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Objasnienia stosowanych skrotow i symboli
AP1 — czynnik transkrypcyjny (ang. Activator Protein — 1)

ASK1 — kinaza regulujaca apoptoze (ang. Apoptosis Signal — Regulating
Kinase — 1)

BCIP — fosforan bromo-chloro-indolu (substrat dla alkalicznej fosfatazy)
(ang. Bromo-Chloro-Indolyl-Phosphate)

BOB — bufor obcigzajacy do elektroforezy biatkowe;

BSA — albumina wotowa (ang. Bovine Serum Albumine)

DDH - domeny homologiczne do domen $mierci (ang. Death Domain

Homologous Regions)

EDTA - so0l sodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego (ang.
Ethylenediamine Tetra Acid)
ELAM-1 — E — selektywna (ang. Endothelium Leukocyte Adhesion Molecule)

FGF — czynniki wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor)

GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i

makrofagow (ang. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor)

ICAM-1 — migdzykomodrkowa czasteczka adhezyjna-1 (ang. Inter Cellular
Adhesion Molecule 1)

IFN — interferon

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. Insulin-Like Growth
Factor 1)

IL — interleukina

JNK — N-koncowa domeng¢ biatka c-Jun (ang. Jun N-terminal Kinase)
LPS — lipopolisacharydy



MCP-1 - biatko chemotaktyczne dla monocytéw (ang. Monocyte

Chemotactic Protein-1)

M-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagdw (ang.

Macrophage Colony-Stimulating Factor)
MMP — metaloproteinazy (ang. Metalloproteinases)

NBT - bi¢kit tetrazoliowy (substrat dla alkalicznej fosfatazy) (ang. Nitro Blue
Tetrazolium)

NFgB — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF«B (ang. Nuclear Factor kB)
NIK - NFkB — kinaza indukujaca NF¢B (ang. NF¢B - Inducing Kinase)

OCIF - czynnik hamujacy osteoklastogeneze (ang. Osteoclastogenesis
Inhibitory Factor)

OCPs — precursory osteoklastow (ang. Osteoclast Precursors)

OPG — Osteoprotegeryna (ang. Osteoprotegerin)

OSM - onkostatyna M (ang. Oncostatin M)

PGE, — prostaglandyna E2 (ang. Prostaglandin E2)

PMN - granulocyty wielojadrzaste (ang. Polymorphonuclear Leukocytes)

RANK - receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF¢B (ang. Receptor

Activator of Nuclear Factor B)

RANKL - ligand receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF¢B (ang.
Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand)

RANTES — chemokiny CCL5 (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell
Expressed and Secreted)



RT-PCR - tancuchowa reakcja polimerazowa w czasie rzeczywistym (ang.
Real — Time PCR)
TGFp — transformujacy czynnik wzrostu B (Transforming Growth Factor p)

TNF — czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

TNFR - receptor czynnika martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis

Factor Receptor)

TRAF - biatka adaptorowe (ang. TNF Receptor-Associated Factors)
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1. Streszczenie

Zmiany okolowierzchotkowe zebdw charakteryzuja si¢ niszczeniem kosci
przez osteoklasty kontrolowane przez receptor aktywatora jadrowego
czynnika NF-xB (RANK) 1 jego ligand (RANKL). W zmianach tych
zostaje zaburzony stosunek RANKL/OPG prowadzacy do patologicznej
resorpcji kosci. Interleukina - la (IL-1a) podtrzymuje stan zapalny oraz
stymuluje osteoklasty.

Celem pracy byla ocena ekspresji giéwnych mediatorow regulujacych
powstawanie i1 réznicowanie osteoklastow 1 osteoblastow w przewlektych
zmianach okotowierzchotkowych korzeni zebéw oraz wyjasnienie ich roli
W procesie niszczenia kosci.

Materiat do badan uzyskano od 40 chorych (28 me¢zczyzn i 12 kobiet) ze
zmianami okolowierzchotkowymi zgbdw leczonych w Poradni Chirurgii
Szczekowe] 1 Stomatologicznej GUMed. Grupa kontrolng byl materiat
tkankowy zdrowej blony §luzowej jamy ustnej uzyskany od 10 chorych
leczonych z powodu zespotu bezdechéw sennych (OSAS). Material
tkankowy do badan zostal utrwalony a nastepnie poddany badaniom
histopatologicznym, immunohistochemicznym i molekularnym. Oceng
histopatologiczna wykonano po barwieniu hematoksyling 1 eozyna.
Obecnos¢  tkankowa RANKL 1 OPG  wykazano  metoda
immunohistochemiczng u 36 chorych: 14 ziarniniakow
okotowierzchotkowych, 17 torbieli korzeniowych oraz 5 torbieli
zawigzkowych. Poziom ekspresji oceniano w odniesieniu do ilosci
immunoreaktywnych komorek. Biatko RANKL 1 OPG widoczne byto
przede wszystkim w warstwie cytoplazmatycznej komorek zapalnych.
Ekspresje¢ RANKL stwierdzono we wszystkich badanych zmianach
okotowierzchotkowych, niemal we wszystkich subpopulacjach komdrek.

Wysoki poziom biatka RANKL wykazano w 11 (30%) torbielach
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zapalnych, 8 (22%) ziarniniakach okolowierzchotkowych 1 4 (11%)
torbielach zawigzkowych; sredni w 6 (17%) ziarniniakach 1 w 6 (17%)
torbielach korzeniowych oraz w 1 (3%) torbieli zawigzkowej. Ekspresja
OPG w badanych zmianach byla na niskim poziomie u 9 (25%) a na
$rednim u 27 (75%) chorych. Sredni poziom ekspresji wystepowat przede
wszystkim w torbielach korzeniowych (n=13, 36%), niski w komorkach
ziarniniakow okolowierzchotkowych (n=5, 14%). Wszystkie zmiany o
charakterze torbieli zawigzkowej wykazywaty ekspresje OPG na Srednim
poziomie.

Ekspresja biatek RANKL, OPG i IL-1a oceniono metoda Western blot z
biatkiem  referencyjnym  pl4-3-3. Badania przeprowadzono  na
utrwalonych probkach tkankowych: 16 ziarniniakdw
okotowierzchotkowych, 19 torbieli korzeniowych, 5 torbieli zawigzkowych
oraz 10 probkach kontrolnych. Wykazano wzrost ekspresji RANKL, OPG 1
IL-1o0 w badanych tkankach w porownaniu do grupy kontrolnej. Poziom
ekspresji RANKL w ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbieli
korzeniowej 1 torbieli zawigzkowej] w znacznym stopniu przewyzszal
poziom ekspresji tych biatek w grupie kontrolnej. Stwierdzono niewielki
wzrost poziomu bialkka OPG w zmianach okotowierzchotkowych, ale nie
byl on znamienny statystycznie. Pordwnanie poziomu bialek RANKL,
OPG 1 stosunku RANKL/OPG w rodzajach zmian chorobowych nie
wykazato istotnych statystycznie rdznic. Zaobserwowano niewielki wzrost
poziomu biatka RANKL, natomiast spadek OPG w torbieli zapalnej w
poréwnaniu do ziarniniaka. W torbieli zawigzkowej, zarowno ekspresja
RANKIL, jak 1 OPG byta na niskim poziomie. Stosunek RANKL/OPG w
ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach korzeniowych 1 torbielach
zawiazkowych, byl znaczaco wyzszy niz w grupie kontrolnej. Stwierdzono

wzrost ekspresji IL-1a w grupie badanej w porownaniu z grupg kontrolna.
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Nie wykazano znamiennych statystycznie roznic ekspresji IL-la w
poszczegdlnych rodzajach zmian chorobowych.

Zwickszona cekspresja RANKL, OPG 1 IL-la w ziarniniakach
okotowierzchotkowych,  torbielach  korzeniowych 1  torbielach
zawigzkowych dowodzi ich roli w procesie resorpcji kosci. Wzrost
ekspresji IL-1loo w zmianach okolowierzchotkowych wplywa na wzrost
aktywnosci czynnika RANKL prowadzacego do intensyfikacji procesu
roznicowania osteoklastow. Wzrost ekspresji OPG w zmianach
okotowierzchotkowych moze s$wiadczyC, o reakcji obronnej organizmu
przed degradacja kosci. Uzyskane wyniki badan immunohistochemicznych
1 molekularnych §wiadczg o wptywie RANKL, OPG 1 IL-1a na przebieg

procesu resorpcji kosci w szczece 1 zuchwie.
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Summary

In the periapical lesions of teeth occurs the bone destruction, induced by
osteoclasts, which are controlled by receptor activator of nuclear factor NF-
kB (RANK), its ligand (RANKL). In these changes the ratio RANKL/OPG
1s disturbed which leads to the pathological bone resorption. Interleukin -
la (IL-1a) sustains inflammation and stimulates osteoclasts.

The aim of this study was to assess the expression of key mediators
regulating the formation and differentiation of osteoclasts and osteoblasts
in chronic periapical lesions of teeths’ roots and to clarify their role in the
process of bone degradation. The research material was obtained from 40
patients (28 men and 12 women) with periapical lesions of teeth treated in
the Dental and Maxillofacial Surgery Clinic of GUMed. Control group
tissue material consisted of healthy tissue of oral mucous membrane
obtained from 10 patients treated for sleep apnea syndrome (OSAS).

Tissue material for research was captured and then subjected to
histopathological, immunohistochemistry and molecular examination.
Histopathological evaluation was performed after staining with
hematoxylin and eosin. The presence of RANKL and OPG tissue was
demonstrated by immunohistochemistry in 36 patients: 14 periapical
granulomas, 17 radicular cysts and 5 follicular cysts. The level of
expression was assessed in relation to the amount of immunoreactive cells.
RANKL and OPG protein was visible primarily in the cytoplasmic layer of
inflammatory cells. RANKL expression was seen in all subjected periapical
lesions, almost all subpopulations of cells.

High level of RANKL protein was demonstrated in 11 (30%) inflammatory
cysts, 8 (22%) periapical granulomas and 4 (11%) follicular cysts; medium
level in 6 (17%) granulomas and 6 (17%) radicular cysts and 1 (3%)

follicular cyst. Expression of OPG in the studied lesions was low in 9
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(25%) and on average in 27 (75%) patients. The average level of
expression occurred primarily in the radicular cysts (n = 13, 36%), low in
the cells of periapical granulomas (n = 5, 14%). All the changes of a
follicular cyst showed the expression of OPG on the medium level.
Expression of the protein RANKL, OPG and IL-la was evaluated by
Western blot with the reference protein p14-3-3. The study was conducted
on fixed tissue samples: 16 periapical granulomas, 19 radicular cysts, 5
priomrdial cysts and 10 control samples. The increase of expression of
RANKL, OPG and IL-la has been shown in the tissues examined as
compared to the control group.

The level of RANKL expression in periapical granulomas, radicular cysts
and follicular cysts significantly exceeded the level of expression of these
proteins in the control group. A slight increase in protein levels of OPG in
periapical lesions was observed, but it was not statistically significant.
Comparison of protein levels of RANKL, OPG and RANKL/OPG ratio in
the three types of lesions showed no statistically significant differences. A
slight increase in level of protein RANKL was observed as well as an OPG
decrease in inflammatory cysts compared to granulomas. In the follicular
cysts, both the expression of RANKL and OPG were low. The ratio of
RANKL/OPG in periapical granulomas, radicular cysts and follicular cysts
was significantly higher than in the control group. An increase in
expression of IL-1a in the study group compared with the control group
was shown. There were no significant statistical differences of IL-1a
expression in particular types of lesions.

As shown in studies, increased expression of RANKL, OPG and IL-1a in
periapical granulomas, radicular cysts and follicular cysts demonstrates
their role in the process of bone resorption. The increase in IL-la

expression in periapical changes affects the enhance of RANKL activity
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leading to increased osteoclast differentiation process. Increased expression
of OPG in periapical lesions may render the body's defense reaction against
degradation of bone. The obtained results of immunohistochemistry and
molecular evidence of the impact of RANKL, OPG and IL-la on the

process of bone resorption in the maxilla and mandible.
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2. Wstep
Kos¢ jest tkanka, ktora ulega ciagtej przebudowie. Gtownymi procesami
metabolicznymi w kosci sg: proces modelowania 1 dojrzewania, (okres
dziecinstwa) polegajacy na wymianie sktadnikéw koscca, oraz remodelacja
(po 30 roku zycia) czyli wewnetrzna przebudowa kosci (ang. bone
remodeling), po zakonczeniu wzrostu 1 osiggni¢ciu szczytowej masy tkanki
kostnej (ang. peak bone mass). Proces modelacji prowadzi do tworzenia
nowej kosci. Podczas tego procesu kos¢ wzrasta na dtugos¢, grubos¢ oraz
osiaga docelowy ksztatt. W szczegdlny sposob procesowi temu poddawany
jest w okresie wzrostu wyrostek zebodotowy szczeki 1 zuchwy.
Remodelacja warunkuje wlasciwosci regeneracyjne kosci. Modelowanie 1
przebudowa kosci wystepuja po procesach resorpcji i kosciotworzenia.
Przecigetnie po 40. roku zycia rozpoczyna si¢ fizjologiczny proces
zmniejszania masy kostnej. Szybkos¢ utraty tkanki kostnej szacuje si¢ od
0,5 — 1%, a u kobiet po menopauzie moze si¢ga¢ nawet 5% w skali roczne;.
W  warunkach fizjologicznych istnieje = réwnowaga  pomiedzy
nawarstwianiem a resorpcja kosci. Rbwnowaga ta moze zosta¢ zaburzona
w wielu chorobach ukfadu kostnego, takich jak osteoporoza, choroby
przyzebia, reumatoidalne zapalenie stawOow, szpiczak mnogi oraz przerzuty
nowotworowe do kosci. W tych chorobach dochodzi do zwigkszenia
aktywnosci osteoklastow z jednoczesnym obnizeniem aktywnosci
osteoblastow, prowadzacych do patologicznego ubytku masy kostnej. Na
strazy dojrzewania 1 funkcjonowania osteoklastéw stoi  szlak
RANK/RANKL/OPG, ktorego gtdownymi sktadnikami sa: osteoprotegeryna
(OPG - ang. Osteoprotegerin), receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-
kB (RANK- ang. Receptor Activator of Nuclear Factor NF-kB) oraz
ligand RANK (RANKL- ang. Receptor Activator of Nuclear Factor NF-«xB
Ligand). Ws$rdd chordb kosci szczeki 1 zuchwy czgsto wystepuja zmiany
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okotowierzchotkowe o charakterze zapalnym, rozwijajace si¢ na skutek
infekcji bakteryjne; kanaldow korzeniowych. Zmianom tym towarzyszy
utrata prawidlowej struktury kostnej szczgk. Z powodu bezobjawowego
wzrostu zmiany moga osigga¢ duze rozmiary, doprowadzajac do
deformacji 1 niszczenia otaczajacej je kosci. Poznanie patomechanizmu
powstawania zmian okotowierzchotkowych moze by¢ przydatne tak w

rozpoznawaniu jak i w zapobieganiu oraz leczeniu tych chorob.
2.1 Zmiany okolowierzcholkowe szcze¢ki i zuchwy

Choroby okolowierzchotkowe doprowadzaja do zniszczenia struktur
utrzymujacych zab w kosci wyrostka zgbodotowego oraz do resorpcji kosci
(1). Gléwnym inicjatorem  procesOw zapalnych w  okolicy
przywierzchotkowej zebow, jest infekcja mieszang florg bakteryjna
pochodzaca z kanalu zebowego (2). Do rozwoju zapalenia moze rowniez
dojs¢ na skutek przypadkowego urazu, podraznienia chemicznego ozgbnej
podczas leczenia endodontycznego. W pierwszym okresie proces ogranicza
si¢ do okolicy wiezadta przyzgbnego oraz kosci gabczastej. Zachodza tu
procesy zapalne takie jak reakcja nerwowo-naczyniowa, ktora objawia si¢
przekrwieniem,  zatorami  naczyn, obrzekiem = wigezadel  oraz
nagromadzeniem granulocytéw obojetnochtonnych (3). Przedostawanie sig¢
bakterii 1 ich toksyn poza otwdr wierzchotkowy zgba powoduje napltyw,
aktywacje oraz interakcje pomigdzy komoérkami zapalnymi i obronnymi
organizmu (3, 4, 5). Procesy obronne prowadza nie tylko do niszczenia
patogendw, ale rowniez do resorpcji otaczajacej zab kosci (4, 6). Miejsce
po zresorbowanej kosci zastepowane jest przez ziarning, ktora moze w
przebiegu nieleczonego zapalenia organizowac si¢ w zmiany o charakterze
torbieli korzeniowych (4, 5, 7). Zapalenie okotowierzchotkowe moze by¢

wywotane przez bakterie zakazajace kanat zeba (3, 6). Drobnoustroje,
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ktore indukuja powstawanie proceséw zapalnych w obrebie miazgi zgba
oraz okolicy okotowierzchotkowej to przede wszystkim beztlenowce takie
jak gram ujemne: Fusobacterium, Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis, oraz gram dodatnie: Peptostreptococcus micros, Eubacterium i
Actimomyces actinomycetemcomitans (6, 7). Bakterie te r6znig si¢ od siebie
zjadliwoscia 1 moga zwigksza¢ lub zmniejsza¢ stopien wirulencji.
Wiasciwosci chorobotwdrcze bakterii znajdujacych si¢ w kanale zebowym
modyfikowane sg przez interakcje z innymi drobnoustrojami w kanale z¢gba
(7); zdolnos¢ do zaktocania 1 omijania mechanizméw obronnych
organizmu; uwalnianie lipopolisacharydéw (LPS) oraz syntez¢ enzymow

degradujacych tkanki gospodarza (3).

