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B SAZETAK

Parodontalna bolest (parodontopatija) je hronicna inflamatorna bolest u ¢iju patogenezu su ukljucene razlicite
Celije urodenog i steCenog imuniteta, medu kojima i makrofagi. Makrofagi su profesionalni fagociti ¢ija je osnovna
uloga ingestija i destrukcija mikroorganizama. Pored fagocitoze, ove celije su angazovane u produkciji proinflama-
tornih citokina i u prezentaciji antigena T-cCelijama, te se smatraju kljucnim celijama urodenog imunskog odgovora. U
nasem istrazivanju pracena je gustina i distribucija makrofaga u zdravoj i inflamiranoj gingive sa ciljem da se proceni
njihov znacaj u patogenezi parodontopatije. Materijal su Cinile gingivalne biopsije 96 pacijenata svrstanih u 4 grupe:
zdrava gingiva, gingivitis, poCetna parodontopatija i uznapredovala parodontopatija. Za identifikaciju makrofaga
koris¢ena je imunohistohemijska tehnika bojenja zasnovana na upotrebi monoklonskog antitela anti-CD68. Prema
nasem istrazivanju gustina makrofaga je veca u gingivitisu i parodontopatiji u odnosu na zdravu gingivu. Izmedu gingi-
vitisa i parodontopatije nije nadena znacajna razlika u gustini makrofaga. Grupisanje makrofaga u blizini delimicno
liziranih kolagenih vlakana u parodontopatiji ukazuje na njihovu kolagenoliticku aktivnost. Povecanje broja makrofaga
u inflamiranoj gingivi moze se dovesti u vezu i sa resorpcijom kosti jer se ove celije mogu diferencirati u osteoklaste.

Kljucne reci: makrofagi, gingiva, gingivitis, parodontopatija, CD68
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Parodontalna bolest (parodontopatija) je hronicna
inflamatorna bolest koja pogada znacajan deo ljudske
populacije i glavni je uzrok gubitka zuba kod odraslih [1].
Umerena parodontopatija javlja se kod 13-57% odraslog
stanovnistva, a od uznapredovale forme bolesti pati 10-
25% populacije [2]. Parodontopatija je uzrokovana pato-
genom mikroflorom iz biofilma dentalnog plaka [3]. In-
fekcija u pocetku zahvata gingivalni epitel i prouzrokuje
gingivitis, a zatim se Siri i zahvata Citav potporni aparat
zuba progredirajuc¢i u parodontopatiju [4]. Inicijalna
reakcija na bakterijsku infekciju je lokalna inflamatorna
reakcija kojom se aktiviraju celije urodenog imuniteta,
medu kojima vaznu ulogu imaju makrofagi [5]. Posle
Celija urodenog imuniteta, u patogenezu parodontopatije
ukljucuju se celije i mehanizmi stecenog imuniteta.
Preterano agresivan imunski odgovor ne uniStava samo
patogene bakterije, ve¢ dovodi i do osteenja sopstvenog
gingivalnog tkiva i do resorpcije kosti.

Makrofagi su profesionalni fagociti ¢ija osnovna
uloga je ingestija i destrukcija mikroba [6]. Oni na svojoj
plazmalemi poseduju receptore, oznacene kao TLR (engl.
Toll-like receptors), kojima prepoznaju lipopolisaharide
iz celijskog zida periodontopatogenih bakterija, kao sto
su Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromo-
nas gingivalis, Fusobacterium nucleatum itd. [7, 8]. TLR
ucestvuju u signalnoj transdukciji i aktivaciji makrofaga

[7]. Aktivirani makrofagi luCe niz proinflamatornih cito-
kina koji izazvaju disbalans izmedu osteoblasta i osteok-
lasta, Sto rezultuje resorpcijom alveolarne kosti [9].
Pored toga, makrofagi luCe i enzime sa kolagenolitickim
potencijalom c¢ime doprinose destrukciji gingivalnog tkiva
[5]. Uloga makrofaga u patogenezi parodontopatije pra-
¢ena je u nekoliko istrazivanja, ali njihov znacaj u zastiti
i destrukciji potpornog aparata zuba nije dovoljno ras-
vetljen.

CILJ RADA

U istrazivanju je pracena distribucije i gustina
makrofaga u razli¢itim fazama parodontalne bolesti sa
ciljem da se proceni znacaj ove celijske populacije u
imunskom odgovoru i pratecoj tkivnoj destrukciji.

