocytéw-1 (MCP-
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1), biatko zapalne makrofagow 1-alfa i beta (MIP 1-alfa i beta), TGF beta, TNF i
PAF sa chemoatraktantami monocytow, a IL-3, -4, -5, -13, -16, MCP-1, MIP-1
alfa, tryptaza, histamina, TGF beta — eozynofiléw i limfocytow Th, zas§ MCP-1 i
IL-8 — granulocytow [22]. Udowodniono réwniez udzial mastocytow w angio-
genezie. Ziarnistosci tych komorek zlokalizowane sa w obrgbie komorek $rod-
btonka naczyn krwiono$nych [32] i stymulujg ich proliferacj¢ [86]. W procesie
tym uczestniczy histamina poprzez oba swoje receptory — H1 1 H2 [124]. Hepa-
ryna w badaniach in vitro powoduje tworzenie naczyn, natomiast TNF-alfa za-
rowno hamuje jak i pobudza angiogenezg [41].

1.3.3.1 Fagocytoza bakterii

Dowiedzione jest, ze mastocyty wykazuja zdolno$¢ fagocytozy bakterii,
wspomagajac mechanizmy obronne dziatajgce w miejscu wniknigcia drobnou-
stroju [110]. Fagocytoza zaczyna si¢ od przylegania drobnoustroju do btony
komorkowej mastocyta, co moze mie¢ miejsce dzigki:

1. Udziale sktadowej dopetniacza C3 [113, 114].
1gG wigzacej si¢ do komorki tucznej dzigki receptorom dla fragmentu Fe
tej immunoglobuliny na btonie mastocyta [14].

3. Fibronektynie [28, 139].

4. Drodze lektynowej z udziatem czasteczki CD48 [3, 72] i jej ligandu
FimH [72, 75].

5. Czasteczce TLR [33].

Nastepnie przylaczone bakterie zostaja otoczane pseudopodiami i zamknigte
w fagosomach. Te z kolei transportowane sg do wnetrza komorki, gdzie ulegaja
potaczeniu ze sobg lub z ziarnistosciami cytoplazmy. Fagocytoza odbywa si¢ we
wnetrzu mastocyta na drodze mechanizméw tlenowych (wybuch tlenu i wytwa-
rzanie reaktywnych form tlenu) [72] i pozatlenowych (enzymy proteolityczne —
chymaza i proteaza II) [1] .

Endocytoza bakterii nie zawsze prowadzi do ich wewnatrzkomorkowego za-
bijania [115], co skutkuje powstaniem rezerwuaru zywych patogenéw wewnatrz
komorek tucznych.

1.3.4 Komérki tuczne a przewlekle zapalenia okolowierzcholkowe

Torbiele sa prawdopodobnie najczgstszg przyczyng niszczenia kosci szczek
[99]. Ich wzrost thumaczy si¢ uruchomieniem mechanizméw wspomnianych w
poprzedzajacej czesci pracy, aczkolwiek fenomen ten nie zostal jeszcze jedno-
znacznie odkryty. Komorki tuczne sg obecne w zapaleniach okotowierzchotko-
wych, co udowodniono w wielu badaniach [4, 66, 99, 103], cho¢ s3 one stosun-
kowo mato liczne w stosunku do innych komoérek zapalenia [78]. Rola mastocy-
tow w przebiegu zmian okotowierzchotkowych o charakterze przewlektym nie
jest ostatecznie wyjasniona. Ziarniniaki sg pierwotng forma zapalenia okoto-
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wierzchotkowego w stosunku do torbieli. Nie posiadajg tak dobrze wyksztatco-
nej trojwarstwowej torebki tacznotkankowej ani pltynu zawartego wewnatrz nie;j.
Jako, ze mastocyty przyczyniaja si¢ do proceséw widknienia [86] poprzez pro-
dukcje kwasu hialuronowego [7] oraz intensyfikujg wzrost wiokien kolageno-
wych dzigki efektom dziatania heparyny [89], mozna si¢ spodziewac, ze beda
wystepowaty w wigkszej ilosci w strukturach posiadajgcych grubsza $ciang zbu-
dowang mi¢dzy innymi z tkanki tagcznej — a wigc w torbielach. Komorki tuczne
aktywujg rowniez fibroblasty poprzez tryptaze, ktora stymuluje synteze ich ma-
trycowego kwasu rybonukleinowego (mRNA) [49].
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2. CELE PRACY

Wobec powyzszych rozwazan nad rola komorki tucznej w przewlektych
procesach zapalnych toczacych si¢ w przyzebiu okotowierzchotkowym, cele
mojej pracy to:

1.

2.

Okreslenie 1 porownanie liczby mastocytow w dwoch typach takich
zmian — zapaleniach ziarninowych i torbielach .

Okreslenie czy moze wystepowac zwigzek pomiedzy liczbg mastocytow
a typem zmiany, w ktorej zostaty wykazane.

Poréwnanie liczby mastocytow uzyskanej w barwieniu histochemicznym
metodg Giemsy i immunohistochemicznym przeciwciatem CD 117.
Proba okreslenia potencjalnej roli mastocytow w przewlektych zapale-
niach okotowierzchotkowych.
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3. MATERIAL I METODY

Na przeprowadzone badania uzyskano zgode¢ Niezaleznej Komisji Bioetycz-
nej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Material pobrano od 60 pacjentow.
30 preparatow stanowity zmiany o charakterze zapalenia ziarninowego — dalej
zwane ziarning zapalna/ziarniniakiem (potwierdzone badaniem histopatologicz-
nym) wylyzeczkowane z z¢bodotdw po ekstrakcji zeba (jako czg¢s¢ standardowej
procedury wykonywanej po usuwaniu z¢gbow martwych) — material pochodzit od
pacjentow Poradni Chirurgii Stomatologicznej przy Katedrze i Klinice Chirurgii
Szczekowo-Twarzowej 1 Stomatologicznej GUMed (kierownik Prof. dr hab.
Adam Wtodarkiewicz). Pozostate 30 to zdiagnozowane histopatologicznie oko-
lowierzchotkowe torbiele zapalne zgbopochodne, pochodzace z zasobéw Kate-
dry i Zaktadu Patomorfologii GUMed (kierownik Prof. dr hab. Wojciech Bier-
nat). Pacjenci, od ktorych pobrano ziarning zapalng po ekstrakcji zgba, zostali
doktadnie poinformowani o celu badania oraz wyrazili pisemng zgod¢ na wzig-
cie w nim udziatu.

Wsréd 60 preparatow, 34 pochodzito od mezczyzn (17 okotowierzchotko-
wych torbieli zapalnych zgbopochodnych, 17 ziarnin zapalnych), 26 od kobiet
(13 okolowierzchotkowych torbieli zapalnych zebopochodnych i 13 ziarnin za-
palnych). Wiek pacjentéw znajdowat si¢ w przedziale od 18 do 45 lat ($rednia
wieku 32,3 lat).

3.1 Badania laboratoryjne

Wszystkie badania laboratoryjne wykonano w Katedrze i Zaktadzie Pato-
morfologii GUMed (Kierownik: Prof. dr hab. Wojciech Biernat).

3.1.1 Przygotowanie materialu do badan laboratoryjnych

Materiat do badan zostal utrwalony w zbuforowanym 10% roztworze for-
maldehydu i zatopiony w niskotopliwej parafinie. Nastepnie bloczki parafinowe
krojono na mikrotomie saneczkowym (Leica SM 2000 R) na skrawki grubosci 4
mikrometréw i nanoszono na szkietka o podwyzszonej adhezyjnosci. Wszystkie
preparaty zostaly zabarwione histochemicznie- metoda Giemsy oraz immunohi-
stochemicznie — przeciwcialem CD 117.

3.1.2 Barwienie histochemiczne metodg Giemsy

Skrawki przygotowane w wyzej wymieniony sposob poddano rgcznemu od-
parafinowaniu, nastgpnie umieszczono w cieplarce w temp. 60° na 24 h. Bar-
wienie wykonano barwnikiem Ventana Giemsa Staining Kit (0,4% modified
Giemsa stain, 70% CH3;OH) w maszynie Nexes Special Stains firmy Ventana.
Za mastocyty uznawano duze komorki z jadrem oraz wybarwionymi na fioleto-



30 Dorota Renkielska

wo/fioletowo-r6zowo ziarnisto§ciami wokot. Komorek dajacych niejednoznacz-
ny obraz mikroskopowy nie wlgczano do analizy, rycina 5.

Rycina 5. Komérka tuczna w barwieniu metoda Giemsy

Figure 5. Mast cell in Giemsa staining

3.1.3 Barwienie immunohistochemiczne przeciwcialem CD 117

Po inkubacji skrawkow w cieplarce w temp. 36°C przez 24 godziny, odsta-
niano antygen w urzadzeniu PT LINK firmy Dako w roztworze Target Retrival
Solution LOW pH — 6,0 przez 1,5 godziny. Nastepnie wykonano barwienie
przeciwciatem CD 117 — Polyclonal Rabbit Anti-Human c—kit firmy Dako w
maszynie AUTOSTAINER Link 48 firmy Dako. Za mastocyty uznawano duze
komoérki z jadrem wybarwione na kolor bragzowy/jasnobrazowy. Komorek daja-
cych niejednoznaczny obraz mikroskopowy nie wiaczano do analizy, rycina 6.

Po wykonaniu obydwu barwien, otrzymano 120 preparatow — 60 w barwie-
niu Giemsy (30 ziarnin zapalnych oraz 30 torbieli zapalnych zebopochodnych),
60 w barwieniu przeciwciatem CD 117 (30 ziarnin zapalnych, 30 torbieli zapal-
nych zebopochodnych).
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Rycina 6. Komérka tuczna w barwieniu przeciwcialem CD 117

Figure 6. Mast cell in CD 117 antibody staining

3.2 Ocena mikroskopowa

Preparaty ogladano pod mikroskopem firmy Olympus CX 41 w powigksze-
niu 400-krotnym. W kazdym preparacie, zar6wno w barwieniu metoda Giemsy,
jak 1 przeciwciatem CD 117 wyodrebniono po 3 pola o duzym zageszczeniu
komorek, tak zwane ,,hot spots”. Kazde takie pole podzielono na 4 identyczne
pola widzenia o $rednicy rownej 0,55 mm, wyliczonej ze wzoru:

d = FN/ M obj[mm]

gdzie :
d — $rednica pola widzenia
FN — numer pola (ang. field number) = 22 (co opisane jest w specyfikacji
mikroskopu)
M opi— powigkszenie obiektywu = 40

Powierzchnia pola widzenia wynosita w przyblizeniu 0,24 mm 2, obliczona ze
wzoru pola kota:
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P=mnr?

gdzie:
P — powierznia pola
r — promien = 0,275 mm?