2.2 Klasyfikacja torbieli z¢bopochodnych i zapalnych
W 1654 roku po raz pierwszy opisano deformacje kosci szczek
spowodowang zmiang torbieclowata, lecz dopiero w 1728 roku
zasugerowano, ze tego typu zmiany mogg mie¢ zwiazek z zgbami. W 1853
roku James Paget wprowadzil termin ,,torbiele zawigzkowe”, ktéry odnosit
si¢ do wszystkich typow zmian torbielowatych pochodzenia zgbowego. W
publikacji Malasseza z 1885 roku dotyczaca resztek komorek
nabtonkowych zasugerowano, ze moga one mie¢ zwigzek z tworzeniem
torbieli. W 1898 roku JG Turner po przeprowadzeniu licznych badan nad
ziarniniakami zwigzanymi z pozbawionymi miazgi z¢bami wykazat ich
znaczenie w tworzeniu zmian o charakterze torbieli. Nadatl im nazwg
,hablonkowe guzy korzeni zebow” (8). W 1971 roku WHO opublikowata
pierwszg powszechnie uznang  klasyfikacje guzéw zebopochodnych,
torbieli 1 innych zmian charakterystycznych dla kosci szczek. Publikacja
byla wynikiem dtugoletniej wspotpracy pomiedzy WHO a Zakladem
Patologii Jamy Ustnej Krolewskiej Szkoty Dentystycznej w Kopenhadze.
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Jej gldownymi autorami byli Kramer i Pindborg. Ci sami autorzy, do
ktorych dotaczyl patolog Shear w 1992 roku wzieli udziat w tworzeniu
drugiego wydania tej publikacji - ,,WHO Histological Typing of
Odontogenic  Tumors”. Opracowanie z 1992 roku ujednolicito
terminologie¢, co ulatwito komunikacje migdzy klinicystami a patologiami.
W nowej klasyfikacji uwzgledniono nowe informacje na temat zmian
zgbopochodnych, ktére uzyskano dzigki nowoczesnym technikom
badawczym, uwzgledniono w niej takze dane kliniczne 1 wprowadzono
wyniki analiz immunohistochemicznych (Tabela I i 1I). W 2005 roku
ukazata si¢ kolejna klasyfikacja, ktorej gtownym autorem byt Leon Barnes.
Proponowany przez niego podziat rézni si¢ od poprzedniego; przede
wszystkim zostaty usunigte z niego torbiele zgbopochodne. Najistotniejsza
modyfikacja byto zakwalifikowanie torbieli rogowaciejacej (keratocysty)
do grupy nowotworow. W zwiazku z brakiem nowego podziatu torbieli,

obecnie za obowigzujacg uwaza si¢ klasyfikacje z 1992 roku (9, 10, 11).
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Tabela I. Klasyfikacja torbieli nablonkowych wg. WHO z 1971 roku

A. Rozwojowe

—_

. Zebopochodne
a. Torbiel dzigstowa - cystis gingivalis
b. Torbiel przyzebna - cystis parodontalis

c. Trobiel zawigzkowa - cystis follicularis

2. Niezgbopochodne
a. Torbiel przewodu nosowo — podniebiennego - Naso-palatine duct (incisive canal) cyst
b. Torbiel galeczkowo — szczekowa - cystis globulomaxillaris

c. Trobiel nosowo — wargowa - cystis nosolabialis

B. Zapalne

1. Torbiel korzeniowa - cystis radicularis
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Tabela 1l. Klasyfikacja torbieli nabtonkowych wg. WHO z 1992 roku

A. Rozwojowe

1. Zgbopochodne

a. “Torbiel dzigstowa” noworodkéw - ”Gingival Cyst” Of Infants (Epstein Pearls)

b. Torbiel rogowaciejaca (pierwotna) - Odontogenic Keratocyst (Primordial Cyst)

c. Torbiel zawigzkowa - Dentigerous (Follicular) Cyst

d. Torbiel nad wyrzynajacym si¢ zebem - Eruption Cyst

e. Torbiel przyzgbna boczna - Lateral Periodontal Cyst

f. Torbiel dziastowa dorostych - Gingival Cyst In Adults

g. Torbiel gruczotowa zgbopochodna/torbiel §linowo-zgbopochodna - Glandular Odontogenic

Cyst; Sialo-Odontogenic Cyst

2. Niezgbopochodne
a. Torbiel przewodu nosowo — podniebiennego (kanatu przysiecznego) - Nasopalatine Duct
(Incisive Canal) Cyst

b. Torbiel nosowo-wargowa (nosowo — wyrostkowa) - Nasolabial (Nasoalveolar) Cyst

B. Zapalne

a. Torbiel korzeniowa okotowierzchotkowa lub boczna - Radicular Cyst Apical And Lateral
b. Torbiel resztkowa - Residual
c. Torbiel przyzebna zapalna - Paradental (Inflammatory Collateral, Mandibular Infected

Buccal) Cvst



21

Rozwdj tych zmian jest w poczatkowych etapach bezobjawowy, jednak moze
prowadzi¢ do niszczenia struktury kostnej, deformacji twarzy 1 patologicznych
ztaman kosci. Sposrdd torbieli zgbopochodnych najczesciej rozpoznawalna jest
torbiel korzeniowa (cystis radicularis). Wzrost torbieli korzeniowej wigze si¢
zawsze Z resorpcja otaczajacej kosci (12, 13, 14). Czestos¢ wystepowania
torbieli zgbopochodnych szacuje si¢ na 7 - 15% sposrdd wszystkich zmian
okotowierzchotkowych szczgki 1 zuchwy (12, 15).

Najczescie] wystepuje torbiel korzeniowa, ktéra stanowita ponad 60%
rozpoznan (15, 16, 17). Na drugim miejscu, w ponad 30% przypadkow, s3
zmiany torbielowate klasyfikowane jako torbiele zawigzkowe (16, 17). Zgodnie
z definicja, torbiel to jedno lub wielokomorowa patologiczna jama w obrebie
kosci lub tkanek migkkich, wypelniona trescia o roznej spoistosci (ptynnej,
polptynnej lub gazowej), ktora nie powstaje na skutek kumulacji ropy (14, 16,
18). Torbiele zapalne sa bezposrednig konsekwencja przewleklego zapalenia
tkanek okolowierzchotkowych, jednak nie wszystkie przewlekle zmiany musza
si¢ w nig przeksztatci¢ (15, 19). Torbiel korzeniowa rozwija si¢ z resztek
komorek nabtonkowych znajdujacych si¢ w okolicy okotowierzchotkowe;j
zgbdw. Komdrki nabtonkowe pobudzane sa do proliferacji przez zapalenie,
ktore jest wynikiem martwiczych resztek oraz bakteryjnych antygendw
pochodzacych z nekrotycznej miazgi (15). Rozrost nablonka mogg stymulowac
bakterie: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Escherichia coli (14, 20, 21). Torbiele w catosci lub czesciowo pokryte sg
nabtonkiem wielowarstwowym plaskim z tendencja do rogowacenia. Jego
charakter zalezy od wieku, stopnia zrdznicowania torbieli lub stopnia
zaawansowania zapalenia. W milodych torbielach nabtonek moze wykazywacé
cechy zapalne 1 proliferacje (16, 20). Brak wysciotki nabtonkowej jest cechg
charakterystyczng dla torbieli rzekomych (14, 16).
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Torbiele korzeniowe wystepuja w dwoch formach: torbiel prawdziwa (ang.
apical true cyst) oraz torbiel kieszeniowa (ang. apical pocket cyst) (3, 15, 20).
Torbiel prawdziwa jest zmiang okolowierzchotkowa, ktérej patologiczna jama
jest catkowicie zamknigta przez wyscielajacy ja nablonek (15). Torbiel
prawdziwa opisuje si¢ jako zmian¢ powstala bezposrednio z ziarniniaka
okotowierzchotkowego (3, 15) w trzech nast¢pujacych po sobie fazach (19).
Cecha charakterystyczng torbieli kieszeniowej jest to, ze jej jama stanowi
przedluzenie kanalu korzeniowego zainfekowanego zgba. Rozwdj torbieli
kieszeniowej najprawdopodobniej inicjowany jest przez gromadzenie si¢
granulocytdw obojetnochtonnych w okolicy wierzchotka korzenia zeba, w
odpowiedzi na infekcj¢ bakteryjng z zakazonego kanalu zgbowego. Utworzona
w ten sposéb jama ropnia wyscielona jest przez proliferujacy nabtonek, ktéry
taczac si¢ z wierzchotkiem korzenia tworzy otaczajagcy go kotnierz z
przyczepem nabtonkowym. Izoluje tym samym zakazony kanal oraz jame
ropnia od srodowiska (3, 15).

Torbiele poczatkowo rozwijaja si¢ bezobjawowo — na tym etapie najczescie]
wykrywane sg przypadkowo podczas wykonywania zdje¢ radiologicznych (22).
Wraz ze wzrostem pojawia si¢ zgrubienie w postaci guza na wyrostku
z¢bodotowym, a w pozniejszym okresie moze dojs¢ do deformacja twarzy.
Brak oporu kostnego — objawia si¢ tzw. trzeszczeniem pergaminowym -—
crepitatio, czyli objawem Dupuytrena. Rozrost torbieli moze prowadzi¢ do
przemieszczenia s3siednich zebow 1 zaburzenia czucia. Na podstawie zdjgcia
rentgenowskiego wstepne rozpoznanie torbieli mozna postawié, gdy Srednica
zmiany jest wigksza lub rowna 1 cm (20, 22, 23). Ostateczne rozpoznanie jest
mozliwe dopiero na podstawie badania histopatologicznego (22).

Wyrodznia si¢ trzy fazy rozwoju torbieli korzeniowej: 1. Faza inicjacji, 2. Faza

formowania, 3. Faza wzrostu (20).
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Ad.1) Faza inicjacji: Jest to okres podczas ktérego dochodzi do proliferacji
komdrek nabtonkowych Malasseza pod wpltywem dziatania endotoksyn
bakteryjnych pochodzacych z martwej miazgi (24). Badania wykazatly, ze
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis oraz
Escherichia coli moga bezposrednio stymulowaé rozrost nabtonka. W
patogenez¢ zaangazowana jest rowniez immunologiczna odpowiedz
komorkowa o czym $wiadczy naciek limfocytow T (20). Wazng role w
proliferacji nablonka odgrywaja immunoglobuliny. Dominujaca
immunoglobuling (produkowang przez komorki zapalne ziarniniakdéw
okotowierzchotkowych) jest: IgG (ok. 74%), IgA (20%), IgE (4%), IgM (2%)
(20). Na skutek reakcji 1 tworzenia kompleksow antygen — przeciwcialo wzrasta
przepuszczalno$¢ $cian naczyn oraz pojawia si¢ odpowiedz immunologiczna.
Obecnos¢ IgE oraz komérek tucznych sugeruje reakcje anafilaktyczna (20).
Komorki pomocnicze T (CD4, Ty), poprzez wydzielanie IL-2, pelnig role w
roznicowaniu limfocytétw B w komorki plazmatyczne produkujace
immunoglobuliny, jak rowniez w procesie aktywacji komorek T cytotoksyczno
— supresorowych (CD8, Ts). Stosunek ilosciowy CD4 do CDS jest rézny w
zaleznosci od stopnia rozwoju zmiany (25, 26). Komorki T oraz Ty dominuja
nad komorkami Tg w ziarniniakach okolowierzchotkowych, natomiast w
torbielach znacznie wzrasta ilo§¢ komoérek plazmatycznych, co pozwala
przypuszczac, ze w torbielach istotng role odgrywa odpowiedz humoralna (25,
26, 27). W warstwie nablonkowej 1 naczyniowej torbieli wystgpuja interleukiny
IL-1a, IL-18, IL-6. IL-1B oraz IL-6, ktore stymuluja proliferacj¢ komorek
nabtonkowych (28). W komorkach nabtonka i1 srodbtonka wykazano obecnos¢
ELAM-1 (Endothelium Leukocyte Adhesion Molecule 1/E-selektyna) oraz
ICAM-1 (Inter Cellular Adhesion Molecule 1/migdzykomdrkowa czasteczka

adhezyjna-1), ktore sa bardzo wazne w procesie resorpcji kosci, oraz
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proliferacji nabtonka (20, 29).

Ad.2) Faza formowania: Na tym etapie jama torbieli zostaje wystana
proliferujagcym nablonkiem zg¢bopochodnym. Wyrdzniono dwie mozliwe teorie
formowania torbieli. I. ,,Teoria niedoboru czynnikéw odzywczych” opiera
si¢ na zatozeniu, ze centralnie potozone komorki nablonka w ziarniniakach na
skutek odcigcia zrddla pokarmu ulegaja martwicy 1 degradacji, co z kolei
przycigga granulocyty obojetnochionne do obszaru martwiczego. Tworza si¢
mikrojamy zawierajace komorki zapalne 1 zdegenerowane komdrki nabtonka,
ktore nastepnie zlewaja si¢ w jame¢ torbieli wystang nabtonkiem
wielowarstwowym ptlaskim (3). W centralnych komérkach ziarniniakow oraz w
zhuszczajacym si¢ nabtonku wykazano wysoki poziom kwasnej fosfatazy oraz
stabg aktywnos$¢ proteolityczng. II. Druga teoria zwana ,teoria ropnia”
zaktada, ze proliferujacy nabtonek wysciela jame ropnia powstata z rozpadu
tkanek. Teoria ta wykorzystuje wlasciwos¢ komorek nablonka polegajaca na
wyscietaniu odkrytych powierzchni tkanek tacznych. Istnieja rdwniez teorie, ze
komoérki  centralne  ziarniniakéw ~ obumierajg na  skutek  reakcji

immunologicznych (3).

Ad.3) Faza wzrostu: We wzroscie torbieli istotng role odgrywa osmoza.
Produkty lizy komodrek nabtonkowych i zapalnych w jamie torbieli powoduja
powstawanie licznych matych molekut, ktére podnosza cisnienie osmotyczne
torbieli. W 1966 Toller przeprowadzil ,,in vivo” dyfuzje radioaktywnego
krystaloidu oraz promieniotworczego koloidu. Wykazat szybka dyfuzje
krystaloidu oraz tendencj¢ do zatrzymywania koloidu. Oznacza to, Zze Sciana
torbieli ma wlasciwosci btony pdiprzepuszczalnej, nie jest jednak identyczna ze

Scianami kapilar, badz $cianami komdrek ze wzgledu na liczne warstwy
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komoérkowe o roznych funkcjach ($rddbtonek, substancja podstawowa,
nabtonek (8). Przyjeto, ze cisnienie hydrostatyczne ma wpltyw na wzrost
torbieli. Teoria ta obowigzuje do dnia dzisiejszego, zmianie ulegly jedynie
niektore jej aspekty. Obecnie uwaza si¢, ze cisSnienie osmotyczne ma wptyw na
rozrost torbieli jedynie w pierwszej fazie formowania (20). Proliferacja
nablonka trwa tak dlugo, jak dlugo wystepuja impulsy zapalne. Im wigksza
torbiel tym rosnie wolniej. Wzrostowi torbieli zawsze towarzyszy resorpcja
otaczajacej kosci.

Liczne badania wykazaly ekspresje metaloproteinaz (MMP), ktore wplywaja na
rozwoj 1 wzrost torbieli oraz posiadajg zdolnos$¢ degradacji elementow macierzy
zewnatrzkomoérkowej 1 biorg udziat w procesie resorpcji tkanki kostnej (30, 31).
Enzymy te sa produkowane przez wigkszos¢ komodrek (komorki nabtonka,
fibroblasty, keratynocyty, komdrki endotelium, osteoblasty, makrofagi i
komdrki nacieku zapalnego: monocyty, limfocyty jednojadrzaste, leukocyty)
(32, 33, 34). 1. zelatynaza (MMP2, MMP9) — degraduje kolagen typu IV, V,
VII, IX, fibronektyne 1 elastyne, dziatajac synergistycznie z kolagenozami. 2.
kolagenaza (MMP1, MMP8) — niszczy kolagen typu I, II, 111, VII, VIII, X (30,
34). MMP-1, MMP-2 oraz MMP-3 maja znaczenie takze w procesie resorpcji
tkanki  kostnej. Mechanizm ich dzialania polega na degradacji
niezmineralizowanych  sktadnikéw  osteoidu oraz odstonigciu  czgSci
zmineralizowanej na dziatanie osteoklastow (27, 30). W przypadku powstania 1
wzrostu torbieli zebopochodnych rozpoczynajg resorpcje struktury kostnej
indukowanej poprzez bakterie, ich toksyny oraz czynnik zapalny dwoma
drogami poprzez: 1. Produkty bakteryjne (endotoksyny, lipopolisacharydy 1
enzymy) stymulujace obecne 1 napltywajace komdrki do produkeji 1 wydzielania
metaloproteinaz. 2.  Produkty  bakteryjne = wywotujace = odpowiedz

immunologiczng makrofagéw, a takze innych komorek nacieku zapalnego
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uruchamiajgc kaskady cytokin zapalnych jak TNFa, TGFp, IL-1, IL-6.
Indukuja one produkcje metaloproteinaz na drodze autokrynnej lub parakrynnej,
pobudzaja do produkcji MMPs takze keratynocyty, fibroblasty, komorki
nabtonka, osteoblasty (4, 27, 32).

