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1. УВОД 

 
 

Предмет овог рада су истраживања функције и значаја IL-33/ST2 сигналног пута на 

развој и ток експерименталних периапексних лезија. У уводном делу, пре описивања и 

дискусије добијених резултата, приказали смо основне патохистолошке карактеристике 

периапексних лезија, опште биолошке ефекте IL-33/ST2 сигналног пута, као и 

имунопатогенетске механизме одговорне за деструкцију и репарацију апексног 

периодонцијума који могу бити од значаја за разматрање наших резултата. 

 

1.1. Периапексне лезије – дефиниција, етиологија и подела према 

патохистолошком налазу 

 

Периапексне лезије представљају реакцију периодонталног лигамента на 

бактеријску инфекцију пулпе корена зуба, која најчешће настаје као последица 

несанираног каријеса, фрактуре зуба, трауматских оперативних денталних процедура, као 

и услед дејства јатрогених и других фактора који омогућавају продор микроорганизама у 

комору пулпе (1). Зубну пулпу најчешће инфицирају патогене анаеробне бактерије 

Porphyromonas gingivalis, Actinobacilus Acitomycetemcomitans, Prevotella intermedia и 

Fusobacterium nucleatum. Заступљеност анаероба варира у зависности од степена 

оштећења крунице, па се осим њих могу наћи и различити сојеви Eubacterium-а, 

Peptostreptococcus-а, Lactobacilus-а, Staphylococcus-а, Streptococcus-а и Escherichia coli. 

Сваки микроорганизам који инфицира зубну пулпу има потенцијал да иницира 

инфламацију периодонталног ткива (2).  

Периодонтални лигамент je специјализовано везивно ткиво које у потпуности 

прекрива корен зуба (Схема 1). Осим фибробласта и фиброцита, везиво лигамента садржи 

и остеобласте, остеокласте, макрофаге, цементобласте, ћелије Маласезових острваца и 

Шарпејева влакна. Шарпејева влакна се највећим делом састоје од молекула колагена типа 

I и III, и у зависности од правца пружања и локализације деле на: хоризонтална, коса, 

периапексна, интер-радикуларна и влакна алвеоларног гребена. Периодонтално ткиво је 
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веома добро васкуларизовано и инервисано. Његова основна функција је фиксирање зуба 

у алвеоларну чашицу и снабдевање основним хранљивим материјама (3, 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Инфламаторни процес периапексног ткива јавља се у виду фокалног 

периодонтитиса, али и комплекснијих инфламаторних лезија као што су грануломи и 

цисте, при чему пулпитис и некроза зубне пулпе представљају иницијални догађај за 

настанак и развој периапексних патоза (5).      

Фокални периапексни периодонтитис карактерише се хиперемијом, васкуларном 

конгестијом, едемом периодонталног лигамента и екстравазацијом неутрофилних 

гранулоцита. Интегритет алвеоларне кости, цемента и дентина у овој фази још увек није 

нарушен. Неутрофиле, поред фагоцитозе, карактерише продукција леукотријена и 

простагландина. Леукотријен B4 привлачи нове неутрофиле и макрофаге у област 

инфламације, и заједно са простагландином Е2 и I2 има улогу у активацији остеокласта, 

Схема 1. Периодонтални лигамент. Лонгитудинални пресек другог доњег премолара;    

en – глеђ (енгл. enamel); de – дентин; pc – пулпа (енгл. pulp cavity); ас – ацелуларни цемент; 

сс – целуларни цемент; јb – вилична кост (енгл. jawbone); sf – Шарпејева влакна (енгл. 

Sharpey’s fibers); pdl – периодонтални лигамент; so – секундарни остеон, po – примарни 

остеон; vc – васкуларни канал; ab – aлвеоларна кост (енгл. аlveolar bone). (LeBlanc and 

Reisz, PloS One 2013; 8: e74697) 
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ћелија одговорних за ресорпцију кости (2, 6, 7). Mакрофаги продукују бројне медијаторе, 

међу којима су најважнији про-инфламаторни цитокини IL-1 (енгл. interleukin-1), IL-6 и 

TNF-α (енгл. tumor necrosis factor alpha), који интензивирају ресорпцију кости у 

периапексном региону (8).       

Ресорпција кости представља једну од главних патолошких промена периапексних 

лезија и може се детектовати радиографијом у виду радиорасветљења око врха корена зуба 

(9). Иницијалну периапексну ресорпцију може да спречи примена индометацина, 

нестероидног антиинфламаторног лека који инхибира ензим циклооксигеназу и на тај 

начин спречава синтезу простагландина (10).  

У случају пролонгираног присуства иритације (бактерија и њихових продуката) 

периапексни регион инфилтрише све већи број лимфоцита и процес поприма хроничан 

ток (11). Исход хроничног периапексног периодонтитиса може бити формирање 

периапексних гранулома или циста (Схема 2).  

Грануломи настају као одговор организма на антигене резистентне на деловање 

ефекторских ћелија урођеног имунског одговора. Ови антигени могу бити инфективни 

агенси или неке супстанце стране организму, а често је антиген непознат као што је случај 

код саркоидозе. Функција гранулома је стварање баријере за антигене који се не могу 

елиминисати (12). Патохистолошки, периапексне грануломе чини гранулационо ткиво 

инфилтрисано ћелијама које покрећу запаљенску реакцију, фибробластима, малим крвним 

судовима, а често и тракама епителног ткива (2). Већина података о ћелијама запаљенског 

инфилтрата потиче из претходних имунохистохемијских студија. Резултати ових студија 

показали су да лимфоцити, неутрофилни гранулоцити и макрофаги представљају 

предоминантне ћелије у запаљенском инфилтрату (13-15). У току сазревања гранулом 

мења своје карактеристике. Изграђује га зрело фиброзно ткиво, много сиромашније 

ћелијским елементима, и развија капсулу од колагених влакана која обухвата цео 

запаљенски процес и одваја га од кости (16). Истраживања су показала да је више од 50% 

периапексних гранулома епителизовано (17). Eпителне ћелије у гранулому представљају 

Маласезове остатке епитела (18). Претпоставља се да током хроничне инфламације 

епителне ћелије Маласезових острваца, под утицајем цитокина и фактора раста, започињу 

пролиферацију (19). Eпител у гранулому представљен је у виду усамљених плажа и 

острваца.  
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У око 15% случајева са епителизацијом настају радиксне цисте (2). Основне 

патохистолошке карактеристике правих циста су микрошупљина обложена епителом, 

везивна капсула и инфламирано везивно ткиво. Шупљина цисте садржи некротично ткиво 

и еритроците, чије присуство се доводи у везу са хеморагијом (16). Епителни покривач 

микрошупљине је у великој мери инфилтрисан неутрофилним гранулоцитима, док се у 

везивном ткиву претежно налазе лимфоцити (20).  У шупљини и зиду радиксне цисте 

често су присутни и кристали холестерола, који се уочавају у виду узаних, издужених 

пукотина. Верује се да воде порекло од распаднутих еритроцита, лимфоцита, макрофага и 

липида крвне плазме. Радискне цисте код којих кристали холестерола чине највећи део 

означавају се као периапексни холестеатоми (21).   

У зависности од присутног клиничког налаза периапексне лезије подељене су на 

хроничне асимптоматске и хроничне симптоматске. Хроничне лезије могу дуго остати 

асимптоматске све док се, из неког разлога, не наруши ткивна хомеостаза када 

микроорганизми из коренског канала прелазе у периапексни простор и процес добија 

Схема 2. Формирање периапексних лезија – гранулома и циста. Лонгитудинални 

пресек првог доњег молара; квар (енгл. decay); умртвљени живац (енгл. dead nerve); 

ширење инфекције (енгл. infection spreads); инфицирани корен и кост (енгл. infected root 

and bone); гранулом и периапексна циста. (преузето са www.biodentistrydrvizcarra.com) 
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акутни ток. Бол, осетљивост зуба на загрижај и перкусију, локални оток, фистула, 

супурација и локални лимфаденит су најчешћи налази код пацијената са хроничним 

симптоматским лезијама (22). 

Терапија периапексних лезија је апикотомија, тј. хируршко одстрањење 

инфицираног, апикалног дела корена зуба и присутног периапексног патолошког процеса, 

гранулома или цисте. Изводи се након ендодонтске припреме зуба (23). Захвати као што је 

апикотомија омогућују санацију и очување зуба, који би се у противном морали вадити. 

 

 

1.2. Експерименталне периапексне лезије 

 

До данас је публикован велики број радова у којима су периапексне лезије 

експериментално изазиване различитим животињским врстама, и то: мишевима (24), 

пацовима (9, 10), мајмунима (25), псима (26) и мачкама (27). Досадашња истраживања 

нису обухватила испитивање IL-33/ST2 сигналног пута у мишјем моделу периапексних 

лезија. Овај анимални модел добар је за проучавање динамике и функционално-

фенотипске карактеризације локалног хроничног запаљења.       

Први велики продор у разумевању настанка и развоја хроничних периапексних 

лезија направљен је још шездесетих година прошлог века, када су Kakehashi и сарадници 

(28) утврдили да се овакве лезије не могу јавити код експерименталних животиња које се 

рађају и чувају у стерилним условима, а да се релативно лако индукују стварањем 

комуникације између зубне пулпе и усне дупље код конвенционално гајених животиња. 

Периапексна инфламаторна деструкција алвеоларне кости интензивира се након 

инокулације одређених бактерија у отворену зубну пулпу, као што су Prevotella  

intermedia, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros и Streptococcus intermedius 

(29).   

Највећа експанзија периапексних лезија је у прве две недеље након индукције 

(активна фаза), са споријом прогресијом после тог периода (хронична фаза) (9). Након две 

недеље јавља се некроза коронарне пулпе зуба, јака инфламација радикуларне пулпе и 

умерена инфламаторна деструкција периапексног ткива. Присуство бројних остеокласта 

дуж руба алвеоларне кости указује на процес ресорпције. Ресорбовани простор испуњава 
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се грануломатозним ткивом богатим инфламаторним ћелијама - неутрофилним 

гранулоцитима и макрофагима. Неутрофили често формирају апсцес око самог врха 

корена зуба.  