Liczono mastocyty w kazdym z 4 pdl widzenia w kazdym hot spocie, tacznie
360 hot spotow (180 w preparatach torbieli; 90 w barwieniu metoda Giemsy, 90
w barwieniu przeciwcialem CD 117), 180 w preparatach ziarnin; (90 w barwie-
niu metoda Giemsy, 90 w barwieniu przeciwciatem CD 117); 1440 pol widzenia
(720 w preparatach torbieli: 360 w barwieniu metodg Giemsy, 360 w barwieniu
przeciwciatem CD 117; 720 w preparatach ziarnin: 360 w barwieniu metoda
Giemsy, 360 w barwieniu przeciwciatem CD 117). Dane te zawarto w tabeli 5 i
6.

Tabela 5. Obrazy mikroskopowe w barwieniu Giemsy i przeciwcialem CD 117 — ziarniniaki
okolowierzcholtkowe

Tabele 5. Microscopic views in Giemsa and CD 117 antibody staining — periapical granulomas

Ziarniniaki okolowierzcholkowe
Periapical granulomas
Ogodtem Barwienie Giemsy Barwienie przeciwcialem
General Giemsa staining CD 117
CD 117 antibody staining

Liczba hot spots
Number of hot spots 180 %0 %0
Liczba pél widzenia
Number of fields of 720 360 360
view

Tabela 6. Obrazy mikroskopowe w barwieniu Giemsy i przeciwcialem CD 117- torbiele
okolowierzchotkowe zapalne

Tabele 6. Microscopic views in Giemsa and CD 117 antibody staining — periapical cysts

Torbiele zebopochodne zapalne
Dental periapical inflammatory cysts
Ogoélem Barwienie Giemsy Barwienie przeciwcialem
General Giemsa staining CD 117
CD 117 antibody staining

Liczba hot spots
Number of hot spots 180 0 %0
Liczba pél widzenia
Number of fields of 720 360 360
view
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3.3 Analiza statystyczna

Obliczenia wykonano przy pomocy programu Statistica 9.0 (StatSoft) oraz
arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel 2013. W opisie statystycznym danych
ilosciowych postuzono si¢ klasycznymi miarami potozenia jak $rednia arytme-
tyczna i mediana, oraz odchyleniem standardowym i rozstepem jako ogdlnymi
miarami zmienno$ci. Przy poréwnaniu dwoch grup dla danych ilosciowych po-
stuzono si¢ testem U Manna-Whitneya ze wzgledu na niskg liczbg odmian ce-
chy. We wszystkich testach statystycznych za poziom statystycznej istotnosci
roznic przyjeto p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1 Analiza ogdlna

Niezaleznie od metody barwienia, liczba mastocytow byla srednio okoto 3 razy
wicksza w przypadku torbieli niz ziarnin (2,92 raza wigksza przy barwieniu metoda
Giemsy; 3,14 raza wigksza przy barwieniu CD 117). W barwieniu przeciwcialem
CD 117 liczba mastocytow byta $rednio okolo 2 razy wigksza niz w barwieniu
Giemsy (1,88 raza w grupie ziarnin, 2,02 raza w grupie torbieli), tabela 7.

Tabela 7. Srednia liczba mastocytéw w zalezno$ci od zmiany zapalnej oraz metody barwie-
nia

Tabele 7. Average number of mast cells depending on periapical lesion and staining method

Rodzaj barwienia | Ziarniniaki okolo- Torbiele zapalne Odchylenie stan-

Staining method wierzcholkowe zebopochodne dradowe
Periapical Granulo- | Periapical inflamma- Standard deviation
mas tory cysts

Giemsa 3,15 9,19 6,77

CD 117 5,92 18,60 13,73

4.2 Analiza wynikow uzyskanych w torbielach zapalnych
z¢ebopochodnych

4.2.1

Srednia liczba mastocytow uzyskana ze wszystkich trzech hot spotow torbie-
li zapalnych zebopochodnych w barwieniu Giemsy (G $rednia) wynosita 9,19
(rycina 7 ), z czego w hot spocie 1 (G $rednia HS1) wynosita 10,97 (rycina §), w
HS2 (G s$rednia HS2) 8,63 (rycina 9), w HS3 (G $rednia HS3) 7,96 (rycina 10).
Zestawienie to zawiera tabela 8.

Analiza wynikéw uzyskanych w hot spotach w barwieniu Giemsy

Tabela 8. Srednia liczba mastocytéw w hot spotach w barwieniu Giemsy — torbiele okolo-
wierzcholtkowe zapalne

Tabele 8. Average number of mast cells in hot spots in Giemsa staining — dental periapical
inflammatory cysts

Torbiele zapalne z¢bopo- Srednia liczba mastocytow Odchylenie standardowe
chodne w barwieniu Giemsy | Average number of mast Standard deviation
Dental periapical inflammato- | cells

ry cysts in Giemsa staining

HS 1 10,97 9,53

HS 2 8,63 6,19

HS 3 7,96 6,09
HS1+HS2+HS3 9,19 6,77
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Wykres ramka-wasy: G srednia (Box-and-whisker plot: G average)
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Rycina 7. Srednia liczba mastocytow z 3 hot spotoéw w barwieniu Giemsy

Figure 7. Average number of mast cells from 3 hot spots in Giemsa staining

Wykres ramka-wasy: G srednia HS1 (Box-and-whisker plot: G average HS1)
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Rycina 8. Srednia liczba mastocytéw w HS1 w barwieniu Giemsy

Figure 8. Average number of mast cells in HS1 in Giemsa staining
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Wykres ramka-wasy: G srednia HS2 (Box-and-whisker plot: G average HS2)
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Rycina 9. Srednia liczba mastocytéw w HS2 w barwieniu Giemsy

Figure 9. Average number of mast cells in HS2 in Giemsa staining

Wykres ramka-wasy: G $rednia HS3 (Box-and-whisker plot: G average HS3)
12

|

0

i

N

G srednia HS3
G average HS3

) ==

Torbiele Ziarniniaki
Periapical cysts Granulomas
Grupa
Group

= Srednia (Average)
[] Srednia + Btad std (Average + Std Error)
T Srednia + 1,96*Btad std (Average + 1,96*Std Error)

Rycina 10. Srednia liczba mastocytéw w HS3 w barwieniu Giemsy

Figure 10.Average number of mast cells in HS3 in Giemsa staining

Maksymalna taczna liczba mastocytoéw w tym barwieniu w jednym prepara-
cie z trzech hot spotéw wynosita 360, minimalna taczna liczba to 20; maksymal-
na taczna liczba mastocytow w jednym hot spocie (30 preparatoéw) wynosita

174, min taczna 2, tabela 9.
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Tabela 9. Maksymalna i minimalna laczna liczba mastocytow w hot spotach w barwieniu
Giemsy — torbiele okolowierzchotkowe zapalne

Tabele 9. Maximum and minimum collective number of mast cells in hot spots in Giemsa stain-
ing — dental periapical inflammatory cysts

Torbiele zapalne zebopochodne w barwieniu Giemsy
Dental Periapical inflammatory cysts in Giemsa staining

Hot spot Maksymalna taczna liczba Minimalna taczna liczba
Hot spot mastocytow mastocytow

Maximum collective number | Minimum collective number
of mast cells of mast cells

HS 1

(30 preparatow)
HS 1

(30 specimens)

174 7

HS 2
gg greparatow) 102
(30 specimens)

HS 3

(30 preparatow)
HS 3

(30 specimens)

91 6

HS 1+ HS 2+HS 3

(W pojedynczym prepara-
cie) 360 20
HS I+HS 2+HS 3

(in a single specimen)

4.2.2  Analiza wynikéw uzyskanych w hot spotach w barwieniu przeciw-
cialem CD117

Srednia liczba mastocytoéw uzyskana ze wszystkich trzech hot spotéw torbie-
li zapalnych zebopochodnych w barwieniu CD 117 (CD 117 $rednia) wynosila
18,60 (rycina 11), z czego w HS1(CD 117 $rednia HS1) wynosita 18,39 (rycina
12), w HS2 (CD 117 $rednia HS2) 17,88 (rycina 13), w HS3 (CD 117 $rednia
HS3) 19,53 (rycina 14). Zestawienie tych danych zawiera tabela 10.

Tabela 10. Srednia liczba mastocytéw w hot spotach w barwieniu CD 117 — torbiele okolo-
wierzcholtkowe zapalne

Tabele 10. Average number of mast cells in hot spots in CD 117 antibody staining — dental
periapical inflammatory cysts

Torbiele zapalne ze¢bopo- Srednia liczba mastocytéw Odchylenie standardowe
chodne w barwieniu CD 117 | Average number of mast cells | Standard deviation
Dental Periapical inflamma-
tory cysts in CD 117 antibody
staining
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Torbiele zapalne ze¢bopo-

Srednia liczba mastocytéw

Odchylenie standardowe

chodne w barwieniu CD 117 | Average number of mast cells | Standard deviation
Dental Periapical inflamma-

tory cysts in CD 117 antibody

staining

HS 1

HS 1 18,39 16,85
HS 2

HS 2 17,88 12,12
HS 3

HS 3 19,53 14,86
HS 1+HS2 + HS 3 18,60 13,73

HS1+HS2+HS3

Wykres ramka-wasy: CD117 $rednia (Box-and-whisker plot: CD117 average)
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Rycina 11. Srednia liczba mastocytéw z 3 hot spotéw w barwieniu CD 117

Figure 11. Average number of mast cells in 3 hot spots in CD 117 antibody staining
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Wykres ramka-wasy: CD117 $rednia HS1 (Box-and-whisker plot: CD117 average HS1)
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Rycina 12. Srednia liczba mastocytéw w HS1 w barwieniu CD 117

Figure 12. Average number of mast cells in HS1 in CD 117 antibody staining

Wykres ramka-wasy: CD117 $rednia HS2 (Box-and-whisker plot: CD117 average HS2)
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Rycina 13. Srednia liczba mastocytéw w HS2 w barwieniu CD 117

Figure 13. Average number of mast cells in HS2 in CD 117 antibody staining
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Wykres ramka-wasy: CD117 $rednia HS3 (Box-and-whisker plot: CD117 average HS3)
24 -
22
20
18
16 [

—
12
10

al
8

-

CD117 $rednia HS3
CD117 average HS3

6 a
4 = Srednia (Average)
2 [] Srednia + Biad std (Average + Std Error)
0 - ———— T Srednia + 1,96*Blad std (Average + 1,96*Std Error)
Torbiele Ziarniniaki
Periapical cysts Granulomas
Grupa
Group

Rycina 14 Srednia liczba mastocytéw w HS3 w barwieniu CD 117

Figure 14 Average number of mast cells in HS3 in CD 117 antibody staining

Maksymalna tgczna liczba mastocytow w pojedynczym preparacie tym bar-
wieniu z trzech hot spotow wynosita 837, minimalna tgczna liczba to 16; mak-
symalna taczna liczba mastocytow w jednym hot spocie (30 preparatow) wyno-
sita 363, min tgczna 1, tabela 11.