Istotna role w resorpcji kosci odgrywaja cytokiny i chemokiny. Sa one obecne
w ptynie i $cianie torbieli. Cytokiny: IL-1a, IL-6, IL-8, TNF-a, dziatajg poprzez
zwigkszanie resorpcyjnej aktywnos$ci osteoklastéw. Chemokiny: MCP-1 oraz
RANTES (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted), sa odpowiedzialne za rekrutacje leukocytow w miejsce stanu
zapalnego oraz ich aktywacje. Ponadto IL-1 1 IL-6 odgrywaja istotng role w
proliferacji komdrek nablonkowych (21, 25, 35, 36).

2.3 Diagnostyka radiologiczna zmian okolowierzchotkowych

Badania  radiologiczne stanowig istotny element w poczatkowe;j
diagnostyce zmian kostnych szczeki 1 zuchwy. Torbiel korzeniowa
najczgscie] wystepujaca w obrebie kosci szczek, uwidacznia si¢ na
zdjeciach rtg jako osteolityczny ubytek kostny z osteosklerotyczna otoczka
(37, 38). Jest to jednokomorowa zmiana o ksztalcie okragtym lub
gruszkowatym. Otoczka osteosklerotyczna moze jednak nie by¢ widoczna
jezeli torbiel znajduje si¢ w fazie intensywnego wzrostu, badZz doszto do
zakazenia jej Swiatta. W przypadku osiggniecia wigkszych rozmiardw,
torbiel korzeniowa moze doprowadzac¢ do rozsuwania sgsiadujacych z nig
korzeni zebdw, a nawet do ich resorpcji. Podobny obraz moze dawac
jednokomorowy szkliwiak, jednak w jego przypadku czesciej dochodzi do
rozsuwania korzeniu z¢bdw niz ich resorbowania (22, 39). Na podstawie
zdjecia rentgenowskiego niemozliwym jest odroznienie torbieli od

ziarniniaka. Podstawowym kryterium roznicujacym tych dwoch zmian jest
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ich wielko$¢. Przyjeto, ze zmiang o Srednicy przekraczajacej 1 cm wstepnie

klasyfikuje si¢ jako torbiel (37) (Rycina 1,2,3).

Rycina. 1. Badanie panoramiczne rtg szczek. Torbiel zapalna zuchwy z otoczkq

osteosklerotyczna
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Rycina. 2. Badanie panoramiczne rtg szczek. Torbiel zZuchwy okolicy kqta i ramienia Zuchwy z

zebem w jej swietle

Rycina 3. Badanie panoramiczne rtg szczek. Torbiel zapalna szczeki obejmujgca obszar od zeba

13 do 26, penetrujaca do zatok szczekowych prawej i lewej
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2.4 Diagnostyka histopatologiczna, immunohistochemiczna i

molekularna zmian okolowierzcholkowych

Zmiany zapalne okolowierzchotkowe zebow mogg rozwijaé si¢ w kierunku
ziarniniakow lub torbieli korzeniowych (6). Ziarniniaki zostaty podzielone
na trzy podstawowe grupy: zwykle (granuloma simplex) — sktadajace si¢
z ziarniny 1 wtoknistej otoczki; nablonkowe (granuloma epitheliale) —
zawierajace tkanke nablonkowa, ktore moga przeksztatcac si¢ w ziarniniak
torbielowaty w wyniku zwyrodnienia tluszczowego; torbielowate
(granuloma cysticum) — w miejscu komérek powstaja jamy wypetnione
pltynem surowiczym zawierajacym rozpadie komorki 1 krysztatki
cholesterolu, ktéry stanowi podloze do tworzenia si¢ torbieli
zgbopochodnych (40). Badania mikroskopowe ziarniniaka wykazaty, ze
jest to tkanka lgczna o bogatym unaczynieniu, z komorkami nacieku
zapalnego, ktdrej towarzyszy resorpcja kosci. Tkanka ziarninowa stanowi
przekrd) wszystkich etapdw zapalenia okotowierzchotkowego, zaczynajac
od ostrego zapalenia do calkowitej martwicy. W budowie ziarniniaka
wyrdzniono cztery strefy: strefa martwicy; strefa wysieku; strefa ziarniny;
strefa wtoknista (6). Dwie pierwsze strefy zdominowaty liczne neutrofile,
takie jak granulocyty obojetnochtonne, ktore stanowig pierwsza lini¢
obrony przed infekcja z kanatu korzeniowego (6). Strefa ziarniny jest
bogata w limfocyty, komdrki plazmatyczne, makrofagi, eozynofile 1
malejaca iloscig neutrofili. Fibroblasty, naczynia 1 widkna kolagenowe sa
charakterystyczne dla strefy wtoknistej (6, 30).

Torbiele zebopochodne rozwijaja si¢ z przetrwalych komorek
nablonkowych Malasseza, ktére proliferuja pod wptywem patologicznych
bodzcow. Woreczek torbieli zgbopochodnej zbudowany jest z zewnetrzne;j

warstwy lacznotkankowej, posredniej naczyniowe] 1 wewngtrzne]
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nablonkowej. Warstwe nabtonkowa stanowi nabtonek wielowarstwowy
ptaski z tendencja do rogowacenia, lub gdy torbiel znajduje si¢ w
bezposrednim sgsiedztwie jamy nosa lub zatoki szczgkowej - nabtonek
cylindryczny. Torbiele wypelnia plyn o rdznej gestosci, =z
charakterystyczng opalescencja krysztatkow cholesterolu, zawierajacy

zhuszczony nabtonek, limfocyty, krwinki czerwone, albuminy, globuliny

(3, 8, 20).

2.5 Fizjologia resorpcji kosci

Kos¢ jest tkanka zbudowang z elementdw organicznych 1 mineralnych o
bardzo duzej aktywnosci metabolicznej. Budowa warstwowa kosci korowe;
1 ggbczastej odpowiada funkcji jakg petni ona w organizmie (40).

W okresie od 3 do10 roku zycia tkanka kostna jest wymieniana w 100%. W
warunkach fizjologicznych rocznie wymianie ulega okoto 10% kosci zbite;j
oraz 15 —30% tkanki kosci gabczastej, ktora wykazuje wieksza podatnos¢
na czynniki wewnetrzne 1 zewnetrzne (32, 42). Wymiana sktadnikow
kostnych nazywa si¢ modelowaniem, ktéry przypada na okres rozwoju
cztowieka. Jego istota polega na tworzeniu tkanki kostnej w miejscach
odrebnych od jej resorpcji. Skutkuje to wzrostem kosci na dhugosé 1
szerokos¢ (41, 43) do uzyskania docelowego ksztaltu 1 masy, przez co staje
si¢ ona bardziej odporna na naprezenia i1 naciski mechaniczne (32). Okoto
30 roku zycia, tkanka kostna osiagga swa szczytowa mase (pick bone mass).
Po okresie modelowania zaczyna dominowac¢ remodelacja, czyli proces
wewngtrznej przebudowy kosci. Proces ten dotyczy zaréwno kosci korowe;j
jak 1 gabczastej, a jego zadanie polega na utrzymaniu stalej masy,
regeneracji kosci w przypadku uszkodzen oraz kontrolowaniu gospodarki

wapniowo — fosforanowej (32, 41). Wyrostki zgbodotowe szczeki 1 zuchwy
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ulegaja szczegdlnie gwattownemu procesowi remodelacji. Ma to znaczenie
zarOwno podczas wyrzynania si¢ zebow, jak 1 w procesie zucia (44). Istotg
modelowania 1 wewnetrznej przebudowy kosci sg nastepujace po sobie
resorpcja 1 nawarstwianie kosci. Cykl remodelowania kosci rozpoczyna si¢
od procesu resorpcji 1 trwa zwykle okoto 10 dni, po ktéorych w warunkach
prawidlowych, nastepuje kilkumiesieczna odbudowa ubytku kostnego (1,
32, 45, 46). Oba procesy zachodza w wyniku dziatania dwdch rodzajéow
komorek, powstalych w procesie osteoklastogenzy, komdrek
kosciogubnych — osteoklastOw oraz osteoblastow, czyli komdrek
kosciotworczych utworzonych podczas osteoblastogenezy. W warunkach
fizjologicznych dziatanie tych komorek wymaga zachowania $cislej

rownowagi (47, 48).

2.5.1 Osteoklasty, osteoblasty, prostaglandyny, interleukiny -
lo, 6, 11.

Osteoklasty to duze komdrki kostne (o srednicy od 50 — 100um),
zawierajace od 2 do 100 jader, ktore posiadaja zdolnos¢ resorbowania
kosci. (49, 50). Prekursorami osteoklastow (OCPs) sa hematopoetyczne
komorki wywodzace si¢ z linit komdrkowe) makrofagéw 1 monocytow (32,
49, 51, 52, 53). Proces ich dojrzewania przebiega na powierzchni lub w
poblizu kosci, gdzie dostaja si¢ z krwioobiegu (32). W pierwszym etapie
roznicowania osteoklastow glowng role spetlnia czynnik transkrypcyjny
PU.1 (43, 54), ktéory wplywajac na powstawanie poznych komdrek
monocytarnych rownoczesnie odpowiada za nieswoiste rdznicowanie
wczesnych  komoérek monocytarnych (45). Za proliferacj¢ oraz
przezywanie prekursoréw osteoklastow, jak réwniez aktywnos$¢ dojrzatych
osteoklastow odpowiada zwigzany z btong komorkowa lub wystepujacy w

postaci rozpuszczonej polipeptydowy czynnik M-CSF (ang. Macrophage
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Colony-Stimulating Factor) (45, 55, 56). Ta cytokina wydzielana jest przez
komorki zrgbu szpiku oraz osteoblasty, dziala poprzez receptor c-Fms,
ktory wykazuje budowe transblonowej kinazy Fms. (46, 55) Do dalszego
roznicowania komorek, a takze do ich fuzji wykorzystywana jest cytokina
RANKL, ktéra przez wigzanie si¢ z receptorem RANK wyzwala kaskade
sygnatowa wewnatrz dojrzewajacego osteoklastu, ktora doprowadza do
powstania w pelni funkcjonalnej komorki kosciogubnej (43). Efektem
ekspresji receptora RANK jest aktywacja czynnikow transkrypcyjnych:
NFATcl (Nuclear Factor of Activated T Cells Transcription Complex 1),
ktory wprowadza prekursory osteoklastdw na drogge osteoklastogenezy,
NFxB oraz cFos/Fra-1 (Cellular  Finkel-Biskis-Jinkins  Marine
Osteosarcoma) (45, 56). Na metabolizm kosci maja wplyw rdéwniez
hormony piciowe: androgeny i estrogeny.

Komorki prekursorowe osteoklastow powstaja w szpiku kostnym z
prekursoréw szpikowych, ktédre moga rdéwniez prowadzi¢ do rozwoju
makrofagow. Podobnie do makrofagow, prekursory osteoklastow (ang.
Osteoclast Prekursor Cells —OCPs) powoduja ekspresje receptoréw Fcy. O
ich udziale w odpowiedzi immunologicznej wiadomo od wielu lat, jednak
ich powigzanie z makrofagami nie jest do konca udowodnione. Komérki
prekursorowe osteoklastéw krazag we krwi jak inne komorki
hematopoetyczne. Ich liczba we krwi wzrasta wraz réznymi formami
zapalen, w trakcie ktorych wzrasta produkcja TNF (56). Resorpcja kosci
zachodzi pod wplywem wydzielanych przez osteoklasty jonow wodoru
i katepsyny K. Jony wodoru doprowadzaja do zakwaszania obszaru
pod osteoklastami, powodujac rozpuszczanie skladnikow mineralnych
macierzy kosci, natomiast katepsyna K rozklada elementy bialkowe

kosci, glownie kolagen typu I. (58, 59)
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Komérki prekursorowe osteoblastow wywodza si¢ z komdrek
mezenchymalnych pnia. Oprdcz osteoblastéw wywodzg si¢ z nich rowniez
chondrocyty, komorki migsniowe 1 adipocyty (32). Komorki prekursorowe
sg pobudzane do przeksztalcania si¢ w dojrzate osteoblasty pod wptywem
wielu czynnikow. Naleza do nich: czynniki wzrostu, hormony oraz
modulujace proliferacje, roznicowanie 1 migracje komorek cytokiny (47).
Jedna z najwazniejszych funkcji osteoblastow jest produkcja
skladnikow istoty miedzykomorkowej kosci, takich jak kolagen I typu i
proteoglikany, ktore sa odkladane w formie niezmineralizowanego
osteoidu, wtornie ulegajacego mineralizacji. Osteoblasty wydzielaja
biatka, ktére biorg udziat w precypitacji soli wapnia a takze w tworzeniu
krysztatow hydroksyapatytow, osteonektyny i1 osteokalcyny (32, 41). Po
uzyskaniu dojrzatosci, osteoblasty ulegaja apoptozie, zostajg zatrzymane w
macierzy kostnej jako osteocyty lub pozostaja na powierzchni kosci jako
komorki wyscietajace (44). Osteoblasty poza funkcja kosciotworcza maja
istotng rolg¢ w procesie resorpcji kosci oraz pelnig funkcje kontrolng
procesu osteoklastogenezy (60, 61) poprzez wytwarzanie RANKL 1 OPG
(60). Proces resorpcji kosci sktada si¢ z szeregu etapdw, ktére prowadza do
usuwania sktadnikdw organicznych, jak 1 mineralnych macierzy kostnej
przez osteoklasty. W pierwszym etapie tego procesu dochodzi do rekrutacji
prekursorow osteoklastow. Komorki prekursorowe osteoklastow dostajg si¢
na powierzchni¢ kosci ze szpiku kostnego 1 sledziony droga krwi krazace;
(62). Kolejnym etapem jest przygotowanie powierzchni kosci poprzez
usuni¢cie niezmineralizowanej warstwy osteoidu przez proteolityczne
enzymy, takie jak metaloproteinazy, kolagenazy 1 zelatynazy. Enzymy te
wydzielane sg przez wierzchotkowy rabek szczoteczkowy (ang. Ruffled
Border) (57, 62, 63). Jest to miejsce wydzielania enzymdéw specyficznych,

ktore zakwaszaja obszar resorbowanej kosci. Pomiedzy rabkiem
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szczoteczkowym a powierzchnig kosci wystepuje bogata w integryny tzw.
strefa jasna (ang. Saling Zone). Dzigki niej w przestrzeni resorpcyjnej
utrzymywane jest niskie pH (32, 57). Utatwia to dostgp osteoklastow do
glebszej zmineralizowanej warstwy kosci. W nastgpnym etapie dochodzi
do rozpoznawania biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej przez receptory
adhezyjne nadrodziny integryn, zwlaszcza receptor witronektyny - avf3.
Receptor ten laczy si¢ z zewnatrzkomdrkowymi biatkami macierzy kostnej,
takimi jak osteopontyna, w miejscu trojpeptydowej sekwencji arginina-
glicyna-kwas asparginowy (RGD), co ma kluczowe znaczenie w
polaryzacji osteoklastow (62). W obrebie rabka szczoteczkowego dochodzi
do degradacji macierzy kostnej i resorpcji tkanki (57). Na resorpcje kosci
maja rowniez wpltyw takie czynniki jak prostaglandyny, cytokiny 1
chemokiny (Tabela Il i IV).

Interleukina-1a 1 f (IL-1a, IL-1p), interleukina-6 (IL-6), interleukina-11
(IL-11) oraz czynnik martwicy nowotworow —a i ff (TNF-a 1 f) wykazuja
aktywno$¢ resorpcyjna. Wszystkie te cytokiny sa zaliczane do grupy
czynnikow aktywacji osteoklastow (ang. Osteoclast — Activating Factor
OAF) (7, 48). Interleukina — la jest bardzo silnym stymulatorem resorpcji
kosci. Wydzielana jest przede wszystkim przez monocyty 1 makrofagi, a
takze m.in. przez keratynocyty, chondrocyty 1 komorki Langerhansa (64).
Efekt dzialania IL-la zalezny jest od jej stezenia. Srednia i wysoka
koncentracja IL-1a stymuluje resorpcje kosci dzialajac bezposrednio oraz
posrednio na osteoklasty zwiekszajac produkcje 1 aktywnos¢ RANKL oraz
1,25 — dihydroksywitaming D3 (1, 65). Niskie stezenia I1L-1a stymuluja
proliferacje osteoblastow 1 syntezg kolagenu. Interleukina — 1o wplywa na
podtrzymywanie procesow zapalnych poprzez stymulacje komdrek CD4+,
chemotaksje neutrofili oraz makrofagow w miejsce stanu zapalnego, a

takze zwieksza ekspresje¢ molekut adhezyjnych srédbtonka (1). Ponadto
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stymuluje wydzielanie histaminy przez bazofile oraz produkcje

prostaglandyn (65).