Четири недеље након индукције лезија присутна је некроза целе пулпе зуба 

(коронарне и радикуларне) и јака инфламаторна деструкција периапексног ткива. Број 

остеокласта у периапексном региону опада, фиброзно ткиво на периферији лезије 

пролиферише, а у инфламаторним инфилтратима преовлађују мононуклеарне ћелије (30, 

31).   

Да бисмо објаснили механизме одговорне за индуковану периапексну 

инфламаторну детрукцију, детаљно ћемо описати улогу и значај цитокина и ефекторских 

ћелија у патогенези периапексних лезија.  

 

 

1.2.1. Улога и значај цитокина у патогенези периапексних лезија 

 

Инфламација је комплексан низ дешавања који обухвата многе типове ћелија које 

међусобно комуницирају на различите начине. Цитокини су откривени пре око скоро пола 

века као мали протеини или полипептиди који учествују у међућелијској комуникацији.  У 

патогенези периапексних лезија важну улогу имају хемокини, IL-1, IL-6, TNF-α, RANKL, 

OPG, IFN-γ, IL-17 и IL-4. 

 

Хемокини су велика велика фамилија структурно хомологих цитокина чија је основна 

улога хемотакса. На основу броја и локације N-терминалних цистеинских остатака 

класификовани су у две главне субфамилије: СС и СХС. У СС субфамилији цистеински 

остаци су припојени, док су код СХС хемокина ови остаци одвојени једном 

аминокиселином. Хемокине синтетишу леукоцити, фибробласти, ендотелне и епителне 

ћелије. Њихова кључна улога је привлачење неутрофилних гранулоцита и осталих 

имунокомпетентних ћелија на место инфламације. Поред тога, показано је да утичу на 

диференцијацију мијелоидних ћелија у остеокласте, што може бити важно за развој 

пародонтопатије и периапексних лезија (32). Највећи број истраживања до сада фокусиран 

је на улогу CXCL8 (IL-8) хемокина у периодонтитису. IL-8 пронађен је у деснима на месту 
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деловања бактерија зубног плака уз присуство инфилтрата неутрофилних гранулоцита 

(33). Lukić и сарадници (34) показали су повишену продукцију IL-8 у хуманим 

периапексним лезијама, при чему су ниво IL-8 и пропорција неутрофила били значајно 

виши у групи симптоматских у поређењу са асимптоматским лезијама. Поред хемокина, у 

периапексним лезијама утврђено је присуство хемокинских рецептора које експримирају 

Th1 и Th2 субпопулација лимфоцита (35, 36). Присуство хемокинског рецептора Th17 

лимфоцитне субпопулације показано је у инфламираном ткиву зубне пулпе (37). Th1 

помагачки лимфоцити предоминантно експримирају CXCR3 и CCR5 хемокинске 

рецепторе, Th17 лимфоцити CCR6 рецептор,  док су CCR2 и CCR3 хемокински рецептори 

присутни на Th2 лимфоцитима. Ови рецептори стимулишу миграцију Th1, Th2 и Th17 

помагачких лимфоцита у инфламирана ткива. Silva и сарадници (36) показали су 

повишену експресију хемокинских рецептора Th2 лимфоцитне субпопулације у ткиву 

радиксних циста у поређењу са периапексним грануломима. Ови резултати указују на 

могућ значај Th2 хемокинских рецептора у еволуцији периапексних лезија.        

 

Цитокини IL-1 фамилије омогућују нормално функционисање урођене имуности, 

регулишу стечени имунски одговор и стимулишу оштећење ткива у току хроничне 

инфламације (37). IL-1 продукују макрофаги, неутрофилни гранулоцити, епителне и 

ендотелне ћелије. Постоје две форме IL-1, IL-1α и IL-1β, које су око 30% хомологе једна 

другој, имају иста биолошка дејства и везују се за исти ћелијски рецептор. Активна форма 

IL-1β је секретовани, обрађени продукт, док је IL-1α активан и као прекурсор. IL-1β 

протеолитички обрађује цистеинска протеаза каспаза 1. Kаспазу-1 активира инфламазом - 

комплекс протеина чија је кључна компонента NALP3 фамилија (енгл. NACHT, LRR and 

PYD domains-containing protein 3).     

IL-1 везује се за мембранске рецепторе који се називају рецептори за IL-1 типа I. Ови 

рецептори су чланови фамилије интегралних мембранских протеина који садрже 

екстрацелуларни Ig домен за везивање лиганда и TIR сигнални домен (енгл. Toll-

Interleukin receptor domain) на цитоплазматском  репу. Укључени су у путеве преноса 

сигнала који активирају транскрипционе факторе АP-1 (енгл. activation protein 1) и NF-кB 

(eнгл. nuclear factor кB) (Схема 3) (38).                   
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IL-1α испољава низ ефеката на остеобласте и остеокласте који могу бити важни за 

процес разградње алвеоларне кости. На тај начин остварује значајну улогу у патогенези 

експерименталних периапексних лезија (39, 40). Како се у екстрацелуларни простор 

ослобађа из некротичних ћелија, може да има улогу „алармног цитокина“ који обавештава 

имунски систем да постоји деструкција ткива (41). Вероватно делује и као аутокрини 

фактор раста важан за раст и диференцијацију фибробласта, ендотелних и епителних 

ћелија (42).   

IL-1β је од суштинског значаја у патогенези пародонтопатије и периапексних 

лезија. IL-1β је нормално присутан у lamina-и propria-и гингиве, при чему макрофаги 

везивног ткива и малобројне ћелије у епителу експримирају овај цитокин (43). Lee и 

сарадници показали су да ниво IL-1β  расте у гингивалној екстраћелијској течности током 

Схема 3. Интрацелуларни пренос сигнала са рецептора за IL-1 (IL-1R).  Након везивања   

IL-1 за рецепторски комплекс, који чине рецептор за IL-1 (IL-1R)  и помоћни протеин IL-1R 

(енгл. IL-1R accessory protein, IL-1RAcP), регрутује се MyD88 адапторни протеин који се везује 

за TIR домен помоћног протеина IL-1R. Затим се регрутује IRAK киназа (енгл. IL-1 receptor 

associated kinase), која интерагује са TRAF-6 адапторним протеином (енгл. tumor necrosis factor 

receptor-associated factor 6). Сигнални пут који започиње на овај начин резултира активацијом 

NF-κB транскрипционог фактора. (Jagadeesh et al. Mol Psychiatry 2010; 15: 384-392) 
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развоја гингивитиса узрокованог плаком и активног периодонтитиса (44). У хуманим (45) 

и експерименталним периапексним лезијама (46) IL-1β  стимулише ресорпцију алвеоларне 

кости.   

 

IL-6 је плејотропни цитокин који има значајну улогу и у урођеној и у стеченој 

имуности. Продукција IL-6 настаје као одговор на микроорганизме и цитокине IL-1β и 

TNF-α. Продукује га широк спектар имунокомпетентних ћелија - активирани Т 

лимфоцити, В лимфоцити и мијелоидне ћелије, пре свега макрофаги и дендритске ћелије. 

IL-6 продукују и неке ћелије које не припадају имунском систему, као што су 

фибробласти, кератиноцити и ендотелне ћелије. Рецептор за IL-6 припада фамилији 

рецептора за цитокине типа I. Састоји се од подјединице која везује цитокин и gp130 

подјединице која преноси сигнал. Главни сигнални пут IL-6 укључује активацију протеина 

Jak1 i STAT3 (33).     

У урођеној имуности IL-6 стимулише синтезу протеина акутне фазе у 

хепатоцитима и сазревање неутрофила из прогенитора коштане сржи. У стеченој 

имуности IL-6 регулише пролиферацију и диференцијацију В лимфоцита (47), стимулише 

диференцијацију наивних CD4
+
 T лимфоцита у правцу Th17 субпопулације (48), а важан је 

и за диференцијацију дендритских ћелија (49).  

Поред тога, показано је да учествује у регулацији ендокриних и метаболичких 

функција, укључујући и ремоделирање кости (50-52). IL-6 стимулише диференцијацију 

моноцита у остеокласте, и на тај начин утиче на пропадање коштаног ткива током 

пародонтопатије и хроничног периапексног периодонтитиса. Коришћењем IL-6 

дефицијентних мишева којима је индукован периодонтитис и поређењем са контролном 

групом животиња утврђено је да је пропадање алвеоларне кости слабије изражено у 

одсуству гена за IL-6 (53). Такође је установљено да периапексне лезије настају брже и 

знатно су опсежније код IL-6 дефицијентних мишева (54). 

 

TNF-α је први пут откривен као цитокин важан у индукцији хеморагијске некрозе 

тумора, па је назван „фактор некрозе тумора“ (енгл. tumor necrosis factor) (55). Oсновни 

ћелијски извор TNF-α су макрофаги. Поред њих, TNF-α продукују и лимфоцити, 

мастоцити, ендотелне ћелије и фибробласти (56). На мембрани ћелија TNF-α експримира 
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се као хомотример, а постоји и секретована форма овог цитокина која има облик 

тростране пирамиде, при чему сваку страницу пирамиде формира једна подјединица. На 

бази пирамиде налазе се места за везивање рецептора.  

Постоје два различита рецептора за TNF-α, рецептори за TNF типа I (TNF-RI, р55) 

и рецептори за TNF типа II (TNF-RII, р75). Оба рецептора присутна су на готово свим 

ћелијама у организму (57). Везивање лиганда за TNF-RI рецептор иницира регрутацију 

адаптерских молекула TRADD, TRAF2 и RIP и активира сигналне путеве посредоване 

IKK и МАР3K киназама. IKK киназа фосфорилише цитоплазматски протеин IкB, што 

узрокује његову деградацију и активацију NF-кB. МАР3K киназа фосфорилише и 

активира JNK киназе, које фосфорилишу c-Jun подјединицу АР-1 транскрипционог 

фактора и на тај начин га активирају. Везивање TNF-α за TNF-RI рецептор може такође да 

иницира апоптозу. Интеракција FADD (енгл. Fas-associated DD protein) и TRADD 

адаптерских молекула иницира регрутацију каспазе-8, што индукује ћелијску смрт.  

