STOMATOLOGIA INTERDYSCYPLINARNA

Prace oryginalne
Original papers

Rola receptora aktywatora jadrowego
czynnika kappa B (RANKL) oraz
osteoprotegeryny (OPG) w rozwoju
zebopochodnych torbieli 1 ziarniniakow
okotowierzchotkowych kosci szczeki 1 zuchwy

*Michat Ratajczak, Monika Sakowicz-Burkiewicz, Jerzy Kuczkowski,
Grazyna Gulida, Anna Starzynska, Jadwiga Gawronska-Skorkowska,
Adam Wiodarkiewicz, Tadeusz Pawetczyk

Katedra i Klinika Chirurgii Szczekowo-Twarzowej i Stomatologicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Kierownik Katedry i Kliniki: prof. dr hab. med. Adam Wtodarkiewicz

ROLE OF RECEPTOR ACTIVATOR OF NUCLEAR FACTOR KAPPA B (RANKL)
AND OSTEOPROTEGERIN (OPG) IN THE DEVELOPMENT OF THE ODONTOGENIC CYSTS
AND PERIAPICAL GRANULOMAS OF THE JAWS

Summary

Introduction: 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) and osteoprotegerin (OPG). In these changes the
ratio RANKL/OPG is disturbed which leads to the pathological bone resorption.

Aim: 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.
Material and methods: The research material was obtained from 36 patients (24 men and 12 women) with periapical lesions of
teeth, treated in the Dental and Maxillofacial Surgery Clinic of GUMed. The control group for molecular studies constituted
healthy tongue mucosa and alveolar mucosa without inflammation. Tissue material for research was captured and then subjected
to histopathological, immunohistochemistry and molecular examination.

Results: Immunohistochemistry analysis showed the increased expression of RANKL protein in all examined periapical lesions
(periapical granulomas and odontogenic cysts).

Conclusions: Increased expression of RANKL and OPG in periapical granulomas, radicular cysts and follicular cysts
demonstrates their role in the process of bone resorption. The obtained results of immunohistochemistry and molecular
evidence of the impact of RANKL and OPG on the process of bone resorption in the maxilla and mandible.
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WSTEP czyli wewnetrzna przebudowa kosci, po zakonczeniu wzro-