MATERIJAL | METODE

Istrazivanjem je obuhvaceno 96 osoba starosti od 13
do 68 godina. Kod svakog pacijenta radena je gingivalna
biopsija pri ekstrakciji zuba iz ortodonskih razloga ili
usled parodontopatije. Klinicki stadijum bolesti procen-
jivan je na osnovu slededih indeksa: CPITN (Community
parodontal index of treaatment needs) [10], Loe-Silness
gingivalni indeks [11], Mihlemenn-Sulucs Bleeding indeks
[12], Silnes-Loe plak indeks [13]. Dubina parodontalnog




dZepa merena je sondom sa kuglicom. Prema preporuci
americke akademije za periodontologiju [14], uzorci gin-
give razvrstani su u 4 grupe:

A. grupa | - zdrava gingiva (11 uzoraka od osoba sa
zdravom gingivom bez krvarenja, otoka ili zapaljenja i sa
uobicajenom dubinom gingivalnog zZleba)

B. grupa Il - gingivitis (18 tkivnih uzoraka od paci-
jenata kod kojih je zapazeno crvenilo, otok i krvarenje
na marginama gingive, bez vertikalne resorpcije alveo-
larne kosti i bez produbljivanja gingivalnog dZepa )

C. grupa lll - umerena parodontopatija (36 uzoraka
kod pacijenata sa vertikalnom kostanom resorpcojom do
50% i parodontalnim dZzepom dubine do 6 mm)

D. grupa IV - izrazena ili uznapredovala parodonto-
patija (31 uzorak kod pacijenata sa vertikalnom
kostanom resorpcojom preko 50% i parodontalnim dze-
pom dubine iznad 6 mm).

Ises¢i tkiva ispirani su u fizioloskom rastvoru, fik-
sirani u 10% formalinu, dehidratisani u rastu¢im koncen-
tracijama alkohola, prosvetljeni u ksilolu i kalupljeni u
parafinu. Aktivnost endogenih peptidaza suzbijena je
inkubacijom u 3% vodonik-peroksidu u trajanju od 5
minuta, a demaskiranje antigena izvrseno je petnaes-
tominutnim kuvanjem u citratnom puferu pH 6,0. Tkivni
preseci su zatim inkubirani 1 ¢as sa monoklonskim an-
titelom anti-CD68 koje sluzi kao specificni marker za
identifikaciju makrofaga. Sekundarno bojenje vrseno je
kitom LSAB2 (Dako, Denmark) na sobnoj temperaturi u
trajanju od 30 minuta. Kao hromo-gen koristen je 3,3’-
diaminobenzidin (DAB), a za kontrastno bojenje koristen
je Mayerov hematoksilin [15]. CD68-pozitivne (CD68+)
Celije identifikovane su na osnovu braon prebojenosti
celijske membrane i citoplazme. Kvantitativna evaluacija
CD68+ celija vrseno je pomocu prethodno kalibrisane
mrezice povrsine 0,0145 mm2 na uvecanju mikroskopa od
400 puta. Mrezica je prevlacena preko Citavog tkivnog
uzorka od cije povrsine je zavisio broj merenja. Za svaki
uzorak odredivan je prosecan broj celija po povrsini
mrezice, a zatim je ta vrednost deljena brojem 0,0145
da bi se dobio prosecan broj ¢elija po mm2 povrsine gin-
givalnog tkiva. Statisticka analiza sprovedena je uz po-
moc¢ racunara koris¢enjem MS Offise Exel programa.
Gustina kakrofaga po jedinici povrsine (mm2) izrazavana
je srednjom vredno$cu * standardna devijacija. Testi-
ranje statisticke znacajnosti razlike srednjih vrednosti
broja makrofaga po mm2 gingivalnog tkiva izmedu is-
trazivanih grupa vrseno je Studentovim t-testom.

REZULTATI

Za detekciju makrofaga koriS¢ena su anti-68
monoklonska antitela. U zdravoj gingivi zapaljenjske
celije su inace malobrojne, a makrofagi su rasejani po Ci-
tavom vezivu i po pravilu se javljaju kao pojedinacne
Celije. CD68+ cCelije se nesto Cesce zaticu u gingivalnim
papilama i perivaskularnim prostorima (slika 1), a
narocito u infiltratima uz pripojni epitel, gde se mogu
nadi i u manjim grupicama od po dve do pet ¢elija. Ta-
kode, makrofagi se neretko vidaju u neposrednom kon-
taktu sa epitelnom bazalnom laminom ili medu snop-
ovima kolagenih vlakana.

