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Streszczenie

Powstawanie zapaleil przyzebia determinuje catoksztalt oddziatywan miedzy bakteriami w kieszonkach przyzeb-
nych a wrodzonymi i nabytymi czynnikami gospodarza. W pracy przeanalizowano znaczenie zaburzei czynno-
Sciowych granulocytéw oboj¢tnochtonnych jako czynnika ryzyka powstawania zapalen przyzebia. Przedstawiono
zaburzenia adherencji, chemotaksji, fagocytozy, mechanizméw zabijania drobnoustrojéw i biosyntezy cytokin pro-
zapalnych przez neutrofile oraz wyniki badan wtasnych nad adherencjg, chemotaksja, fagocytozg i wybuchem od-
dechowym tych komérek u pacjentéw ze zlokalizowanym i uogdlnionym zapaleniem przyzebia. Wystepuja kon-
trowersje co do podstaw molekularnych tych zaburzen, czy wystgpuja one na poziomie receptorowym, pozarecep-
torowym (endogenne defekty komérkowe), czy tez sg nastepstwem oddzialywania czynnikéw Srodowiskowych
(defekty nabywane). Uwazamy, ze wigkszos¢ tych zaburzer jest skutkiem wrodzonej nadreaktywnosci odpowie-
dzi immunologicznej gospodarza na czynniki patogenne. Podwyzszone wydzielanie cytokin prozapalnych jest po-
wigzane gtéwnie z uktadem genéw cytokinowych (Dent. Med. Probl. 2002, 39, 1, 117-126).

Stowa kluczowe: zapalenie przyzg¢bia/etiologia, granulocyty oboj¢tnochtonne, receptory, cytokiny prozapalne.

Abstract

The complex interplay between the bacterial challenge in the periodontal pocket and innate and acquired host fac-
tors determines the pathogenesis of periodontitis. In this review, we analyse the role of neutrophil dysfunction as
a risk factor for the onset of periodontitis. Disorders of neutrophil adherence, chemotaxis, phagocytosis, microbial
killing and biosynthesis of pro-inflammatory cytokines have been shown. We present our own investigations on
neutrophil adherence, chemotaxis, phagocytosis and respiratory burst in patients with localized and generalized ag-
gressive periodontitis. Controversy exists on the molecular nature of these defects, whether they occur at the re-
ceptor level, in postreceptor pathways (intrinsic cellular defects) or as a result of environmental factors (acquired
abnormalities). We think that majority of these dysfunctions are the consequence of an congenital hyperactive im-
mune response during the host-pathogen interaction. The most important factor for elevated pro-inflammatory cy-
tokines synthesis is association with a composite of cytokine genes (Dent. Med. Probl. 2002, 39, 1, 117-126).

Key words: periodontitis/etiology, neutrophils, receptors, pro-inflammatory cytokines.

Granulocyty oboje¢tnochtonne jako komorki
fagocytujace spetniaja kluczowg rolg w nieswoi-
stej odpowiedzi immunologicznej oraz w odpor-
nosci przeciwzakaznej. W miejscu zapalenia two-
173 pierwszg lini¢ obrony, niszczac gtéwnie bakte-
rie, bezposrednio lub w wyniku wspoéidziatania
z przeciwciatami. Destrukcja drobnoustrojéw mo-
ze zachodzi¢ w wyniku dziatania dwdch systeméw

zabijania wewngtrzkomdrkowego: zaleznego od
tlenu (powstanie podczas wybuchu oddechowego
reaktywnych pochodnych tlenu, halogenkéw
i tlenku azotu o dziataniu bakteriob6jczym), nieza-
leznego od tlenu (uwalnianie z ziarnistosci lizoso-
malnych proteaz, np.: elastazy, katepsyny G, pro-
teinazy 3 oraz bialek, np.: mieloperoksydazy, lizo-
zymu, defensyny o wiasciwosciach antybiotyko-
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podobnych, laktoferyny, biatka BPI nasilajacego
przepuszczalnos¢ scian bakterii, azurocydyny) [1,
2]. W ostatnim okresie udowodniono réwniez, ze
komorki te mogg spetnia¢ funkcje indukcyjne i re-
gulacyjne w swoistej odpowiedzi immunologicz-
nej przez wydzielanie cytokin (IL-1, IL-1Ra, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a), czynnikow wzrostu
(GM-CSF, G-CSF, TGF) oraz wzrost ekspresji an-
tygenéw MHC klasy 11 II [2, 3]. Zestawienie po-
wierzchniowych receptoréw granulocytarnych
wraz z podaniem ich ligandéw i funkcji w jakich
uczestniczg prezentuje tabela 1.

Wedlug wspétczesnych pogladéw zapalenie
przyzgbia jest wynikiem interakcji miedzy bakte-
riami w kieszonkach a czynnikiem gospodarza
1 mechanizmami obronnymi na poziomie komor-
kowym, molekularnym i genowym. Biofilm bak-
teryjny jest niezbedny, ale niewystarczajacy dla

Tabela 1. Powierzchniowe receptory neutrofili

Table 1. Surface receptors of neutrophils

powstania tej patologii. Analiza wieloczynnikowa
wykazata, ze komponent bakteryjny zapalenia
przyzgbia jest odpowiedzialny za okoto 20%
zmiennosci ekspresji choroby [4]. Powstanie pe-
riodontitis, jak réwniez jego przebieg w znaczg-
cym stopniu jest determinowany przez wrodzone
i nabyte cechy odpowiedzi immunologiczno-za-
palnej gospodarza. Istotny wplyw na podatnosé
osobniczg majg rowniez czynniki Srodowiskowe.
Zapalenia przyzebia, podobnie jak wiele innych
choréb ogdlnospotecznych, majg wigc etiologi¢
wieloczynnikowg. Dynamika procesu chorobowe-
go jest jednak w znaczacym stopniu zdetermino-
wana przez biatkowe struktury regulacyjne, ktére
bezposrednio odpowiadaja za interakcje migdzy
komérkami bakterii i gospodarza [4-6].