Везивање TNF-α за TNF-RII рецептор иницира регрутацију адаптерског молекула TRAF2, 

што такође резултира активацијом IKK и МАР3K киназа и транскрипционих фактора   

NF-кB и АР-1. Активација NF-кB настаје и након активације NIK киназа (енгл. NF-κB-

inducing kinase) које интерагују са IKKα и IKKβ, и на тај начин активирају 

транскрипциони фактор (Схема 4) (58).              

TNF-α има значајну улогу у бројним биолошким процесима: регрутује неутрофиле 

и моноците на место инфекције, стимулише ћелије ендотела да секретују хемокине, 

стимулише секрецију протеина акутне фазе инфламације, главни је медијатор септичког 

шока, а има и улогу ендогеног пирогена. Ефекат TNF на ендотел и леукоците је кључни 

фактор у развоју локалних инфламаторних реакција које у склопу аутоимунских болести 

оштећују ткиво (59). Значајну улогу у патогенези периапексних лезија TNF-α постиже 

индукцијом продукције матрикс металопротеиназа и стимулацијом диференцијације 

остеокласта. Поред тога, индукцијом апоптозе фибробласта TNF-α ограничава репарацију 

ткива у периапексном региону (60). Kawashima и Stashenko (61) показали су да експресија 

овог цитокина позитивно корелира са разградњом алвеоларне кости, због чега је  TNF-α 

познат и као ресорптивни цитокин кости (енгл. bone resorptive cytokine). Насупрот томе, 

установљено је да применa анти-TNF-α антитела инхибира продукцију матрикс 
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металопротеиназа и смањује степен периапексне деструкције, чиме остварује протективну 

улогу у развоју хроничног апексног периодонтитиса (62).                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RANKL (енгл. receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) је молекул TNF 

фамилије који везивањем за рецептор RANK (енгл. receptor activator of nuclear factor 

kappa-B) на површини пре-остеокласта промовише њихову матурацију, активацију и 

преживљавање (63). Присутан је на мембрани активираних Т лимфоцита, остеобласта и 

стромалних ћелија коштане сржи (64, 65). Поред трансмембранске, постоји и секретована 

форма коју продукују Т лимфоцити и неке туморске ћелијске линије (66). Главни извор 

RANKL-а у пародонтопатичном гингивалном ткиву су Т и В лимфоцити (67). Његову 

експресију и продукцију модулирају разни цитокини (IL-1, IL-6, IL-11, TNF-α), 

гликокортикоиди и паратироидни хормон (68). RANKL има значајну улогу у патогенези 

Схема 4. Активација TNF рецептора.  Сигнални пут са TNF рецептора активира путеве 

посредоване IKK и МАР3K киназама, што резултира  активацијом транскрипционих 

фактора NF-кB и АР-1. Везивање TNF-α за TNF-RI рецептор може такође да иницира 

регрутацију каспазе-8 и на тај начин индукује апоптозу. Поред тога, везивање лиганда за 

TNF-RII рецептор може да активира и NIK киназе које интерагују са IKKα и IKKβ, и на тај 

начин активирају NF-кB. (Moelants et al. Immunol Cell Biol 2013; 91: 393-401)  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moelants%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23628802
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коштаних обољења (69). У мишјем моделу артритиса показано је да делеција гена за 

RANKL у значајној мери инхибира губитак кости (70).  

OPG (енгл. оsteoprotegerin) је солубилни молекул TNF рецепторске фамилије који 

везивањем RANKL-а инхибира диференцијацију остеокласта, и на тај начин остварује 

улогу рецептора „мамца“ (енгл. decoy receptor) (71). Продукују га како хематопоетске, 

тако и нехематопоетске ћелије (72). Продукцију OPG-а модулирају разни цитокини (TNF-

α, IL-1, IL-18, TGF-β), гликокортикоиди, хормони (стероидни и паратиреоидни хормон) и 

простагландини (73). На значајну улогу OPG-а у регулацији активности остеокласта 

указали су Simonet и сарадници показавши да се код OPG трансгених мишева развија 

остеопетроза (повећана коштана густина) (74).    

У периапексним лезијама RANKL/OPG однос (енгл. RANKL/OPG ratio) је кључна 

детерминанта ресорпције алвеоларне кости посредоване RANKL-ом (75). Овај однос може 

да буде и индикатор активности лезија. RANKL/OPG однос значајно је већи у активним 

акутним лезијама, чији је пречник мањи од 5 mm, у поређењу са стабилним хроничним  

лезијама већег пречника (76).                

IFN-γ је про-инфламаторни цитокин карактеристичан за Th1 имунски одговор. 

Продукују га  CD4
+
 и CD8

+
 T лимфоцити, NK и NKT ћелије. Рецептор за IFN-γ припада 

фамилији рецептора за цитокине типа II. Састоји се две структурно хомологе подјединице 

- α подјединице која везује цитокин и β подјединице која преноси сигнал. Oве 

подјединице удружене су са тирозин киназама Jak1 и Jak2 (енгл. janus kinase). Везивање 

IFN-γ  изазива активацију ових киназа, које затим фосфорилишу два STAT1α молекула 

(енгл. signal transducers and activators of transcription alpha). Фосфорилисани молекули 

регрутују се до једрa, где формирају комплекс са GAF активационим фактором (енгл. 

interferon-gamma activator factor). Настали комплекс се у једру везује за GAS секвенце 

ДНК (енгл. interferon-gamma activator sequence) које индукују транскрипцију IFN-γ (Схема 

5) (77). Посредством рецептора IFN-γ aктивира макрофаге, CD8
+
 T лимфоците и NK 

ћелије, утиче на промену класа антитела (IgM у IgG), стимулише продукцију IgG антитела 

и има важну улогу у апоптози. Заједно са IL-12, кога продукују активирани макрофаги и 

дендритске ћелије, IFN-γ усмерава поларизацију имунског одговора у Th1 смеру. Уз то, 
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IFN-γ стимулише сопствену продукцију и продукцију TNF-α и IL-2. Супримирајући 

продукцију IL-4 и IL-10 овај цитокин спречава поларизацију имунског одговора у Th2 

смеру (78, 79).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IFN-γ има значајну улогу у патогенези многих инфламаторних и аутоимунских 

болести: хроничне грануломатозне болести црева (80), инфламаторне болести јетре (81), 

дијабетеса типа 1 (82, 83), аутоимунског тиреоидитиса (84). У периапексним (61) и 

периодонталним лезијама (85) присутан је у високим концентрацијама и доводи се у везу 

са најдеструктивнијим облицима болести. У мишјем моделу периодонтитиса изазваног 

анаеробним микроорганизмима Actinobacillus actinomycetemcomitans (86) и Porphyromonas 

Схема 5. Активација IFN-γ рецептора. Везивање IFN-γ за рецептор узрокује активацију 

Jak киназа које су придружене α и β подјединици рецептора. Наком активације киназе 

фосфорилишу два STAT1α молекула, који се затим регрутују до једрa и формирају 

комплекс са GAF активационим фактором. Настали комплекс се у једру везује за GAS 

секвенце ДНК које индукују транскрипцију IFN-γ. (преузето са www.bio.davidson.edu) 
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gingivalis (87) показано је да IFN-γ промовише инфламацију и ресорпцију алвеоларне 

кости. In vivo истраживања нису потврђенa у in vitro експериментима, који су показали да 

IFN-γ систематски инхибира формирање остеокласта блокирајући сигналне путеве 

посредоване RANKL-ом (88). Ови in vitro резултати потврђују ранију хипотезу да Th1 

имунски одговор предоминира у стабилним хроничним лезијама, док се Th2 лимфоцити 

доводе у везу са активним акутним лезијама (89). Данас у научној јавности преовлађује 

мишљење да проинфламаторни ефекти IFN-γ демонстрирани in vivo ипак имају већу 

тежину.        

IL-17 је један од главних медијатора урођене и стечене имуности. Продукују га γδ 

Т ћелије, CD8
+
 T лимфоцити, NK ћелије, неутрофилни и еозинофилни гранулоцити, а 

главни извор овог цитокина је Th17 субпопулација лимфоцита (90, 91). Доминантност 

Th17 субпопулације или регулаторних Т лимфоцита (енгл. regulatory T cells, Tregs) зависи 

од количине и односа цитокина који поред TGF-β (енгл. transforming growth factor beta) 

детерминишу развојни пут наивних Т лимфоцита. TGF-β у присуству IL-6, IL-21 и IL-23 

индукује поларизацију имунског одговора у Th17 смеру, док у присуству IL-2 усмерава 

поларизацију наивних Т лимфоцита у правцу регулаторних Т ћелија (91, 92). IL-17 

припада шесточланој фамилији цитокина од којих су највише проучавани IL-17А и IL-17F 

(93). Рецептори за које се везују, као и сигнални путеви које активирају још увек нису 

довољно описани.    

IL-17 има значајну улогу у патогенези многих инфламаторних болести: хроничне 

грануломатозне болести црева, мултипле склерозе и реуматоидног артритиса (94-96). 

Већина аутора сматра IL-17 проинфламаторним цитокином, јер делује синергистички са 

TNF-α и IL-1β и индукује продукцију IL-6 и IL-8 у макрофагима, фибробластима и 

кератиноцитима (97-99). IL-17 испољава проинфламаторни потенцијал и током 

пародонтопатије и хроничног апексног периодонтитиса. Делујући синергистички са IFN-γ, 

TNF-α и IL-1β и индукујући продукцију IL-6 и IL-8 у фибробластима IL-17 повећава 

експресију матрикс металопротеиназа и RANKL-a и доводи до последичног губитка меких 

и минерализованих ткива периодонцијума (100, 101). Недавно су Čolić и сарадници (102) 

указали на присуство IL-17 у периапексним лезијама. Cтимулишући продукцију IL-8 овај 
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цитокин доприноси егзацербацији хроничног запаљења и акутизацији инфламаторног 

процеса у периапексном региону.       