Tabela 11. Maksymalna i minimalna laczna liczba mastocytéw w barwieniu CD 117 — torbie-
le okolowierzcholkowe zapalne

Tabele 11. Maximum and minimum collective number of mast cells in CD 117 antibody staining
— dental periapical inflammatory cysts

Torbiele zapalne zebopochodne w barwieniu przeciwcialem CD 117
Dental periapical inflammatory cysts in CD 117 antibody staining

Hot spot Maksymalna laczna liczba Minimalna laczna liczba

Hot spot mastocytow mastocytow
Maximum collective number | Minimum collective number
of mast cells of mast cells

HS 1

(30 preparatow)

HS 1 363 6

(30 specimens)

HS 2

(30 preparatow)

HS 2 235 9

(30 specimens)

HS3

(30 preparatow)

HS 3 248 1

(30 specimens)
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Torbiele zapalne z¢bopochodne w barwieniu przeciwcialem CD 117
Dental periapical inflammatory cysts in CD 117 antibody staining

Hot spot Maksymalna laczna liczba Minimalna laczna liczba

Hot spot

mastocytow
Maximum collective number
of mast cells

mastocytow
Minimum collective number
of mast cells

HS1+HS2+HS3

(W pojedynczym prepara-
cie)

HS1+HS2+HS3

(in a single specimen)

837 16

4.2.3 Analiza wynikéw uzyskanych w polach widzenia w barwieniu
Giemsy.
Maksymalna liczba mastocytow w jednym polu widzenia wynosita 52, mi-
nimalna 0 — zaobserwowana w 34 polach widzenia, tabela 12.

Tabela 12. Liczba mastocytéw w polach widzenia barwieniu Giemsy — torbiele okolowierz-
cholkowe zapalne

Tabele 12. Mast cells number in fields of view — Giemsa staining — dental periapical inflamma-
tory cysts

Torbiele zapalne zebopochodne w barwieniu Giemsy
Dental periapical inflammatory cysts in Giemsa staining
Hot spot Pole widzenia Srednia 1. masto- | Maksymalna 1. Minimalna 1.
Hot spot (30 preparatow) cytow mastocytow mastocytow
Field of view (30 | Average number | Maximum num- Minimum num-
specimens) of mast cells ber of mast cells | ber of mast cells
1 14,73 52,00 2,00
1 2 10,43 49,00 0,00
3 10,17 42,00 0,00
4 8,53 36,00 0,00
1 11,50 33,00 1,00
) 2 7,43 22,00 0,00
3 7,77 28,00 0,00
4 7,83 35,00 0,00
1 11,70 50,00 1,00
3 2 6,27 22,00 0,00
3 6,90 40,00 0,00
4 6,97 27,00 0,00

4.2.4 Analiza wynikéw uzyskanych w polach widzenia w barwieniu prze-
ciwcialem CD 117

Maksymalna liczba mastocytéw w polu widzenia wynosita 101, minimalna 0
— zaobserwowana w 13 polach widzenia, tabela 13.
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Tabela 13. Liczba mastocytow w polach widzenia w barwieniu CD 117 — torbiele okotowierz-
cholkowe zapalne

Tabele 13. Mast cells number in fields of view —CD 117 antibody staining — dental periapical
inflammatory cysts

Torbiele zapalne z¢bopochodne w barwieniu CD 117
Periapical dental inflammatory cysts in CD 117 antibody staining
Hot spot Pole widzenia Srednia 1. masto- | Maksymalna I. Minimalna 1.
Hot spot (30 preparatow) cytow mastocytow mastocytow
Field of view (30 | Average number | Maximum num- Minimum num-
specimens) of mast cells ber of mast cells | ber of mast cells
1 21,57 99,00 1,00
1 2 20,03 100,00 1,00
3 15,53 76,00 0,00
4 16,43 88,00 0,00
1 23,37 63,00 4,00
) 2 15,73 72,00 0,00
3 14,13 55,00 0,00
4 18,27 51,00 0,00
1 24,47 77,00 1,00
3 2 21,53 101,00 0,00
3 16,07 88,00 0,00
4 16,03 46,00 0,00

4.3 Analiza wynikow uzyskanych w ziarninach zapalnych

4.3.1

Srednia liczba mastocytow uzyskana ze wszystkich trzech hot spotow z ziar-
nin zapalnych w barwieniu Giemsy (G $rednia) wynosita 3,15 (rycina 7), z cze-
go w HS1 (G $rednia HS1) 3,16 (rycina 8), HS2 (G $rednia HS2) 3,23 (rycina 9),
HS3 6,73 (G $rednia HS3) (rycina 10). Zestawienie tych danych zawiera tabela
14.

Analiza wynikéw uzyskanych w hot spotach w barwieniu Giemsy
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Tabela 14. Srednia liczba mastocytow w barwieniu Giemsy — ziarniniaki okolowierzcholko-

we

Tabele 14. Average number of mast cells in Giemsa staining — periapical granulomas

Ziarniniaki okolowierzchol- Srednia liczba mastocytéw Odchylenie stand-
kowe w barwieniu Giemsy Average number of mast ardowe
Periapical granulomas in cells Standard deviation
Giemsa staining

HS 1

HS 1 3,16 2,10

HS 2

HS 2 3,23 3,29

HS 3

HS 3 6,73 5,44
HS1+HS2+HS3

HS1+HS2+HS3 313 2,22

Maksymalna tgczna liczba mastocytéw w pojedynczym preparacie tym bar-
wieniu w trzech hot spotach wynosita 108, minimalna tgczna liczba to 12; mak-
symalna tgczna liczba mastocytow w jednym hot spocie (30 preparatow) wyno-
sita 64, minimalna tgczna 0, tabela 15.

Tabela 15. Maksymalna i minimalna laczna liczba mastocytow w barwieniu Giemsy — ziar-
niaki okolowierzcholtkowe

Tabele 15. Maximum and minimum collective number of mast cells in Giemsa staining — peri-
apical granulomas

Ziarniniaki okolowierzcholkowe w barwieniu Giemsy
Periapical granulomas in Giemsa staining

Hot spot Maksymalna laczna liczba Minimalna laczna liczba
Hot spot mastocytow mastocytow

Maximum collective number | Minimum collective number

of mast cells of mast cells
HS 1
(30 preparatow)
HS 1 39 2
(30 specimens)
HS 2
(30 preparatow)
HS 2 64 0
(30 specimens)
HS 3
(30 preparatow)
HS 3 45 4
(30 specimens)
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Ziarniniaki okolowierzcholkowe w barwieniu Giemsy
Periapical granulomas in Giemsa staining

Hot spot

Hot spot

Maksymalna lgczna liczba
mastocytow

Maximum collective number
of mast cells

Minimalna laczna liczba
mastocytow

Minimum collective number
of mast cells

HS1+HS2+HS3

(W pojedynczym prepara-
cie)

HS1+HS2+HS3

(in a single specimen)

108 12

4.3.2 Analiza wynikéw uzyskanych w hot spotach w barwieniu przeciw-
cialem CD117

Srednia liczba mastocytow uzyskana ze wszystkich trzech hot spotéw z ziar-
nin zapalnych w barwieniu CD 117 (CD 117 $rednia) wynosita 5,92 (rycina 11),
z czego w HS1 (CD 117 srednia HS1), 6,69 (rycina 12), HS2 5,55 (CD 117
srednia HS2) (rycina 13), HS3 5,53 (CD 117 $rednia HS3) (rycinal4). Zestawie-
nie tych danych zawiera tabela 16.

Tabela 16. Srednia liczba mastocytoéw w barwieniu przeciwcialem CD 117 — ziarniniaki
okolowierzcholtkowe

Tabele 16. Average number of mast cells in CD 117 antibody staining — periapical granulomas

Ziarniniaki okolowierz- Srednia liczba mastocytow Odchylenie standardowe
cholkowe w barwieniu CD Average number of mast Standard deviation
117 cells

Periapical granulomas in

CD 117 antibody staining

HS 1

HS 1 6,69 6,35
HS 2

HS 2 5,55 4,50
HS 3

HS 3 5,53 4,25
HS1+HS2+HS3

HS1+HS2+HS3 3,92 4,24

Maksymalna taczna liczba mastocytow w pojedynczym preparacie w tym
barwieniu w trzech hot spotach wynosita 180, minimalna taczna liczba to 12;
maksymalna tgczna liczba mastocytow w jednym hot spocie (30 preparatdéw)
wynosita 67, min. taczna 1, tabela 17.
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Tabela 17. Maksymalna lgczna liczba mastocytéw w barwieniu CD 117 — ziarniniaki okolo-
wierzcholtkowe

Tabele 17. Maximum collective number of mast cells in CD 117 antibody staining- periapical
granulomas

Ziarniniaki okolowierzcholtkowe w barwieniu CD 117
Periapical granulomas in CD 117 antibody staining

Hot spot Maksymalna taczna liczba Minimalna taczna liczba
Hot spot mastocytow mastocytow

Maximum collective number | Minimum collective number
of mast cells of mast cells

HS 1

(30 preparatow)
HS 1

(30 specimens)

40 2

HS 2
gg greparatow) 30 1
(30 specimens)

HS 3

(30 preparatow)
HS 3

(30 specimens)

67 3

HS1+HS2+HS3

(W pojedynczym prepara-
cie) 180 12
HS1+HS2+HS3
(in single specimen)

4.3.3 Analiza wynikéw uzyskanych w polach widzenia w barwieniu
Giemsy
Maksymalna liczba mastocytow wynosita 24, minimalna 0 — odnotowana w
60 polach widzenia, tabela 18.

Tabela 18. Liczba mastocytow w polach widzenia w barwieniu Giemsy — ziarniniaki okolo-
wierzcholkowe

Tabele 18. Mast cells number in fields of view in Giemsa staining — periapical granulomas

Ziarniniaki okolowierzcholtkowe w barwieniu Giemsy
Periapical granulomas in Giemsa staining

Hot spot Pole widzenia | Srednia L. Maksymalna l. | Minimalna l.
Hot spot (30 prepara- mastocytow mastocytow mastocytow
tow) Average num- | Maximum Minimum
Field of viwe ber of mast number of mast | number of
(30 specimens) | cells cells mast cells
1 4,60 12,00 0,00
1 2 2,43 10,00 0,00
3 2,70 11,00 0,00
4 2,90 13,00 0,00
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Ziarniniaki okolowierzcholkowe w barwieniu Giemsy
Periapical granulomas in Giemsa staining
Hot spot Pole widzenia | Srednia L. Maksymalna l. | Minimalna .
Hot spot (30 prepara- mastocytow mastocytow mastocytow
tow) Average num- | Maximum Minimum
Field of viwe ber of mast number of mast | number of
(30 specimens) | cells cells mast cells
1 3,67 12,00 0,00
) 2 3,03 22,00 0,00
3 3,03 15,00 0,00
4 3,20 20,00 0,00
1 3,83 14,00 0,00
3 2 2,70 11,00 0,00
3 2,17 15,00 0,00
4 3,57 24,00 0,00

4.3.4 Analiza wynikéw uzyskanych w polach widzenia w barwieniu prze-
ciwcialem CD 117

Maksymalna liczba mastocytow w polu widzenia wynosita 40, minimalna —
0 — odnotowana w 34 polach widzenia, tabela 19.