Pierwsza obserwacja o zwigzku miedzy zabu-
rzeniami neutrofili a destrukcja przyzgbia pocho-

Marker CD Nazwa synonim. Ligandy Udzial w funkcji
CD11a/CD18 LFA-1 ICAM-1,2,3 adhezja
CD11b/CD18 CR3, Mac-1 C3b, ICAM-1, adhezja, chemotaksja, fagocytoza ADCC
zymosan, fibrynogen
CD11c/CD18 CR4, p150,95 C3b, fibrynogen adhezja, chemotaksja, fagocytoza
CD15 selektyna E, P adhezja
CD16b FcyRIIIB Fc 1gG immunofagocytoza, wigzanie lektyn ADCC, synteza
cytokin zapalnych
CD32 FcyRIL Fc IgG immunofagocytoza, ADCC, synteza cytokin
zapalnych
CD35 CR1 C3b, C4b chemotaksja, fagocytoza
CDh44 pgp-1 hialuronian wigzanie sktadnikéw macierzy pozakomérkowej
CD46 MCEP, gp45-70 C3b, C4b chemotaksja, fagocytoza
CD49% VLA-2 kolageny, laminina wigzanie sktadnikéw macierzy pozakomérkowe;j
CD49d VLA-4 fibronektyna, VCAM wigzanie sktadnikéw macierzy pozakomérkowej
CD54 ICAM-1 LFA-1,CR3 adhezja
CD62 selektyna L GlyCAM-1, CD34 adhezja
CD88 C5aR C5a chemotaksja, fagocytoza
CDhwl16 GM-CSF fagocytoza, ADCC, hamowanie migracji, uzbrajanie
granulocytow
CD120 TNF-aR, p-55,75 TNF-a uzbrajanie granulocytéw, fagocytoza
CD121a IL-1R IL-1, IL-1Ra chemotaksja, fagocytoza, prozapalnie
CDw128 IL-8R 1L-8 chemotaksja, degranulacja
CD114 receptor G-CSF G-CSF wybuch tlenowy
receptor fMLP fMLP chemotaksja
receptor LTB, LTB, chemotaksja
receptor PAF PAF, zymosan adhezja, degranulacja
receptor CRP biatko C-reaktywne fagocytoza, hamowanie migracji

GM-CSF — czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-makrofagowe (granulocyte macrophage colony-stimulating factor),
G-CSF - czynnik stymulujacy kolonie granulocytarne (granulocyte colony-stimulating factor), ADCC — cytotoksycznos¢
zalezna od przeciwciat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity).
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dzita z 1902 r. [cyt. wg 5]. PdéZniej wielokrotnie
opisywano wystepowanie zapalen przyzebia u pa-
cjentéw z uktadowymi zaburzeniami czynnoscio-
wymi granulocytow obojetnochtonnych. Dotyczy-
fo to zaréwno genetycznie uwarunkowanych ze-
spotéw chorobowych (zesp6t leniwych leukocy-

téw, zespot Chediaka-Higashiego, niedobdr mielo-
peroksydazy, przewlekla choroba ziarniniakowa,
zespot Joba, zespét Downa), jak i nieprawidlo-
wych funkcji tych komérek w chorobach nabytych
(choroba Crohna, cukrzyca typu II) [5, 6]. Cwier¢
wieku temu Cianciola et al. stwierdzili obnizong

Tabela 2. Chronologiczne zestawienie badari nad zaburzeniami funkcji granulocytéw obojetnochtonnych
u pacjentdw z zapaleniami przyze¢bia

Table 2. Chronological overview of studies on neutrophil defects in periodontitis

Rok | Autorzy Liczba pacjentéw Metodyka badari Wyniki
i rozpoznanie
1977 | Cianciola et al. [7] | 9 LAP chemotaksja do E. colii C obnizona przy p < 0,005
fagocytoza ops. S. aureus obnizona u 8 p < 0,05
1979 | Lavine et al. 14 LAP, 19 GAP chemotaksja do ops. E. colii C obnizona 86% z LAP 48%GAP
test NBT norma u 87% z LAP
1983 | Suzuki et al. 29 LAP, 24 GAP chemotaksja do fMLP obnizona 79% z LAP 58%GAP
fagocytoza B. cereus obnizona 62% z LAP 29%GAP
1986 | Genco et al. [17] zestawienie 197 chemotaksja obnizona u 70% LAP
LAP (rézne chemoatraktanty) wystepowanie rodzinne
1987 | Kalmar et al. [35] 6 LAP fagocytoza i zabijanie A. a. defekt zabijania A. a.
1987 | Waldrop et al. 3 przedpokwitaniowe | adherencja obnizona u wszystkich
zapalenie przyzg¢bia spektrofotometrycznie
1987 | Zafiropoulos 13 GAP CL stymulowana ops. obnizona CL p < 0,001
et al. [27] zZymosanem
1988 | Asman [28] 12 LAP CL stymulowana ops. podwyzszone CL stymulowana
S. aureus i tMLP ops. bakteriami p < 0,002
1990 | Van Dyke 17 LAP chemotaksja do fMLP, cyto- obnizona u 70% LAP
et al. [18] metria przepltywowa, recep- ostabienie ekspresji receptoréw
tory dla fMLP, CR1 i GP110 dla fMLP, GP110
1990 | Zigtek [10] 54 LAP chemotaksja do ops. zymosanu, obnizenie chemotaksji do
i z pomlodzieficzym inuliny 1 S.aureus, fagocytoza 3 chemoatraktantéw, obnizenie
zapaleniem przyzebia | izotop. i lateksu, NBT fagocytozy, obnizenie NBT
1992 | Boughman 39 rodzin z LAP chemotaksja do fMLP u 0s6b z obnizong chemotaksjg
et al. [20] i GAP 71% z zapaleniem przyzebia
1993 | Kimura et al. [30] 15 LAP, 13 GAP cytometria przeptywowa poszczegdlni pacjenci
oksydacja DCFH po z podwyzszonym wybuchem
stymulacji PMA oddechowym
1993 | Konopka [11] 2 LAP, 21 GAP CL stymulowana fMLP obnizenie GAP p < 0,03
fagocytoza lateksu obnizenie w prog. p < 0,05
1994 | Katsuragi et al. 2LAP 2 adherencja, PCR ustalenie molekularnego tta LAD
[12] z przedpokwita-
niowym zapaleniem
przyzgbia
1994 | Hart et al. 2 LAP PCR dla mRNA kinazy genetyczne uposledzenie
diacylglicerolowe;j, przekazywania sygnatu
chemotaksja fMLP
1996 | Agarwal et al. 23 LAP chemotaksja dla fMLP i C surowicze IL-13, TNF-a
[24] immunofluorescencja, PCR modulujg funkcje neutrofili
1996 | Wilson i Kalmar brak danych; cytometria przeptywowa do allotyp R131 CD32 odpowia-
[26] surowice LAP oceny fagocytozy i zabijania, da za wadliwg fagocytoze
PCR i zabijanie A. a. w LAP
1997 | Galbraith et al. 40 CP hodowla neutrofili, ELISA, produkcja IL-1B i TNF-a
[44] PCR wplyw genotypu IL-1