Kos¢ jest tkanka, ktdra ulega ciggtej przebudowie. Gtow- | stu i osiggnieciu szczytowej masy kostnej. Podczas mode-
nymi procesami metabolicznymi w ko$ci sg: proces mode- | lowania ko$ci wzrasta ona na dtugos$é i grubo$é. Wyrostek
lowania polegajgcy na wymianie sktadnikéw ko$éca (two- | zebodotowy szczeki i zuchwy réwniez ulega tej przebudo-
rzenie nowej koéci) oraz remodelacja (po 30. roku zycia), | wie (1, 2). Remodelacja warunkuje wiasciwosci regenera-
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cyjne kosci. Istotg proceséw modelowania i remodelowa-
nia sg nastepujace po sobie resorpcja i nawarstwianie kosci
(8). W warunkach fizjologicznych procesy te podlegajg $ci-
stej kontroli, za ktérg odpowiada szlak RANKL/RANK/OPG.
Elementami tego uktadu sa: receptor aktywujacy jadrowy
czynnik NF-xB (ang. Receptor Activator of Nuclear Factor
NF-xB — RANK), jego ligand RANK (ang. Receptor Activa-
tor of Nuclear Factor NF-xB Ligand — RANKL) oraz oste-
oprotegeryna (ang. Osteoprotegerin — OPG) (4, 5). RANKL
nalezy do nadrodziny biatek czynnikéw martwicy nowo-
tworéw (ang. Tumor Necrosis Factor — TNF). Na poziom
ekspresji RANKL wptyw majag cytokiny (IL-10., IL-6, IL-11,
TNF-0) i glikokortykosteroidy oraz komérki podscieliska,
osteoblasty, osteoklasty, komérki mezenchymalne okost-
nej, chondrocyty i komérki srédbtonka (6). RANKL kon-
troluje réznicowanie osteoklastdw poprzez specyficzny
receptor znajdujacy sie na powierzchni komoérek prekur-
sorowych osteoklastow. Jest czynnikiem, kitéry wraz z
M-CSF (ang. Macrophage Colony-Stimulating Factor)
aktywuje caty proces tworzenia dojrzatych osteoklastéw,
czyli réznicowanie i przezywanie komorek resorpcyjnych
(hamuje apoptoze osteoklastéw). RANKL ponadto sty-
muluje uwalnianie niedojrzatych prekursoréw osteokla-
stéw (7). Receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-xB
jest biatkiem przezbtonowym. Obecno$¢ RANK wykazujg
komorki linii monocytarno-makrofagowej, limfocyty T i B,
proteosteoklasty i osteoblasty, komérki dendrytyczne,
fibroblasty, chondrocyty i komérki $rédbtonka naczy-
niowego. Ponadto obecnos¢ tego biatka stwierdzono w
szpiku kostnym, kosciach, mdzgu, watrobie, sercu, ner-
kach, ptucach, tkankach sutka, migsniach szkieletowych
i skdérze (8-10). Potaczenie RANK ze swym ligandem na
powierzchni osteoklastéw doprowadza do uruchomienia
kaskady sygnatéw, ktére aktywuja swoiste geny odpowia-
dajace za przezycie i roznicowanie osteoklastow, a takze
za resorpcje kosci (10). OPG nalezy do nadrodziny recep-
toréw czynnikow martwicy nowotworéw (ang. Tumor Ne-
crosis Factor Receptor — TNFR) (3, 6, 11, 12). Transkrypty
mRNA dla OPG stwierdzono w osteoblastach i komérkach
podscieliska szpiku kostnego, a takze w komérkach limfo-
idalnych, srédbtonka, limfocytach T i B oraz megakariocy-
tach. OPG jest receptorem kompetycyjnym (ang. Decoy
Receptor) dla RANKL, stanowi dla niego swoisty recep-
tor-putapke (atrape) (10). taczac sie z nim, blokuje pota-
czenie z RANK, tym samym zapobiega jego aktywacji na
powierzchni osteoklasta i wystapieniu resorpcji kosci (11)
poprzez modulacje syntezy osteoklastow (10). W warun-
kach fizjologicznych istnieje Scista rownowaga pomiedzy
iloscia biatka RANKL i OPG. Réwnowaga ta moze zosta¢
zaburzona w wielu chorobach uktadu kostnego. Wsréd
choréb kosci szczeki i zuchwy czesto wystepujg zmiany
okotowierzchotkowe o charakterze zapalnym rozwijajace
sie na skutek infekcji bakteryjnej kanatdw korzeniowych.
Przedostawanie sie bakterii i ich toksyn poza zgb powodu-
je naptyw, aktywacje oraz interakcje pomiedzy komorkami
zapalnymi i obronnymi organizmu (13, 14). Prowadzi to
do utraty prawidtowej struktury kostnej szczek. Miejsce po
zresorbowanej kosci zastepowane jest przez ziarnine, kto-
ra moze organizowaé sie w zmiany o charakterze torbieli
korzeniowych. Zmiany te moga osigga¢ duze rozmiary,
doprowadzajgc do deformaciji i niszczenia otaczajacej je
kosci (15, 16). Poznanie patomechanizmu powstawania

zmian okotowierzchotkowych zebéw moze by¢ przydatne
W rozpoznawaniu i leczeniu tych choréb.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena ekspresji gtéwnych media-
toréw regulujacych powstawanie i r6znicowanie osteo-
klastow i osteoblastéw w przewlektych zmianach okoto-
wierzchotkowych korzeni zgbéw oraz wyjasnienie ich
roli w procesie niszczenia ko$ci.