PRAXIS MEDICA

Slika 1. Dva makrofaga (strelice) u blizini krvnih sudova
u zdravoj gingivi. CD68, 400x

U gingivitisu je broj makrofaga primetno veci nego u
zdravoj gingivi, proporcionalno povecanju brojnosti za-
paljenjskih celija. Njihova koncentracija je najveca u
samim zapaljenjskim infiltratima, ali im je broj povedan i
u vezivnim papilama i subepitelnom pojasu (slika 2).
Nesto veci broj makrofaga registruje se i u fibroznom
vezivu gingive, gde su kolageni snopovi dobro ocuvani. U
oralnom epitelu gingive makrofaga prakti¢no nema, dok
se u pripojnom i sulkusnom epitelu mogu uoditi.

Slika 2. U papilama i subepitelnom vezivu gingive u gin-
givitisu zapaZa se umeren broj makrofaga (braon boja).
CDé68, 200x

U istraZivanim uzorcima pocetne i uznapredovale
parodontopatije distribucija i brojnost makrofaga poka-



Zuju izvesne varijacije, mada u osnovi ispoljavaju slicna
svojstva kao u gingivitisu. U vecini ZariSta makrofagi su
pojedinacni, ravhomerno rasporedeni po Citavom Zzaristu
i prisutni su u niskom procentu. Samo u redim
slucajevima oni cCine znacCajan procenat medu
zapaljenskim celijama, ali ni tada nisu dominantna
Celijska populacija (slika 3). Pojedinim uzoracima
primecena je neobi¢no visoka koncentracija makrofaga
unutar ili okolo ostataka kolagena prisutnog u sredistu
zapaljenjskih infiltrata (slika 4). | van zapaljenjskih
infiltrata makrofagi se pokatkad mogu nadi u vecem
broju okolo pojedinih kolagenih snopova. Gustina i
distribucija CD68+ Celija u vezivnim papilama, kolagenim
snopovima i epitelu gingive kod parodontopatije je ista
kao u gingivitisu, izuzev Sto su u tri uzorka zapazeni
makrofagi i u oralnom epitelu (slika 5).

Slika 3. Zapaljenjsko Zariste u centru slike sadrZi velik
broj makrofaga koji formiraju manje grupice. Uznapre-
dovala parodonopatija, CD68, 200x

Slika 4. Visoka koncentracija makrofaga u sredistu za-
paljenjskog infiltrata okolo i unutar kolagenih snopova.
Pocetna parodontopatija, CD68, 400x
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Slika 5. U bazalnom i spinoznom sloju oralnog epitela
gingive u uznapredovaloj parodontopatiji zapaZaju se
pojedinacni makrofagi. CD68, 200

Najvedi srednji broj makrofaga naden je u grupi sa
pocetnom parodontopatijom (164,75+78,62), a najnizi u
zdravoj gingivi (51,43£19,42) (tabela 1). U odnosu na
zdravu gingivu broj makrofaga visi je u grupi sa uznapre-
dovalom  parodontopatijom  (p<0,05), gingivitisom
(p<0,01), a posebno sa pocetnom parodontopatijom
(p<0,001). lzmedu gingivitisa i parodontopatije nije
nadena statisticka razlika u broju makrofaga, kao ni iz-
medu dve forme parodontopatije. Procentualno ucesce
makrofaga u ukupnom broju celija najvece je u grupi sa
gingivitisom, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na
ostale grupe (tabela 2).

DISKUSIJA

Uloga makrofaga u patogenezi parodontopatije je
neosporna. Ove celije stvaraju niz citokina i prezentuju
antigene T-celijama [16]. Aktivirani makrofagi su klju¢ne
Celije urodenog imiteta. Oni proizvode proinflamatorne
citokine koji pojacCavaju stepen fagocitoze i u velikom
broju slu¢ajeva vode uspesnoj eliminaciji patogena [17].
Ipak, potpuna eliminacija patogena Cesto zahteva ucesée
antigen-specificnih T- i B- celija. Mehanizmi urodenog i
stecenog imunskog odgovora su stoga okarakterisani kao
meduzavisni [17]. Celije urodenog imunskog odgovora
uticu na diferencijaciju T- Celija na dva nacina - menja-
janjem spektra citokina u tkivima ili uticajem na difer-
enciraju antigen-specifiénih T-¢elija u drenirajuéim
limfnim évorovima [18].