LAP — zlokalizowane agresywne zapalenie przyzebia (localized aggressive periodontitis), GAP — uogdlnione agresywne za-
palenie przyzebia (generalized aggressive periodontitis), CP — przewlekle zapalenie przyzebia (chronic periodontitis).
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chemotaksje i fagocytozg¢ neutrofili izolowanych
z krwi obwodowej 9 pacjentéw z mlodziedczym
zapaleniem przyzebia [7]. Obserwacja ta zapo-
czatkowata badania nad funkcjami tych komérek
w krwi i plynie dzigstowym u ogdlnie zdrowych
0s6b z periodontopatiami. Chronologiczne zesta-
wienie badan nad zaburzeniami funkcji granulocy-
tow obojetnochtonnych u pacjentéw z zapaleniami
przyzebia przedstawiono w tabeli 2. I chociaz pa-
nuje zgoda, ze reaktywnos¢ tych komorek jest tyl-
ko jednym z elementéw odpowiedzi przeciwbak-
teryjnej w zapaleniach przyzebia, to ciggle uwaza
si¢ zaburzenia funkcji neutrofili za czynnik ryzyka
powstania i przebiegu najci¢zszych postaci zapa-
len przyzebia [5, 6].

Celem pracy bylo przedstawienie wspotcze-
snych pogladéw na temat roli tych komorek
w etiopatogenezie periodontopatii. W dokonanym
przegladzie, obok wynikéw badan innych auto-
réw, uwzgledniono przede wszystkim obserwacje
wlasne, poniewaz ocena czynnosci granulocytow
obojetnochtonnych u pacjentéw z agresywnymi
formami zapalen przyzgbia jest prowadzona w na-
szym osrodku od 1988 r. [8].

Nieprawidlowosci adhezji
granulocytow do Srédbtonka
naczyniowego

Proces adhezji neutrofili do srédbtonka wa-
runkujg interakcje miedzy receptorami na tych ko-
moérkach. Tak zwane zwigzanie (tethering) jest
mozliwe przez oddzialtywanie receptora CDI15
z endotelialng selektyng E oraz leukocytarnej se-
lektyny L z odpowiednimi glikoproteinami na
srodbtonku [1]. W dalszym etapie adhezji, tzw.
umocowanie (latching) powstaje w wyniku wigza-
nia receptoréw integrynowych leukocytow LFA-1
1 CR3 z ligandami ICAM-1 i ICAM-2 $rédbtonka.
Polgczenia te majg charakter przemijajacy, dzigki
czemu moze rozpocza¢ si¢ diapedeza, czyli migra-
cja komorki poza Sciang naczynia. Ekspresja re-
ceptoréw na srédbtonku, czyli tzw. adresyn jest re-
gulowana przez cytokiny prozapalne, np. IL-1(3
i TNF-a [1, 2]. Badania Agarwal et al. [9] wska-
zaly, ze réwniez ekspresja receptoréw granulocy-
tarnych bioragcych udzial w adhezji jest modulo-
wana przez te cytokiny z tozyska naczyniowego.
W badaniach wtasnych okreslano adhezj¢ neutro-
fili, wykorzystujac ich zdolnos¢ wigzania si¢ z po-
wierzchniami stalymi, w naszym przypadku ze
szktem [10, 11]. Nie wykazano, aby u oséb ogol-
nie zdrowych z réznymi rodzajami zapalen przy-
zebia adherencja granulocytéw réznita si¢ od ob-
serwowanej w grupie kontrolnej. W klasyfikacji