IL-4 је кључни цитокин који усмерава поларизацију наивних Т лимфоцита у 

правцу Th2 субпопулације. Истовремено је и главни је представник ове субпопулације 

(103). Своје дејство остварује посредством рецептора за IL-4 (IL-4R).  Постоје два основна 

типа oвог рецептора. Рецептор за IL-4 типа 1 (енгл. IL-4R type I) формира се када се α 

ланац који везује цитокин (IL-4Rα) удружи са заједничким γ ланцем (енгл. common γ 

chain), док се рецептор за IL-4 типа 2 (енгл. IL-4R type II) формира када се IL-4Rα удружи 

са α1 ланцем рецептора за IL-13 (IL-13Rα1). Везивање IL-4 за рецептор иницира 

активацију Jak киназа које фосфорилишу STAT6 молекул. Фосфорилисани молекул 

регрутује се до једрa, где се везује за секвенце ДНК које регулишу транскрипцију 15-LO, 

MAO-A и CD36 гена (104, 105). Ови гени важни су за биолошке функције IL-4: 

стимулацију синтезе IgE, учествовање у реакцијама преосетљивости и алтернативној 

активацији макрофага (106).   

IL-4 присутан је у инфламираном периодонталном ткиву где остварује протективну 

улогу и доводи се у везу са обољењем слабијег интензитета (85). У мишјем моделу 

периодонтитиса показано је да делеција гена за IL-4 повећава пријемчивост на пропадање 

алвеоларне кости (107). IL-4 слаби интензитет деструктивног периодонтитиса 

инхибицијом транскрипције информационе РНК (енгл. messenger RNA, mRNA) 

проинфламаторних цитокина урођене имуности и IFN-γ.  Поред тога, IL-4 стимулише 

продукцију ткивних инхибитора металопротеиназа (енгл. tissue inhibitors of 

metalloproteinases, TIMPs) и OPG, и на тај начин инхибира ресорпцију алвеоларне кости 

(85).      
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1.2.2. Ефекторске ћелије периапексних лезија 

 

 

Главне ефекторске ћелије периапексних лезија су лимфоцити, неутрофилни 

гранулоцити и макрофаги. Поред њих, важну улогу у патогенези периапексних лезија 

имају и дендритске ћелије и NK ћелије.         

 

Постоје бројни радови који се дотичу улоге Т лимфоцита у настанку и развоју 

периапексних лезија. Фенотипске анализе указале су на доминацију Т лимфоцита у 

периапексним инфламаторним инфилтратима и кључну улогу механизама којима 

целуларна имуност располаже у хроничним запаљенским реакцијама које се одвијају код 

периапексних лезија (20, 108). Резултати анализе експериментално изазваних гранулома 

сугеришу на значај квантитативних и квалитативних промена Т лимфоцита у запаљенском 

инфилтрату. У раним фазама развоја денталних гранулома постоји доминација CD4
+
 T 

лимфоцита у односу на CD8
+
 T лимфоците, док у каснијим фазама постоји тенденција ка 

инверзији овог односа (109). Квантитативном анализом имунокомпетентних ћелија у 

периапексним грануломима показано је да су CD8
+
 T лимфоцити бројнији у дифузним 

инфилтратима, нарочито у епителио-грануломима, док су CD4
+
 T лимфоцити бројнији у 

фокалним (110). Rodini и Lara повезали су однос између CD4
+
 и CD8

+
 T лимфоцита са 

типом хроничне периапексне лезије. Они су у својој студији показали значајно већи број 

CD8
+
 T лимфоцита у цистама у поређењу са периапексним грануломима. Налаз CD8

+
 T 

лимфоцита у еволутивно развијенијим лезијама, које карактерише стабилизација, довели 

су у везу са имуносупресивним ефектима ових ћелија (111).  

Од раније је познато да CD8
+
 T лимфоцити испољавају цитотоксично дејство 

секрецијом перфорина и гранзима или посредством лиганда смрти. Перфорини разграђују 

ћелијску мембрану и праве поре кроз које гранзими улазе у циљну ћелију, активирају 

каспазе и покрећу апоптозу (112). Од познатијих лиганада и одговарајућих рецептора 

смрти издвајамо FasL/FasR, TNF-α/TNFR1 и Apo3L/DR3. Они играју важну улогу у 

преношењу сигнала смрти са ћелијске мембране на интрацелуларни сигнални систем (113-

115).    
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CD4
+
 T лимфоцити остварују eфекторску функцију у периапексним лезијама 

продукцијом цитокина. Овe ћелијe су на основу способности да секретују различите 

цитокине подељене на више функционалних фенотипа: Th1 лимфоцити секретују IFN-γ и 

TNF-α, који имају значајну улогу у индукцији целуларног имунског одговора, Тh17 

лимфоцити продукују IL-17 и на тај начин стимулишу регрутовање неутрофилних 

гранулоцита и макрофага у инфламирано ткиво, док Th2 лимфоцити (IL-4, IL-5, IL-10, IL-

13) и Tregs (TGF-β) продукцијом цитокина супримирају целуларну имуност (116-118). 

Нумеричка и функционална равнотежа између Th1/Th17 и Th2/Tregs у периапексним 

инфламаторним инфилтратима одређује обим периапексне деструкције. Th1/Th17 

имунски одговор има значајну улогу у прогресији периапексних лезија, док су Th2 

лимфоцити и Tregs одговорни за процес репарације у апексном периодонцијуму (117, 118).  

 

Akamine и сарадници (119) у својој студији показали су доминацију В лимфоцита 

у манифестним периапексним лезијама и указали на кључну улогу хуморалне имуности у 

каснијим фазама развоја болести које карактерише тенденција ка стабилизацији. У 

хуманим периапексним лезијама идентификоване су различите класе имуноглобулина 

(IgG, IgM и IgA) како у плазмоцитима, тако и у екстраћелијском простору, при чему су 

IgG-позитивни плазмоцити били најбројније ћелије (120). Lukić и сарадници (110) су 

квантитативном анализом заступљености ћелија које експримирају имуноглобулине 

различитих класа показали доминацију IgG-позитивних ћелија у мононуклеарним 

инфилтратима, при чему су ове ћелије биле заступљеније у фокалним у односу на дифузне 

инфилтрате. Појава великог броја В лимфоцита, а нарочито IgG-позитивних ћелија, 

указује да фокални инфилтрат настаје као последица егзацербације процеса. Постоје 

подаци и да су IgG-позитивни плазмоцити значајно бројнији у цистама у поређењу са 

грануломима. Овакав налаз упућује на могућ значај ових ћелија у еволуцији периапексних 

лезија (121).     

 

Неутрофилни гранулоцити представљају „прву линију одбране“ од бактеријских 

инфекција, те су значајни у патогенези периапексних лезија. У случају да се инфекција из 

канала корена прошири на периапексни регион неутрофили могу да елиминишу бактерије 

процесом фагоцитозе (25, 122). Поред протективне, продукцијом различитих медијатора 
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неутрофили остварују значајну улогу и у прогресији апексног периодонтитиса. 

Продукцијом леукотријена B4 и простагландина Е2 и I2 неутрофилни гранулоцити 

активирају остеокласте (2, 6, 7). Поред тога, активирани неутрофили продукују про-

инфламаторне цитокине (IL-1, IL-6, TNF-α и RANKL) који интензивирају ресорпцију 

алвеоларне кости и хемотактичке цитокине (IL-8) који су значајни за акутну егзацербацију 

периапексних лезија (123-125). Након обављене улоге, неутрофили умиру на месту 

инфламације где из својих цитоплазматских гранула ослобађају матрикс 

металопротеиназе, протеолитичке ензиме одговорне за деструкцију екстраћелијског 

матрикса везивног ткива (126). Резултати ранијих студија показали су да је број 

неутрофилних гранулоцита значајно већи у симптоматским у поређењу са 

асимптоматским лезијама, као и да позитивно корелира са бројем макрофага у 

периапексном региону (118).    

 

Присуство макрофага је од изузетне важности у заштитним реакцијама током 

иницијације, прогресије и акутне егзацербације хроничних запаљенских лезија. 

Макрофаги представљају мононуклеарне фагоците чија је примарна функција фагоцитоза. 

Карактерише их продукција бројних медијатора, међу којима су најважнији леукотријени, 

простагландини, матрикс металопротеиназе и цитокини (127). Про-инфламаторни (IL-1, 

IL-6 и TNF-α) и хемотактички цитокини (IL-8) интензивирају деструкцију екстраћелијског 

матрикса везивног ткива, ресорпцију кости и васкуларне реакције у ткиву (8). 

Истовремено се појачава синтеза протеина акутне фазе који са IL-6 стимулишу 

продукцију фактора стимулације колонија гранулоцита и макрофага (енгл. granulocyte-

macrophage colony stimulating factor, GM-CSF) (128). Макрофаги такође имају антиген-

презентујућу улогу и значајни су у иницијацији имунских реакција (129). Постоје подаци 

да је број макрофага значајно већи у лезијама у којима постоји доминација Т лимфоцита у 

односу на В лимфоците (130).          

 

Дендритске ћелије (енгл. dendritic cells, DCs) обезбеђују CD4
+
 T лимфоцитима 

антиген-специфични „сигнал 1“ и костимулаторни „сигнал 2“, оба неопходна за 

активацију и пролиферацију антиген-специфичних Т лимфоцита. DCs обезбеђују и 

додатни трећи сигнал („сигнал 3“), који усмерава поларизацију стеченог имунског 
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одговора у правцу Th1, Th17, Th2 или Treg лимфоцита (Схема 6) (131). У периапексним 

лезијама показано је присуство и зрелих и незрелих DCs (118). Бројни медијатори, који су 

познати као матурациони стимулуси DCs (IL-1β, TNF-α, IL-6, простагландин Е2)  

присутни су у инфламираном периапексном ткиву где омогућују њихово локално 

сазревање, које се манифестује експресијом CD83 молекула (2, 132). Већина CD83
-
 

незрелих DCs након препознавања антигена у периапексним лезијама прелази у зрео 

облик и мигрира у регионалне лимфне чворове, где презентује антиген наивним Т 

лимфоцитима  и индукује специфичан целуларни имунски одговор (132). У периапексним 

лезијама присутне су и плазмоцитоидне DCs (115). Како је познато да ове ћелије као 

одговор на антигене вирусног порекла секретују велике количине интерферона типа I 

(енгл. type I IFNs), претпоставља се да имају значајну улогу у патогенези периапексних 

лезија изазваних вирусима (133, 134).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 6. Поларизација CD4
+
 Т лимфоцита у правцу различитих субпопулација 

помагачких T лимфоцита посредством дендритских ћелија. Дендритске ћелије  

обезбеђују CD4
+
 T лимфоцитима 3 сигнала: антиген-специфични „сигнал 1“ и 

костимулаторни „сигнал 2“, који су неопходни за активацију и пролиферацију антиген-

специфичних Т лимфоцита, и додатни трећи сигнал („сигнал 3“), који усмерава 

поларизацију стеченог имунског одговора у правцу разлићитих Th субпопулација.  