Interesantno da je da postoji svega nekoliko is-
trazivanja u kojima je pracen znacaj makrofaga u paro-
dontopatiji. Zadeh i sar. [19] su pokazali da A. actino-
mycetemcomitans i P. Gingivalis aktiviraju monocite i
makrofage podrticu¢i ih na sekreciju proinflamatornih
medijatora zapaljenja, dok su Chapple i sar. [20] ustano-
vili da u uznapredovalom periodontitisu ne postoji pove-

Tabela 1. Broj makrofaga po mm? veziva gingive u ispitivanim grupama

Grupa N X SD 95% d] Min Max v
Zdrava gingiva 11 51,43 19,42 33,47 69,38 30 87 37,75
“Gingivitis TS 18 124,00 62,90 * 57,99 190,01 73 246 50,72
“Pocetna parodontopatija 36 164,75 78,62 & 114,80 214,70 41 268 47,72
"Uznapredovala parodontopatija 31 143,57 87,21 62,91 22423 49 281 60,75

a - vs zdrava gingiva
* - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

2015; 44 (1) 7-12




Tabela 2. Procentualno ucesc¢e makrofaga u ukupnom broju celija u ispitivanim grupama (%)

Grupa N X SD 95% Cl Min Max cv
_Zdravagingiva "m___.632 148 495 . 7,69 434 8,54 . 23,46
_Gingivitis 18 871 3,73 479 ] 12,62 555 13,46 42,87
_Pocetna parodontopatija 36 759 3,55 ! 533 9,85 - 1,76 13,53 46,80
Uznapredovala parodontopatija 31 5,89 1,67 4,34 7,44 4,00 8,74 28,44

¢anje broja i aktivnosti makrofaga u odnosu na tkivo sa
minimalnim zapaljenjem. | u drugim istrazivanjima ne-
gira se stimulativni efekat periodontalnih patogena na
celije monocitno-makrofagne linije. Pokazano je da P.
gingivalis utice na migraciju i aktivaciju makrofaga in-
hibiraju¢i produkciju monocitnog hemoatraktant pro-
teina-1 (MCP-1), jednog od glavnih hemokina monocitno-
makrofagne loze [21]. Ovi rezultati ukazuju da makrofagi
mogu imati protektivne efekte u stabilnim lezijama, ali
da ti efekti iSCezavaju u uznapredovalim destruktivnim
lezijama [18]. Medutim, rezulatati Younesa i sar. [22]
svedoCe o permanentnom povecanju broja makrofaga
pocev od gingivitisa, preko umerene parodontopatije do
uznapredovale paradontopatije. Slicne rezulate ranije su
prezentovali Taubman i sar. [23] i Seymour [24]. Lappin i
sar. [25] izvestili su o signifikantnoj promeni odnosa
makrofagi/T-celije u korist makrofaga u adultnom perio-
dontitisu, Sto bi znacdilo da su ove celije itekako
ukljucene u klinicki tok periodontalne bolesti. Zappa i
sar. [26] ustanovili su da je broj makrofaga vedi u aktiv-
nim periodontalnim lezijama nego u inaktivnim, dok su
Grenier i Grignon [27] izneli pretpostavku da ove celije
imaju presudan uticaj na progresiju bolesti iz akutne u
hroniénu fazu. Produkcijom proinflamatornih citokina,
prvenstveno inteleukina-18 i faktora nekroze tumora,
makrofagi stimuliSu akciju celularnog imuniteta po-
spesujuci inflamatornu kaskadu, c¢ime indirektno mogu
doprineti tkivnoj destrukciji [27]. Pored toga, pod uti-
cajem faktora nekroze tumora-a (TNF-a) makrofagi se
mogu difeferenciraju u osteoklaste i na taj nacin dopri-
neti kostanoj resorpciji [28].