zapaleft przyzebia AAP z 1989 r. opisywano po-
sta¢ uogolnionego przedpokwitaniowego zapale-
nia przyzg¢bia towarzyszacego uktadowym, nawra-
cajacym zakazeniom bakteryjnym u dzieci. Oka-
zalo sie, ze byly to przypadki dziedziczgcego sie
w sposob autosomalny recesywny zespotu LAD
(leukocyte adhesion deficiency). Ocena Katsuragi
et al. [12] wykorzystujaca technik¢ PCR dowiodta,
7e podstawg molekularng jest mutacja genu na
chromosomie 21 dla wspdlnej podjednostki a,
okreslanej jako CD18 receptoréw integrynowych
LFA-1, CR3 i CR4 na granulocytach. Prawdopo-
dobne miejsce mutacji znajduje si¢ miedzy 965
a 1450 nukleotydem mRNA CD18 [12]. Prowadzi
to do takich zmian konformacyjnych receptora
CD11/CD18, ze nie jest mozliwe umocowanie
(latching) leukocytu do srédbtonka i opuszczenie
tozyska naczyniowego. Obraz fenotypowy zespo-
tu, w tym zaawansowanie przebiegu zapalenia
przyzebia, zalezy bezposrednio od stopnia niedo-
boru ekspresji receptorow glikoproteinowych [6].
W agresywnych i przewleklych zapaleniach przy-
zg¢bia u pacjentéw ogdlnie zdrowych nie wystgpu-
ja zaburzenia w ekspresji receptorow LFA-11 CR3
na granulocytach obojetnochtonnych w krwi ob-
wodowej [13]. Dlatego tez w pelni zasadne jest
nieuwzglednienie w nowej klasyfikacji choréb
przyzebia uogdlnionego przedpokwitaniowego za-
palenia przyzebia, tylko wliczenie tych przypad-
kéw do grupy zapalen przyzebia w przebiegu cho-
r6b uktadowych [14].

Nieprawidlowosci
chemotaksji granulocytow
obojetnochlonnych

Chemotaksja jest ukierunkowang migracja ko-
morki w kierunku wzrastajagcego gradientu steze-
nia czgsteczek chemotaktycznych. Dla neutrofili
czynnikami tymi s3: skiadniki dopetniacza
C5a i C3a, fMLP, leukotrien B, (LTB,), czynnik
aktywujacy ptytki (PAF), kalikreina, fibryna, IL-8
i inne chemokiny, IL-1, TNF, TGF-§3 [2]. Laczac
si¢ ze swoistymi receptorami rozmieszczonymi na
powierzchni komérki (np. CR1, CR3, CR4, CDSS,
CD121a, CDw128), zostaje uruchomiona kaskada
reakcji biochemicznych, umozliwiajgca przekaza-
nie informacji do odpowiednich struktur efektoro-
wych, w tym przypadku pseudopodiéw, decyduja-
cych o ruchu komérki.

Tonetti et al. [15] przedstawili roboczy model
migracji neutrofili z wnetrza naczyn w kierunku
kieszonki dzigstowej. W interakcjach z macierza
pozakomdrkowa tkanki facznej dzigsta istotng rolg
odgrywajg receptory [, integrynowe, np. VLA-2,
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VLA-4. Na komérkach nabtonka taczacego opisa-
no wystepowanie gradientu ICAM-1 i IL-8, a naj-
wyzsza ekspresja tych molekut byta w najbardziej
powierzchniowych warstwach nabtonka i w ptynie
dzigstowym. Gradient tych molekut a takze uwal-
nianej przez bakterie fMLP, sktadnikéw dopetnia-
cza oraz LTB, steruje ruchem granulocytéw obo-
jetnochtonnych w kierunku plytki poddziastowe;
[15]. W tej sytuacji brak odpowiedzi chemotak-
tycznej tych komérek musiatby skutkowaé progre-
sywnym przebiegiem zapalenia przyzebia. Najle-
piej i najszerzej opisanym zaburzeniem funkcji
czynnosciowej neutrofili w periodontologii jest
istotne uposledzenie chemotaksji tych komodrek
izolowanych z krwi obwodowej pacjentéw ze zlo-
kalizowanym agresywnym zapaleniem przyzebia
(LAP), zwanym dawniej mlodzienczg postacig tej
choroby [5-7, 16]. Najczesciej wykazywano obni-
zenie chemotaksji w odniesieniu do takich chemo-
atraktantow, jak: sktadniki dopetniacza, zawiesina
E. coli, zymosan, inulina, fMLP. W naszym osrod-
ku znaczgce uposledzenie chemotaksji u pacjen-
tow z LAP wykazal Zietek w odniesieniu do zy-
mosanu, inuliny i toksyny Staphylococcus aureus
[16]. Poczatkowo za molekularng podstawe tego
defektu uwazano obnizong ekspresj¢ receptoréw
CD88 i dla fMLP [17]. Obserwacje Van Dyke et
al. [18] dotyczace nieprawidiowej ekspresji gliko-
proteiny GP110 wskazaty na postreceptorowy me-
chanizm uposledzenia chemotaksji u tych pacjen-
tow. Wysunigto hipotez¢ o nieprawidlowosciach
w przekazywaniu sygnalu wewnatrz neutrofilu
w wyniku aktywacji fosfodiesteraz i mechanizmu
dziatania biatek G, co wystepuje w przypadku re-
ceptoréw CD88, CDw128 i dla fMLP. Okoto 40%
zmniejszenie gestosci tych receptorow mogtoby
by¢ zwigzane z ograniczeniem ekspresji biatka
GP110, a to z kolei ze zmniejszong aktywnoscig
kinazy diacylglicerolowej, ktérej aktywnosc¢ regu-
Iuje gen na chromosomie 12 q [5, 6, 19]. W ten
sposob mozna by wytlumaczy¢ genetyczne uwa-
runkowanie tej dysfunkcji, ktére postulowano
wczesniej w pracach Genco et al. [17] oraz Bough-
mana et al. [20]. W tym ujeciu uposledzenie che-
motaksji neutrofili u pacjentéw z LAP miatoby po-
chodzenie komérkowe, uwarunkowane genetycz-
ng hiporeaktywnoscig receptoréw lub/i uposledze-
niem przekazywania sygnalu na drodze pozare-
ceptorowe;j.