MATERIAL | METODY

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Nieza-
leznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (Reg. nr
NKEBN/375/2009). Materiat do badan pobrano od 36 pa-
cientéw (24 mezczyzn i 12 kobiet) w wieku od 17 do 89 lat
(Srednia wieku 45,75 lat) podczas zabiegébw wykonywa-
nych w Klinice Chirurgii Szczgekowo-Twarzowej i Stoma-
tologicznej oraz Poradni Chirurgii Stomatologicznej GU-
Med. Uzyskano nastepujgce typy zmian chorobowych:
ziarniniaki okotowierzchotkowe (n = 14), torbiele zapalne
(n = 17) oraz torbiele zawigzkowe (n = 5). Grupe kon-
trolng dla badah molekularnych stanowita zdrowa bfona
$luzowa jezyczka i wyrostka zebodotowego bez stwier-
dzonego stanu zapalnego. Materiat tkankowy utrwalono
w 10% roztworze formaliny. Do badania immunohisto-
chemicznego wykorzystywano 4 um skrawki materiatu
tkankowego. Zastosowano nastepujace przeciwciata:
RANKL - Monoclonal Anti-human TRANCE/TNFSF 11
nr kat. MAB626, firma R&D Systems; OPG - Anti-human
Osteoprotegerin/TNFRSF11B Antibody nr kat. AF805,
firma R&D Systems. Zwigzane przeciwciata oznaczano z
uzyciem systemu DAKO (LSAB + system HRP).

WYNIKI

Na podstawie badan radiologicznych i makroskopo-
wych wykazano, ze 39% zmian osiggneto rozmiary od
0,3 do 0,8 cm, 58% od 0,9 do 3 cm, 3% zmian przekro-
czyto wielko$¢ 3 cm. Materiat tkankowy zostat podda-
ny badaniu histologicznemu. Rozpoznano: torbiele ko-
rzeniowe u 17 (47%), ziarniniaki okotowierzchotkowe u
14 (38%) i torbiele zawigzkowe u 5 (14%) chorych. Zmia-
ny okotowierzchotkowe wystepowaty gtéwnie w grupie
mezczyzn w wieku od 30. do 59. roku zycia. Najczestsza
lokalizacja ziarniniaka byta zuchwa (57%), torbieli korze-
niowej — szczeka (65%), torbieli zawigzkowej — zuchwa
w okolicy zebdw dsmych (80%).

Poziom ekspresji RANKL i OPG oceniano w odniesie-
niu do ilosci immunoreaktywnych komoérek w zmianie
chorobowej (ryc. 1A, 1B).

Obecnos¢ RANKL wykazano niemal we wszystkich
subpopulacjach komérek w kazdej badanej zmianie oko-
towierzchotkowej (w ziarniniakach okotowierzchotkowych,
torbielach zapalnych i torbielach zawigzkowych). Najwie-
cej komorek z wysokim poziomem ekspresji liganda re-
ceptora RANK odnotowano w zmianach okofowierzchot-
kowych o $rednicy 0,9-3 cm oraz 0,3-0,8 cm. Wyniki badan
immunohistochemicznych przedstawiajg tabele 1 i 2.

Poréwnujac poziom ekspresji OPG z wielkoscia
zmiany, wykazano, ze ekspresja na $rednim poziomie
byta w zmianach okotowierzchotkowych o $rednicy
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Rola receptora aktywatora jadrowego czynnika kappa B (RANKL) oraz osteoprotegeryny (OPG) w rozwoju zebopochodnych...

Ryc. 1. Analiza immunohistochemiczna: A — ekspresja RANKL
w komorkach wysciotki nabtonkowej i elementach nacieku za-
palnego torbieli zgbopochodnej (RANKL x 100); B — ekspresja
OPG w komérkach wysciotki nabtonkowej i elementach nacie-
ku zapalnego torbieli zebopochodnej (OPG x 100).

0,9-3 cm. Niskg ekspresje stwierdzano gtéwnie w ziar-
niniakach o $rednicy 0,3-0,8 cm.

Poréwnanie poziomu ekspresji biatek RANKL, OPG
w trzech rodzajach zmian okotowierzchotkowych nie wy-
kazafa istotnych statystycznie réznic. Stosunek RANKL/
OPG w ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach
korzeniowych i zawigzkowych byt znaczaco wyzszy niz
w grupie kontrolnej.