(преузето са www.physrev.psysiology.com) 
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Присуство NK ћелија у хуманим периапексним лезијама показано је још 90-тих 

година прошлог века. Ипак, и даље је непознато да ли и како ове ћелије утичу на 

патогенезу апексног периодонтитиса. Претпоставља се да контролишу ширење вирусних 

инфекција из канала корена зуба у периапексно ткиво (135). Баланс између активационих 

и инхибиторних рецептора регулише активност NK ћелија (Схема 7) (136). Најзначајнији 

рецептори NK ћелија су: NKG2D активациони рецептор и KIR (енгл. killer cell Ig-like 

receptor) и CD94–NKG2 инхибиторни рецептори (137). Активациони рецептори NK ћелија 

препознају вирусне, оштећењем индуковане и тумор специфичне лиганде, док 

инхибиторни рецептори препознају MHC молекуле I класе и њихово ангажовање спречава 

активацију NK ћелија (138). Препознавање оштећених или „измењених“ ћелија покреће 

поларизовану егзоцитозу цитоплазматских гранула праћену ослобађањем перфорина и 

гранзима (112).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 7. Цитотоксичност NK ћелија одређена је балансом између инхибиторних и 

активационих сигнала. Активациони сигнал са оштећених или „измењених“ ћелија 

покреће егзоцитозу цитоплазматских гранула, праћену ослобађањем перфорина и 

гранзима. Апоптоза циљне ћелије наступа као последица активности гранзима. 

Инхибиторни рецептори на NK ћелијама препознају MHC молекуле I класе и њихово 

ангажовање спречава активацију NK ћелија, односно неангажовање ових рецептора 

фацилитира NK цитотоксичност.  (преузето са www.research.peds.wustl.edu) 

http://www.google.rs/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAYQjB0&url=http%3A%2F%2Fresearch.peds.wustl.edu%2Flabs%2Ffrench_anthony_r%2FHome&ei=u5-mVLW3KoGZPPK4gfgG&bvm=bv.82001339,d.bGQ&psig=AFQjCNGBt0rRJxC_QusoOej-YiSWNRqhvA&ust=1420292009966080
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1.3. IL-33/ST2 сигнални пут 

 

Главни циљ нашег истраживања је испитивање улоге и значаја IL-33/ST2 сигналног пута 

у патогенези периапексних лезија. Зато у уводном делу детаљно детаљно објашњавамо 

грађу и функцију ST2 молекула и IL-33, као и биолошке ефекте IL-33/ST2 сигналног пута. 

 

1.3.1. Грађа и функција ST2 молекула   

 

ST2 ген (познат још и као Т1, DER 4 или Fit 1 ген) је члан IL-1R фамилије рецептора 

који је првобитно идентификован у мишјим фибробластима (139-141). Као и сви остали 

гени ове фамилије, и ST2 је код мишева локализован на 1. хромозому (142), а код људи на 

2. хромозому (143). Транскрипцију ST2 гена контролишу два посебна промотера. „Горњи“ 

управља транскрипцијом у хематопоетским ћелијама, док „доњи“ промотер регулише 

експресију у фибробластима (144). Регулација ST2 експресије је еволутивно конзервиран 

процес, обзиром да поменути промотери контролишу ST2 експресију и код људи и код 

мишева (145). Различитом транскрипцијом мишјег ST2 гена настају двa молекула 

информационе РНК: краћи дужине 2,7 kb (кило-базних парова) чијом транслацијом 

настаје солубилна форма ST2 молекула (sST2), и дужи дужине 5 kb за трансмембранску 

ST2 форму (ST2L). Хумани ST2 ген, уз ове две формe, кодира и mRNA за варијантну 

форму ST2 молекула (ST2V) (146). Солубилни ST2 молекул структурно је хомолог са 

екстрацелуларним регионом ST2L, осим додатних 9 аминокиселина локализованих на C-

терминалном крају sST2 молекула (147). Недавно је показано да је ST2L молекул 

мембрански рецептор за IL-33 (148). Иако је ST2L члан IL-1R фамилије рецептора, он не 

везује остале чланове IL-1 фамилије цитокина (IL-1, IL-1Rа и IL-18) (149-150). sST2 

молекул функционише као тзв. „мамац“ рецептор, који везивањем IL-33 блокира његово 

дејство у циркулацији (Схема 8) (151). Солубилну форму ST2 молекула стварају многе 

ћелије у организму: Тh2 лимфоцити, макрофаги, фибробласти, ћелије карцинома дојке, 

многе ембрионалне ћелије (143, 147, 152-153), док је мембранска форма експримирана на 

Тh2 лимфоцитима, макрофагима, дендритским ћелијама, NK и NKT ћелијама, 

мастоцитима, базофилним и еозинофилним гранулоцитима (139, 153-154).   
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Велики број новијих студија указује да је ST2L молекул селективни маркер Тh2 

лимфоцита. Yanagisawa и сарадници (155) су 1997. године први показали конститутивну 

експресију mRNA за ST2L у D10 ћелијској линији мишјих Th2 лимфоцита, док је у Th1 

линији није било. На ћелијском нивоу присуство ST2L доказано је на Тh лимфоцитима 

који после стимулације продукују IL-4, IL-5 или IL-10, док га Тh лимфоцити који 

продукују IFN-γ и IL-2 не експримирају. Уз то, показано је и да је ST2L стабилно 

експримиран на мембрани Тh2 лимфоцита који продукују IL-4, док није уочен на Тh1 

лимфоцитима који продукују IFN-γ  (152).    

Иако је познато да је IL-4 кључан цитокин који  усмерава имунски одговор у Th2 смеру, 

детекција ST2L молекула на Тh2 лимфоцитима IL-4 дефицијентних мишева указује да је 

базична експресија овог гена независна од IL-4 (152, 156). Ипак, егзогена апликација 

рекомбинантног IL-4 интензивира експресију ST2L рецептора и усмерава имунски 

одговор у Th2 смеру (157, 158). Насупрот томе, додавање IFN-γ, кључног Th1 цитокина, 

редукује ST2L експресију на Th2 лимфоцитима. IL-4 и IFN-γ остварују антагонистички 

ефекат на експресију ST2L рецептора модулацијом функције „доњег“ промотера ST2L 

Схема 8. Трансмембранска и солубилна форма ST2 молекула. ST2L молекул је 

мембрански рецептор за IL-33. Солубилни sST2 молекул везује IL-33 у 

циркулацији и на тај начин спречава његово везивање за ST2L рецептор. (преузето 

са www.biomarkerbliki.org) 
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гена (158). Модулација ST2L експресије преко IL-4 и IFN-γ, главних медиајтора Th2 и Th1 

имунског одговора, објашњава селективно присуство ST2L молекула на Th2 лимфоцитима 

(140).       

Иако су бројне студије потврдиле да присуство ST2L дискриминише Th2 од Th1 

лимфоцита, показало се да је његова примењивост као Th2 маркера ипак ограничена. 

Постоји субпопулација Th2 лимфоцита које продукују IL-4 и IL-10, у њима је активан 

транскрипциони фактор GATA3, а на својој мембрани не експримирају ST2L. Ове 

CD4
+
ST2L

-
IL-4

+
IL-10

+
GATA3

+
 ћелије разликују се од осталих Th2 лимфоцита по томе што 

не продукују IL-5 (159).    

Експресија ST2 молекула нема никакав утицај на настанак или функцију наивних Т 

лимфоцита, а важна је за активацију ефекторских Th2 лимфоцита. Trajkovic и сарадници 

(140) показали су да у централним и периферним лимфним органима здравих ST2
+/+

 и ST2
-

/-
 мишева нема разлике у броју Th2 лимфоцита који продукују IL-4, IL-5 и IL-10, као и да 

блокирање ST2 рецептора применом анти-ST2 антитела не мења значајно број ових ћелија.   

Делеција или блокада ST2 рецептора супримира Th2, а промовише развој Th1/Th17 

имунског одговора. На тај начин остварује се протективна или проинфламаторна улога у 

патогенези различитих болести у зависности од доминантног имунског одговора који је у 

основи ових обољења. Brown и сарадници (160) показали су да делеција ST2 сигналног 

пута погоршава дијабетес индукован вишеструким малим дозама стрептозотоцина (енгл. 

multiple low dose streptozotocin, MLD-STZ), који се развија кроз Тh1/Тh17 имунски 

одговор, што је потврђено повећањем леукоцитног инфилтрата у панкреасним острвцима. 

У мишјем моделу карцинома дојке делеција гена за ST2 молекул одлаже појаву тумора и 

успорава његову прогресију поларизујући имунски одговор у Th1/Th17 смеру (161). 

Такође, показано је да блокирање ST2 рецептора применом анти-ST2 антитела редукује 

инфламацију у плућима узроковану респираторним синцицијалним вирусом 

преусмеравањем штетног Тh2 у заштитни Тh1 имунски одговор (162).     

Функција солубилног ST2 молекула још увек није у потпуности разјашњена. Познато је 

да ѕST2 блокира продукцију запаљенских медијатора макрофага (141). Везивање 

липополисахарида (енгл. lipopolysaccharide, LPS) за ,,рецептор сличан толу 4“ (енгл. Тoll 

like receptor, TLR4) на мембрани макрофага индукује синтезу и продукцију про-

инфламаторних цитокина IL-1β и TNF-α. Ови цитокини у фибробластима индукују 
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синтезу и секрецију sST2 молекула. ѕST2 смањује експресију TLR4 на макрофагима, чиме 

редукује продукцију про-инфламаторних цитокина IL-1β, TNF-α, IL-6 и IL-12 (Cхема 9). 