Pewne obserwacje nie potwierdzaja jednak
tych ustalei. Nawet w pracach wskazujgcych na
istnienie tej uktadowej nieprawidtowosci podawa-
no, ze dotyczyta ona 70-75% pacjentéw z LAP [5,
6, 16, 18, 19]. Badania niektérych autor6w nie wy-
kazywaly tego zaburzenia w krwi obwodowej
[21-23]. Watpliwosci budzit réwniez fakt, iz pa-
cjenci z udokumentowanym zaburzeniem chemo-

taksji neutrofili, poza zmianami w przyzebiu, nie
wykazywali podwyzszonej sktonnosci do innych
zakazen. Idac tym tokiem rozumowania, Agarwal
et al. [24] podwazyli tez¢ o endogennym i komor-
kowym charakterze tej nieprawidlowosci u pa-
cjentéw z LAP. Wykazano bowiem, Ze nawet bar-
dzo niskie stgzenia cytokin prozapalnych (IL-1(3
i TNF-0) w surowicy mogg modulowa¢ funkcje
granulocytarne, a przede wszystkim hamowac
chemotaksje. W tym kontekscie wazne sg nastgpu-
jace obserwacje: niskie i zmienne st¢zenia media-
toréw zapalnych przedostajace si¢ do krwiobiegu
nawet w zlokalizowanej postaci agresywnego za-
palenia przyzebia mogg zar6wno uzbraja¢ neutro-
file (potencjalizowac pewne ich funkcje), jak i ha-
mowacé chemotaksje przez redukowanie recepto-
row CD88, dla fMLP, LTB,, GP-110; surowice
chorych z LAP zmieniajgq funkcje neutrofili oséb
zdrowych w taki sposob, ze komorki te wykazujg
nieprawidlowosci typowe dla pacjentow z LAP
[24]. Badania wlasne nad wptywem rozpuszczal-
nych molekut adhezyjnych (SICAM-1 i selektyny
P) potwierdzajag mozliwos¢ hamowania funkcji
neutrofili prawdopodobnie w wyniku blokowania
receptoréw. Dowodzi to, ze rowniez inne czynniki
surowicze mogg wzmacniaé efekt oddziatywania
cytokin na granulocyty obojetnochtonne. Na naby-
ty charakter uposledzenia chemotaksji neutrofiléw
w przebiegu LAP wskazujg obserwacje zdecydo-
wanie obnizonej odpowiedzi chemotaktycznej
w kierunku fMLP komérek z ptynu dzigstowego
[25]. W tym srodowisku szczegdlnie istotne moze
by¢ bezposrednie oddziatywanie bakterii (Actino-
bacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Capnocytophaga sp.) na leukocyty (za-
bijanie, blokowanie funkcji), jak i ich wptyw na
miejscowe uwalnianie czynnikéw prozapalnych.
Wedtlug nas obnizenie chemotaksji neutrofili u pa-
cjentow z LAP ma prawdopodobnie charakter
wtérny do toczacej si¢ periodontopatii i przejscio-
wy, zwigzany z nasilaniem si¢ odpowiedzi immu-
nologiczno-zapalnej.

Nieprawidlowosci fagocytozy
oraz mechanizmow
tlenowozaleznego zabijania
drobnoustrojow przez
granulocyty obojetnochtonne

Najbardziej efektywnym mechanizmem po-
chlaniania drobnoustrojow przez neutrofile jest
immunofagocytoza, w ktérej dochodzi do interak-
cji miedzy opsoninami, czyli przeciwcialami
i sktadnikami dopetniacza a receptorami komoérko-
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wymi: CD16b, CD32 dla Fc IgG oraz CR1, CR3,
CR4, CD46, CDS88 dla sktadnikéw dopelniacza.
Do innych mechanizméw utatwiajagcych zwigza-
nie bakterii przez komorki zerne nalezg lektynofa-
gocytoza oraz podobne w dziataniu do opsonin
biatko CRP i wigzace lipopolisacharyd [1]. Ni-
szczenie drobnoustrojow odbywa si¢ wewnatrzko-
moérkowo w fagolizosomach. Niekiedy dochodzi
jednak do pozakomérkowego uwalniania zawarto-
Sci fagolizosomdw, np. w czasie takich proceséw,
jak ,;regurgitation during feeding”, ,,lysis from wi-
thin”, ,,frustated phagocytosis” lub po tzw. uzbro-
jeniu komoérki, co prowadzi do uszkodzenia oko-
licznych tkanek [2]. Mechanizmy te odpowiednio
zachodza, jezeli: zostala pochlonigeta zbyt duza
liczba czastek przez komorke, doszto do rozerwa-
nia blony komoérkowej, wystepowaly zbyt duze
czastki do sfagocytowania oraz po stymulacji IL-1,
TNF-a, IL-8, GM-CSFE.

U czesci pacjentow z LAP wykazywano obni-
zong zdolnos$¢ pochtaniania Staphylococcus au-
reus, Bacillus cereus przez granulocyty izolowane
z krwi obwodowej [6, 7]. W badaniach wtasnych
u 25-50% chorych z ograniczong i uogélniong for-
mg agresywnego zapalenia przyzebia stwierdzano
uposledzong zdolnos¢ fagocytowania Staphylo-
coccus aureus i czastek lateksu przez te komorki
[10, 11, 26]. O wtérnym charakterze tej nieprawi-
dlowosci w odniesieniu do choroby przyzgbia
Swiadczy mozliwos¢ wyréwnania zaburzenia
w nastgpstwie przeprowadzonego leczenia perio-
dontologicznego [11]. Réwniez i w tym przypad-
ku mozliwos¢ czasowego blokowania receptorow
fagocytarnych przez mediatory uwalniane w prze-
biegu periodontitis powinna by¢ brana pod uwage
jako potencjalny mechanizm etiopatologiczny.