Tabela 19. Liczba mastocytow w polach widzenia w barwieniu CD 117 — ziarniny okolo-

wierzcholkowe

Tabele 19. Mast cells number in fields of view in CD 117 antibody staining — periapical granu-

lomas
Ziarniniaki okolowierzcholkowe w barwieniu CD 117
Periapical granulomas in CD 117 staining
Hot spot Pole widzenia Srednia 1. masto- | Maksymalna I. Minimalna 1.
Hot spot (30 preparatow) cytow mastocytow mastocytow
Field of viwe (30 | Average number | Maximum number | Minimum number
specimens) of mast cells of mast cells of mast cells
1 7,87 29,00 2,00
1 2 6,73 34,00 0,00
3 7,00 39,00 0,00
4 5,17 40,00 0,00
1 5,50 14,00 0,00
5 2 6,73 30,00 0,00
3 5,23 26,00 0,00
4 4,73 18,00 0,00
1 7,10 21,00 1,00
3 2 4,60 16,00 0,00
3 5,37 20,00 0,00
4 5,03 17,00 0,00
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Tabela 20. Por6wnanie maksymalnej i minimalnej liczby mastocytoéw w polach widzenia w
poszczegolnych barwieniach

Tabele 20. Comparison of maximum and minimum number of mast cells in fields of view in

particular staining methods

Barwienie Giemsy
Giemsa staining

Barwienie CD 117
CD 117 antibody staining

Torbiele z¢bopochodne
zapalne

Dental periapical inflamma-
tory cysts

Maks. — 52
Max. — 52

Maks. — 101
Max. — 101

Min. — 0 w 34 polach widze-
nia
Min. — 0in 34 fields of view

Min. — 0 w 13 polach widze-
nia

Min. — 0in 13 fields of view

Ziarniniaki okolowierz-
chotkowe
Periapical granulomas

Maks. — 24
Max. — 24

Maks. — 40
Max. — 40

Min. — 0 w 60 polach widze-
nia
Min. — 0 in 60 fields of view

Min. — 0 w 34 polach widze-
nia
Min. — 0 in 34 fields of view

Tabela 21. Poréwnanie maksymalnej lacznej i minimalnej lacznej liczby mastocytéw w zsu-
mowanych 3 HS w poszczegélnych barwieniach

Tabele 21. Comparison of maximum and minimum collective number of mast cells in 3 summed
up hot spots in particular staining methods

Barwienie Giemsy Barwienie CD 117
Giemsa staining CD 117 antibody staining
Torbiele zebopochodne Maks. — 360 Maks. — 837
zapalne Max. — 360 Max. — 837
Dental periapical inflamma- Min. - 20 Min. — 16
tory cysts Min. — 20 Min. — 16
Ziarniny zapalne Maks. — 108 Maks. — 180
Periapical granulomas Max. — 108 Max. — 180
Min. — 12 Min. — 12
Min. — 12 Min. — 12

Maksymalna taczna liczba mastocytow ze zsumowanych 3 HS w jednym
preparacie w barwieniu Giemsy w torbielach wynosita 360, minimalna 20, pod-
czas, gdy maksymalna taczna liczba mastocytow z 3 HS w tym samym barwie-
niu w grupie ziarnin wynosita 108 a minimalna 12 (tabela 21).

Maksymalna taczna liczba mastocytow ze sumowanynch 3 HS w jednym
preparacie w barwieniu CD 117 w grupie torbieli wynosita 837, minimalna 16,
podczas gdy maksymalna taczna liczba z 3 HS w jednym preparacie w grupie
ziarnin w tym barwieniu wynosita 180 a minimalna 12 (tabela 21).

Z danych tych wynika, ze maksymalna laczna liczba komorek tucznych w
grupie torbieli w barwieniu Giemsy jest ponad 3-krotnie wigksza niz w grupie
ziarnin, natomiast minimalna laczna liczba w grupie torbieli jest 1,66-krotnie
wigksza niz minimalna tgczna liczba w grupie ziarnin w tym samym barwieniu.
Natomiast maksymalna tgczna liczba mastocytow w jednym preparacie zsumo-
wana z 3 HS w grupie torbieli jest ponad 2 razy (2,3) wicksza w barwieniu CD
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117 niz Giemsy a minimalna 1,25-krotnie mniejsza w barwieniu CD 117 niz
Giemsy.

Maksymalna aczna liczba mastocytow zsumowana z 3 HS w grupie ziarnin
w barwieniu CD 117 jest 1,66-krotnie wigksza niz w barwieniu Giemsy, nato-
miast minimalna faczna jest identyczna.

Maksymalna liczba mastocytow uzyskana w polach widzenia w barwieniu
Giemsy w grupie torbieli wynosita 52, minimalna 0, zaobserwowana w 34 po-
lach widzenia, podczas gdy maksymalna liczba tych komorek w grupie ziarnin
w tym samym barwieniu wynosila 24 a min 0, odnotowana w 60 polach widze-
nia, tabela 20.

W barwieniu przeciwciatem CD 117 w grupie torbieli maksymalana liczba
mastocytow w polach widzenia wynosita 101, minimalna 0, odnotowana w 13
polach. Maksymalna liczba komorek tucznych w tym barwieniu w grupie ziarnin
wynosita 40, minimalna 0, odnotowana w 34 polach widzenia (tabela 20).

Wynika z tego, ze w grupie torbieli maksymalna liczba mastocytow w po-
lach widzenia byta okolo 2-krotnie wigksza niz w grupie ziarnin w barwieniu
Giemsy, natomiast minimalng zaobserwowano w blisko 2-krotnie (1,77) mniej-
szej liczbie pol widzenia.

W barwieniu CD 117 w grupie torbieli maksymalna liczba mastocytow od-
notowana w polach widzenia byta 2,5-krotnie wieksza niz w grupie ziarnin w
tym samym barwieniu, natomiast minimalng liczbe odnotowano w prawie 2-
krotnie (2,62) mniejszej liczbie pdl widzenia w grupie torbieli niz ziarnin w tym
barwieniu.

Maksymalna liczba mastocytow w polach widzenia w grupie torbieli byta
prawie 2-krotnie (1,9) wigksza w barwieniu CD 117 niz Giemsy, minimalng
liczbe mastocytow odnotowano w okoto 2,5-krotnie (2,61) mniejszej liczbie pol
widzenia w barwieniu CD 117 niz Giemsy.

W grupie ziarnin w barwieniu CD 117 odnotowano 1,7-krotnie wigksza
maksymalng liczbe mastocytow w polach widzenia niz w barwieniu Giemsy,
natomiast minimalng liczbe mastocytow stwierdzono w prawie 2-krotnie (1,8)
mniejszej liczbie pol widzenia w barwieniu CD 117 niz Giemsy.

Na rycinie 15 i 16 przedstawiono widoczng réznicg¢ w liczbie widzianych
mastocytow w tym samym preparacie w 2 metodach barwieniach.
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Rycina 15. Preparat ziarniny w barwieniu przeciwcialem CD 117 (u gory) oraz Giemsy (do6})

Figure 15. Specimen of periapical granuloma in CD 117 antibody staining (up) and Giemsa
staining (down)



50 Dorota Renkielska

Rycina 16. Preparat torbieli w barwieniu przeciwcialem CD 117 ( gora) i Giemsy (do6})

Figure 16. Specimen of periapical cyst in CD 117 antibody staining (up) and Giemsa staining
(down)
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Rycina 17. Poréwnanie bogatokomérkowego preparatu torbieli (gora) i ziarniny (déh) w
barwieniu przeciwcialem CD 117

Figure 17. Comparisson of hypercellular specimen of periapical cyst (up) and granuloma
(down) in CD 117 antibody staining
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Rycina 18. Porownanie bogatokomérkowego preparatu torbieli ( géra) i ziarniny ( dol) w
barwieniu Giemsy

Figure 18. Comparisson of hypercellular specimen of periapical cyst (up) and granuloma
(down) in Giemsa staining
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5. DYSKUSJA

Przewlekle zapalenia okotowierzchotkowe sg stosunkowo czgsto spotykang
patologia wykrywang w ko$ciach szczek. Wedlug de Noronha Santos Netto i
wsp., torbiele i twory torbielowate sg jedng z najczgstszych przyczyn destrukeji
kosci w tym obszarze [99]. Neville i wsp. [94] podaja, ze ziarniniaki okoto-
wierzchotkowe stanowig okoto 75% wszystkich zapalnych patologii okoto-
wierzchotkowych a torbiele 20% wedlug Simona [118]. Z racji czestosci wyste-
powania tych zmian oraz niepewnego rokowania leczenia zachowawczego lub
zachowawczo-chirurgicznego, czesto sg one przedmiotem dyskusji i badan. By
doktadniej wnikng¢ w etiopatogeneze oraz morfologi¢ mikro- i makroskopowa
tych zmian, zbadano szereg komoérek w nich bytujacych oraz mechanizméw
mogacych indukowa¢ ich powstawanie. Komorki tuczne, stosunkowo nieliczne
w poréwnaniu z innymi komoérkami odpowiedzi zapalnej w zmianach okoto-
wierzchotkowych szczek, badane byly stosunkowo rzadko w poréwnaniu z in-
nymi komoérkami. Stad tez zasadne wydaje si¢ by¢ blizsze okreslenie ich wyste-
powania i potencjalnej roli, jakag moga petni¢ w tego typu zmianach.

5.1 Porownanie wynikow badan wlasnych z badaniami innych
autorow

W badaniu przeprowadzonym przez autorke, odnotowano obecno$¢ komo-
rek tucznych w 100% badanych preparatow, przy czym S$rednio 3-krotnie wiek-
szg liczbe mastocytow w torbielach zapalnych niz w zapaleniach ziarninowych.

Srednio 2 razy wiecej tych komérek stwierdzono w barwieniu immunohisto-
chemicznym przeciwciatem CD 117 niz histochemicznym metoda Giemsy.