Interleukina — 6 jest multipotencjalng cytoking produkowana przez
osteoblasty. W badaniach in vitro wykazano, ze posiada ona zdolnos¢
wplywania na proces resorpcji kosci. IL-6 kontroluje rozwdj dojrzatych
osteoklastow oraz bezposrednio stymuluje produkcje RANKL, OPG i
prostaglandyn (65).

Komorki kosci produkujg interleuking — 11, ktora stymuluje formowanie
osteoklastow 1 tym samym zwickszenie aktywnosci procesu niszczenia

kosci (65).

Produktem metabolizmu kwasu arachidonowego jest — prostaglandyna E,
(PGE,), ktora zwieksza przepuszczalno§¢ naczyn krwiono$nych w
zapaleniach, wplywa na resorpcj¢ kosci w zmianach zapalnych (7, 48) 1 jest

silnym aktywatorem osteoklastow (65).
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Tabela I1l. Czynniki wphywajgce dodatnio na rozwdj i aktywacje osteoklastow (1, 7, 64, 65, 66)

Czynnik Czynniki wplywajace dodatnio na rozwdj i aktywacje osteoklastow

Mechanizm dziatania

M-CSF stymuluje ekspresj¢ RANK na prekursorach osteoklastow,
hamuje apoptoze osteoklastow.

RANKL podstawowy aktywator ostoklastogenezy,

hamuje apoptoze ostoklastow i zwieksza ich aktywnos¢.
TNF indukuje osteoklastogeneze,

aktywuje osteoklasty,

zwigksza stosunek RANKL/OPG, hamuje apoptozg.

IL1a pobudza tworzenie PGE2 i IL6, M-CSF,

YV V.V V V V V V V

wplywa na resorpcje kosci w sposob zalezny i niezalezny od

RANKL 1 OPG,

Y

hamuje apoptoze osteoklastow,

zwigksza stosunek RANKL/OPG.

Y

IL6 » w matych stgzeniach aktywuja osteoklastogeneze, w duzych
stezeniach aktywuja osteoklasty.

IL11 » aktywuje osteoklastogeneze,

zwigksza stosunek RANKL/OPG.

Y VY

IL17 stymuluje limfocyty T do wytwarzania RANKL.

PGE2 stymuluje synteze RANKL w limfocytach B i osteoblastach
stymuluje wytwarzanie IL6 w osteoblastach,

hamuje w tworzenie OPG.

YV V VYV V

TGFp petni  kluczowa role w przeksztalcaniu monocytow w

preosteoblasty.
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Tabela 1V. Czynniki wplywajqce ujemnie na rozwdj i aktywacje osteoklastow (1,7, 64, 65, 66)

Czynniki Czynniki wplywajace ujemnie na rozwoj i aktywacje

osteoklastow

Mechanizm dziatania

OoPG » receptor kompetycyjny dla RANKL

1L4 » dziata jako inhibitor czynnika transkrypcyjnego
NFB, a takze kinazy biatkowej p38 MAPK
» obniza stosunck RANKL/OPG
IFNy » niszczy biatko TRAF6, co doprowadza do
zahamowania procesu osteoklastogenezy

TGFp » zwigksza syntez¢ OPG w osteoblastach
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2.6 Charakterystyka molekularna zmian okolowierzcholkowych

2.6.1 Zakazenie bakteryjne. Lipopolisacharydy

Niektére drobnoustroje w potaczeniu z innymi bakteriami sa zdolne
wywota¢ proces =zapalny okolicy przywierzchotkowej. Enterococcus
faecalis  wykazuje  slaba  zdolno§¢ do  wywotania  zapalen
okotowierzchotkowych, natomiast staje si¢ silnym patogenem w
potaczeniu z Streptococcus milleri oraz Anaplasma bovis (7).
Wspolzaleznosci pomigdzy grupami bakterii mogg by¢ zarowno dodatnie
(synergistyczne) jak i ujemne (3, 7, 25). Drobnoustroje posiadajg zdolnos¢
do unikania i1 zaburzania odpowiedzi obronnej gospodarza. Uwalniane
przez nie lipopolisacharydy (LPS) sygnalizuja komdrkom $rodbtonka
konieczno$¢ zwiekszenia ekspresji molekut adhezyjnych leukocytow, co
prowadzi do wynaczynien w miejscu toczacego si¢ procesu zapalnego.
Bakterie Gram-ujemne uwalniajg czasteczki btonowe 1 rozpuszczalne
antygeny, ktére dezaktywuja przeciwciata gospodarza, czynigc je
niezdolnymi do dziatania (3, 7)

Lipopolisacharydy (LPS) nazywane ,endotoksyng bakteryjng” sa
integralng czescig Sciany komdrkowej bakterii Gram ujemnych (3). Sg one
uwalniane do organizmu, gdy dochodzi do $mierci i rozpadu bakterii lub
podczas ich podziatu 1 wzrostu. Poza wptywem na komdrki srodbtonka do
pobudzania molekut adhezyjnych leukocytow, funkcja LPS jest aktywacja
makrofagow do produkcji mediatorow takich jak TNF (3), interleukiny (3,
7) oraz prostaglandyny E, (PGE;) (7). Obecnos¢ LPS wykazano w
kanatach korzeniowych oraz miazdze zeboéw (3). Bakterie Gram-ujemne
bytujace w kanalach korzeniowych podczas rozmnazania si¢ 1 $mierci

uwalniaja LPS, ktéry przedostajac si¢ w okolice okotowierzchotkowa (67)
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inicjuje 1 podtrzymuje toczacy si¢ proces zapalny (68). Wykazano, ze LPS
wplywaja na resorpcje kosci (7).

Mikroorganizmy zakazajace zab uwalniajg ponadto biatka, wgglowodany 1
lipidy, ktore posiadaja zdolnos¢ do pobudzania komorek gospodarza do
produkcji cytokin (69).

Bakterie znajdujace si¢ w kanatach zebowych produkuja kolagenazy,
hialuronidazy, fibrynolizyny 1 niektore proteazy, ktore ulatwiaja
drobnoustrojom rozprzestrzenianie si¢ w organizmie gospodarza. Niektore
enzymy doprowadzaja do niszczenia biatek osocza krwi zaangazowanych

w proces krzepnigcia krwi (3).

2.6.2 Odpowiedz gospodarza (Limfocyty T, B, granulocyty
obojetnochlonne, leukotrieny, immunoglobuliny,

prostaglandyny, metaloproteinazy)

Cechg charakterystyczng zapalen okotowierzchotkowych zebow jest
naciek zawierajacy limfocyty T 1 B, komorki plazmatyczne, granulocyty z
segmentowanym jadrem (PMN), makrofagi, komorki plazmatyczne,
komdrki NK oraz eozynofile. Ponadto w sktad nacieku zapalnego wchodza
rowniez komorki niezapalne, takie jak: fibroblasty, komorki srédbtonka
naczyniowego, osteoblasty 1 osteoklasty(7). Wskazuje to, ze w patogeneze
zmian zebopochodnych zaangazowana jest komdrkowa odpowiedz
immunologiczna. Limfocyty T 1 B odgrywaja gldéwna role¢ w tworzeniu
zmian okotowierzchotkowych zgbow. Limfocyty T na podstawie ich
funkcji oraz efektu dziatania zostaly podzielone na dwie grupy. Pierwsza z
nich, wspomagajaca dzialanie limfocytéw B otrzymata nazwe limfocytow
pomocniczych (Ty,). Druga grupa wykazuje bezposrednie dziatanie

cytotoksyczne 1 supresorowe na inne komorki, nosi nazwe limfocytow
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cytotoksycznych (T.) lub supresorowych (T;). Na powierzchni komédrek Ty,
zidentyfikowano antygen CD4, natomiast na komorkach T, - CDS8.
Komérki T, réznicujg si¢ w dwie subpopulacje Ty, uwalniajace IL-2 1
interferon (IFN) oraz Ty, wydzielajace IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 oraz IL-13
(70, 71). Ty odpowiadajg za natezenie procesu fagocytozy komdrek
zernych, aktywacje makrofagdéw i indukcje ekspresji cytokin prozapalnych.
Wykazano, 7e komorki Tho dominuja W ziarniniakach
okotowierzchotkowych, a wydzielane przez nie IL-4 1 IL-10 biorg udziat w
zahamowaniu odpowiedzi immunologicznej typu komdrkowego (3, 5, 72,
73). Limfocyty B odpowiadajg bezposrednio za produkcje przeciwciat.
Czes¢ komorek B na skutek kontaktu z antygenem, lub po otrzymaniu
sygnatu z komdrek Ty, przeobraza si¢ w komorki plazmatyczne (3).
Czynnikiem, ktéry bierze udzial zaro6wno w obronie organizmu, jak
rowniez w degradacji sgsiadujacych tkanek sg neutrofile. Nadmiar 1 wzrost
aktywnosci neutrofili sprzyja procesowi zapalnemu (30). Gdy dochodzi do
zakazenia neutrofile biorg udziat w zarowno w procesach obronnych, jak
réwniez uwalniajg prostaglandyny oraz leukotrieny. Te ostatnie przyciagaja
jeszcze wigeej neutrofili, a takze makrofagi, ktore z kolei moga aktywowac
osteoklasty. Neutrofile gingc w miejscu zapalenia uwalniajg enzymy, ktdre
powoduja degradacje macierzy zewnatrzkomorkowej oraz komorek (3).
Leukotrieny (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 oraz LTE4) s3 syntetyzowane z
kwasu arachidonowego na skutek dziatania lipooksygenazy. LTB4, ktory
zostat wykryty w zmianach okotowierzchotkowych, stanowi silny czynnik
chemotaktyczny dla granulocytow obojetnochtonnych, a takze powoduje
adhezje PMN do $ciany srodbtonka (3). W nacieku zapalnym granulocyty
wielojadrzaste posredniczag w niespecyficznej 1 specyficznej odpowiedzi
immunologicznej. Uwaza si¢, ze PMN s3a komodrkami przede wszystkim

obronnymi, jednak doprowadzaja one do powaznych uszkodzen tkanek



41

gospodarza. Pobudzone PMN uwalniajg rodniki tlenowe 1 enzymy
proteolityczne, ktore doprowadzaja do niszczenia strukturalnych
elementéw tkanek oraz macierzy zewnatrzkomorkowej. Ze wzgledu na
krotki okres zycia, PMN gltowng role odgrywaja w ostrej fazie zapalenia.
(19, 30)

Dominujaca immunoglobuling w ziarniniakach przywierzchotkowych jest
IgG. Okoto 74% komorek w zmianach okotowierzchotkowych produkuje
IgG, 20% IgA, 4% IgE oraz 2% IgM. Obecnos¢ komdrek zawierajacych
IgE oraz komorek tucznych moze $wiadczyé o tym, ze w zapaleniach
ziarninowych nadwrazliwo$¢ anafilaktyczna odgrywa rowniez wazng rolg.
Wymienione wczesniej mediatory zapalen (cytokiny, prostaglandyny,
kininy oraz neuropeptydy) uczestnicza w obronie organizmu oraz
przyczyniajg si¢ rdwniez do niszczenia otaczajgcej kosci.

Prostaglandyny, produkty metabolizmu kwasu arachidonowego (PGE2,
PGD2, PGF2, PGI2). PGE2 i PGI2 sg silnymi aktywatorami osteoklastow.
PGE2 ma znaczenie w zapaleniach tkanek okotowierzchotkowych o ostrym
przebiegu. Zmiany zapalne z przewaga komorek PMN, stanowig istotne
zroédto prostaglandyny E2 (7, 65). PGE2 zwicksza przede wszystkim
przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych w stanach zapalnych (7).

Istotng role w niszczeniu kosci w procesach zapalnych pelnig
metaloproteinazy (MMP), czyli proteazy posiadajace zdolnos¢ do
degradacji niemal wszystkich komponentéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ang. ECM — Extracellular Matrix) 1 blony
podstawnej (27, 30). Dotychczas wykryto 28 rodzajow MMPs, w tym 23 u
cztowieka. Enzymy te sg produkowane przez wigkszos¢ komorek (komorki
nablonka, fibroblasty, keratynocyty, komdrki endotelium, osteoblasty,
makrofagi 1 komorki nacieku zapalnego: monocyty, limfocyty

jednojadrzaste, leukocyty. (30) Wykazano, ze kolagenazy (MMPI1,
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MMP8, MMP13, MMP18) — niszcza kolagen typu I, II, III, VI, X;
zelatynaza (MMP2, MMP9) — degraduje kolagen typu IV, V, VII, IX,
fibronektyne 1 elastyne, dziataja synergistycznie z kolagenazami;
stromielizyny — rozktadajace fibronektyne 1 kolagen (MMP3, MMPI10,
MMP11); matrylizyny — rozkladajace kolagen typu IV, fibronektyne 1
fibrynogen (MMP7, MMP12, MMP26,); metaloproteinazy typu btonowego
(Membrane Type MMP, MT—MMPs) — aktywuja inne metaloproteinazy
(MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24, MMP25) oraz (MMP12,
MMP19, MMP20, MMP21, MMP22, MMP23, MMP27, MMP28) (27). W
procesach zapalnych tkanek okotowierzchotkowych znaczenie maja
MMP1, MMP2 oraz MMP3, gdyz uczestniczg w procesie resorpcji tkanki
kostnej.(27, 30, 74) Ich dziatanie sprowadza si¢ do niszczenia
niezmineralizowanych elementéw osteoidu i tym samym odstonieciu czgsci
zmineralizowanej na dzialanie osteoklastow (27). W trakcie powstawania 1
wzrostu torbieli  zg¢bopochodnych, metaloproteinazy rozpoczynaja
degradacje kosci. Degradacja przez mikroorganizmy, ich toksyny i czynnik
zapalny, indukowana jest dwojako: przez produkty bakteryjne
(endotoksyny, enzymy, lipopolisacharyd) stymulujace komdrki do
tworzenia 1 wydzielania metaloprotein, oraz poprzez produkty bakteryjne
zdolne do wywotania odpowiedzi immunologicznej makrofagdw 1 innych
komdrek nacieku zapalnego. W przebiegu tego procesu uruchamiaja si¢
kaskady cytokin zapalnych, takich jak TNFa, TGFB, IL-1, IL-6. Cytokiny
te pobudzaja produkcje MMPs na drodze autokrynnej lub parakrynne;.
Pobudzaja MMPs rowniez do produkcji keratynocytow, fibroblastow,

komdrek nabtonka 1 osteoblastow (27).
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2.6.3 Szlak RANKL/RANK/OPG
2.6.3.1 Osteoprotegeryna (OPG)

Osteoprotegeryna zostala odkryta w 1997 roku réwnoczesnie przez trzy
niezalezne laboratoria pracujace nad odmiennymi projektami (32, 50, 57,
75). OPG jest powszechnie wystepujagcym w organizmie czlowieka
rozpuszczalnym receptorem biatkowym nalezacym do nadrodziny
receptordw czynnikow martwicy nowotworow (ang. Tumor Necrosis
Factor Receptor - TNFR) (32, 59, 75, 76, 77). W przeciwienstwie do
pozostatych cztonkéow rodziny TNF, nie posiada przezblonowej i
cytoplazmatycznej domeny, przez co jest wydzielana przez komorki
podscieliska i osteoblasty w postaci rozpuszczalnej (42, 75, 78). Nazwe
swa (tac. os — kos$¢ 1 protegere — chroni¢) otrzymato po doswiadczeniu,
ktore wykazato jej zdolno$¢ do powstrzymania procesu tworzeniu
osteoklastow przy obecnosci silnych stymulatoréw resorpcji, takich jak
1,25(OH)2D3, PTH, PGE2 oraz IL-11 (32, 50). Inng nazwa dla
osteoprotegeryny jest czynnik hamujacy osteoklastogeneze (ang.
Osteoclastogenesis Inhibitory Factor;, OCIF) (79).

OPG jest glikoproteing kodowang w chromosomie 8924, o masie
czasteczkowej 55kDa, syntetyzowang jako biatko prekursorowe
zawierajace 401 aminokwasow (facznie z 21-aminokwasowa sekwencja
sygnatowq) (42, 77, 80). W skutek rozerwania 21 wigzan jest przetwarzana
w posta¢ dojrzala zawierajagca 380 aminokwasow (42, 77). Aktywnos¢
biologiczna OPG jest swoiscie determinowana przez 3 strukturalne
domeny. Od strony N-konica wyroznia si¢ 4 domeny bogate w cysteing,
ktore wigzac RANKL hamuja synteze osteoklastéw oraz odpowiadaja,
poprzez cysteing w pozycji 400 (Cys400), za dimeryzacje OPG. W dalszej
czesci znajdujg si¢ dwie domeny homologiczne do domen $mierci (DDH;

ang. Death Domain Homologous Regions), uczestniczg one w transdukcji
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sygnatu apoptozy (80). Ostatnia jest domena wiazaca heparyne, wykazuje
ona zdolnos¢ do interakcji z proteoglikanami (80).