Dla immunofagocytozy i zabijania Actinoba-
cillus actinomycemcomitans (A. a.) oraz innych
bakterii z polisacharydem w otoczce kluczowa jest
obecnos¢ IgG2, ktore taczg si¢ gldwnie z recepto-
rami CD32 na neutrofilach. Badania Wilsona i Kal-
mara [27] dowiodtly, ze u homozygot dla odmiany
allotypowej R receptora FcyRIla na komdrkach fa-
gocytujacych (w pozycji 131 wystepuje histydyna)
wigzanie [gG2 jest uposledzone, przez co pochia-
nianie jest obnizone o 3 razy, a wewnatrzkomorko-
we niszczenie A. a. opsonizowanych tymi przeciw-
cialami o 7 razy. Polimorfizm genéw na chromoso-
mie pierwszym kodujacych odmiany allotypowe
receptora CD32 jest istotnym czynnikiem ryzyka
rozwinigcia si¢ LAP. Jakosciowe zmiany recepto-
rowe determinujgce efektywnos¢ odpowiedzi prze-
ciwciato-neutrofil majg rozktad zréznicowany po-
pulacyjnie, czym tlumaczy si¢ miedzy innymi
wieksza frekwencj¢ LAP u rasy czarnej [27].

Do oceny tlenowych mechanizméw zabijania
bakterii przez neutrofile izolowane od pacjentéw

z periodontopatiami wykorzystywano: metod¢
chemiluminescencji [28-30, 32, 33], redukcji bie-
kitu nitratetrazoliowego (NBT) do formazanu [10,
32] oraz cytometri¢ przeptywowa [31, 34]. Naj-
czesciej obserwowano nasilony wybuch oddecho-
wy u pacjentéw z LAP po stymulacji Staphylococ-
cus aureus opsonizowanymi autologiczng surowi-
cq lub IgG [29] oraz nieopsonizowanym i opsoni-
zowanym IgG zymosanem, a takze fMLP [33]
oraz obnizong chemiluminescencj¢ i wydzielanie
anionu ponadtlenkowego u oséb z uogdlnionym
agresywnym zapaleniem przyzg¢bia (GAP) po sty-
mulacji fMLP [22, 30] i zymosanem [28]. Badania
wlasne wskazujg jednoznacznie, ze leczenie perio-
dontologiczne wyréwnuje te nieprawidlowosci, co
jest posrednim dowodem na ich wtérny, w odnie-
sieniu do zakazen kieszonek dzigstowych, charak-
ter [30]. Pozorng sprzeczno$¢ co do nasilenia lub
obnizenia tlenowych mechanizméw zabijania bak-
terii w LAP i GAP mozna wytlumaczy¢ mig¢dzy
innymi r6znym poziomem reaktywnosci metabo-
licznej komérek. Obserwowano zmniejszenie ge-
stosci receptoréw dla fMLP po stymulacji surowi-
cq pacjentéw z periodontitis oraz IL-13 i TNF-
o [24], a takze sugerowano zahamowanie przeka-
zywania sygnalu miedzy receptorem dla fMLP
a oksydazg NADPH [22]. U pacjentéw z GAP za-
stosowanie innych stymulantéw wybuchu odde-
chowego (np. PMA — octanu mirystynianu forbolu
1 zymosanu opsonizowanego ludzka surowicg) nie
prowadzito do istotnych réznic w odpowiedzi tle-
nowej neutrofili w poréwnaniu do kontroli.
U mtodych pacjentéw z LAP postuluje si¢ czestsze
wystepowanie populacji uzbrojonych granulocy-
téw obojetnochtonnych, ktére odpowiadajg zwigk-
szonym wybuchem oddechowym w warunkach
swoistej stymulacji [31]. Badania Shibata et al.
[35] nad wytwarzaniem tlenku azotu i aktywno-
Scig syntazy tlenku azotu u pacjentéw z LAP wy-
kazaty, ze czgsto wystepuje u nich fenotyp uzbro-
jonych neutrofili, na ktérych pod wptywem swoi-
stego ligandu dochodzi do ekspresji receptorow
»uczulajacych”  komérke, co prowadzi do
nadmiernej odpowiedzi, przejawiajgcej si¢ np. hi-
perprodukcja reaktywnych pochodnych tlenu. Zja-
wisko to mogg powodowac cytokiny prozapalne,
np. TNF-a, IL-1p3 [3, 24]. Zaobserwowano takze
zréznicowang zdolnos¢ wywotywania wybuchu
oddechowego wsréd bakterii, a nawet ich szcze-
pow, patogennych dla przyzebia. Na przykiad wy-
buch oddechowy neutrofili mierzony w cytometrii
przeptywowej pod wptywem stymulacji 8 szcze-
pami Porphyromonas gingivalis wahat si¢ od 20,9
do 98,3% [34]. Stwierdzenie lub niestwierdzenie
hiperreaktywnosci neutrofili w syntezie reaktyw-
nych pochodnych tlenu mozna zatem ttumaczy¢
wahaniami w wystgpowaniu populacji uzbrojo-
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nych komoérek, zréznicowaniem jakosciowym
i ilosciowym czynnikéw uzbrajajgcych i bakterii
w kieszonkach przyzebnych. Ciekawa dla opisu
interakcji swoistych bakterii patogennych dla
przyzebia z neutrofilami jest obserwacja Kalmara
et al. [36], ktérzy wykazali, Ze mimo wiasciwego
pochtaniania A. a. przez komérki, wystepowat de-
fekt wewngtrzkomoérkowego zabijania tych bakte-
rii. Sugeruje si¢, ze w LAP moze wspdlistnie¢ ja-
kosciowy defekt wewngtrzkomérkowego zabija-
nia swoistych drobnoustrojéw, co mogloby
w pewnym stopniu tltumaczy¢ brak zakazen ukta-
dowych u tych pacjentéw.