Analiza statystyczna wzajemnych zaleznosci bada-
nych biatek wykazata silng korelacje pomiedzy RANKL
i OPG w zmianach chorobowych. RANKL i OPG jest
ze sobg dodatnio sprzezona szczegdlnie w zmianach
okotowierzchotkowych.

DYSKUSJA

Analiza immunohistochemiczna ziarniniakow oko-
towierzchotkowych, torbieli zapalnych i zawigzkowych
wykazata wyzszy poziom ekspresji RANKL niz OPG. Wy-
soki i $redni poziom ekspresji liganda RANKL wystepuije
przede wszystkim w wiekszych torbielach zapalnych o
Srednicy 0,9-3 cm. Ekspresja RANKL w ziarniniakach
okotowierzchotkowych byta gtéwnie na srednim pozio-
mie. Poréwnujac ekspresje RANKL-pozytywnych komo-
rek w ziarniniakach i torbielach korzeniowych, wykaza-
no silniejszg ich ekspresje w torbielach. Moze to mie¢
zwigzek z ekspansywnym wzrostem torbieli zebopo-
chodnych i znacznie silniejszg tendencjg do wzrostu i
niszczenia otaczajacej kosci niz w ziarniniakach.

Tabela 1. Wyniki badan immunohistochemicznych. Eks-
presja RANKL w zmianach zebopochodnych (ziarninia-
ki okotowierzchotkowe, torbiele korzeniowe oraz torbiel
zawiagzkowa) kosci szczek.

Poziom ekspresji RANKL
Charakter .
zmiany Brak | Niski | Sredni | Wysoki | Razem
(0) (+) | (+4) | (+++)
Ziarniniak
) 6 8 14
okotowierz- 0 0 o o o
chotkowy (17%) (22%) (39%)
Torbiel 0 0 6 11 17
korzeniowa (17%) (30%) (47%)
Torbiel 0 0 1 4 5
zawigzkowa (3%) (11%) (14%)
13 23 36
Razem 0 O | @7%) | (63%) | (100%)

Tabela 2. Wyniki badarn immunohistochemicznych. Eks-
presja OPG w zmianach zebopochodnych (ziarniniaki oko-
towierzchotkowe, torbiele korzeniowe oraz torbiel zawigz-
kowa) kosci szczek.

Poziom ekspresji OPG
Charakter ”
2miany Brak | Niski | $redni | Wysoki | Razem
(0) (+) | (++) | (++4)
doowerz. | 0 | S| 9 | o | 1
o (o) O,
chofkowy (14%) | (25%) (39%)
Torbiel 0 4 13 0 17
korzeniowa (11%) | (36%) (47%)
Torbiel 0 0 5 0 5
zawigzkowa (14%) (14%)
9 27 36
Razem O | (25%) | (75%) O | (oo%)

Poziom osteoprotegeryny w badanych zmianach oko-
towierzchotkowych byt znaczgco nizszy anizeli RANKL.
Komérki OPG pozytywne wystepowaly przede wszyst-
kim w torbielach korzeniowych o $rednicy 0,9-3 cm.
Poziom ekspresji OPG byt na poziomie $rednim (n = 13)
i niskim (n = 4). Biorac pod uwage wzmozong ekspre-
sje RANKL w zmianach o charakterze torbieli zapalnej,
prowadzgca do resorpcji okolicznych struktur kostnych,
wystepowanie od 5-50% OPG-pozytywnych komérek w
badanym materiale tkankowym moze $wiadczy¢ o pro-
bie obrony organizmu przed nadmierna, patologiczng
utratg kosci w trakcie trwajgcego procesu zapalnego.
Znaczna przewaga ekspresji RANKL nad OPG prowadzi
do aktywacji osteoklastow i resorpciji kosci.