Transkrypty mRNA dla OPG stwierdzono w osteoblastach i komoérkach
podscieliska szpiku kostnego, a takze w komdrkach limfoidalnych,
srodblonka, limfocytach T i B oraz megakariocytach. Wytwarzana jest
w nerkach, watrobie 1 tarczycy oraz w wielu tkankach ptodowych (76, 80).
Pomimo iz OPG produkowana jest glownie przez osteoblasty, nie jest
sciSle zwigzana z tkankg kostnag, wystepuje réwniez w aorcie 1 duzych
tetnicach (50, 81). OPG jest receptorem kompetycyjnym (ang. Decoy
Receptor) dla RANKL, stanowi dla niego swoisty ,receptor — putapke
(atrape)” (50, 80). Laczac sie z nim blokuje jego polaczenie z RANK,
tym samym zapobiega jego aktywacji na powierzchni osteoklasta i
wystgpieniu resorpcji kosci (50, 76) poprzez modulacje syntezy
osteoklastow (80). U myszy, u ktérych stwierdzono nadmierng aktywnos¢
OPG, zauwazono znacznie zmniejszong liczbe osteoklastéw 1 rozwdj
osteopetrozy. U myszy u ktorych inaktywowano OPG, rozwingta si¢
osteoporoza. Myszy pozbawione genu osteoprotegeryny, umieraly z
powodu zaburzen szkieletowych 1 nadmiernej kalcyfikacji naczyn.
Potaczenie osteoprotegeryny z RANKL skutkuje zahamowaniem
koncowych stadidw osteoklastogenezy, a takze proliferacji, réznicowania,
przetrwania oraz fuzji komorek prekursorowych osteoklastow. Ponadto
hamuje aktywnos¢ osteoklastow 1 promowanie apoptozy osteoklastow in
vitro (75, 76). Podstawowa rolg OPG w organizmie jest ochrona kosci
przed resorpcja. Jednakze badania dowodzg, ze dodatkowa funkcja tego
biatka jest ochrona przed kalcyfikacja naczyn (32). Na poziom ekspresji
genu OPG ma wplyw wiele czynnikdw. Jego ekspresj¢ zwigkszaja:
cytokiny (TNFa, IL-1a, IL-18, TNF-B), bialka morfotyczne kosci, 178-

estradiol, obciazenia mechaniczne kosci. Na zmniejszenie ekspresji
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wpltywaja: leki (glikokortykosteroidy, leki immunonupresyjne), PTH,
prostaglandyna E2, FGF (ang. Fibroblast Growth Factor) (59, 81).

2.6.3.2 Ligand Receptora Aktywujacego Jadrowy Czynnik
NFgB — RANKL

RANKL (ang. Receptor Activator of Nuclear Factor NF¢B Ligand) (znany
rowniez jako TRANCE, OPGL, ODF) (74) zostat odkryty w 1998 roku
podczas poszukiwan spokrewnionego z OPG liganda (50). Jest to biatko
kodowane przez pojedynczy gen w chromosomie 13q14 (80) nalezace do
nadrodziny biatek czynnikéw martwicy nowotworow (TNF - ang. Tumor
Necrosis Factor). U czlowieka wystepuja trzy izoformy RANKL.
RANKL1 1 RANKL2 sg glikoproteinami typu II zwigzanymi z
powierzchnia btony komodrkowe;. RANKL2 nie posiada
wewnatrzkomorkowej domeny. RANKLI1 zbudowany jest z 317
aminokwasow, natomiast RANKL2 z 270 aminokwasdéw. Te postaci moga
tworzy¢ na powierzchni blony komodrkowej kompleksy, najczesciej
trimery. Trzecig formg jest nieposiadajacy wewnatrzkomdrkowej domeny,
sktadajacy si¢ z 217 aminokwasow RANKL3. Ta forma jest pierwotng
rozpuszczalng postacia RANK (sRANKL; ang. Soluble RANKL) (42, 75,
80). RANKL3 jest monomerem. Masa czgsteczkowa postaci zwigzanej z
powierzchnig btony komdrkowej wynosi okoto 40-45 kDa z kolei masa
czasteczkowa sSRANKL wynosi 31 kDa (42). Podczas gdy sRANKL
wytwarzane jest tylko przez aktywowane limfocyty T oraz nieliczne
komdrki nowotworowe, formy zwiazane z btong komdérkowa wystepuja w
roznych typach komdrek, takich jak aktywowane limfocyty T (CD4+ i
CD8+), podwdjnie ujemne tymocyty, niedojrzate limfocyty B, osteoblasty,

osteoklasty, komorki podscieliska szpiku kostnego, fibroblasty, komdrki
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nablonkowe, §rédblonek naczyniowy (80, 82). Do silnej ekspresji RANKL
dochodzi w weztach chtonnych, grasicy 1 plucach, nizszy poziom ekspresji
zauwazono w $ledzionie 1 szpiku kostnym. Ekspresje mRNA dla RANKL
wykazano réwniez w keratynocytach skory, gruczolach sutkowych,
komdrkach nabtonkowych, sercu, migsniach szkieletowych, zotadku,
gruczole tarczowym oraz mozgu (42). Na poziom ekspresji RANKL
wpltyw maja cytokiny (IL-1a, IL-6, IL-11, TNF-a) 1 glikokortykosteroidy
oraz liczne komorki kostne 1 pozakostne, takie jak komorki podscieliska,
osteoblasty, osteoklasty, komdrki mezenchymalne okostnej, chondrocyty i
komorki  $rodbtonka (75). Obie formy kontroluja réznicowanie
osteoklastow dziatajac poprzez specyficzny receptor RANK znajdujacy si¢
na powierzchni komorek prekursorowych osteoklastow. Wiekszy wptyw na
osteoklastogenez¢ wykazuje forma zwigzana z btona komorkowa (42, 59).

RANKL jest czynnikiem, ktory wraz z M-CSF aktywuje caly proces
tworzenia dojrzalych osteoklastow, czyli roznicowanie oraz
przezywanie komorek resorpcyjnych (hamuje apoptoze osteoklastow).
RANKL ponadto stymuluje uwalnianie niedojrzaltych prekursorow
osteoklastow do obrotu (57). Dzialanie osteotropowe to nie jedyna funkcja
RANKL. Peli rowniez funkcje immunomodulacyjne. Kontroluje
organogeneze¢ weztow chlonnych, rozwoj tymocytow, moduluje aktywacje
limfocytéw T (80, 83, 84). Jest czynnikiem przyzyciowym monocytow.
Zwigkszajac ekspresj¢ RANK na ich powierzchniach, moduluje poprzez
indukcje 1 wydzielanie chemokin (80, 85). Zwigkszajac ekspresje
czasteczek kostymulujacych aktywuje prezentacj¢ antygenu. RANKL
odgrywa duza role w komdrkach dendrytycznych. Zwiekszajac ekspresje
Bcel-xL  chroni  je przed apoptozag. Wzmaga ich wlasciwosci
immunostymulujace poprzez indukcj¢ cytokin, a takze razem z GM-CSF

bierze udziat w ich dojrzewaniu i réznicowaniu z komodrek prekursorowych
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wspolnych dla monocytow/makrofagow (80, 86, 87, 88). Udowodniono
ponadto chemotaktyczng aktywnos¢ RANKL (80, 89).
2.6.3.3 Receptor Aktywujacy Jadrowy Czynnik- kB - RANK

Receptor Aktywujacy Jadrowy Czynnik (B — RANK (ang. Receptor
Activator of Nuclear Factor NFgB), zwany réwniez TRANCE-R (ang.
TRANCE Receptor) i ODAR (receptor roznicowania 1 aktywacji
osteoklastow; ang. Osteoclast Differentation and Activation Factor) (66),
nalezy do rodziny receptoréw TNF 1 jest receptorem dla RANKL. RANK
jest proteing typu I, u cztowieka kodowana jest w chromosomie 18q22.1
(79). RANK zbudowany jest z 616 aminokwasow 1 ma masg czasteczkowg
90 kDA (66, 75, 77, 90, 91). RANK sklada si¢ z 3 domen:
zewnatrzkomérkowej domeny N - koncowej, srédblonkowego fragmentu
sktadajacego si¢ z 21 aminokwasow, oraz domeny cytoplazmatycznej C —
koncowej. W sklad RANK wchodzi réwniez zbudowana z 28
aminokwasow sekwencja sygnatowa (77, 90). W tkankach wystepuje jako
trimer. Za wigzanie RANKL odpowiadajg 4 bogate w cysteing domeny
wystepujace  w  zewnatrzkomorkowym — fragmencie  receptora.
Zewnatrzkomorkowa domena wykazuje homologie z CD40 (55, 59, 80,
90). Podstawowymi komorkami w ktorych dochodzi do ekspresji RANK sa
komorki linii monocytarno — makrofagowej, limfocyty T 1 B,
proteosteoklasty 1 osteoblasty, komorki dendrytyczne, fibroblasty,
chondrocyty 1 komorki $rodbtonka naczyniowego. Ponadto stwierdzono
obecnos¢ tego receptora w szpiku kostnym, kosciach, mdzgu, watrobie,
sercu, nerkach, ptucach, tkankach sutka, mi¢sniach szkieletowych i skoérze
(55, 59, 66, 80). Na zwigkszenie ekspresji RANK wptywaja: RANKL, IL-
la, onkostatyna M (OSM; Oncostatin M), IFN- g, witamina D3, biatko
zapalne makrofagow — MIP, naczyniowy polipeptyd jelitowy — VIP.
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Zmniejszenie ekspresji RANK nastgpuje pod wptywem: IGF — 1, IL-4,
FGF -2 (66, 80, 85, 92, 93)

2.6.3.4 Kaskada sygnalow RANK-RANKL

RANKL wigze si¢ ze swoim receptorem RANK na powierzchni
osteoklastow, co prowadzi do uruchomienia kaskady sygnatow, ktora
aktywuje swoiste geny opowiadajace za przezycie 1 roznicowanie
osteoklastow, a takze za resorpcje kosci (42, 80). RANKL, ktory
wystepuje w postaci trimeréw reaguje z trzema czasteczkami RANK.
Powstanie trimeru RANK wywotuje zmiany konformacyjne w domenie
cytoplazmatycznej receptora i uruchamia kaskade przekazu sygnatu do
wnetrza komorki (cyt. 80). RANK nie posiada zadnych aktywnosci kinazy.
Po zwigzaniu si¢ z ligandem, aby doszlo do transdukcji sygnalu, musi
angazowac specyficzne czynniki (42). Glownym posrednikiem sygnatu jest
biatko adaptorowe TRAF (TNF Receptor — Associated Factors) (52).
RANK koduje cytoplazmatyczng domen¢ zawierajaca kilka miejsc
wigzania TRAF, ktore gromadzg si¢ w réznych domenach: regiony
obejmujace aminokwasy 235 — 258 oraz 359 — 531 wiaza TRAF 6, region
aminokwasow 532 — 625 zawiera miejsca wigzania dla TRAF 2, 51 6,
prowadzi to do powstania trimeru TRAF oraz aktywacji kilku drog
przekazywania sygnatu (42, 80). Te domeny wiazace TRAF posrednicza w
indukowanej przez RANK aktywacji NFgB 1 N-koncowej kinazy c-Jun
(JNK) (42, 52, 94, 95). Receptory wigzace biatko TRAF podzielone s3 na
dwie grupy. Do pierwszej z nich naleza receptory posiadajace
cytoplazmatyczne domeny smierci: Fas, TNFR1, DR4, DRS, DR6, poprzez
ktore w sposob posredni, za posrednictwem bialek adaptorowych TRADD i
FADD, wigza bialka TRAF. Druga grupa, nie posiada domen $mierci 1
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bezposrednio wiaze TRAF, zaliczaja si¢ do niej: RANK, TNFR2, CD40
oraz CD30. Cytoplazmatyczne domeny RANK zawieraja miejsca wigzace
dla TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5 oraz TRAF6, z posrédd ktorych
TRAF2 1 TRAF6 maja najwieksze znaczenie w transdukcji sygnatu (80,
91). Biatka TRAF2, 5 oraz 6 biorg udziat w aktywacji jadrowego czynnika
- kB (88, 91, 96). Jednak giéwng role w transdukcji sygnalu RANK pelni
TRAF6. Wykazano, ze brak tego biatka prowadzi do osteopetrozy (52, 96,
97). TRAF2 razem z kinazag ASKI1 (ang. Apoptosis Signal — Regulating
Kinase -1) bierze udzial w aktywacji czynnika transkrypcyjnego AP1 (ang.
Activator Protein), ktory petni znaczacg role w réznicowaniu osteoklastow
(80, 97). TRAF6 moze aktywowac procesy roznicowania, aktywacji i
ochrony osteoklastow przed apoptoza poprzez aktywacje kilku szlakow
transdukcji sygnatu. Pierwszy szlak prowadzi do aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NFgB. Dochodzi do tego poprzez aktywacje kinazy
serynowo — treoninowej TAK1 oraz biatka TAB2 (TAKI Binding Protein
2), nastepnie kinazy NIK (NFgB — Inducing Kinase) 1 kinaz IKK (IxB
Kinases) (52, 80). Druga droge stanowi aktywacja kinaz ze szlaku MAPK
(mitogen-activated protein kinases), czyli: INK (Jun N-terminal Kinase),
p38 1 ERK (extracellular — Signac regulated kinase), oraz czynnika
transkrypcyjnego AP1. Ponad to w skutek aktywacji nalezacej do MAPK
kinazy bialkowej p38, dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
MITF (ang. Microphtalmia Transcription Factor), ktory jest niezbedny do
koncowego rdéznicowania osteoklastow (52, 80). Trzecia droga
przekazywania sygnatu polega na tworzeniu przez TRAF6 z biatkiem c-
SRC 1 ¢-Cbl kompleksu aktywujacego kinaze — 3 fosfatydyloinozytolu (PI-
3K), a nastgpnie kinaze Akt, ktora poprzez biatkko mTOR (biatko wigzace
kompleks rapamycyna/receptor) posredniczy w przekazywaniu sygnatu

antyapoptotycznego 1 reorganizacj¢ cytoszkieletu (52, 80, 97).
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2.7 Leczenie zmian okolowierzcholkowych
Leczenie zmian okolowierzchotkowych o  charakterze torbieli
zgbopochodnych polega na ich chirurgicznym wytuszczeniu. Obecnie
metodg z wyboru jest cystektomia (metoda Partsch II), czyli zabieg
chirurgiczny majacy na celu jednoczasowe, catkowite usunigcie
patologicznej zmiany. Rana pooperacyjna goi si¢ poprzez wypehienie
ubytku kostnego skrzepem, ktory ulega organizacji lacznotkankowej i
skostnieniu (103). Druga, rzadziej stosowang metoda jest zabieg
wglobienia torbieli (cystotomia, metoda Partsch 1). Zabieg ten,
zarezerwowany dla duzych torbieli, polega na wycigciu czes$ci $ciany
torbieli, a nastgpnie wglobieniu ptata Sluzowkowo — okostnowego do
wnetrza jamy 1 utrzymywaniu go szwami brzeznymi i setonem nasgczonym
antyseptykami. Aby zapobiec zarosni¢ciu jamy torbieli nalezy wykonac
odpowiedni otwor w kosci 1 utrzymywaé go za pomocg akrylowego
obturatora. W drugim etapie, gdy kos$¢ odbuduje si¢ zmniejszajac jamg
torbieli, wyluszcza si¢ pozostata czes¢ worka 1 rane pokrywa sie zszyta
sluzowka (103). Usunietg sciang torbieli zawsze nalezy przesta¢ do badania

histopatologicznego (22, 103).
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3. Cel pracy
Celem pracy bylo zbadanie poziomu ekspresji liganda receptora aktywatora
czynnika jadrowego NF-¢B 1 jego inhibitora osteoprotegeryny oraz
interleukiny-1 w stanach zapalnych tkanek okotowierzchotkowych w
obrgbie szczeki 1 zuchwy w porownaniu do grupy kontrolnej. Dalszym
celem byto wykazanie jaki jest wptyw szlaku RANKL/RANK/OPG oraz

IL-1 na powstawanie ubytkéw w kosciach zuchwy 1 szczgki.
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4. Material i metody
4.1 Pacjenci i material do badan

Na przeprowadzenie badan wuzyskano zgode Niezaleznej Komisji
Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (Reg. nr NKEBN/375/2009). Przed rozpoczgciem leczenia
szczegdlowo poinformowano chorych o rodzaju badan. Wszyscy chorzy
wyrazili pisemng zgode na wykorzystanie pobranego materiatu
pooperacyjnego do przeprowadzenia badan histologicznych oraz
molekularnych. Materiat do badan pobrano od 40 pacjentow (28 mezczyzn
1 12 kobiet) w wieku od 17 do 89 lat ($rednia wieku 49,7 lat), u ktorych na
podstawie oceny zdje¢ rentgenowskich lub TK (ubytek kostny prezentowat
si¢ najczgsciej w postaci przejasnienia w okolicy okolowierzchotkowe;
zgba), postawiono wstgpne rozpoznanie ziarniniaka okotowierzchotkowego
lub torbieli zebopochodnej. Podczas zabiegow wykonywanych w Poradni
Chirurgii Stomatologiczney GUMed w warunkach ambulatoryjnych w
znieczuleniu miejscowym uzyskano nastepujace typy zmian: ziarniniaki
okotowierzchotkowe (n = 16), torbiele zapalne (n = 18) oraz torbiele
zawigzkowe (n = 5), natomiast podczas operacji przeprowadzonych w
Klinice Chirurgii Szczekowo — Twarzowe] 1 Stomatologicznej GUMed
pobrano torbiel zapalng (n=1) podczas zabiegu w znieczuleniu ogdlnym.
L.acznie pobrano 40 zmian patologicznych kosci szczek 1 zuchwy.