Истовремено, ѕST2 не утиче на продукцију анти-инфламаторних медијатора IL-10, TGF-β, 

као ни на продукцију азотног оксида (енгл. nitrogen oxide, NO) у истом моделу 

стимулације LPS-ом (141, 163). Дакле, модулирањем активности макрофага sST2 

функционише као механизам „негативне повратне спреге“ за спречавање неконтролисане 

запаљенске реакције. Поред наведеног, ѕST2 има анти-инфламаторну улогу и у 

обољењима посредованим Тh2 имунским одговором, као што је астма (164). Везивањем 

слободног IL-33 солубилни ST2 молекул блокира његово везивање за ST2L рецептор и 

спречава поларизацију имунског одговора у Тh2 смеру (151).     

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 9. Утицај sST2 молекула на активацију макрофага. Солубилни ST2 молекул 

смањује експресију TLR4 на макрофагима, чиме редукује секрецију про-инфламаторних 

цитокина IL-1β, TNF alpha, IL-6 и IL-12 и остварује своје анти-инфламаторно дејство. 

(Trajkovic et al. Cytokine & Growth Factor Reviews 2004; 15: 87–95) 



28 
 

1.3.2.  Структура и функција IL-33 

 

  IL-33 (познат и као C9ORF26, DVS27, NF-HEV и IL-1F11) први пут је 

идентификован 2005. године, када су Schmitz и сарадници (148) анализирајући чланове IL-

1 фамилије открили лиганд за ST2L који интеракцијом са рецепторским комплексом 

индукује Тh2 имунски одговор. Овакво деловање IL-33 је у супротности са 

карактеристикама других цитокина IL-1 фамилије, IL-1 и IL-18, који стимулишу Тh1 

имунски одговор. Касније је установљено да је IL-33 идентичан нуклеарнoм фактору 

венула са високим ендотелом (енгл. nuclear factor of high endothelial venules, NF-HEV), 

који је повезан са хроматином и регулише транскрипцију, тако да истовремено делује и 

као цитокин и као нуклеарни фактор (165).   

 Ген за IL-33 локализован је на 9.-ом хуманом, а 19.-ом мишјем хромозому. Ови 

гени кодирају протеине од 270, односно 266 аминокиселина, молекулске тежине 30 kDa. 

Између хуманог и мишјег IL-33 постоји 55%-тна структурна хомологија (151).   

 IL-33 конститутивно је екпримиран у многим ткивима (плућа, мозак, кожа, 

кичмена мождина), при чему су његови главни извори фибробласти, ендотелне и епителне 

ћелије (163, 166). Код мишева је присутан и у макрофагима, дендритским и глатко-

мишићним ћелијама (148, 151).  У одсуству про-инфламаторних цитокина и инфламације 

локализован је у једру, где је за хроматин везан кратким мотивом локализованим на амино 

крају молекула (N terminus), који је хомологан Херпесвирусном протеину LANA (енгл. 

latency associated nuclear antigen) (165, 167). Необрађени IL-33 је биолошки активан 

молекул који своју активност остварује посредством домена сличног IL-1 (енгл. IL-1-like 

domain) локализованог на карбокситерминалном крају (С terminus). IL-33 се пасивно 

ослобађа из ћелија након њиховог оштећења или некрозе и алармира имунски систем о 

постојању деструкције ткива покретањем хемоатракције (168-169). Ослобођени IL-33 се 

затим ензимски разграђује дејством каспазе-7 и каспазе-3 (170-171), чиме настају 

биолошки инактивни продукти IL-33. Раније се сматрало да IL-33 тек након ензимске 

обраде стиче оптималну биолошку активност и да каспаза-1 обрађује про-IL-33, након 

чега настаје зрела форма IL-33. Међутим, недавно је показано да овај ензим није у стању 

да обради про-IL-33 (172).   
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IL-33 остварује своје дејство везујући се на мембрани ћелије за хетеродимерни 

рецепторски комплекс, кога чине ST2 рецептор и IL-1R помоћни протеин (енгл. IL-1R 

accessory protein, IL-1RAcP). Сигнал се посредством TIR домена IL-1R помоћног протеина 

и адаптерског myD88 молекула (енгл. myeloid differentiation primary-response protein 88, 

myD88) преноси унутар ћелије, активирају се IRAK1 и IRAK4 киназе, које затим 

активирају транскрипциони фактор NF-κB и/или МАР киназе (енгл. mitogen-activated 

protein kinases, MAPKs), и на тај начин индукују продукцију различитих цитокина и 

хемокина (Схема 10) (148, 151). Активација NF-κB индукује продукцију IL-1β, IL-3, IL-6, 

TNF, CXCL2, CCL2, CCL3, PGD2 и LTB4, а активацијом МАР киназа (p38, JNK и ERK) 

продукују се IL-5, IL-13, CCL5, CCL17 и CCL24 (140).          

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 10. IL-33/ST2 сигнални пут. IL-33 своје дејство остварује везујући се на мембрани 

ћелије за хетеродимерни рецепторски комплекс кога чине ST2 рецептор и IL-1RAcP. 

Сигнал се посредством TIR домена IL-1R помоћног протеина и адаптерског myD88 

молекула преноси унутар ћелије, активирају се IRAK1 и IRAK4 киназе, које затим 

активирају МАР киназе и/или NF-κB.Солубилни ST2 може да веже IL-33, чиме спречава 

његово везивање за мембрански ST2 рецептор. (преузето са www.hindawi.com) 
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Активацију IL-33/ST2 сигналног пута регулише sST2 молекул механизмом негативне 

повратне спреге. Он се у ћелијама масовно ствара и ослобађа у присуству цитокина и 

хемокина продукованих након активације IL-33/ST2 сигналног пута. Солубилни ST2 

молекул везује слободни IL-33, и на тај начин спречава његово везивање за мембрански 

ST2 рецептор (173).   

IL-33 може да модулира функцију свих ћелија које експримирају ST2 рецептор.  

Као што је већ поменуто, ST2 молекул се специфично експримира на Th2 

лимфоцитима и представља важан ефекторски молекул Th2 имунског одговора (152, 155). 

Уколико се IL-33 делује на наивне Т лимфоците они диференцирају у Th2 лимфоците, чак 

и у одсуству IL-4 (174). Стимулација ефекторских Th2 лимфоцита IL-33 индукује 

продукцију IL-4, IL-5 и IL-13 и хемотаксу Th2 лимфоцита (175-176).        

Недавно је показано да NK и NKT ћелије експримирају ST2 рецептор. Иако је 

очекивано да изазове Th2 ефекат, третман IL-33 индуковао је продукцију и Th1 и Th2 

цитокина у овим ћелијама (175).  

IL-33 је снажан активатор мастоцита, базофилних и еозинофилних гранулоцита 

(151). Третирање IL-33 у мастоцитима индукује продукцију IL-5, IL-13, гранулоцитно 

моноцитног фактора стимулације раста колонија (GM-CSF) и TNF-α, и подстиче 

сазревање и преживљавање ових ћелија у инфламираним ткивима (177). Базофилни 

гранулоцити након стимулације IL-33 секретују бројне цитокине, укључујући IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-8, IL-13 и GM-CSF (175). Уз то, IL-33 функционише и као хемоатрактант 

базофила (175, 178). Еозинофилни гранулоцити третирани IL-33 појачано стварају IL-8 и 

имају продужен „животни век“ (179).      

IL-33 активира и антиген-презентујуће ћелије. Примена IL-33 амплификује 

поларизацију алтернативно активираних макрофага и стимулише продукцију  CCL17 и 

CCL24 хемокина (180). Mayuzumi и сарадници (181) показали су да IL-33 подстиче развој 

дендритских ћелија. Дендритске ћелије добијене након стимулације IL-33 су фенотипски и 

функционално незреле са смањеним капацитетом активације наивних Т лимфоцита, али 

могућношћу поларизације имунског одговора у Th2 смеру (182).       

Обзиром да је ST2 рецептор експримиран на готово свим ћелијама имунског система, 

као и у многим ткивима и органима, IL-33/ST2 сигнални пут има важну улогу у 

патогенези бројних болести у којима углавном активација овог пута подстиче развој Th2, 
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и истовремено супримира Th1/Th17 имунски одговор (151). Volarevic и сарадници (183) у 

својој студији истичу протективну улогу IL-33/ST2 сигналног пута у патогенези 

Соncavalin-oм А индукованог хепатитиса, која се огледа у значајнијем оштећењу јетре, 

већем броју мононуклеара у јетри, као и повећању серумских нивоа про-инфламаторних 

цитокина и већем броју ћелија које продукују TNF-, IFN-и IL-17 код ST2 

дефицијентних мишева. Недавно је показано да примена IL-33 инхибира деструкцију 

хрскавице и системски губитак кости, што указује на потенцијалну терапијску примену 

овог цитокина у третману ресорпције кости. IL-33 преко ST2 рецептора стимулише 

продукцију GM-CSF који делује на прекурсоре остеокласта и усмерава их у правцу 

сазревања алтернативно активираних макрофага (184). Администрација IL-33 ублажава 

експериментални аутоимунски енцефаломијелитис супресијом Тh1/Тh17 имунског 

одговора и индукцијом алтернативно активираних макрофага (185). Блокирање ST2 

рецептора применом анти-ST2 антитела редукује инфламацију у плућима узроковану 

респираторним синцицијалним вирусом (162) и индукује резистенцију на бактерију 

Leishmania major код BALB/c мишева преусмеравањем штетног Тh2 у заштитни Тh1 

имунски одговор (186). Коришћење рекомбинантног ST2 фузионог протеина смањује 

еозинофилну инфламацију дисајних путева и супримира продукцију Тh2 цитокина у 

мишјем моделу астме, пре свега кроз ометање интеракције IL-33 са ST2 рецептором на 

Тh2 лимфоцитима (187). Puspharaj и сарадници (188) детектовали су повишене вредности 

IL-33 у серуму болесника са анафилактичким шоком и доказали да је механизам дејства 

IL-33 директна индукција дегранулације IgE-сензибилисаних мастоцита преко ST2 

рецептора, коју прати ослобађање хистамина, протеаза, про-инфламаторних цитокина и 

синтеза метаболичких продуката арахидонске киселине (простагландина и леукотријена). 