U nasem istrazivanju ustanovljeno je da vezivo
zdrave gingive sadrzi prosecno 51,43+19,42 makrofaga po
milimetru kvadratnom povrsine, dok je u svim ostalim is-
trazivanim grupama gustina ovih celija znacajno veca, pri
¢emu je najveca koncentracija makrofaga zabelezena u
pocetnoj parodontopatiji. Interesantno da izmedu gingi-
vitisa, pocetne i uznapredovale parodontopatije nije
registrovana znacajna razlika u koncentraciji makrofaga,
a u procentualnoj zastupljenosti ovih celija nisu nadene
znacajne razlike medu ispitivanim grupama. Povecan
broj makrofaga u gingivitisu i parodontopatiji moze se
dovesti u vezu sa pove¢anom destrukcijom ekstracelular-
nog matriksa i potrebom da se njegovi ostaci uklone. Me-
dutim, da bi se procenio znacaj makrofaga u zastiti i de-
strukciji gingivalnog tkiva, pored broja neophodno je ut-
vrditi i aktivnost ovih éelija. Poznato je da makrofagi
produkuju brojne citokine [29], proteinaze [30] i slo-
bodne radikale kiseonika [31] koji mogu doprineti de-
gradaciji vezivnog tkiva [23]. U tom kontekstu narocito
su vazne matriksne metaloproteinaze, kao potentni
medijatori tkivne destrukcije [32], i proinflamatorni ci-

PRAXIS MEDICA

tokini IL-18, TNF-a i IL-17 [33, 34], koji su u vezi sa per-
manentnom hiperekspresijom matriksnih metaloprotein-
aza [35]. Beklen i sar. [29] ustanovili su da je u perio-
dontitisu povecana imunoreaktivnost na IL-18, TNF-a i IL-
17 u odnosu na zdravu gingivu, kao i da su pomenuti cito-
kini lokalizovani prevenstveno u makrofagima, fibroblas-
tima, epitelnim i endotelnim celijama. Ujedno, isti
autori su demonstrirali da su matriksne proteinaze MMP-1
(kolagenaza) i MMP-3 (stromelizin) dominantno lo-
kalizovane u gingivalnim makrofagima i fibroblastima, na
osnovu cega se ove celije mogu smatrati i najodgovorni-
jim za tkivnu destrukciju. Ovu pretpostavku potvrduju i
zapazanja Younesa i sar. [22] da broj CD68+ celija
pozitivno koreliSe sa klinickom tezinom parodontopatije i
stepenom kolagenolize.

ZAKLJUCAK

U nasem istrazivanju u gingivitisu i parodontopatiji
je zabelezena povecana gustina makrofaga u gingivalnom
vezivu u odnosu na zdravu gingivu, ali je nepromenjena
njihova procentualna zastupljenost u odnosu na sveuku-
pan broj celija u vezivu. lzmedu gingivitisa i parodonto-
patije nije nadena znacajna razlika u gustini makrofaga.
U zdravoj gingivi makrofagi su prisutni kao pojedinacne
Celije, a u parodontopatiji se mogu naci u manjim grupi-
cama u blizini kolagenih vlakana podvrgnutih kolageno-
lizi, Sto ukazuje na njihov kolagenoliti¢ki potencijal.
Povecanje broja makrofaga u inflamiranoj gingivi moze
se dovesti u vezu i sa resorpcijom kosti zato Sto se ove
Celije mogu diferencirati u osteoklaste.
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SUMMARY
Periodontal disease is a chronic inflammatory disease, the pathogenesis of which involves different innate immune system as well as

adaptive immune system cells, including macrophages. Macrophages are professional phagocytes whose primary role is ingestion and
destruction of microorganisms. Apart from phagocytosis, these cells are engaged in production of proinflammatory cytokines and an-
tigen presentation to T cells, and therefore are considered to be the key cells of the innate immune response. Our study focused on
distribution and density of macrophages in healthy and inflamed gingiva with the purpose of evaluating their relevance to patho-
genesis of periodontal disease. The material used for this purpose were gingival biopsies taken from 96 patients assorted in 4 groups:
the healthy gingiva, gingivitis, moderate periodontal disease and severe periodontal disease. The immunohistochemical staining
method based on the use of monoclonal antibodies anti-CD68 was used for identification of macrophages. Our study showed that the
density of macrophages is higher in gingivitis and periodontal disease compared to healthy gigiva. There were no significant differ-
ences found regarding the density of macrophages in gingivitis and periodontal disease. Grouping of macrophage populations close to
partially lysed collagen fibers in periodontal disease indicates their collagenic activity. The increase in the number of macrophages in
inflamed gingival tissue could be linked to bone resorption due to the fact that these cells are capable of differentiating into osteo-
clasts.

Keywords: macrophages, gingiva, gingivitis, periodontal disease, CD68
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