Probki podzielono na dwie czesci. Jedna z nich zostata utrwalona w 10%
roztworze formaliny 1 przekazana do Zakladu Patomorfologii GUMed w
celu ostatecznego okreslenia charakteru zmiany oraz przeprowadzenia
badan  immunohistochemicznych.  Drugi  fragment  natychmiast
umieszczono w plastikowym pojemniku, zamrozono w cieklym azocie 1
umieszczono w zamrazarce w temperaturze -80°C do czasu wykonania

badan molekularnych.
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Badania histopatologiczne oraz immunohistochemiczne przeprowadzono w
Katedrze 1 Zakltadzie Patomorfologii GUMed (kierownik: prof. dr hab.
Wojciech Biernat), natomiast badania molekularne wykonano w Zaktadzie
Medycyny Molekularnej GUMed (kierownik: prof. dr hab. Tadeusz
Pawetczyk)

4.2 Metodyka badan molekularnych

4.2.1 Bufory i odczynniki
Do przeprowadzenia badan molekularnych uzyto nastgpujacych buforow i
odczynnikéw: A. Bufor obcigzajacy (BOB) 4 x stezony (40ml)
(1,25ml IM TRIS-HCL, pH 6,8; 4ml 20% SDS; 460mg DTT; 4ml
gliceryny; 1,5mg bromophenol blue); B. Bufor SDS — PAGE
(25mM Tris; 250mM glicyna; 0,1% SDS; H,O do koncowej objetosci); C.
Bufor TBS pH 7,4 (10 x stezony — 1000 ml) (30g TRIS; 80g NaCl; 2g
KCl; H,O do 1000ml); D. BCIP (0,5¢ 5-bromo-4 chloro-3indolyl
phosphatase rozpuszczono w 10ml 100% dimetyloformamidu); E. NBT
(0,5¢ NBT (bi¢kit tetrazoliowy) rozpuszczono w 10 ml 70%

dimetyloformamidu)

4.2.2 Pomiar stezenia bialka
W celu oznaczenia stezenia biatka w homogenacie tkankowym

postugiwano si¢ metoda Lowry’ego. (98)

4.2.3 Przygotowanie ekstraktow biatkowych
Odpowiednie tkanki rozdrobniono wstgpnie skalpelem 1 homogenizowano
w szklano — teflonowym homogenizatorze w trzech objetosciach
schtodzonego buforu (50 mmol/L Tris/HCI, pH 7.2; 5 mmol/L EDTA; 100
mmol/L NaCl; 1% Triton X-100; 10% glycerol; 10 mmol/L KH 2 PO 4 ; 1
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mmol/L Pefabloc SC; 5 pg/mL leupeptyny), a nast¢gpnie inkubowano w
lodzie przez 15 min.

Otrzymany homogenat wirowano przy 10000 x g przez 15 min w 4°C.
Supernatant jako ekstrakt biatkowy zbierano do nowych probowek i1

przechowywano w -20°C do analizy Western Blot.

4.2.4 Elektroforeza bialek na Zelu poliakrylamidowym
Wykonano rozdzial (100Lg) badanego lizatu biatkowego na 10% zelu
poliakrylamidowym z 3% zelem zaggszczajacym o grubosci 0,75mm.
Badang probke zamieszczono w buforze TRIS-HCI wraz z buforem
obcigzajacym (Met. 4.2.1A) przed nalozeniem na zel poddawano 5
minutowej denaturacji w temperaturze 98°C. Elektroforeza byla
prowadzona w buforze SDS-PAGE (Met. 4.2.1B). Po rozdziale
elektroforetycznym  przeprowadzono  transfer  biatek z  Zelu
poliakrylamidowego na btong poliwinylowa metodg transferu suchego przy
uzyciu aparatu iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen). Nastepnie blong
przecinano wzgledem wzorca masowego biatka na odpowiedniej
wysokosci 1 blokowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej w 3%
roztworze albuminy wolowej (BSA, V frakcja) zawierajacej 0,02% azydek
sodu. Btone¢ przenoszono do $wiezego roztworu zawierajacego
przeciwciala przeciwko biatku OPG (R&D) w rozcienczeniu 1:500 oraz
przeciwko bialku RANKL (R&D) w rozcienczeniu 1:500 i1 przeciwko
biatku IL-1a (Santa Cruz Biotechnology) w rozcienczeniu 1:500, badz
przeciwciala dla biatka pl4-3-3 (Santa Cruz Biotechnology) w
rozcienczeniu 1:1000 i inkubowano w temperaturze 4°C przez noc. Po
zakonczeniu inkubacji btone trzykrotnie przeptukano 200ml buforu TBS.
Potem umieszczono w 3% roztworze albuminy z odpowiednimi

przeciwcialami drugorzgdowymi sprze¢zonymi z alkaliczng fosfatazg w
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rozcienczeniu 1:10000 1 inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Btong przeplukano w 200ml TBS (Met. 4.2.1C) w celu
przeprowadzenia reakcji fosfatazy alkalicznej z substratem BCIP/NBT
(Met. 4.2.1D 1 4.2.1E), blong¢ przenoszono do 100mM buforu TRIS-HCI,
pH 9,5 zawierajagcego SmM MgCl, oraz BCIP/NBT. Zazwyczaj reakcj¢
przeprowadzano przez 30 min. w temperaturze pokojowej 1 po ukazaniu si¢
wyraznych prazkow reakcje zatrzymywano przez dodanie 20mM EDTA w
buforze TBS. Otrzymane prazki analizowano densytometrycznie za
pomoca systemu Gel Doc 2000 firmy Bio-Rad. Jako biatko referencyjne
uzywano biatko p14-3-3. Wzgledny poziom biatek OPG, RANKL 1 IL-1a
wyrazano jako stosunek intensywnos¢ prazka odpowiadajacego badanemu
biatku do intensywnosci prazka odpowiadajacego biatku referencyjnemu
(14-3-3). Intensywno$¢ prazka program komputerowy podawat w
arbitralnych jednostkach, po odjeciu intensywnosci tla (Rycina 4).

4.3 Badania histopatologiczne oraz immunohistochemiczne
4.3.1 Metoda badan immunohistochemicznych
Do badan wykorzystano materiat tkankowy utrwalony w roztworze
formaliny 1 zatopiony w niskotopliwej parafinie. Bloczki parafinowe
krojono na mikrotomie saneczkowym na skrawki grubosci 4um, ktore
nanoszono na  silanizowane  szkietka  podstawowe.  Badania
immunohistochemiczne wykonano na utrwalonym materiale tkankowym
pochodzacym od 36 chorych. Po odparafinizowaniu skrawki poddano
procedurze odmaskowania w tazni wodnej, umieszczajac je w buforze
cytrynianowym (pH 6) i podgrzewajac do temperatury 99°C przez 40 min.
Endogenng peroksydaze blokowano inkubujac skrawki w 3% roztworze

H,0, przez 10 min. w temperaturze pokojowe;j.
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4.3.2 Pierwotne przeciwciala

1) Monoclonal Anti-human TRANCE/TNFSF 11 nr kat. MAB626,
firma R&D Systems, przeciwciata rozcienczone 1:100 — inkubacja
nocna w temperaturze 4°C, system do wizualizacji LSAB + system
HRP (Dako K0690) przez 30 min.

2) Anti-human Osteoprotegerin/TNFRSF11B Antibody nr kat: AF805,
firma R&D Systems, przeciwciata rozcienczone 1:50 — inkubacja
nocna w temperaturze 4°C, system do wizualizacji LSAB + system
HRP (Dako nr kat. K0690) przez 30 min.

Reakcje  barwy uzyskano inkubujac  skrawki z  roztworem
czterochlorowodzianu 3,3 dwuaminobenzydyny (DAB) przez okoto 10
min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie skrawki podbarwiono
hematoksyling Meyera i zamykano w balsamie kanadyjskim. Migdzy

poszczegdlnymi etapami procedury skrawki ptukano w PBS’ie.

4.4 Analiza statystyczna.

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikow wykorzystano program
Statistica 9.0 PL (StatSoft, Polska). Normalnos¢ rozktadu badanych
zmiennych cechy sprawdzano postugujac si¢ testem W Shapiro-Wilka. Do
oceny istotnosci réznic pomigdzy uzyskanymi wynikami w dwoch grupach
(kontrolnej 1 badanej) zastosowano test U Manna-Whitneya, natomiast do
analizy wynikow trzech grup probek w grupie badanej zastosowano test
ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Wspotczynnik R Spearmana uzyto do
analizy korelacji pomi¢dzy poziomem ekspresji analizowanych biatek a
danymi klinicznymi. Poziom istotnosci p<0,05 uznawany byt za znamienny

statystycznie.
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5. Wyniki badan
5.1 Material tkankowy

Materiat  tkankowy od  chorych  zostal  poddany  badaniu
histopatologicznemu. W wyniku tych badan rozpoznano: torbiele
korzeniowe u 19 (47,50%), ziarniniaki okotowierzchotkowe u 16 (40%) 1
torbiele zawigzkowe u 5 (12,5%) chorych. Zmiany okotowierzchotkowe
wystepowaty gltownie w grupie mezczyzn w wieku od 30 do 59 roku zycia
(Tabela V i VI). Najczestsza lokalizacja ziarniniaka byla kos¢ Zzuchwy
(56,25%), torbieli korzeniowej - szczgka (63,15%), torbieli zawigzkowe;j
zuchwa w okolicy zebdéw 0smych (80%) (Tabela VII).

Tabela V. Rodzaj zmian okotowierzchotkowych a pte¢ chorych

Charakter zmiany

Pleé Ziarniniak Torbiel Torbiel Razem
zapalna zawigzkowa
Mezczyzni 11 14 3 28
(27,5%) (35,5%) (7,5%) (70%)
Kobiety 5 5 2 12
(12,5%) (12,5%) (5%) (30%)
Razem 16 19 5 40

(40%) (47,5%) (12,5%)
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Tabela VI. Rodzaj zmian okotowierzchotkowych a wiek chorych

Charakter zmiany

Wiek Ziarniniak Torbiel Torbiel Razem
korzeniowa zawigzkowa
10 - 29 r.z. 4 1 4 9
(10%) (2,9 (10%) (22,5%)
30-59 r.z. 10 11 1 22
(25%) (27,5%) (2,5%) (55%)
60 — 90 r.z. 2 7 0 9
(5%) (17,5%) (0%) (22,5%)
Razem 16 19 5 40
(40%) (47,5%) (12,5%)

Tabela VII. Czestos¢ wystgpowania zmian okotowierzchotkowych w kosciach szczeki i Zuchwy

Charakter zmiany

Obszar Ziarniniak Torbiel Torbiel Razem
kostny zapalna zawiagzkowa

Szczeka 7 12 1 20

Zuchwa 9 7 4 20

Razem 16 19 5 40
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Badania makroskopowe wykazatly, ze 37,5% zmian osiggn¢ta rozmiary od
0,3 do 0,8 cm; 57,5% zmian od 0,9 do 3cm; 5% zmian przekroczyto
wielkos¢ 3cm. (Tabela VIII).

Tabela VIII. Wielkos¢ zmian okotowierzchotkowych szczeki i Zuchwy

Charakter zmiany

Srednica Ziarniniak Torbiel Torbiel Razem
Zmiany korzeniowa zawigzkowa
0,3-0,8 cm 8 7 0 15
(20%) (17,5%) (0%) (37,5%)
0,9-3 cm 8 10 5 23
(20%) (25%) (12,5%) (57,5%)
>3 cm 0 2 0 2
(0%) (5%) (0%) (5%)
Razem 16 19 5 40

(40%) (47,5%) (12,5%)



60

5.2 Wyniki badan podmiotowych i przedmiotowych

Sposrdd chorych zakwalifikowanych do badania 14 (35%) zgtosito si¢ do
Poradni Chirurgii Stomatologicznej GUMed z powodu dolegliwosci
bolowych zgba lub wyrostka zgbodotowego w okolicy zmiany
okotowierzchotkowej. 21 (52,5%) chorych deklarowato dobry stan zdrowia
oraz nieprzyjmowanie zadnych lekéw na state. 19 (47,5%) badanych
podalo przynajmniej jedna przewlekla chorobe ogdlnoustrojowy. 4
pacjentow chorowalo na cukrzyce, 10 - nadci$nienie tetnicze, 1 osoba
przyjmowata leki z powodu nadczynnosci tarczycy. 10 oséb przyjmowato
antybiotyk w okresie do 2 tygodni przed zabiegiem wyluszczenia zmiany.
Zaden pacjent nie uskarzal sie na zaburzenia czucia w okolicy stanu
zapalnego.

W badaniu fizykalnym u 17 (42,5%) badanych stwierdzono stan zapalny
btony Sluzowej w okolicy zmiany chorobowej. U 1 pacjenta wystapita
deformacja kosci wyrostka zebodotowego szczgki 1 zaburzenie symetrii
twarzy z powodu rozrostu torbieli korzeniowej. Objawu Dupuytrena nie
stwierdzono u Zzadnego z badanych. U 8 pacjentéw na podstawie zdjecia
rentgenowskiego stwierdzono wczesniejsze leczenie endodontyczne zgba

przyczynowego.
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5.3 Wyniki badan immunohistochemicznych

Materiat tkankowy (n = 36) pobrany od pacjentow, ktéry poddano
badaniu immunohistochemicznemu stanowity: ziarniniaki
okotowierzchotkowe (n=14), torbiele korzeniowe (n=17) oraz torbiele
zawigzkowe (n=5). Poziom ekspresji RANKL i OPG oceniano w
odniesieniu do ilosci immunoreaktywnych komdrek w zmianie
chorobowej. Poziom ekspresji bialeck RANKL i1 OPG oznaczano jako
,0” dla braku ekspresji (<5% komdrek pozytywnych), (+) dla stabe;j
ekspresji (5% — 25% komorek z silng ekspresjg), (++) dla $redniej
ekspresji (25% - 50% komorek z silng ekspresja) oraz (+++) dla silnej
ekspresji  (>50% komorek z silng ekspresja). RANKL 1 OPG
uwidaczniato si¢ przede wszystkim w cytoplazmie komorek.

Obecnos¢ RANKL wykazano we wszystkich badanych zmianach
okotowierzchotkowych (ziarniniakach okolowierzchotkowych,
torbielach zapalnych i torbielach zawigzkowych), niemal we wszystkich
subpopulacjach komorek. Silng ekspresj¢ biatka RANKL wykazano w
11 (30%) torbielach  zapalnych, 8 (22%) =ziarniniakach
okotowierzchotkowych 1 4 (11%) torbielach zawigzkowych, srednig w 6
(17%) ziarniniakach 1 w 6 (17%) torbielach korzeniowych oraz w 1
(3%) torbieli zawigzkowej (Tabela 1X). Najwiece] komorek z wysokim
poziomem ekspresji liganda receptora RANK odnotowano w zmianach
okotowierzchotkowych o srednicy 0,9 — 3cm (n=12) oraz 0,3 — 0,8 cm

(n=9) (Tabela X).
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Tabela IX. Ekspresia RANKL w zmianach okotowierzchotkowych w  badaniu
immunohistochemicznym.
Poziom ekspresji RANKL
Charakter zmiany Brak Niski Sredni Wysoki Razem
(0) () (++) (+++)

Ziarniniak 0 0 6 8 14
okolowierzcholkowy
Torbiel korzeniowa 0 0 6 11 17
Torbiel zawigzkowa 0 0 1 4 5

Razem 0 0 13 23 36

Tabela X. Ekspresja RANKL a rozmiar

immunohistochemicznym.

zmian okolowierzchotkowych w  badaniu

Poziom ekspresji RANKL

Wielkosé
Zmiany
Brak Niski
(0) ()
0,3-0,8 cm 0 0
0,9-3cm 0 0
>3 0 0

Razem 0 0

Sredni Wysoki Razem
(++) (+++)
8 9 14
6 12 21
0 1 1
14 22 36
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W badanych zmianach okotowierzchotkowych niska ekspresje OPG
wykazano u 9 (25%), $rednia u 27 (75%). Sredni poziom ekspresji OPG
stwierdzono przede wszystkim w torbielach korzeniowych (n=13), niski w
komorkach ziarniniakéw okotowierzchotkowych (n=5). Wszystkie zmiany
o charakterze torbieli zawigzkowej wykazywaly ekspresje OPG na srednim
poziomie (Tabela XI). Porownujac poziom ekspresji OPG z wielkoscia
zmiany, wykazano, ze ekspresja na $rednim poziomie byla w zmianach
okotowierzchotkowych o srednicy 0,9 — 3 cm (n=15). Niskg ekspresje
stwierdzano gtdownie w ziarniniakach o srednicy 0,3 — 0,8 cm (n=6) (Tabela

XID.
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Tabela XI. FEkspresia OPG w  zmianach  okolowierzchotkowych —w  badaniu

immunohistochemicznym

Poziom ekspresji OPG

Charakter zmiany Brak
0)
Ziarniniak 0
okolowierzcholkowy
Torbiel korzeniowa 0
Torbiel zawigzkowa 0
Razem 0

Tabela XII. Ekspresja biatka

immunohistochemicznym

Niski Sredni Wysoki Razem
) (++) (+++)
5 9 0 14
4 13 0 17
0 5 0 5
9 27 0 36

OPG a rozmiar zmian okolowierzchotkowych w badaniu

Poziom ekspresji OPG
Charakter
Zmiany Brak Niski Sredni Wysoki Razem
(0) (+) (++) (++)
0,3-0,8 cm 0 6 11 0 17
0,9-3 cm 0 3 15 0 18
>3 0 0 1 0 1
Razem 0 9 27 0 36
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5.4 Wyniki badan molekularnych

Poziom ekspresji RANKL, OPG i IL-1a w badanych prébkach oceniono na
podstawie pomiaru ilosci badanego biatka w analizowanych tkankach

(Rycina 4).