Analizujgc ilo$¢ wybarwionych komérek RANKL i
OPG w ziarniniakach okotowierzchotkowych, torbielach
zapalnych i torbielach zawiazkowych, mozna sadzi¢, ze
pomimo pewnych réznic w ilo$ci pozytywnie wybarwio-
nych komérek, charakter zmiany nie ma znaczacego
wptywu na stosunek RANKL/OPG. Do zblizonych wnio-
skéw doszli Menezes i wsp. (15). Autorzy ci badali im-
munohistochemicznie ziarniniaki okotowierzchotkowe
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i torbiele zapalne, ktére wykazywaty wiekszg ilos¢ ko-
moérek RANKL+ niz komérek OPG+ w tych zmianach.
Ponadto z ich obserwacji wynika, ze ilo§¢ pozytywnie
wybarwionych komérek RANKL i OPG byta wieksza w
ziarniniakach niz w torbielach korzeniowych, inaczej niz
w naszych badaniach. Stosunek RANKL/OPG nie wy-
kazywat statystycznie znamiennych réznic zarowno w
naszych badaniach, jak i cytowanych autoréw (15).
Chociaz w warunkach fizjologicznych istnieje réwno-
waga pomiedzy RANKL a OPG, to ilo$¢ utraconej kosci
jest zblizona do ilosci kosci odbudowanej. W stanach za-
palnych kosci dochodzi do zwigkszenia ekspresji RANKL.
Gdy rosnie stosunek RANKL/OPG, dochodzi do zwieksze-
nia procesu resorpciji (8). Decyzja o wigczeniu do badan
torbieli zawigzkowych byta podyktowana tym, iz pomimo
braku etiologii zapalnej, jest to druga najczesciej rozpozna-
wana torbiel zebopochodna kosci szczek, doprowadzaja-
ca do znacznego niszczenia otaczajgcej struktury kostnej.
W naszych badaniach wykazano wyzszg ekspresje
RANKL w zmianach zapalnych wyrostka zebodotowe-
go niz w grupie kontrolnej. Ekspresja OPG w badanych
tkankach byta réwniez wyzsza niz w grupie kontrolnej,
ale nie byt to wzrost znamienny statystycznie. Jak wy-
nika z badan innych autoréw, wzrost ekspresji mRNA
OPG w tkankach zapalnych (badany metoda RT-PCR)
nie jest rbwnowazny ze wzrostem poziomu tego biatka
w komoérce (badanie immunohistochemiczne) (15, 17).
Z naszych badan wynika, ze poréwnanie poziomu bia-
tek RANKL i OPG oraz stosunku RANKL/OPG w trzech ro-
dzajach zmian chorobowych nie wykazato znamiennych
statystycznie roznic. W torbieli korzeniowej stwierdzono
niewielki wzrost ekspresji biatka RANKL i obnizenie OPG
w odniesieniu do ziarniniaka. Ekspresja RANKL i OPG w
torbieli zawigzkowej byta na niskim poziomie. Nie byty to
réznice znamienne statystycznie. Nalezy jednak pamietac,
ze obserwacje te dotycza matej grupy chorych i wymagajg
one dalszych badan. Ekspresja RANKL, OPG i stosunek
RANKL/OPG pomiedzy poszczegdlnymi typami zmian
chorobowych a grupg kontrolng byly znaczaco wyzsze w
grupie badanej. Uzyskane przez nas wyniki sg zgodne z
doniesieniami innych autoréw (15, 17-19). Analiza staty-
styczna wykazata silng korelacje pomiedzy RANKL a OPG
w zmianach okotowierzchotkowych. W stanach patologicz-
nych, ekspresja RANKL i OPG jest dodatnio ze sobg sprze-
zona. Uzyskane wyniki mogg sugerowagé, ze wzrost pozio-
mu OPG w stanach zapalnych stanowi reakcje obronng
organizmu na patologiczny proces resorpciji kosci.

WNIOSKI

Wzrost ekspresji RANKL w ziarniniakach okoto-
wierzchotkowych, torbielach zapalnych oraz torbielach
zawigzkowych jest indukowany przez ekspansje tych
zmian. Uzyskane wyniki badan immunohistochemicz-
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nych swiadcza o wptywie RANKL i OPG na przebieg
procesu resorpcji kosci w szczece i zuchwie. Nasze
obserwacje sg fragmentem catego procesu niszczenia
kosci i dla potwierdzenia wymagajg dalszych badan na
wiekszej grupie chorych. O
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