Przy barwieniu przeciwciatem CD 117 uzyskano 12,3 mastocyta na pole wi-
dzenia, w barwieniu Giemsa 6,2 czyli blisko 2 razy wiecej komoérek byto widaé
w barwieniu immunohistochemicznym. De Noronha Santos i wsp. wykazali
srednio 4,1 mastocyta na pole widzenia w barwieniu przeciwcialem przeciw-
tryptazie w porownaniu do 1,5 mastocyta na pole widzenia w barwieniu bleki-
tem toluidyny [99]. Mniejsza $rednia liczba mastocytéw na pole widzenia u tych
autoréw moze wynika¢ z faktu, iz porownywali oni torbiele zapalne zebopo-
chodne oraz torbiele zawigzkowe i keratocysty. Dwie ostatnie zmiany maja nie-
zapalna etiologie, stad mozliwa mniejsza $rednia liczba komoérek tucznych a
autorzy ci wykazali, ze w torbielach pochodzenia zapalnego lub powiktanych
zapalnie stwierdza si¢ wigksza liczbe mastocytow niz w torbielach pochodzenia
niezapalnego. Jednak z poréwnania metod barwienia pod wzgledem wykrywal-
nosci komorek tucznych jasno wynika, ze immunohistochemia jest doktadnie;j-
sza metoda niz samo barwienie histochemiczne.
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Tego samego zdania jest Bischoff i wsp., ktorzy uwazaja, ze barwienie hi-
stochemiczne wykrywa niezdegranulowane mastocyty, podczas gdy immunohi-
stochemiczne moze wykry¢ czgsciowo zdegranulowane komorki, ktore posiada-
ja jeszcze odpowiedniag ilos¢ tryptazy [17]. Atkins i wsp. uwazajg, ze barwienie
histochemiczne moze nie wykrywac¢ niedojrzatych jeszcze komorek tucznych
[8]. Biorac pod uwage, ze barwienia immunohistochemiczne mogg wykrywac
zardwno zdegranulowane mastocyty jak i ich niedojrzate formy, rzeczywiscie w
obrazie mikroskopowym moze by¢ widoczna wigksza liczba komorek tucznych
niz w metodach, ktore tych form nie wykrywaja.

Arber 1 wsp. stojg na stanowisku, ze barwienie mastocytow za pomocg prze-
ciwciata CD 117 daje lepsze wyniki niz za pomocg przeciwcialg przeciw-
tryptazie. Podajg oni, ze bazofile, podobnie jak komorki tuczne, wydzielaja tryp-
taze, w zwiazku z czym uzywanie przeciwcial przeciw-tryptazie moze sprawiac
trudno$ci w rozroznieniu tych dwoch typow komorek [5]. W opozycji do tej
opinii s3 De Norohna Santos i De Oliviera Rodini, ktérzy do swych badan nad
komorkami tucznymi z powodzeniem uzywali przeciwciala przeciw-tryptazie
[99, 103].

Nalezy dodac¢, ze komorki tuczne barwione przeciwciatem CD 117 sg znacz-
nie lepiej widoczne i tatwiej rozpoznawalne niz w barwieniu Giemsy. Obraz
mikroskopowy mastocytéw w barwieniu immunohistochemicznym wydaje si¢
by¢ bardziej ,,przejrzysty”. Réznice w wygladzie dwojako barwionego preparatu
przedstawiono na rycinie 5 1 6 w rozdziale ,, Materiat i metody”.

Nalezy dodac, iz barwienie immunohistochemiczne z samego swojego zato-
zenia jest procedura ,,celowana”, wykorzystujaca uzycie przeciwciala taczacego
si¢ z konkretnym ,,celem”, przez co dziatajacego wybidrczo. Natomiast metody
histochemiczne powodujg wybarwienie réznych komponentéw tkankowych i
komoérkowych, co jest podstawa do rozpoznania konkretnej struktury, o ustalo-
nym kolorze, wygladzie, ksztalcie. Tak wigc z zatozenia barwienie histoche-
miczne niejako obrazuje rozne sktadowe preparatu, pozwalajac badaczowi zin-
terpretowac te sktadowe.

Podobne do moich badania przeprowadzili Drazic i wsp., Norohna Santos
Netto 1 wsp., de Oliviera Rodini i wsp. oraz inni autorzy [34, 99, 103]. Drazic i
wsp. oceniali ziarniniaki i torbiele zgbopochodne okotowierzchotkowe pod ka-
tem liczby mastocytow za pomoca barwienia immunohistochemicznego prze-
ciwciatem CD 117. Wedtug tych badan obecno$¢ komérek tucznych zaobser-
wowano w 71% przewlektych zmian okotowierzchotkowych, w 29% mastocy-
tow nie stwierdzono [34].W badaniach autorki, mastocyty stwierdzono w 100%
preparatow.

Ci sami autorzy dowiedli obecno$ci mastocytow w 62% ziarniniakow i 88%
torbieli. W zgodzie z tymi badaniami pozostaje Rodini i wsp., ktérzy udowodnili
wieksza liczbe komorek tucznych w torbielach niz ziarniniakach za pomoca
barwienia immunohistochemicznego (monoklonalne przeciwciata przeciw-
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tryptazie) [103]. Przebadali oni 20 ziarniniakdéw i 20 torbieli okotowierzchotko-
wych. Mastocyty stwierdzono w 17,44% ziarniniakow i 22,30% torbieli [103].
Ledesma-Montes i wsp. dowiedli wigksza liczb¢ mastocytow w zapaleniu ziar-
ninowym niz w ropniu okotowierzchotkowym (zapalenie ostre) [66]. De Noroh-
na Santos i wsp. badali obecno$¢ komorek tucznych w torbielach zapalnych
okotowierzchotkowych oraz torbielach zawigzkowych i keratocystach badaniem
histochemicznym (bt¢kit toluidyny)oraz immunihistochemicznym (przeciwciato
przeciw-tryptazie klon G3). W wynikach opisano, ze wigksza liczba mastocytow
znajduje si¢ w torbielach zapalnych niz rozwojowych, przy czym liczba masto-
cytdow w torbielach rozwojowych zwigksza si¢, gdy ulegng one zakazeniu w
porownaniu z niezakazonymi. Dowiedziono réwniez, ze w barwieniu immuno-
histochemicznym stwierdza si¢ $rednio 2,7-krotnie wigcej mastocytow niz w
barwieniu histochemicznym [99]. Odwotujac si¢ do badan przeprowadzonych
przez Ledesma-Montes i wsp. oraz De Norohna Santos i wsp., mozna stwierdzic,
ze mastocyty maja nie tylko wigcksze powinowactwo do tworow torbielowatych
o etiologoii zapalnej, ale tez stwierdza si¢ ich wigcej w przebiegu zapalenia
przewlektego niz ostrego.

Yanagisawa i wsp. rowniez stwierdzili obecno$¢ komorek tucznych w prze-
wlektych zmianach o charakterze ziarniniakéw okotowierzchotkowych. Komor-
ki tuczne odnotowano we wszystkich 70 badanych preparatach [144]. W porow-
naniu z innymi komoérkami zapalnymi, mastocyty wystepowaty nielicznie, uste-
pujac miejsca limfocytom, komorkom plazmatycznym, makrofagom, oraz leu-
kocytom PMN [144]. Najwigcej komorek tucznych znajdowalo si¢ na granicy
tkanki ziarninowej i wtoknistej kapsuly. De Norohna Sanstos i wsp. w swoich
badaniach z 2012 roku wykazali, ze komorki tuczne znajduja si¢ glownie w
podnabtonkowej strefie torebki torbieli okotowierzchotkowych, w ich tkance
lacznej, w mniejszym za$ stopniu w S$wietle torbieli [99]. Podobne wyniki
otrzymali Thoma i [134] McConel [81] robiac badania na poczatku XX wieku.
Takie rozmieszczenie komorek moze mie¢ zwiazek z powinowactwem mastocy-
tow do tkanki tacznej. Niektorzy autorzy wszak systematyzuja komorki tuczne
przy tej tkance [111]. Mathiesen w 1973 wykryt obecno$¢ licznych mastocytow
zardbwno w ziarninach, jak i torbielach okotowierzchotkowych [80]. W swoich
badaniach z 2009 roku, Colic i wsp. za pomocg badan immunohistochemicznych
(przeciwcialo przeciw-tryptazie i CD 117) réwniez potwierdzili obecno$¢ komo-
rek tucznych w przewleklych zmianach okotowierzchotkowych szczek. Nie
badali oni ich doktadnej liczby, lecz ogdlne utkanie komorkowe wyzej wymie-
nionych zmian. W wynikach opisano, ze mastocyty stanowia zaledwie 4,2 +/-
0,2 % wszystkich komorek [27]. Podobnie jak Yagasinawa w latach 80. XX
wieku, odnotowali, Ze mastocyty stanowig niewielki odsetek komorek zapal-
nych. Autorzy Ci zaobserwowali rowniez, ze komorki te znajduja si¢ gtownie na
granicy kompartmentu stworzonego z tkanki ziarniniowej i widknistej kapsuty,
jak rowniez w przestrzeniach okolonaczyniowych w bliskim kontakcie z limfo-
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cytami [27], co z kolei stoi w zgodzie z badaniami Martona [78] i Piatelli [107].
Marton i Kiss w swoich badaniach z 1993 roku, za pomoca reakcji enzymohisto-
chemicznej, udokumentowali obecno$¢ mastocytdéw w skupiskach komorek
liczebnosci od 10 do 70 umiejscowionych we widknistej kapsule [77].

Z powyzszych danych literaturowych, jak i badan wtasnych, jasno wynika iz
mastocyty sa obecne w przewleklych zmianach okotowierzchotkowych szczek,
przy czym w torbielach jest ich wiecej niz w zapaleniach ziarninowych. Niekto-
re z przytoczonych badan dowodza ponadto, ze w wigkszej liczbie wystepuja
one w wyzej wymienionych zmianach, niz w zapaleniu ostrym [66] i torbielach
rozwojowych [99]. Wigksza liczba komorek tucznych w torbielach zapalnych
moze mie¢ zwigzek z ich czestszym umiejscowieniem w poblizu skupisk tkanki
wloknistej 1 strefy podnablonkowej. Struktury te sg lepiej wyksztatcone w tor-
bielach niz w ziarniniakach. Oryginalnie komorki tuczne pochodzg z linii komo-
rek szpiku kostnego, przez niektdrych autoréw [111] zaliczane sa w podziatach
histologicznych do komorek tkanki tacznej. Ponad to, jak podaje Metcalfe, ma-
stocyty maja zdolno$¢ do wytwarzania tej tkanki [86], ktdéra jest oznakg wytwa-
rzania blizny, czyli gojenia stanu zapalnego. Torebke tacznotkankows torbieli
mozna uznac¢ za przejaw ograniczania zapalenia, ktory odgradza je grubag tacz-
notkankowa kapsuta od otaczajacej kosci, by zapobiec rozprzestrzenianiu si¢
zakazenia do innych miejsc organizmu. Wystgpowanie mastocytow w takim
obronnym tworze, a by¢ moze wspottworzenie go, koresponduje z fizjologicz-
nym wystepowaniem komorek tucznych w miejscach potencjalnych wrot zaka-
zenia.

Jako 7e wiegkszg liczbe komdrek tucznych stwierdzono w torbielach zapal-
nych niz rozwojowych, a w podgrupie rozwojowych — wigkszg liczbg mastocy-
tow stwierdzono w torbielach zakazonych niz w niezakazonych, mozna przy-
puszczac, ze komorki tuczne sg $cisle zwigzane z tkankg taczng powstala w wy-
niku reakcji obronnych organizmu a nie z sama budowa histologiczng torbieli
(wszak torbiele zawiazkowe réwniez posiadajg grubg torebke tacznotkankows).