1 2 3 4 5 6
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Rycina 4. Poziom biatka OPG, RANKL i IL-1a w zmianach okolowierzchotkowych wyrostka
zebodotowego szczeki i zZuchwy o charakterze ziarniniaka, torbieli zapalnej i torbieli
zawiqzkowej. Przyktadowy immunoblot lizatow biatkowych analizowanych tkanek. Na kazdg
Sciezke naniesiono 100 ug biatka. Sciezki 1-3 odpowiadajq ekstraktom tkankowym z blon

Sluzowych osob zdrowych a 4-6 z grupy badanej.

Analiza Western blot wykazala wzrost ekspresji biatek RANKL 1 OPG w
zmianach okolowierzchotkowych kosci szczek (ziarniniakach, torbielach
korzeniowych 1 zawigzkowych) w poréwnaniu z grupa kontrolng (btona
sluzowa wyrostka zebodotowego 1 jezyczka bez stwierdzonego stanu
zapalnego). Poziom ekspresji RANKL (mediana 6,304623) w
ziarniniakach okolowierzchotkowych, torbieli korzeniowej 1 torbieli
zawigzkowe] w znacznym stopniu przewyzszal poziom ekspresji tych

biatek w grupie kontrolnej: RANKL (mediana 1.877578) (Rycina 5).
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Zaobserwowano rowniez niewielki wzrost ekspresji biatka OPG (mediana
2,577696) w zmianach okolowierzchotkowych, ale nie byl on znamienny

statystycznie (Rycina 6).

wzgledny poziom RANKL
N

il T L
0 s ! 0O Mediana
kontrolna badana [ 25%-75%

grupa T Min-Maks

Rycina 5. Poziom ekspresji RANKL w zmianach okolowierzchotkowych korzeni zgbow.
Poziom biatka normalizowano do p 14-3-3 (biatko referencyjne) *p < 0,000044 w stosunku do

kontroli
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Rycina. 6. Poziom ekspresji OPG w zmianach okotowierzchotkowych korzeni zebow.

Poziom biatka normalizowano do p 14-3-3 (biatka referencyjnego)

Poréwnanie poziomu ekspresji bialek RANKL, OPG 1 stosunku
RANKL/OPG w trzech rodzajach zmian okotowierzchotkowych nie
wykazata istotnych statystycznie réznic (Rycina 7). Jednakze
zaobserwowano niewielki wzrost biatka RANKL, a spadek OPG w torbieli
zapalnej w porownaniu do ziarniniaka. Natomiast w torbieli zawigzkowe;,

zaréwno ekspresja RANKL, jak 1 OPG byta na niskim poziomie.
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Rycina 7. Poziom ekspresji RANKL, OPG i stosunek RANKL/OPG w ziarniniakach

okotowierzchotkowych, torbielach zapalnych i torbielach zawiqgzkowych grupy badanej
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ziarniniakach  okolowierzchotkowych,

torbielach korzeniowych 1 zawiazkowych (mediana 2,729644), byt

znaczaco wyzszy niz w grupie kontrolnej (mediana 1,475255) (Rycina 8).

8

RANKL/OPG
-9

kontrolna

grupa

badana

0O Mediana
[] 25%-75%
T Min-Maks

Rycina 8. Stosunek RANKL/OPG w zmianach okotowierzchotkowych korzeni zebow.

*P <0,0000381 w stosunku do kontroli

Ponadto analiza Western blot wykazata wzrost ekspresji IL-1a w grupie

badanej (mediana 1,175971) w poroOwnaniu z grupg kontrolng (mediana

0,606518) (Rycina 9). Nie wykazano znamiennych statystycznie rdznic

ekspresji IL-1a0 w poszczegdlnych rodzajach zmian chorobowych (Rycina

10).
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Rycina 9. Poziom ekspresji IL-10. w zmianach okotowierzchotkowych korzeni zebow.
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Poziom biatka normalizowano do p 14-3-3 (biatka referencyjnego) *p < 0,000044 w

stosunku do kontroli
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Rycina 10. Poziom ekspresji IL-1a w ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach

Cystis radicularis

zapalnych i torbielach zawigzkowych grupy badanej

Cystis follicularis
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Wzajemna korelacja pomiedzy poziomami biatek okreslono poprzez

wyliczenie wspotczynnika rang Spearmana.

Przeprowadzona analiza wykazata stabg korelacje pomigdzy RANKL/OPG
a poszczegoOlnymi rodzajami zmian w grupie badanej (R Spearmana = 0,35)
(Rycina 11). Widoczna byla réznica RANKL/OPG w torbielach

zapalnych w pordwnaniu do ziarniniaka.

R Spearmana = 0,35

Charakter zmiany

%
3
=
=
2

&

Granuloma Cystis radicularis Cystis follicularis

RANKL/OPG

i - RIS S—

Rycina 11. Korelacja pomiedzy stosunkiem RANKL/OPG a charakterem zmiany

okotowierzchotkowej korzeni zebow, p < 0,005
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Analiza statystyczna wzajemnych zalezno$ci migdzy poziomami badanych
biatek wykazata silng korelacje pomiedzy iloscig biatka RANKL 1 OPG w
zmianach chorobowych (R Spearmana = 0,79) (Rycina. 124). Moze to
sugerowac, ze ekspresja RANKL 1 OPG jest ze soba dodatnio sprzezona
szczegOlnie w zmianach okolowierzchotkowych. Ponadto poziom biatek
RANKL 1 OPG dodatnio korelowat z poziomem cytokiny prozapalnej (IL-
la) w grupie badanej (Rycina. 12 B i C). IL-la moze by¢ jednym z
czynnikdéw, ktéry zwigksza ekspresje zarowno RANKL jak 1 OPG w

przebiegu reakcji zapalne;.
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Rycina 12. Wspotzaleznosci  pomiedzy poziomami badanych biatek w

zmianach
okotowierzchotkowych korzeni zebow

A. Korelacja miedzy iloscig biatka RANKL i OPG
B. Korelacja pomiedzy iloscig biatka RANKL a iloscig cytokiny IL-1a

C. Korelacja pomiedzy ilosciq biatka OPG a iloscig cytokiny IL-1a

R — Spearman — wspotczynnik korelacji rang Spearmana przy p < 0,05
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6. Omowienie i dyskusja

Kazdy material tkankowy pobrany od chorego ze zmiang
okotowierzchotkowa poddano rutynowemu badaniu histopatologicznemu w
celu ostatecznego okreslenia jej charakteru. W analizowanym materiale
najczesciej rozpoznawano torbiele korzeniowe 19 (47,5%), druga co do
czgstosci byt ziarniniak okotowierzchotkowy 16 (40%), oraz torbiele
zawigzkowe 5 (12,5%). W grupie badanej, zmiany patologiczne
wystepowaty gtdwnie u mezczyzn w przedziale wieckowym od 30 do 60
roku zycia. Powyzsze obserwacje znajduja potwierdzenie w
piSmiennictwie. Meningaud 1 wsp. w badaniu retrospektywnym z 2006
roku, majagcym na celu okreslenie czgstosci wystepowania poszczegdlnych
typéw torbieli zgbopochodnych, przeprowadzonym na 695 pacjentach
wykazal, ze torbiele zapalne stanowity 58,2%, z czego w wigkszosci byli to
mezczyzni w przedziale wiekowym do 60 roku zycia (99). Podobne wyniki
przedstawit w swej pracy Pawlak 1 wsp., gdzie torbiele korzeniowe
stanowity 62%, torbiele zawigzkowe 31% (16). W publikacji
Kozarzewskiej 1 wsp. dane dotyczace czestosci wystgpowania torbieli
korzeniowych znacznie odbiegaja od prezentowanych w innych
publikacjach: torbiele korzeniowe stanowity 89,9%, torbiele zawigzkowe
9,5% (100). Garcia 1 wsp. analizujac doniesienia wielu autoréw, wykazat,
ze najczestsza przewlekla zmiang zapalng okolicy wierzchotkow korzeni
zgbdw jest ziarniniak okotowierzchotkowy, natomiast torbiele korzeniowe
wystepuja w  okolo  18%  przypadkow  przewlektych  zmian
okotowierzchotkowych korzeni zgbow (101). Badania histopatologiczne
100 zmian okotowierzchotkowych przeprowadzone przez Love 1 wsp. w
2009 roku, potwierdzaja te wyniki (102). Autorzy ci wykazali, ze torbiele

korzeniowe stanowig zaledwie 18% sposrod wszystkich zmian zapalnych
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tkanek okotowierzchotkowych, podczas gdy zapalenia ziarninowe stanowig
77% badanych przypadkow (102). Rodznice w  wystepowaniu
poszczegdlnych typow zmian okotowierzchotkowych w badanym
materiale, moga by¢ spowodowane stosunkowo niewielkg grupa badanych.
Bartkowski 1 wsp. podaje, 1z wystepowanie torbieli zapalnych w szczgce
jest niemal trzykrotnie czestsze niz w zuchwie (103). Podobne
spostrzezenia poczynita Kozarzewska i wsp. W jej badaniach torbiele
lokalizowaly si¢ giéwnie w szczece (59,6%), zuchwe obejmowato 37,2%
zmian (100). Odmienne wyniki przedstawit Meningauda 1 wsp., w jego
badaniach torbiele najczgsciej wystepowaty w zuchwie (67,5%) (99). W
materiale Pawlaka 1 wsp. w 52% przypadkow torbiele zapalne lokalizowaty
si¢ w obrebie zuchwy. W materiale wlasnym najczestsza lokalizacja
torbieli korzeniowe;j byla szczeka (63,15%), ziarniniaka
okotowierzchotkowego - kos¢ zuchwy (56,25%), torbieli zawigzkowej —
zuchwa w okolicy zgbow o0smych (80%). Wielkos¢ usuwanych zmian w
wiekszosci przypadkow zawierala si¢ w przedziale od 8 do 30 mm.
Podobne obserwacje poczynity Chabrzyk — Antosik 1 Lewandowska.
Przeprowadzona przez nie analiza wielkosci torbieli zapalnych w szczece 1
zuchwie wykazata, ze najczesciej osiggaja one rozmiary do 4 cm (104).

W calej grupie badanych chorych, 52,5% deklarowalo brak
przewleklych dolegliwosci ogdlnoustrojowych. Zaden z chorych nie
przyjmowat przewlekle lekow przeciwzapalnych. 10 pacjentow
przyjmowato antybiotyk w okresie do 2 tygodni przed zabiegiem usunig¢cia
zmiany okolowierzchotkowej zgba, w tym 7 z powodu dolegliwosci
bolowych. Wsrdd pacjentow z chorobami ogdlnoustrojowymi najczestszym
schorzeniem byto nadcisnienie te¢tnicze, w drugiej kolejnosci cukrzyca

insulinoniezalezna. W 3 przypadkach te dwa schorzenia wspolistniaty.
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35% pacjentow z grupy badanych zglosito si¢ w celu ekstrakcji zeba z
powodu dolegliwosci bolowych okolicy zmiany.

U 17 (42,5%) pacjentow podczas badania przedmiotowego stwierdzono
obecnos¢ nacieku zapalnego w okolicy zmiany chorobowej. W jednym
przypadku stwierdzono deformacj¢ wyrostka zebodotowego szczeki i
zaburzenie symetrii twarzy. U zadnego z badanych pacjentdw nie
wykazano objawu Dupuytrena. W 75% zmiana chorobowa byla
wykrywana przypadkowo na zdjgciach rentgenowskich podczas leczenia
wspotwystepujacych schorzen jamy ustnej lub w trakcie diagnostyki przed
planowana sanacja jamy ustnej. Ci pacjenci nie zglaszali zadnych
dolegliwosci spowodowanych obecnoscia zmian. Wedlug danych z
piSmiennictwa zmiany okotowierzchotkowe sa wykrywane przypadkowo
na zdje¢ciach rentgenowskich, lub w miarg powigkszania si¢ zmiany, gdy
dochodzi do niszczenia blaszki kostnej wyrostka zgbodotowego, parastezji
w obrgbie wargi gérnej lub dolnej, lub w przypadku wystapienia
powiktania zapalnego, na przyktad zropienia torbieli (15, 22, 100, 103). U
zadnego z badanych pacjentéw nie wystgpowaty objawy czucia opacznego
w zakresie nerwoéw czaszkowych.

Analiza immunohistochemiczna badanych tkanek (ziarniniakdéw
okotowierzchotkowych oraz torbieli zapalnych i1 zawigzkowych) wykazata
wyzszy poziom ekspresji RANKL niz OPG. Wysoki 1 sredni poziom
ekspresji liganda RANKL wystepuje przede wszystkim w wigkszych
torbielach zapalnych o s$rednicy 0,9 — 3 cm. Ekspresja RANKL w
ziarniniakach okotowierzchotkowych byla gléwnie na srednim poziomie.
Poréwnujac ekspresj¢ RANKL-pozytywnych komorek w ziarniniakach 1
torbielach korzeniowych wykazano silniejszg ich ekspresj¢ w torbielach.

Moze to mie¢ zwigzek z ekspansywnym wzrostem torbieli
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zgbopochodnych 1 znacznie silniejsza tendencja do wzrostu 1 niszczenia
otaczajacej kosci niz w ziarniniakach.

Poziom  ekspresji  osteoprotegeryny w  badanych  zmianach
okotowierzchotkowych byl znaczaco nizszy anizeli RANKL. Komorki
OPG pozytywne wystepowaly przede wszystkim w torbielach
korzeniowych o srednicy 0,9 — 3 cm. Poziom ekspresji OPG byl na
poziomie $rednim (n=13) i niskim (n=4). Biorac pod uwage wzmozong
ekspresje RANKL w zmianach o charakterze torbieli zapalnej, prowadzaca
do resorpcji okolicznych struktur kostnych, wystepowanie od 5% - 50%
OPG-pozytywnych komoérek w badanym materiale tkankowym moze
swiadczy¢ o probie obrony organizmu przed nadmierng, patologiczna
utrata kosci w trakcie trwajacego procesu zapalnego. Znaczna przewaga
ekspresji RANKL nad OPG prowadzi do aktywacji osteoklastow i resorpcji
kosci .