Wykazywano rowniez istotne uposledzenie
zywotnosci neutrofili izolowanych z ptynu dzia-
stowego w LAP [37], fagocytozy czastek lateksu
[11] oraz wybuchu oddechowego po stymulacji
PMA [38] we wszystkich odmianach klinicznych
periodontitis. W badaniach wtasnych wykazano
12% zmniejszenie pochlaniania czastek lateksu
przez te komorki, a defekt na poziomie 2 odchylen
standardowych ponizej sredniej dla grupy kontrol-
nej wystgpowal u 28% pacjentéw z GAP, 33%
z przewleklym zapaleniem przyzebia (CP) i 50%
z LAP [11]. Obserwacje te tltumaczy si¢ miejsco-
wym supresyjnym wpltywem, gléwnie bakterii
plytki poddzigstowej i ich produktéw na zdolnosé
przezycia i inaktywacji drobnoustrojéw przez gra-
nulocyty. Badania nad wystgpowaniem i ekspresja
receptorow CR3, LFA-1, FcyRII i FeyRIII neutro-
fili ptynu dzigstowego wskazuja, ze kinetyka re-
ceptorowa odbiega od ocenianej na komoérkach
w obwodowym tlozysku naczyniowym [13,
39-41]. W ptynie dzigstowym wykazano znaczgco
mniejszg liczbe komdrek z ekspresja receptoréw
CR3 i LFA-1 [13], dtuzsze utrzymywanie si¢ eks-
presji receptoréw CR3 [39], bardzo niskie st¢zenie
mRNA CD11b, niekorelujace z ekspresja recepto-
réow CR3 [40] oraz nizszg ekspresje receptoréw fa-
gocytarnych FcyRII i FcyRIII [41]. Réznice te sg
zapewne nastgpstwem ekspozycji powierzchni
granulocytéw na wysokie stezenia czynnikéw sty-
mulujacych, jak np. lipopolisacharydéw, produk-
tow bakteryjnych i cytokin prozapalnych. Im dtuz-
sza obecnos¢ granulocytéw obojetnochtonnych
w plynie dzigstowym, tym mniejsza zdolnos¢ de
novo syntezy receptoréw i1 tym bardziej uposle-
dzona funkcja komorki.

Inne funkcje granulocytow
obojetnochionnych
w zapaleniach przyzebia

W ostatnim okresie zwrécono uwage na neu-
trofile jako aktywne komorki regulujgce odpo-