5.2 Rola mastocytow w przewleklych zapaleniach okolowierz-
cholkowych szczek

W latach 70. i wezesnych 80. XX wieku lansowano teze, ze przewlekte oko-
lowierzchotkowe stany zapalne sa reakcjami nadwrazliwosci typu natychmia-
stowego lub anafilaktycznego, sterowanymi przez histaming wydzielang z ma-
stocytow i bazofili w konsekwencji wigzania z przeciwcialem Ig E. Teorie te
stalty w zupelnej sprzecznosci z brakiem klinicznych objawow nadwrazliwosci u
pacjentow cierpiacych na przewlekte stany zapalne przyzebia okotowierzchot-
kowego [78]. Bardziej zaawansowana technika histo- i immunohistochemii,
pozwolita okresli¢, ze komodrek tucznych w tych zmianach jest znacznie mniej
niz poczatkowo sadzono. Niewielka liczba mastocytoéw wydaje si¢ nie potwier-
dza¢ teorii o tak silnej przeciez reakcji nadwrazliwosci typu anafilakeji [78].
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Piatelli i wsp. uwazajg, ze mastocyty thumig intensywno$¢ odpowiedzi zapalnej
w ziarniniakach okotowierzchotkowych poprzez mechanizmy inne niz reakcja
nadwrazliwo$éi IgE- zalezna [107].

Rozwazajac potencjalng role komorek tucznych w badanych zmianach za-
palnych, nalezy wzia¢ pod uwage dowiedziony udzial mastocytow w mechani-
zmach obronnych gospodarza. W badaniach in vivo, przeprowadzonych przez
Malaviya i wsp. [73] podawano zawiesing K. pneumoniae myszom z genetycz-
nie uwarunkowanym brakiem mastocytéw i myszom dzikim. Smiertelnosé my-
szy pozbawionych komorek tucznych byta o 80% wigksza niz dzikich, liczeb-
no$¢ bakterii 20-krotnie wyzsza, a obecnos¢ neotrofili 5-krotnie nizsza. U myszy
pozbawionych mastocytow, nie stwierdzono wzrostu stezenia TNF, natomiast
stwierdzano 100% $miertelnosci w ciagu 5 dni od zakazenia, podczas gdy u
myszy dzikich nastepowal wzrost TNF a $miertelno$¢ wynosita 20%. Rekon-
strukcja komoérek tucznych zmniejszata $miertelno$¢, za$ podanie przeciwciat
anty-TNF znosito ten efekt.

Wedlug badan McLachana 1 wsp. [84], u myszy z genetycznie uwarunkow-
nym niedoborem mastocytow nie wystapito powigkszanie okolicznych weztow
chtonnych w czasie indukowanej infekcji bakteryjnej oraz ze za powigkszanie
weztow chionnych i naptyw limfocytow T odpowiedzialny jest TNF (rowniez
wydzielany przez mastocyty). Z badania tego wynika jasno, ze niedobor komo-
rek tucznych uposledza odpowiedz immunologiczng gospodarza.

Mastocyty sg bardzo waznym elementem obrony nieswoistej skierowanej
przeciwko bakteriom. Umieja je fagocytowaé, zabija¢ wewnatrzkomorkowo.
Uwalniajg szereg mediatorow i cytokin bioracych udzial w procesach zapalnych,
wytwarzaja peptydy o dzialaniu przeciwbakteryjnym. Galli i wsp. wskazuja
rowniez, ze wspotuczestnicza w mechanizmach obrony swoistej przeciw bakte-
riom [44]. Wedlug Abrahama i Malaviji mozna przypuszczaé, ze najwazniejsza
funkcja mastocytow jest obrona przeciw patogenom [1]. W zwiazku z przedsta-
wionymi powyzej danymi literaturowymi, wydaje si¢ by¢ jasne, iz w zakresie
obrony organizmu przed patogenami, zar6wno w ziarniniakach, jak i w torbie-
lach zebopochodnych, funkcja mastocytéw jest jednoznaczna.

Nalezy jednak pamigta¢, ze mechanizmy obronne, majace na celu zniszcze-
nie patogenu, dziatajg niekiedy rowniez niekorzystnie na sam bronigcy si¢ orga-
nizm, powodujac mniejszego lub wiekszego stopnia destrukcje we wiasnych
tkankach. Taki proces ma miejsce w przebiegu przewlektych zapalen okoto-
wierzchotkowych.

W zapaleniach ziarninowych nie wystepuje tak znaczne niszczenie kosci jak
w torbielach, jednak rozbudowang, trojwarstwowg torebke torbieli mozna uznaé
za probe ograniczenia zapalenia przez organizm gospodarza, cho¢ sam rozrost
torbieli powoduje wieksze zniszczenie tkanek niz ziarnina. Z drugiej strony
tkanka ziarninowa jako taka, réwniez uwazana jest za etap gojenia rany. W
przypadku zapalen przywierzchotkowych, tworzaca si¢ ziarnina stanowi swego
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rodzaju barier¢ przed wnikni¢ciem drobnoustrojow w glebsze warstwy kosci i
zabezpiecza przed rozprzestrzenieniem si¢ zapalenia poza obrgb wierzchotka
zgba. Z danych literaturowych wynika, ze mastocyty znajdujg si¢ w miejscach
bedacych tak zwanymi wrotami zakazenia (tj. btona $luzowa uktadu pokarmo-
wego, oddechowego, skora, w poblizu naczyn krwionosnych). Nie wydaje si¢
wigc by¢ zaskoczeniem obecno$¢ tych komorek w okotowierzchotkowych
zmianach zapalnych.

Analizujac role¢ komorek tucznych w przewlektych zmianach okotowierz-
chotkowych szczek nalezatoby wzig¢ pod uwage udzial mastocytow w procesie
niszczenia i gojenia kosci.

5.2.1 Mastocyty a niszczenie tkanek okolowierzchotkowych

Jako ze wielu autoréw stwierdza obecnos¢ mastocytow w glebokiej warstwie
wioknistej kapsuly torbieli, a wigc w miejscu najblizszego kontaktu z otaczajaca
kos$cia, mozna przypuszczaé, ze mastocyty poprzez produkty swej degranulacji —
posrednio i bezposrednio — indukuja resorpcje kosci.

Niektore z mediatorow wydzielanych przez komorki tuczne powoduja de-
strukcj¢ tkanek poprzez rozklad macierzy pozakomorkowej, dzigki czemu
zwigksza si¢ liczba innych komodrek zapalenia w zaatakowanym przez bakterie
obszarze oraz przyspiesza rozprzestrzenianie si¢ uwolnionych z nich mediato-
row. Proces ten ma miejsce dzigki oboj¢tnym proteazom i metaloproteinazom
[46, 102, 106]. Tryptaza hydrolizuje fibronektyne i1 rozktada kolegen typu I a
chymaza degraduje kolagen typu IV, fibronektyng, laminine i proteoglikany.
Metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9 rozszczepiajg elastyne, fibronektyng i kola-
gen typu IV, V, VIL

Torbiel powiekszajac swe rozmiary, niszczy ko$¢. Obecno$¢ heparyny wy-
twarzanej przez mastocyty moze przyspiesza¢ rozpad glikozaminoglikanow 1
proteoglikanow w ptynie torbieli, przyczyniajac si¢ do wzrostu ci$nienia hydro-
statycznego 1 osmotycznego [120, 121], co pobudza wzrost zmiany. Prostaglan-
dyny oraz tryptaza pochodzace ze zdegranulowanych mastocytow na granicy
torbiel’ko$¢, moga powodowac niszczenie tej drugiej [24]. Dodatkowo, w swo-
im artykule Yanagisawa przytacza badania, z ktorych wynika, ze chymaza i N-
acetylobetaglukosoaminidaza moga stymulowac niszczenie tkanki [144]. W
swojej pracy z 1971 roku, Taylor opisuje, ze degranulacja mastocytow pobudza
kolagenazg do destrukcji tkanki [130].

de Norohna Santos Netto i wsp. odkryli, ze najwigcej mastocytow znajduje
si¢ w najbardziej zewnetrznej czesci Sciany torbieli, a wigc w czesci graniczacej
bezposrednio z koscia, co moze mie¢ zwiazek z utratg kosci, jak ma to miejsce
W osteoporozie i mastocytozie [25].

Teronen i wsp. rowniez zaobserwowali obecnos¢ zdegranulowanych masto-
cytdw na obrzezach torbieli zgbopochodnych, na granicy z otaczajaca koscia.
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Stad teza, ze tryptaza wydzielana z mastocytow moze powodowac destrukcje
kosci [131]. Podobne obserwacje poczynili de Oliviera Rodini i wsp. [103].

Ponad to mastocyty reguluja utrate tkanek twardych poprzez aktywnosé
osteoklastow wydzielajac czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i
makrofagdw (GASCF) [25] oraz PGD2. De Oliviera Rodini i wsp. réwniez
przychylaja si¢ do tezy, ze PGD2 przyczynia si¢ do resorpcji kosci promujac
wzrost torbieli [103]. Mastocyty stymulujg rowniez aktywnos$¢ osteoklastow
poprzez wydzielang heparyne [47] i TNF alfa [30, 34]. Ciekawy wydaje si¢ by¢
fakt, ze komorki tuczne sg jedynymi komorkami, z ktorych TNF alfa wydzielany
jest 10 do 20 minut po aktywacji [37, 73]. Histamina i serotonina moze powo-
dowa¢ wzrost przepuszczalnosci naczyniowej [144], co przyczynia si¢ do zmia-
ny ci$nienia osmotycznego i wzrostu torbieli. Jako ze mastocyty pobudzaja nisz-
czenie kosci 1 wzrost torbieli, spekulowano nad mozliwo$cig zmniejszenia liczby
tych komorek celem modulowania wzrostu torbieli [131]. Smith i wsp. [119]
uwazaja, ze produkowana i wydzielana przez komorki tuczne histamina moze
przyczynia¢ si¢ do wzrostu torbieli ze wzgledu na swoje wazoaktywne wtasci-
wosci, ktore powoduja uwolnienie biatek plazmatycznych. Te z kolei w warun-
kach utrudnionego drenazu limfatycznego, moga wedrowac do pltynu wewnatrz
$wiatta torbieli powodujac jej rozrost poprzez zwickszenie ci$nienia osmotycz-
nego. De Oliviera Rodini i wsp. [103] sugeruja, ze do resorpcji kosci w trakcie
wzrostu torbieli, moze przyczynia¢ si¢ rowniez aktywacja lub supresja odpowie-
dzi immunologiczne;j.