Analizujagc  ilos¢ wybarwionych komérek RANKL 1 OPG w
poszczegdlnych rodzajach zmian (ziarniniakach okotowierzchotkowych,
torbielach zapalnych 1 torbielach zawigzkowych) mozna wyciagnad
wniosek, ze pomimo pewnych roéznic w ilosci pozytywnie wybarwionych
komorek, charakter zmiany nie ma znaczacego wplywu na stosunek
RANKL/OPG. Do zblizonych wnioskow doszedt réwniez Menezes 1 wsp.
Autorzy ci1 badali immunohistochemicznie ziarniniaki okotowierzchotkowe
1 torbiele zapalne, ktéra wykazywaly wiekszg 1los¢ komorek RANKLA+ niz
komorek OPG + w tych zmianach. Ponadto z ich obserwacji wynika, ze
los¢ pozytywnie wybarwionych komorek RANKL 1 OPG byta wieksza w
ziarniniakach niz w torbielach korzeniowych, inaczej niz w naszych
badaniach. Stosunek RANKL/OPG nie wykazywal statystycznie
znamiennych réznic zarowno w moich badaniach jak i cytowanych

autorow (4).
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W warunkach fizjologicznych istnieje réwnowaga pomig¢dzy
RANKL a OPG, a ilos¢ utraconej kosci jest zblizona do ilosci kosci
odbudowanej. W stanach zapalnych kos$ci, dochodzi do zwigkszenia
ekspresji RANKL. Gdy rosnie stosunek RANKL/OPG, dochodzi do
zwigkszenia procesu resorpcji (42, 55, 59). W niniejsze] pracy badaniom
poddano pobrany od pacjentdéw material tkankowy, ktdry stanowily trzy
rodzaje zmian okotowierzchotkowych wyrostka zgbodotowego kosci
szczek: ziarniniaki okotowierzchotkowe, torbiele korzeniowe 1 torbiele
zawigzkowe. Decyzja o wilaczeniu do badan torbieli zawigzkowych byta
podyktowana tym, iz pomimo braku etiologii zapalnej, jest to druga
najczescie] rozpoznawana torbiel zebopochodna  kosci  szczek,
doprowadzajaca do znacznego niszczenia otaczajacej struktury kostne;j.
Grupe kontrolng dla badan molekularnych stanowita zdrowa btona sluzowa
jezyczka 1 wyrostka zgbodotowego bez stwierdzonego stanu zapalnego.
Analiza Western blot wykazata znaczny wzrost poziomu ekspresji biatka
RANKL we wszystkich zmianach okotowierzchotkowych korzeni zebow w
pordwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto w tych zmianach chorobowych
zaobserwowano niewielki wzrost poziomu biatka OPG, ktory nie byt
jednak znamienny statystycznie. Uzyskane wyniki badan s3 zgodne z
danymi przedstawionymi przez Menezesa 1 wsp. w 2008 roku. Autorzy ci
przy pomocy metody RealTime-PCR wykazali wzrost ekspresji OPG 1
RANKL na poziomie mRNA w zmianach okotowierzchotkowych (33). W
moich badaniach wykazano wyzsza ekspresj¢ RANKL w zmianach
zapalnych wyrostka zebodotowego niz w grupie kontrolnej. Ekspresja OPG
w badanych tkankach byta rowniez wyzsza niz w grupie kontrolnej, ale nie
byl to wzrost znamienny statystycznie. Jak wynika z badan innych autorow

wzrost ekspresjt mRNA OPG w tkankach zapalnych (badany metodg RT-
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PCR) nie jest rOwnowazny ze wzrostem poziomu tego biatka w komorce
(badanie immunohistochemiczne) (4, 36).

Z moich badan wynika, ze porownanie poziomu bialek RANKL 1 OPG
oraz stosunku RANKL/OPG w trzech rodzajach zmian (ziarniniakach
okotowierzchotkowych,  torbielach  korzeniowych 1  torbielach
zawigzkowych) nie wykazato znamiennych statystycznie réznic. W torbieli
korzeniowej stwierdzono niewielki wzrost ekspresji biatka RANKL a
obnizenie OPG w odniesieniu do ziarniniaka. Ekspresja RANKL 1 OPG w
torbieli zawigzkowej byla na niskim poziomie. Nie byly to roznice
znamienne statystycznie. Nalezy jednak pamigta¢, ze obserwacje te
poczyniono na matej grupie chorych i wymagaja one dalszych badan na
wigkszej grupie chorych. Ekspresja RANKL, OPG i stosunk RANKL/OPG
pomiedzy poszczegdlnymi typami zmian chorobowych a grupa kontrolng
byly znaczaco wyzsze w grupie badanej. Uzyskane przeze mnie wyniki sg
zgodne z doniesieniami innych autoréow (4, 33, 36, 105). Analiza
statystyczna wykazata silng korelacj¢ pomiedzy biatkami RANKL a OPG
w zmianach okotowierzchotkowych. W stanach patologicznych, ekspresja
RANKL 1 OPG jest dodatnio ze soba sprzezona. Wzrost ekspresji RANKL
wigze si¢ ze wzrostem poziomu biatka OPG, jednak z zachowaniem
proporcji RANKL > OPG. Dane te koresponduja z wynikami Menezesa 1
wsp, ktory badaniem metoda RealTime-PCR wykazatl silny wzrost
ekspresji bialek RANKL i1 OPG w zmianach zapalnych, jednakze
zaznaczajagc wyzszy poziom biatka RANKL w stosunku do OPG (33).
Uzyskane wyniki moga sugerowac, ze ten niewielki obserwowany wzrost
poziomu OPG w stanach zapalnych stanowi reakcj¢ obronng organizmu na
patologiczny proces resorpcji kosci. Ekspresja IL-1a w badanym materiale
tkankowym, wykazata znaczny wzrost w poszczegolnych typach badanych

tkanek w porownaniu z grupa kontrolng. Nie stwierdzono znamiennych
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statystycznie rdéznic w ekspresji IL-la pomiedzy ziarniniakami
okotowierzchotkowymi oraz torbielami korzeniowymi 1 zawigzkowymi.
Ponadto wykazano dodatnig korelacj¢ pomiedzy poziomem biatka OPG i
RANKL z poziomem IL-1a w grupie badanej. W 2008 roku Mugali 1 wsp.
opublikowali wyniki badan poziomu cytokin w torbielach zapalnych.
Przeprowadzone przez nich badania metoda immunoenzymatyczng ELISA
wykazaty, ze poziom IL-la w torbielach korzeniowych byl najwyzszy
wsrdd wystepujacych cytokin prozapalnych (106). Zwiekszong ekspresje
IL-1oo w zmianach okolowierzchotkowych stwierdzita rowniez Rittling 1
wsp. (105) oraz Kusumi 1 wsp. w 2004 roku prowadzac badania cytokin w
torbielach korzeniowych metodg RT-PCR (106). Wczesniej, w 2000 roku
Kubota 1 wsp. udowodnili, ze wzrost ekspresji IL-la wptywa takze na
aktywacje metaloproteinaz i pelni znaczaca role w ekspansji torbieli
zabopochodnych (34). Powyzsze dane z przytoczonych publikacji oraz
pracy wilasnej sugeruja, ze IL-1a moze by¢ jednym z gtéwnych czynnikow,
ktory zwieksza ekspresje zardwno RANKL jak 1 OPG w przebiegu reakcji
zapalnej, co prowadzi do zwigkszenia aktywnos$ci osteoklastow 1
wystgpienia resorpcji kosci (34, 106, 107). Mozna przyjaé, ze wzrost
ekspresji RANKL w ziarniniakach okolowierzchotkowych, torbielach
zapalnych oraz torbielach zawiagzkowych, jest indukowany przez ekspansje
tych zmian. Synteza prozapalnej cytokiny IL-la, dodatkowo wzmaga
ekspresje RANKL, przez co nastepuje aktywacja osteoklastow 1 wzmozona
resorpcja kosci (108). Uzyskane wyniki badan immunohistochemicznych 1
molekularnych swiadcza o wptywie RANKL, OPG i IL-la na przebieg
procesu resorpcji kosci w szczgce 1 zuchwie. Moje obserwacje sg jednak
tylko fragmentem catego procesu niszczenia kosci 1 dla potwierdzenia

wymagajg dalszych badan na wigkszej grupie chorych.
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. Whnioski

. W badaniach immunohistochemicznych i1 molekularnych zmian
okotowierzchotkowych szczgki 1 zuchwy wykazano obecnos¢
RANKL i OPG.

. W ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach korzeniowych i
zawigzkowych stwierdza si¢ wzrost ekspresji RANKL, OPG 1 IL-1a
w porownaniu do grupy kontrolne;j.

. Zwigkszona ekspresja RANKL w ziarniniakach
okotowierzchotkowych, torbielach korzeniowych 1 torbielach
zawigzkowych moze $§wiadczy¢ o wplywie tego bialtka na proces
resorpcji kosci.

. Zaburzenie stosunku RANKL/OPG ma decydujacy wplyw na
przebieg procesu resorpcji kosci w zmianach
okotowierzchotkowych.

. Wzrost ekspresji OPG w niektérych zmianach
okotowierzchotkowych moze swiadczy¢é o reakcji  obronnej
organizmu przed patologiczna degradacja kosci.

. W przewleklych zmianach zapalnych okolicy korzeni zebow
dochodzi do wzrostu ekspresji IL-1a, ktora stymuluje wydzielanie
czynnika RANKL odpowiedzialnego za roznicowanie osteoklastow i
nasilenie procesu resorpcji.

. Skutkiem wzmozonej aktywnosci RANKL 1 IL-la w zmianach
okotowierzchotkowych jest powstawanie rozlegtych ubytkéw

kostnych.
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9. Zalaczniki
9.1 Swiadoma zgoda pacjenta
SZLAK RANKL/RANK/OPG W PRZEWLEKLYCH ZAPALENIACH TKANEK
OKOtOWIERZCHOtKOWYCH W SZCZECE | ZUCHWIE

1. Badania zostang przeprowadzone na materiale tkankowym pobranym od
pacjenta podczas zabiegdw chirurgicznych takich jak: ekstrakcja zeba, resekcja,
wytuszczenie torbieli zebopochodnej z powodu zmian chorobowych szczeki lub
zuchwy.

2. Mozliwe powikfania zwigzane z zabiegiem chirurgicznym: bodl poekstrakcyjny,
obrzek tkanek miekkich, zaburzenia czucia w obrebie nerwu trdjdzielnego

3. Materiat tkankowy zostanie wystany do Laboratorium Patomorfologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w celu okreslenia charakteru zmiany i przeprowadzenia
badan immunohistochemicznych.

4. Wszystkie informacje dotyczgce danych pacjentow sg objete tajemnicg lekarska i nie
bedg upubliczniane.

5. Pacjent ma prawo do odmowy wykorzystania pobranego materiatu w celu dalszych
badan naukowych.

Wyrazam zgode na zabieg chirurgiczny ekstrakcji/resekcji wierzchotka korzenia*
2eba/zebOW™* .. oraz  wyluszczenia  zmian
okotowierzchotkowych.

Wyrazam zgode na wykorzystanie pobranego materiatu do dalszych badan naukowych.

Oswiadczam iz zostatem poinformowany o wszelkich mozliwych powiktaniach
zwigzanych z zabiegiem chirurgicznym.

Podpis pacjenta Podpis lekarza

Gdansk dn ....ccceveeeenenn.
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Numer ksiegi gtéwnej

Numer preparatu

Imie i Nazwisko

Ptec

Wiek

Zawod

WYWIAD OGOLNOLEKARSKI

Choroby przewlekte

Przyjmowane leki

Sterydoterapia

Terapia hormonalna

Chemioterapia

Radioterapia

Alergie

Palenie tytoniu

Spozywanie alkoholu

WYWIAD OGOLNOSTOMATOLOGICZNY

Ostatnia wizyta u stomatologa

Dolegliwosci bélowe ze strony zebow

Przebieg dotychczasowego leczenia
stomatologicznego
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BADANIE PRZEDMIOTOWE

ZEWNATRZUSTNE

Symetria twarzy

Wezty chtonne podzuchwowe

WEWNATRZUSTNE

Przedsionek jamy ustnej

Stan uzebienia 87654321|112345678

87654321|12345678

Stan przyzebia

STAN MIEJSCOWY

Kiedy wykryto zmiane?

Czy wystepowaty/wystepuja dolegliwosci bolowe okolicy
zmiany?

Czy wystepowaty zaburzenia czucia w obrebie brodki, wargi
dolnej po stronie zmiany?

Przebieg dotychczasowego leczenia zeba przyczynowego

Btona $luzowa okolicy zmiany
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BADANIA DODATKOWE

Rentgenodiagnostyka

INR*

Ptytki Krwi*

OoB*

Czas krzepniecia*

Poziom cukru*

Poziom hormondw tarczycy*

*gdy s3 wskazania
Klasyfikacja zmiany wg WHO:
Torbiel nabtonkowa rozwojowa zebopochodna
a) pierwotna []
b) zawigzkowa [
c) przyzebna boczna  []
Torbiel zapalna
a) korzeniowa []
b) resztkowa []

Ziarnina zapalna []

Procedura lecznicza
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9.3 Ekspresja bialka RANKL i OPG w zmianach
okolowierzcholkowych (metoda immunohistochemiczna)

L.p. Charakter zamiany RANKL OPG

1. Ziarniniak 3+ 2+
okotowierzchotkowy

2. Ziarniniak 3+ 2+
okotowierzchotkowy

3. Ziarniniak 2+ 2+
okotowierzchotkowy

4. Ziarniniak 2+ 2+
okotowierzchotkowy

5. Ziarniniak 3+ 1+
okotowierzchotkowy

6. Ziarniniak 3+ 2+
okotowierzchotkowy

7. Ziarniniak 2+ 1+
okotowierzchotkowy

8. Ziarniniak 3+ 2+
okotowierzchotkowy

9. Ziarniniak 2+ 1+
okotowierzchotkowy

10. Ziarniniak 2+ 2+
okotowierzchotkowy

11. Ziarniniak 3+ 2+
okotowierzchotkowy

12. Ziarniniak 2+ 2+
okotowierzchotkowy

13. Ziarniniak 3+ 1+
okotowierzchotkowy

14. Torbiel zawigzkowa 3+ 2+

15. Torbiel zawigzkowa 3+ 2+

16. Torbiel zawigzkowa 2+ 2+

17. Torbiel zawigzkowa 3+ 2+

18. Torbiel zawigzkowa 3+ 2+

19. Torbiel zawiazkowa 3+ 2+

20. Torbiel zapalna 3+ 2+

21. Torbiel zapalna 3+ 2+

22. Torbiel zapalna 2+ 2+

23. Torbiel zapalna 2+ 1+

24, Torbiel zapalna 3+ 2+

25. Torbiel zapalna 2+ 1+

26. Torbiel zapalna 2+ 1+

27. Torbiel zapalna 2+ 2+

28. Torbiel zapalna 3+ 2+

29. Torbiel zapalna 2+ 2+

30. Torbiel zapalna 3+ 2+

31. Torbiel zapalna 3+ 2+

32. Torbiel zapalna 3+ 1+

33. Torbiel zapalna 3+ 2+

34, Torbiel zapalna 3+ 2+

35. Torbiel zapalna 3+ 2+

36. Torbiel zapalna 3+ 2+
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9.4 Wykaz tabel i rycin umieszczonych w tekscie
Tabela I. Klasyfikacja torbieli nablonkowych wg WHO z 1971 roku............... 19

Tabela II. Klasyfikacja torbieli nablonkowych wg WHO z 1992 roku.............. 20
Tabela III. Czynniki wptywajace dodatnio na rozwdj 1 aktywacje
OSTEOKIASTOW ... ..o 36

Tabela IV. Czynniki wplywajace ujemnie na rozwdj i aktywacje

OSTEOKIASTOW . ... ettt et e 37
Tabela V. Rodzaj zmian okotowierzchotkowych a pte¢ chorych.................... 57
Tabela VI. Rodzaj zmian okotowierzchotkowych a wiek chorych.................. 58
Tabela VII. Czgsto$¢ wystgpowania zmian okotowierzchotkowych w kosciach

SZCZEKI 1 ZUCHWY . . e e 58
Tabela VIII. Wielkos¢ zmian okotowierzchotkowych.............................. 59

Tabela IX. Ekspresja RANKL w zmianach okotowierzchotkowych w badaniu
immunohistochemicznym.................oooiiiiiiiiiiiiiii e, 02
Tabela X. Ekspresja RANKL a rozmiar zmian okotowierzchotkowych w
badaniu immunohistochemicznym................cooiiiiiiiiiiiii e 62
Tabela XI. Ekspresja OPG w zmianach okolowierzchotkowych w badaniu
immunohistochemicznym.................cocoiiiiiiiiiii i e, 04
Tabela XII. Ekspresja biatka OPG a rozmiar zmian okolowierzchotkowych w

badaniu immunohistochemicznym..................c.ooiiiiiiiiiiiii e 64
Rycina. 1. Badanie panoramiczne rtg szczek. Torbiel zapalna Zzuchwy z otoczka
OStEOSKIETOLYCZNA. .. ..ttt 27

Rycina. 2. Badanie panoramiczne rtg szcze¢k. Torbiel zZuchwy okolicy kata i

ramienia zuchwy z zebem w jej Swietle. ..., 28

Rycina 3. Badanie panoramiczne rtg szczgk. Torbiel zapalna szczeki
obejmujaca obszar od zeba 13 do 26, penetrujaca do zatok szczgkowych prawej

10 () PSP 28

Rycina 4. Przykladowy immunoblot lizatdw biatkowych analizowanych
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ZEDOW . . et seeesreeenneeens O
Rycina 7. Poziom ekspresji RANKL, OPG i stosuneck RANKL/OPG w
ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach zapalnych 1 torbielach
zawigzkowych grupy badanej.............ooooiiiiiiiii i 68
Rycina 8. Stosunek RANKL/OPG w zmianach okotowierzchotkowych korzeni
ZEDOW . . e e e e sreesreeenneeens 09
Rycina 9. Poziom ekspresji IL-1oo w zmianach okotowierzchotkowych korzeni
ZEDOW . ot e sneenees 10
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Rycina 12A. Korelacja migdzy iloscig biatka RANKL 1 OPG........................ 73
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Ryc. 13. RANKL x100,
torbiel zebopochodna

Ryc. 14. RANKL x200,

ziarniniak

okotowierzchotkowy




Ryc. 15. OPG x200,

ziarniniak
okotowierzchotkowy

Ryc. 16. OPG x100,
torbiel zebopochodna