Исти аутори детектовали су повећану количину IL-33 mRNA у кожним променама 

пацијената са атопијским дерматитисом.    

Како је улога IL-33/ST2 сигналног пута позната у више модела у инфективном 

имунитету, алергијама и аутоимуности, али није испитивана у патогенези периапексних 

лезија, сматрали смо да је важно показати да ли делеција гена за ST2 молекул и 

апликација рекомбинантног IL-33 имају утицаја на развој и ток експериментално 

изазваних периапексних гранулома.  
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2. ЦИЉ РАДА 
 
 
 

 

 

Основни циљ планираног истраживања је испитивање улоге IL-33/ST2 сигналног 

пута у патогенези периапексних лезија.   

 

У складу са основним циљем поставили смо и следеће експерименталне задатке:  

 

1. Испитати утицај делеције гена за ST2 рецептор на обим периапексне 

деструкције одређивањем површина експерименталних периапексних лезија 

хистоморфометријским методама;     

2. Испитати утицај делеције ST2 гена на интензитет периапексне инфламације 

одређивањем броја различитих инфламаторних ћелија (неутрофилних 

гранулоцита, макрофага и лимфоцита) по mm
2
 индукованих периапексних 

лезија;      

3. Испитати утицај делеције гена за ST2 рецептор или стимулације IL-33/ST2 

сигналног пута на ћелијски састав експерименталних периапексних лезија и 

локалних лимфних чворова;     

4. Испитати утицај делеције гена за ST2 рецептор или стимулације IL-33/ST2 

сигналног пута на фенотипске карактеристике Т лимфоцита у индукованим 

периапексним лезијама;    

5. Испитати експресију IL-33 и ST2 молекула у здравом периодонталном 

лигаменту и индукованом периапексном гранулому ST2
+/+

  BALB/c мишева, као 

и у хуманом периапекном ткиву (периодонталном лигаменту, периапексним 

грануломима и радиксним цистама).  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 

 

 

3.1. Лабораторијске животиње   
 

Ова студија изведена је на мишевима чистог соја BALB/c („wild type“, WT) и 

мишевима истог соја са циљаном делецијом гена за ST2 молекул („knock-out” или ST2
-/- 

BALB/c), мушког пола, старости 6 до 8 недеља, телесне тежине 15-20 g. ST2
-/-

 мишеви 

добијени су из Центра за биомедицинска истраживања Универзитета у Глазгову, 

љубазношћу проф. др Liew-a (FY, Glasgow Biomedical Research Centre, United Kingdom), 

док су WT мишеви уступљени са Института за медицинска истраживања 

Војномедицинске Академије (ВМА) у Београду. Све животиње одгајане су под 

стандардним условима у виваријумима Центра за молекулску медицину и истраживањe 

матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу.     

 

3.1.1. Поступак добијања knock-out мишева   

 

Knock-out мишеви поседују један или више нефункционалних гена. Они представљају 

идеалан анимални модел за проучавање гена чија функционалност још увек није довољно 

разјашњена или је сасвим непозната. Методологија стварања knock-out мишева се заснива 

на уношењу путем вектора страног, нефункционалног, хомологог гена у ембрионалне 

матичне ћелије са циљем хомологе рекомбинације и замене функционалног гена 

нефункционалним. У току хомологе рекомбинације долази до замене гена између пара 

хомологих секвенци два молекула ДНК које имају сличне или идентичне нуклеотиде (189-

190).                                                                                                                           

У даљем поступку селекционишу се само ћелије у којима се одиграла жељена 

рекомбинација. Вектор садржи и два додатна гена за контролу рекомбинације: Neo ген, 

носилац резистенције на неомицин и ТК ген, ген за вирусну тимидин киназу (191-192). 

Вектор се убацује у културу ћелија гајених у медијуму који садржи неомицин, као и 

ganciklovir или FIAU (енгл. 1-(29-deoxy-29-fluoro-1-β-D-аrabinofuranosyl)-5-iodo-uracil) 

који се под утицајем тимидин киназе метаболишу у токсични продукт. Neo ген се увек 

уграђује у геном ћелије, док се ТК ген исказује само када се не догоди хомолога 
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рекомбинација. Ћелије резистентне на неомицин, а са активним ТК геном биће уништене 

помоћу ganciklovir-а или FIAU. Међутим, преживеће све ћелије у којима се одиграла 

хомолога рекомбинација јер ће бити резистентне и на неомицин и на ganciklovir или FIAU 

(191-192).      

 

3.1.2. BALB/c мишеви са циљаном делецијом гена за ST2 

 

Хомозиготни ST2
-/-

 мишеви дизајнирани су у лабораторији  проф. др Мекензија 

(Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, United Kingdom) 

векторским искључењем T1/ST2 гена. Вектор је тако конструисан да унесе ген одговоран 

за резистентност на неомицин између дефинисаних места: XbaI  на четвртом и BamHI на 

петом егзону T1/ST2 гена, и на тај начин уклони већи део четвртог и петог егзона. Вектор 

има 5,1 kb (кило-базних) парова који обезбеђују 5ʼ хомологију и 2 kb пара који  обезбеђују 

3ʼ хомологију са ендогеним T1/ST2 геном. Хомологи крајеви направљени су PCR 

техником (енгл. Polymerase Chain Reaction), коришћењем Pfu turbo полимеразе 

(Stratagene). Хомологи 5ʼ крај инсертованог гена добијен је помоћу нуклеотида: 5ʼ-

AGTGCATC-TAGAGATACTGATGAGGCACC и 5ʼ-

CTTCTTTCTAGATTATTCAAGTTGGGGCTAT-TAAAAGAAGCC, а хомологни 3ʼ крај 

помоћу нуклеотида: 5ʼ-CCACCGGATCCT-

TCACAGTTGAAGGTAAGCTCTTGGCTTCAACAAGGG и 5ʼ-GGAAGGAAAAAAGC-

GGCCGCGATCTCGCTCCACAGAGATGAGGAACGGCC. Вектор је линеаризован и 

инсертован у E14.1 ембрионалне матичне ћелије (Аlberts et al., 2007). Од 1600 G418-

резистентних клонова потврђених Southern анализом помоћу пробе А, свега 5 је имало 

коректно инсертован ген. Проба А је направљена PCR техником, помоћу прајмера: 5ʼ-

TACGTAACCTCCCA-TGTGCAGTCCTTGCTGCC и 5ʼ-GTCACATCACAGGCATGAGGG. 

Хибридизацијом са пробом за секвенцу резистентну на неомицин потврђена је величина 

инсертованог сегмента као и присуство само једне инсерције. Затим су, у циљу стварања 

химера, две од третираних ембрионалних матичних ћелија убризгане у 3,5 дана старе 

бластоцисте добијене из BALB/c мишева. Овако добијени мишеви укрштани су са BALB/c 

мишевима и генотип ембрионалних матичних ћелија је преношен на потомство. 
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Хомозиготи за нефункционалан T1/ST2 ген добијени су у наредним генерацијама 

инцестним спаривањем хетерозигота.    

У овако добијеним ST2
-/-

 мишевима није детектована разлика у броју ћелија крви у 

односу на ST2
+/+

 мишеве. Уз то, анализиране су и субпопулације лимфоцита у тимусу, 

слезини и лимфним чворовима, и показано је да је нема разлике у укупном броју 

лимфоцита, као и у односу CD4
+
/CD8

+
 ћелија код ST2

-/-
 и код ST2

+/+
 мишева (193).  

 

3.2.   Индукција експерименталних периапексних лезија 

 

Периапексне лезије изазиване су излагањем зубне пулпе мандибуларних молара 

мишева деловању микроорганизама усне дупље. Мишеви су анестезирани 

интраперитонеалним убризгавањем следеће комбинације анестетика: 

кетаминхидрохлорид (енгл. ketaminhydrochlorid; Richter Pharma AG, Wels, Austria; 60 

mg/kg телесне тежине) и ксилазин (енгл. xylazine; Lloyd Inc, USA; 10 mg/kg телесне 

тежине) растворени у стерилном PBS-у (енгл. phosphate-buffered saline), при чему је 

укупан волумен ињекције износио 100 μl. Након анестезирања, мишеви су фиксирани на 

постоље за интервенције, а затим је зубна пулпа мандибуларног првог и другог молара 

отворена уз помоћ техничког микромотора (W&H Dentalwer, Bürmoos, Austria) са ¼-ским 

округлим денталним карбидним сврдлом. Величина експозиције била је пропорционална 

дијаметру радног дела сврдла. Да је канал отворен проверено је Кер иглом величине 8. Са 

циљем убрзавања настанка лезија мишеви су добијали перорално 10%-ни раствор глукозе 

(Zorka Pharma, Šabac, Serbia) прве две недеље након индукције у периоду од 14h до 9h.    

   

 

3.3. Апликација IL-33    

 

У експериментима у којима смо испитивали утицај примене IL-33 на развој 

периапексних лезија користили смо мишји рекомбинантни IL-33 (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USА; 1 μg/ињекцији) ресуспендован у PBS-у са 1% BSA (енгл. bovine 

serum albumin; Sigma, USA), при чему је укупан волумен ињекције износио 100 μl.   
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Групи WT мишева на BALB/c подлози, изабраној насумичним избором, након 

индукције лезија интраперитонеално је убризгаван IL-33 у четири термина: трећег, 

шестог, деветог и дванаестог дана експеримента. Животиње су жртвоване 14.-ог дана 

експеримента.    