5.2.2 Komorki tuczne a gojenie tkanek okolowierzchotkowych

W przewlektych zapaleniach tkanek okolowierzchotkowych, fazy destrukcji
przeplatane sa okresami regeneracji, jak roOwniez procesy te moga ze soba
wspotistnie¢. Komorki tuczne wystepujace w przewlektych zmianach okoto-
wierzchotkowych rowniez przyczyniajg si¢ do obrony gospodarza oraz regene-
racji tkanek przyzebia. Tryptaza oraz TNF-alfa wydzielane z mastocytow moga
stymulowac¢ fibroblasty do tworzenia kolagenu [49, 64], a przez to promowac
wloknienie i gojenie rany [18]. Ponad to komorki tuczne moga przylega¢ do
fibronektyny, podobnie jak fibroblasty [31, 143] za pomoca klasycznego recep-
tora integryny fibronektyny. Mastocyty przyczyniaja si¢ do procesow widknie-
nia [86] poprzez produkcje kwasu hialuronowego [7] oraz intensyfikuja wzrost
wiokien kolagenowych dzieki efektom dziatania heparyny [89] Dzigki tym me-
chanizmom, mastocyty moga przyczynia¢ si¢ do reperacji tkanki i syntezy kola-
genu [62, 76, 144] oraz wtoknienia [31]. Mastocyty w szczegdlny sposob wpty-
waja na organizacj¢ ziarniny w trakcie gojenia rany [68, 122]. Drazi¢ i wsp. w
swoim badaniu stwierdzili obecno$¢ zdegranulowanych komorek tucznych w
duzej bliskosci fibroblastow, co sktonito ich do wysunigcia tezy o mozliwej roli
komorek tucznych w formowaniu tkanki widknistej w przewlektych zmianach
okotowierzchotkowych [34]. Niszczenie tkanek przez metaloproteinazy nie tyl-
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ko powoduje samg destrukcje tkanki, ale tez przyczynia si¢ do naplywania in-
nych komorek zapalenia w miejsce infekcji oraz utatwia rozprzestrzenianie si¢
mediatoréw mastocyta. W argumentach , kontra zapaleniu” nie nalezy zapomi-
na¢ o najwazniejszej funkcji — czyli fagocytozie bakterii i ich wewnatrzkomor-
kowemu niszczeniu.

Nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze szereg dziatan zapoczatkowanych przez me-
diatory mastocyta ma na celu ograniczenie zapalenia, tym samym przyczyniajac
si¢ do zniszczenia okolicznych tkanek jako skutek uboczny dziatania zasadni-
czego. | tak tez tryptaza promujgca naplyw komorek obronnych do miejsca in-
fekeji, spowoduje jednocze$nie degradacje macierzy pozakomorkowej, nato-
miast heparyna odpowiedzialna za wzrost ci$nienia osmotycznego jako dziatanie
przeciwzapalne, tym samym ubocznie zastymuluje rozrost torbieli i niszczenie
kosci. Histamina w swym dziataniu przeciwzapalnym podniesie ci$nienie osmo-
tyczne i przepuszczalno$¢ naczyn, co bgdzie miato te same skutki, co dziatanie
heparyny (tabela 22).

Nalezy rowniez pamigta¢, ze mediatory mastocytow w swym dziataniu
obronnym, pelnig wazng funkcje¢ chemoatraktantoéw innych komoérek niezbed-
nych w procesie zwalczania zapalenia (tabela 23).

Tabela 22. Funkcje mediator6w mastocyta w niszczeniu/naprawie koSci

Tabele 22. Functions of mast cells mediators in bone destruction/ reparation

Substancja Funkcja w niszczeniu kosci Funkcja w naprawie
Substance Role in bone destruction kosci
Role in bone recon-
struction

MMP (gtéwnie Degradacja kolagenu i innych sktadowych Tworzenie kolagenu
tryptaza) macierzy pozakomoérkowej Collagen formation
MMP (mainly Degradation of collagen and other substances of
tryptase) extracellular matrix
Heparyna Wzrost ci$nienia osmotycznego
Heparin Raise of osmotic pressure

Aktywacja osteoklastow

Activation of osteoclasts
PG Aktywacja osteoklastow
PG Activation of osteoclasts
TNF alfa Aktywacja osteoklastow Tworzenie kolagenu
TNF alfa Activation of osteoclasts Collagen formation
Histamina Wzrost przepuszczalno$ci naczyniowej Angiogeneza
Histamine Raise of vessel permability Angiogenesis

Wzrost ci$nienia osmotycznego

Raise of osmotic pressure
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Tabela 23. Wybrane funkcje mediatoréw mastocyta w procesie zapalnym

Tabele 23. Selected functions of mast cell mediators in inflammatory process

Substancja Funkcja w procesie zapalnym

Substance Role in inflammatory process

MMP (gtdéwnie tryptaza) | Naptyw komorek zapalenia w miejsce infekcji

MMP (mainly tryptase) Atraction of inflammatory cells into inflammation area

Heparyna Chemoatraktant neutrofilow, eozynofilow

Heparine Chemoatractant of neutrophils and eosinophils

PG Chemoatraktant neutrofilow

PG Chemoatractant of neutrofiles

TNF alfa Chemoatraktant neutrofilow

TNF alfa Chemoatractant of neutrofiles

Histamina Utatwienie diapedezy, chemoatraktant eozynofilow, limfocytow Th

Histamine Facilitation of diapedesis, chemoatractant of eosinophiles and Th
limphocytes

5.2.3 Mastocyty a inne komoérki obecne w przewleklych zmianach okoto-
wierzcholkowych

Nalezy pamigtac, ze w przewleklych stanach zapalnych przyzebia okoto-
wierzchotkowego stwierdza si¢ obecnos¢ roznych komorek. Fakt ten podkresla
w szczegdlnosci Marton, ktory przeprowadzil kilka badan na temat komorek
nacieku zapalnego [77, 78] . Komorki te biorg udzial w zwalczaniu patogenu,
jak 1 w destrukcji tkanek okotowierzchotkowych. Niektore petnig bardzo istotng
role w patogenezie chorob zapalnych przyzebia okotowierzchotkowego, inne
natomiast nie sg az tak istotne.

Opierajac si¢ na badaniach innych autorow odno$nie komorek obecnych w
zmianach okotowierzchotkowych [27, 77, 78], mozna do nich zaliczy¢ leukocy-
ty PMN, limfocyty B i T, komoérki plazmatyczne, makrofagi, immunoglobuliny
oraz komorki NK.

Marton i Kiss w publikacji z 2000 roku podkreslaja role leukocytéw PMN.
Zaliczaja sie do nich neutrofile, zwane takze mikrofagami, ktére zapewniaja
pierwsza lini¢ obrony przed wysiewem bakterii z zainfekowanego kanatu zebo-
wego dzieki mozliwo$ciom fagocytozy oraz zabijania drobnoustrojow. Neutrofi-
le najliczniejsze sg w strefie wydzielniczej zmiany okotowierzchotkowej a ich
zadaniem jest niszczenie bakterii, eliminowanie pozostatosci bton bakteryjnych,
antygenow, toksyn i enzymow. Dzieki wydzielanej IL-1 i IL-6, neutrofile te
mogg aktywnie uczestniczy¢ w dodatnim sprzgzeniu autostymulacji (np. wywo-
taniu wybuchu tlenowego) poprzez ekspresje genéw. Moga rowniez bra¢ udziat
w rekrutowniu i dojrzewaniu osteoklastow [11, 40]. Eozynofile stanowig nie-
wielka czeg$¢ populacji nacieku limfocytow PMN.

Ci sami autorzy podkreslajg obecnos¢ limfocytéw B i1 T. Zarowno limfocyty
B, jak komorki plazmatyczne produkujace przeciwciata IgG, IgA, IgM zostaty
zidentyfikowane w duzych ilosciach w omawianych zmianach, jednak limfocyty
T wystepuja tam znacznie liczniej [15]. Dzielg si¢ na limfocyty CD4+ i CD8+.
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CD4 + moga pomaga¢ w produkcji immunoglobin jak rowniez reakcjach cyto-
licznych limfocytow T [29]. Limfocyty CD8+ staja si¢ cytotoksyczne po stymu-
lacji antygenowej jak rowniez nabywaja funkcji supresorowych. Wyzszy stosu-
nek CD4/CD8 odnotowano w torbielach niz w ziarniniakach, przy czym limfo-
cytow B rowniez bylo wigcej [123]. Wg badan Kawashimy 1 wsp. wigcej limfo-
cytow CD4 znajduje si¢ w mtodszych zmianach, podczas gdy w dojrzalszych
przewazaja limfocyty CD8 [57]. Znaczyloby to, ze w mtodszych zmianach
przewazaja limfocyty pomocnicze Th, natomiast w dojrzatych zmianach — su-
presorowe i cytotoksyczne Ts i Tc.

Komorki NK (natural killers) — to komorki bedace potaczeniem swoistej i
nieswoistej odpowiedzi zapalnej. Badania Bancrofta i wsp. wykazaty, ze NK nie
produkuja odpowiednich cytokin. U zmutowanych myszy z powaznymi niedo-
borami immunologicznymi w zakazonym kanale korzeniowym nie sg wydziela-
ne odpowiednie substancje produkowane przez komorki uktadu odpornosciowe-
g0, a cytokiny wytwarzane przez NK sa niewystarczajace do stworzenia ziarni-
niaka okotowierzchotkowego, w zwigzku z tym zwierz¢ ulega uog6lnionej in-
fekceji [9, 10]. Stad tez rola tych komoérek w przeciwdziataniu zapaleniu przyze-
bia okotowierzchotkowego nie wydaje si¢ by¢ istotna.

Obecnos¢ makrofagow podkreslana jest przez wielu autorow. Ich obecnosé
jest istotna w przewlektych zmianach okotowierzchotkowych, cho¢ ich liczba
waha si¢ od 4% do 50%. Kawashima i wsp. wykazali, ze po otwarciu zgba my-
szy 1 ekspozycji miazgi na zanieczyszczone $rodowisko jamy ustnej, jedna z
pierwszych reakcji bylo pojawienie si¢ duzej liczby makrofagoéw w tkankach
okotowierzchotkowych [57]. Nalezy tez pamigtac ,ze makrofagi wydzielaja sze-
reg metaloproteinaz, ktore moga niszczy¢ tkanki przyzebia.

Mastocyty biorg udzial w patogenezie zapalenia przewlektego, stymulujac
organizm gospodarza do obrony przeciwbakteryjnej. Komorki tuczne moga mo-
dulowa¢ proliferacje limfocytéw CD8+. De Oliviera Rodni w swojej pracy z
2004 roku, na podstawie badan witasnych oraz innych autoréw, stwierdza, ze
poprzez wydzielanie cytokin typu Thl [105] oraz Th2 [86, 136] wplywaja one
na roéznicowanie limfocytow T. Villa i wsp. oraz Fox i wsp. [43, 141] dowiedli
w badaniach, ze mastocyty prezentujg antygen limfocytom T. De Oliviera Rodi-
ni na podstawie swoich badan sugeruje, ze obecnos¢ mastocytow w przewle-
ktych zmianach okotowierzchotkowych moze moze by¢ zwigzana z regulacja
komorkowych mechanizméw immunologicznych zwigzanych z limfocytami
CD8&+[103].