wiedZ odpornosciowg. Skiada si¢ na to zdolnos¢
po odpowiedniej stymulacji do syntezy wielu bia-
tek regulatorowych, takich jak interleukiny (1 i jej
inhibitor, 6, 8, 10, 12), TNF-a, IFN-y oraz czynni-
ki wzrostu (G-CSF, GM-CSF) [2, 3]. W odpowie-
dnich warunkach dochodzi réwniez do ujawnienia
si¢ na ich powierzchni antygenéw MHC klasy 1111,
dzigki czemu mogg uczestniczy¢ w rozpoznawaniu
i prezentowaniu antygendw. Wykazano wzrastajaca
ekspresj¢ HLA-DR na neutrofilach ptynu dzigsto-
wego, zalezng od mikrosrodowiskowych czynni-
wplyw IL-8, ICAM-1, IL-13, TNF-a lub G-CSF
1 GM-CSF na takie funkcje granulocytéw, jak: mi-
gracja i zasiedlenie tkanki, uzbrojenie, tlenowe
i pozatlenowe mechanizmy zabijania drobnoustro-
jow. Obecnie podkresla si¢ parakrynny i/lub auto-
krynny wptyw tych cytokin na uwalnianie de novo
przez neutrofile cytokin prozapalnych IL-1(3, IL-8,
TNF-a. W zwigzku z ich dominacjg w naciekach
tacznotkankowych zmienionego zapalnie dzigsta
oraz w plynie dzigstlowym kieszonek przyzeb-
nych, neutrofile, obok komdrek nabtonkowych,
stajg si¢ waznym Zrédlem cytokin prozaplnych
w przebiegu zapalenia przyzgbia. Wykazano zr6z-
nicowang zdolnos¢ lipopolisacharydéw bakterii
patogennych dla przyzgbia do stymulacji wy-
dzielania tych mediatoréw przez neutrofile. Lipo-
polisacharydy Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans 1 Fusobacterium nucleatum w przeciwiefi-
stwie do Porphyromonas gingivalis i Capnocyto-
phaga ochracea sg zdolne do stymulowania gra-
nulocytéw do biosyntezy znaczacych ilosci IL-1[3,
TNF-a, IL-8 i IL-1ra [43]. Badania Liu et al. [44]
wskazujg na Scisty zwigzek ekspresji IL-8, ICAM-1,
IL-1B, TNF-0 w dzigSle z naciekiem neutrofili
w podnabtonkowej tkance tgcznej u pacjentéw
z GAP. Im wigkszy jest naciek tych komoérek, tym
wigksza ekspresja cytokin zapalnych i wieksza de-
strukcja zapalna tkanki igcznej. Wskazuje to na
zwigzek miedzy nasilong akumulacjg neutrofili
a zaawansowaniem zniszczenia tkanek i zapalenia.
Badania hodowli granulocytéw obojetnochton-
nych izolowanych z krwi obwodowe;j i jamy ustne;j
po przeptukaniu (tzw. oral PMN) pacjentéw z CP
dowodza, ze réznice w wydzielaniu IL-103, TNF-a
w odniesieniu do kontroli zaznaczaly si¢ dopiero
po stymulacji GM-CSF [45]. Wykazano wigkszg
synteze IL-1 przez komérki z jamy ustnej oraz
wigksze wydzielanie tej cytokiny przez neutrofile
z krwi obwodowej u pacjentow z mniej zaawanso-
wang periodontopatia w odniesieniu do przypad-
kéw zaawansowanego przewleklego zapalenia
przyzebia. Stwierdzono jednak bardzo znaczace
miedzyosobnicze réznice wsréd pacjentéw z CP
w wydzielaniu IL-1f przez granulocyty obojgtno-
chlonne po stymulacji [45]. Nastepnie zaobserwo-
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wano, ze zwigkszone wydzielanie IL-1P przez
oral PMN u pacjentéw z zaawansowang chorobg
przyzebia wystepuje u oséb majacych 2 allele
IL-1[3+3°3 [46]. Wskazuje to na genetyczne uwa-
runkowanie hiperreaktywnosci neutrofili w wy-
dzielaniu IL-1B po stymulacji. Réwniez granulo-
cyty obojetnochtonne muszg wigc by¢ brane pod
uwage jako Zrédto cytokin prozapalnych w rozwa-
zaniach na temat asocjacji genotypu cytokinowego
z postgpem periodontopatii i rokowaniem terapii.
Warunkiem wycofania si¢ stanu zapalnego po
opanowaniu zakazenia jest opuszczenie tkanki
przez leukocyty, w tym i neutrofile. W przyzgbiu
proces ten zachodzi gtéwnie w wyniku ciaglej we-
dréwki fagocytéw przez tkanke tgczng i nablonek
kieszonki do ptynu dzigstowego, ktérego wymiana
jest szacowana na okolo 40 razy na godzing.
W niewielkim procencie granulocyty w tkance
facznej dziasta i ptynie dzigstowym sg eliminowa-
ne przez apoptoze [47, 48]. Jest to rodzaj smierci
komorki, w ktérej dochodzi do defragmentaciji
materialu genetycznego i zamknigcia cytoplazmy
w pecherzykach apoptycznych, dzigki czemu nie
powstaje stan zapalny. Uwarunkowania miejsco-
we opOzniajace apoptoz¢ wydiuzaja zasiedlanie
tkanek przez te komoérki i przyczyniajg si¢ do
przewlekania si¢ stanu zapalnego i destrukcji tka-
nek. W tkankach przyzebia funkcje takg spetniajg
kationowe poliaminy, np. putresceina, spermidy-
na, ktére wydostajg si¢ z komoérek bakteryjnych
Iub gospodarza w wyniku ich lizy [47]. W przy-
padku obecnosci TNF-a poliaminy hamuja uzbra-
janie neutrofili, przy braku TNF-a nasilajg ich re-
aktywnos¢ i op6Zniajg apoptoze [47]. Podobne od-
dzialywanie na apoptoz¢ moga przejawiaé IL-8
1 GM-CSF oraz produkowane przez Gram-ujemne
beztlenowe pateczki i ziarniaki niektére krétkotan-
cuchowe kwasy karboksylowe (SCCA), np. pro-
pionowy i mastowy w niskich stg¢zeniach (1 mM).
W przypadku wyzszych stezen (30 mM) wszystkie
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SCCA, z wyjatkiem kwasu mlekowego, nasilajg
apoptoz¢ neutrofili [48].

Przez ¢wier¢ wieku badania nad aktywnoscig
granulocytéw oboj¢tnochlonnych w  zapaleniach
przyzebia zatoczyly zadziwiajace koto. Rozpoczy-
nano od ocen zmniejszonej funkcji tych komorek,
aby obecnie uznawac ich nadreaktywnos¢ o podto-
zu genetycznym, a czynniki nasilajace ich zapro-
gramowang §mier¢ uznawac za korzystne dla prze-
biegu choroby. Powstaje zatem pytanie o rzeczywi-
sta rolg tych komérek w immunoetiopatogenezie
periodontopatii. OdpowiedZ na nie musi by¢ ambi-
walentna, bo taka jest natura tych komérek. Zaréw-
no uposledzenie, jak i nasilenie ich reaktywnosci
moze prowadzi¢ do patologii. Na ogét panuje zgod-
nos¢, ze wystepuje ona najczesciej w samych tkan-
kach przyzebia, a wigkszos¢ z opisywanych zabu-
rzen ma natur¢ wtérng do zakazeri drobnoustrojami
patogennymi dla przyzgbia i uruchomienia odpo-
wiedzi immunologiczno-zapalnej. Chociaz nie brak
glosoéw, ze nadreaktywnos¢ w wydzielaniu cytokin
prozapalnych moze by¢ istotna w etiopatogenezie
przedwczesnych porodéw i miazdzycy naczyn wraz
z powiklaniami zakrzepowo-zatorowymi. Reak-
tywnos¢ granulocytow obojetnochtonnych, z pew-
noscig wazna, jest jednak tylko jednym z wielu
czynnikéw powstawania periodontopatii. Dazenie
w terapii periodontologicznej do nasilenia lub wy-
hamowania funkcji tych komérek z pewnoscig nie
przyniesie trwalej remisji choroby. Zastosowanie
analizy wieloczynnikowej pozwolilo bowiem na
oszacowanie wptywu czynnika gospodarza na po-
wstanie 1 postep choroby przyzebia na okoto 30% [4].
Oznacza to konieczno$¢ zaproponowania takich
schematow kompleksowego leczenia, ktére uwzgle-
dniatyby jak najwigkszg liczbe modyfikowalnych
czynnikéw ryzyka tych patologii. Jest to wspotcze-
$nie najwazniejsze zadanie stojace przed praktyczng
periodontologig.
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