Inni autorzy rowniez widza zwigzek pomiedzy mastocytami a komoérkami
immunokompetentnymi. Piatelli i wsp. uwazaja, ze produkty limfocytéw T in-
tensyfikuja wzrost mastocytow in vitro [108].Z drugiej strony, ci sami autorzy sg
rowniez zdania, ze histamina wydzielana z komorek tucznych moze hamowacé
odpowiedz zapalna, dziatajac supresorowo na produkcje INF i IL pochodzacych
z limfocytow T.
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Mastocyty dziatajg obronnie na tkanki gospodarza w obrgbie przyzebia oko-
towierzchotkowego na zasadzie tych samych mechanizmoéw, ktore zostaty
przedstawione we wstepie pracy.

W $wietle literatury i wlasnych badan, mozna przypuszczaé, ze komorki
tuczne przez swoja obecnos¢ w przewleklych zapalnych zmianach okotowierz-
chotkowych szczek, sg zaangazowane w regulacj¢ mechanizméw immunolo-
gicznych — balansujac pomiedzy procesami niszczenia i gojenia zmienionych
zapalnie tkanek. Wiele z substancji uwalnianych z komorek tucznych, jak i pro-
cesOw, w ktorych biorg one udzial, promuje rozrost zmiany okotowierzchotko-
wej 1 niszczenie otaczajacej kosci. Z kolei obecnos¢ tych komorek w torbielach
okotowierzchotkowych moze réwniez przemawiac¢ za naprawczo-obronng funk-
cja mastocytdw, na co argumenty przedstawiono we wczesniejszej czesci pracy.
Trudno jest jednoznacznie okresli¢, czy obecnos¢ i aktywacja komoérek tucznych
w przewleklych zmianach okotowierzchotkowych szczek niesie za sobg wigcej
korzysci czy strat. Z jednej strony obrona przed drobnoustrojami zapewniona
przez komorke tuczng jest ogromnie wazna, lecz z drugiej strony zniszczenie
kosci jest znaczne. Nalezy rowniez podkresli¢, iz oprocz mastocytoOw, znacznie
wiecej komoérek oraz mechanizmoéw mogacych powodowac destrukcje kosci,
bierze udzial w przewlektych zapaleniach okotowierzchotkowych, tak wigc
zniszczenie tkanek jest wypadkowa dziatan zapoczatkowanych przez komorki
tuczne i innych komorek zapalenia. Powstaje tez pytanie, czy inne komorki na-
cieku zapalnego nie wystarczytyby do zwalczenia i ograniczenia infekcji?

Obecnie standardem leczenia przewlektych zapalen okolowierzchotkowych
zgbow jest leczenie zachowawcze — endodontyczne, skojarzone — endodontycz-
no-chirurgiczne czyli resekcje lub chirurgiczne, czyli usunigcie zgba przyczy-
nowego wraz z wyluszczeniem otaczajacej go zmiany. Na uwagg zastuguje spo-
strzezenie De Oliviera Rodini i wsp., ktorzy zastanawiajg si¢, czy aplikacja
srodkow blokujacych miejscowo dzialanie mastocytow, mogtaby przyczynic sig
do nowej strategii leczenia przewleklych zmian okotowierzchotkowych szczek.
Jesli rzeczywiscie rola komorki tucznej okazalaby sie tak znaczaco negatywna w
przebiegu ziarniniakow i torbieli, wowczas aplikacja takich $§rodkéw mogtaby
by¢ ciekawym rozwigzaniem, umozliwiajagcym pacjentowi nieinwazyjne lecze-
nie. Z drugiej strony, jesli mastocyt petni znaczacg role w zahamowaniu procesu
zapalnego w zapalnych zmianach okotowierzchotkowych, wowczas zablokowa-
nie jego dziatania mogloby zadziata¢ na niekorzys¢ leczenia, przedtuzy¢ je oraz
pogorszy¢ rokowanie.

Mastocyt bierze udziat praktycznie w kazdorazowym zetknieciu organizmu
z patogenem, dzialajac obronnie z zatozenia, co jednak w pewnych przypadkach
odnosi efekt odwrotny — przyktadem moze by¢ reakcja anafilaktyczna. Komorka
tuczna z racji swojej wielozadaniowosci i kaskad mechanizméw, ktore potrafi
uruchomi¢ nie tylko w obrebie szczgk, ale i og6lnoustrojowo, wydaje si¢ by¢
cieckawym tematem do dalszych badan zaréwno poznawczych, jak i majacych
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warto$¢ aplikacyjnag, jak na przyktad w wyzej wspomnianych metodach leczenia
przewlektych zapalen okotowierzchotkowych.
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WNIOSKI

Obecnos¢ komorek tucznych stwierdza si¢ w 100 % przewlektych zmian
zapalnych okotowierzchotkowych, zarowno w ziarninach, jak i torbielach.

Liczba komorek tucznych jest §rednio 3 razy wigksza w torbielach niz w
ziarninach.

Barwienie immunohistochemiczne przeciwciatem CD 117 jest doktadniejsze
niz histochemiczne metodg Giemsy — uwidacznia Srednio 2 razy wigcej ma-
stocytow w badanym obszarze.

Wigksza liczba komorek tucznych w torbielach zebopochodnych niz w ziar-
niniakach moze $wiadczy¢ o probie ograniczenia bardziej zaawansowanego
W czasie procesu zapalnego przez gospodarza, jako ze gtéwna funkcjg tych
komorek jest obrona organizmu.

Potencjalna rola komorek tucznych w powstawaniu przewlektych zmian
okotowierzchotkowych moze by¢ dwojaka: zard6wno stymulujg tkanke kost-
ng do odbudowy, jak i promujg jej destrukcje.
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8. STRESZCZENIE

Wstep: Przewlekle zapalenia okolowierzchotkowe zgbow sg jednymi z cze-
sciej wystepujacych nieztosliwych patologii niszczacych kosci szczek. Wsrod
nich wyrézniamy m. in. zapalenia typu ziarninowego i torbiele. Oba typy zmian
majg charakter rozrostowy. W ziarniniakach gléwng mas¢ zmiany stanowi ziar-
nina zapalna, natomiast w torbielach — plyn torbieli. Torbicle uwazane sg za
zapalenia bardziej zaawansowane pod wzgl¢dem czasu trwania oraz trudniejsze
do leczenia zachowawczo-chirurgicznego. Powstawanie obu typow zmian zosta-
lo wielokrotnie opisane w literaturze, cho¢ mechanizm wzrostu - szczegolnie
torbieli korzeniowej zapalnej — nie jest ostatecznie wyjasniony. Wiadome jest,
ze pewng role pehia tu komorki powszechnie bytujgce w zmianach zapalnych.
Komoérki tuczne sa jednymi z wielu wystepujacych w tego typu zapaleniach.
Wydzielajg one szereg substancji, dzigki ktorym z jednej strony przeciwdzialajg
zapaleniu, z drugiej natomiast powoduja destrukcje tkanek gospodarza.

Cele pracy: Celem pracy jest okreslenie liczby mastocytow zar6wno w ziar-
ninach jak i1 torbielach okotowierzchotkowych oraz pordéwnanie uzyskanych
wynikdéw. Nastepnie proba okreslenia roli mastocytow w zalezno$ci od typu
zmiany i liczby komoérek tucznych. Celem tej pracy jest rowniez porownanie
metody barwienia metoda Giemsy (histochemicznej) oraz przeciwcialem CD
117 (immunohistochemicznej) pod katem liczby mastocytow widzianej w kazdej
z metod.

Materiat i metody: Przebadano 30 preparatow ziarniniakéw okotowierzchot-
kowych oraz 30 preparatéw torbieli zapalnych zebopochodnych. Wszystkie pre-
paraty przygotowano metoda FFPE (formalin fixed parafin embedded), bloczki
parafinowe ci¢to na skrawki grubosci 4 mikrometrow, nastgpnie barwiono me-
toda Giemsy (Giemsa Staining Kit, Ventana) oraz przeciwcialem CD 117
(Polyclonal Rabbit Anti-Human c-kit, Dako). Lacznie uzyskano 120 preparatow,
w kazdym wyznaczono po 3 hot spoty, kazdy podzielono na 4 pola widzenia. W
kazdym polu widzenia liczono komorki tuczne. Do badan uzyto mikroskopu
Olympus CX 41, powigkszenie 400-krotne.

Wyniki: W torbielach zapalnych okotowierzchotkowych uzyskano $rednio
3-krotnie wickszg liczbg mastocytéw niz w ziarniniakach. W barwieniu Giemsy
zaobserwowano $rednio 2-krotnie mniejsza liczbe tych komorek niz w barwieniu
przeciwciatem CD 117.

Whioski: Barwienie immunohistochemiczne przeciwciatem CD 117 jest do-
ktadniejsze 1 wykrywa wieksza licze mastocytow niz barwienie histochemiczne
metoda Giemsy. Wigksza liczba komorek tucznych w torbielach zgbopochod-
nych niz w ziarniniakach moze $wiadczy¢ o probie ograniczenia bardziej zaa-
wansowanego w czasie procesu zapalnego przez gospodarza, jako ze gldwna




80 Dorota Renkielska

funkcja tych komorek jest obrona organizmu. Potencjalna rola komorek tucz-
nych w obu rodzajach zmian nie dotyczy tylko niszczenia tkanek okotowierz-
chotkowych, ale takze ich reparacji.
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9. SUMMARY

Introduction: Chronic periapical periodontitis is one of the most common
non-malignant pathologies concerning destruction of jaw bones. Within chronic
periapical periodontitis granulomas and periapical cysts are distinguished. Mast
cells, which produce a large quantity of various mediators, are considered to be
present in these inflammations. These substances, on one hand are able to repair
periapical bone loss, on the other - induce its destruction.

Aims: The aim of this study is to determine and compare the number of mast
cells in both granulomas and periapical cysts and attempt to determine their po-
tentional role depending on which lesion they are found in. Another aim is to
compare two staining methods: histochemical (Giemsa) and immunohistochemi-
cal (CD 117 Antibody) according to the numer of mast cells determined in each
of them.

Material and methods: 60 specimens of periapical lesions were examined: 30
periapical granulomas and 30 periapical cysts. The specimens were formalin
fixed parafin embedded (FFPE). In the next stage they were cut into 4 microme-
ter slides and stained by Giemsa method (Giemsa Staining Kit, Ventana) and CD
177 antibody (Polyclonal Rabbit Anti-Human c-kit, Dako). In microscope
(Olympus CX 41) examination 3 hot spots were indicated in each of 120 speci-
mens, every hot spot was divided into 4 high power fields of view. The number
of mast cells was counted in each field of view in 400 x magnification.

Results: In periapical cysts the numer of mast cells was 3 times higher than
than in periapical granulomas. Giemsa staining revealed 2 times lower numbers
of mast cells than CD 117 staining.

Conclusions: Immunohistochemical staining by CD 117 antibody is consid-
ered to be more specific than histochemical staining by Giemsa method. Accord-
ing to the results of this study, higher numbers of mast cells in periapical cysts
than in periapical granulomas may indicate their influence on reduction of in-
flammation since the main role of mast cells is host defence. However, the po-
tential role of mast cells in these lesions may be not only destruction but also
reparation of periapical tissues.