 

3.4.  Патохистолошка анализа експерименталних периапексних лезија   
 

Мишеви су жртвовани у атмосфери засићеној диетилетром (BETA HEM, Београд) 

14.-ог и 28.-ог дана експеримента, након чега су им изоловане мандибуле. Маказицама је 

уклоњено околно меко ткиво и направљен пресек између доњих централних секутића, 

тако да се добију хеми-мандибуле. Леве хеми-мандибуле фиксиране су у 4%-тни 

формалдехид у трајању од 24 часа. Након тога, ткиво је испрано текућом водом, 

потопљено у декалцинат (3%-тна мравља киселина) и остављено  у циљу 

деминерализације кости. Након 24 часа ткиво је извађено из декалцината, испрано 

текућом водом и укалупљено у парафин. Лонгитудинални пресеци дебљине 4 μm добијени 

су коришћењем микротома. Од сваког миша обојен је сваки четврти пресек хематоксилин-

еозин (hematoxylin-eosin, H&E) методом. Пресеци који обухватају круницу и дистални 

корен мандибуларног првог молара и истовремено пролазе кроз апикални форамен 

изабрани су за патохистолошку и хистоморфометријску анализу периапексних лезија.         

 

3.4.1. Бојење хематоксилином и еозином (H&E)     

 

Уследило је бојење парафинских ткивних пресека методом хематоксилин-еозин. На 

почетку су плочице са ткивним пресецима загрејане у термостату на температури од 58ᵒС 

у трајању од 60 минута. Након тога уследила је депарафинизација потапањем ткивних 

исечака у ксилол 2 пута по 10 минута. Рехидратација је постигнута потапањем ткивних 

исечака у серију опадајућих концентрација алкохола и то следећим редом: 10 минута у 

апсолутном алкохолу, 10 минута у 96%-тном алкохолу, затим 1 минут у 86%-тном 

алкохолу, након чега су исечци испирани 5 минута у дестилованој води. Након испирања 

плочице са ткивним исечцима потопљене су 4 минута у Mayer-ов хематоксилин (Merck). 

Потом су ткивни исечци испирани 1 минут у текућој води и најзад су бојени алкохолним 
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еозином (Merck) у трајању од 3 минута. Након бојења уследила је дехидратација исечака 

како би се у њима уклонила вода. Другим речима, исечци су потапани у серију растућих 

концентрација алкохола: најпре 1 минут у 86%-тном алкохолу, затим 10 минута у 96%-

тном алкохолу и на крају 10 минута у апсолутном алкохолу. Након бојења и 

дехидратације уследио је поступак просветљавања када су исечци потпљени 10 минута у 

мешавину ксилола и алкохола у односу 1:1, а затим два пута по 10 минута само у ксилолу. 

На крају смо на ткивне исечке наносили Канада балзам (Canada balsam, Centrohem, 

Србија) и прекрили их покровним стаклима. Препарати су анализирани под светлосним 

микроскопом након 24-часовног сушења.    

 

3.4.2. Хистоморфометријска анализа хистолошких промена 
 

Хистоморфометријска анализа периапекног региона обухвата следеће параметре: 

дебљину периодонталног лигамента, ресорпцију алвеоларне кости у периапекном региону 

лезија и интензитет периапексног инфламаторног инфилтрата.     

Дебљина периодонталног лигамента и ресорпција алвеоларне кости анализирана је 

коришћењем програма Autodesk AutoCAD 2010. Препарате смо, након бојења 

хематоксилин-еозином, посматрали светлосним микроскопом (Olympus BX51, Јаpan; 

увећање 100х) и фотографисали дигиталним апаратом водећи рачуна да обухватимо 

предео првог мандибуларног молара. Поље које обухвата простор периодонталног 

лигамента, тј. простор разграђене алвеоларне кости у периапексном региону обележили 

смо у Paint-у (Слика 1.А), након чега смо фотографије пребацили у екстензију Autodesk 

AutoCAD 2010.dxf file коришћењем програма Img2 CAD. Пре приступања мерењу 

периапексног региона одредили смо вредност референтне линије у програму Autodesk 

AutoCAD 2010 (Scale=1.0000). Затим смо новокреиране dxf фајлове отворили у AutoCAD-у 

(Слика 1.В) и коришћењем опције ,,polylinе” означили периапексне регионе (Слика 1.С). 

Помоћу опције „Hatch“ региони су маркирани, а селекцијом графираних региона одређена 

је њихова вредност (Слика 1.D). Резултате смо претворили у μm
2 

множењем односа 

,,polylinе” регион/референтна линија са квадратом праве вредности референтне линије  

(Scale=100 μm).  
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На основу добијених резултата ми смо осмислили и публиковали (194) критеријуме 

за градирање експерименталних периапексних лезија код мишева. Ново-дизајнирани 

градациони критеријуми представљају значајну предност у односу на до сада описане 

дескриптивне методе (блага, јака и екстензивна деструкција алвеоларне кости у 

периапексном региону) (195-196), јер искључују субјективност, редукују могућност 

прављења грешки и олакшавају нумеричку презентацију података. Статистичком анализом 

одређени су квартили 25% и 75% и медијана 50% од података из свих експерименталних 

група што је омогућило градацију периапексних лезија, и то на следећи наћин:  

 

Схема 11. Семи-квантитативни метод за одређивање површине периапексног 

региона. (А) Обележавање периапексног региона у програму Paint; (B-D) Meтод рада 

у програму Autodesk AutoCAD 2010. (Velickovic et al. Ser J Exp Clin Res 2013; 14: 71-

76.) 
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Градус 0 – Нормална хистологија. Простор здравог периодонталног лигамента; 

Градус 1 – Блага ресорпција периапексне алвеоларне кости. Периапексни регион 

заузима мање од 25% просечне вредности периапексних лезија; 

Градус 2 - Умерена ресорпција периапексне алвеоларне кости. Периапексни регион 

заузима 25%-50% просечне вредности периапексних лезија;  

Градус 3 - Јака ресорпција периапексне алвеоларне кости. Периапексни регион 

заузима 50%-75% просечне вредности периапексних лезија;  

Градус 4 - Екстензивна ресорпција периапексне алвеоларне кости. Периапексни 

регион заузима више од 75% просечне вредности периапексних лезија. 

 

Интензитет периапексног инфламаторног инфилтрата одредили смо коришћењем 

светлосног микроскопа Nikon Eclipse 50i и припадајућег програма NIS Elements D, Version 

2.30. Репрезентативне пресеке посматрали смо на увеличању 600х, при чему смо 

периапексни регион поделили виртуелном мрежом у поља димензија 10 х 10 μm. У сваком 

од ових поља одредили смо број инфламаторних ћелија (неутрофилних гранулоцита, 

макрофага и лимфоцита) за сваки пресек појединачно. Затим смо израчунали просечан 

број појединих ћелијских типова по mm
2 

периапекних лезија.  

 

 

3.5. Изолација мононуклеарних ћелија из експерименталних периапексних лезија и 

цервикалних лимфних чворова  

Четрнаестог и двадесет осмог дана од отварања пулпе мандибуларних молара 

мишеви су жртвовани у атмосфери засићеној диетилетром (BETA HEM, Београд), након 

чега су им изоловане десне хеми-мандибуле и цервикални лимфни чворови.        

Са хеми-мандибула смо маказицама уклонили околно меко ткиво, а затим смо 

пажљиво под хируршким микроскопом уз помоћ скалпела и кирете изоловали 

периапексно ткиво које окружује коренове првог и другог мандибуларног молара са 

околном кости у блоку. Изоловане блокове кости пребацили смо у епрувете од 50 ml уз 

додавање 5 ml медијума за дигестију који садржи 1 mg/ml колагеназе типа IV (енгл. 

collagenase type IV; Life Technologies, Carlsbad, United States), 100 μl говеђег феталног 
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серума (енгл. fetal bovine serum, FBS; Sigma-Aldrich, USA) и 25 μl EDTA (eнгл. 

еthylenediaminetetraacetic acid; Sigma-Aldrich, USA) и третирали их 60 минута на 37ᵒС. 

Издвојене периапексне ћелије заједно са блоковима кости пребацили смо у епрувете од 10 

ml и центрифугирали на 1500 rpm 10 минута, након чега смо одлили супернатант, талог 

ресуспендовали у 5 ml комплетног RPMI-1640 медијума (који садржи GlutaMax 1,25mM, 

HEPES i 10% FCS), добро извортексовали и пропустили кроз ћелијско сито (енгл. cell 

strainer, BD Pharmingen, USA). Раздвојене ћелије центрифугирали смо на 1500 rpm 10 

минута, након чега смо одлили супернатант и талог ресуспендовали у 1 ml комплетног 

RPMI-1640 медијума.  

     Поступак изолације ћелија из цервикалних лимфних чворова извели смо на 

следећи начин: најпре смо клипом шприца хомогенизовали лимфне чворове и пропустили 

кроз ћелијско сито у епрупету од 10 ml уз додавање 4 ml медијума који садржи 10 % FBS-

а. Овако раздвојене појединачне ћелије центрифугирали смо на 1500 rpm 5 минута. Затим 

смо одлили супернатант и талог ресуспендовали у 1 ml медијума са 10 % FBS-а.  

 

3.6. Анализа пупулација мононуклеарних ћелија експерименталних периапексних 

лезија и дренирајућих лимфних чвора проточном цитометријом  

 

 Применом проточне цитометрије одредили смо релативну, односно процентуалну 

заступљеност и апсолутан број мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама и 

цервикалним лимфним чворовима WT и ST2
-/-

 мишева. Одређивали смо проценат и број 

различитих субпопулација Т лимфоцита, В лимфоцита, NK, NKT ћелија, макрофага, 

дендритских и мијелоидних ћелија. Уз то, испитиван је и функционални фенотип Т 

лимфоцита. Анализа је рађена на свеже изолованим мононуклеарним ћелијама 

периапексних лезија и дренирајућих лимфних чворова. Након изолације, приликом 

бројања ћелија, одређивана је вијабилност ћелија помоћу trypan blue-a под светлосним 

микроскопом и у свим експериментима вијабилност је износила између 90% и 95%. 

 

 

 

http://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDcQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEthylenediaminetetraacetic_acid&ei=FfIgU42lC8Wb1AWs84HQAw&usg=AFQjCNFpeOGTYpsUVrqBdb_6xsXoqNh15g&sig2=fjpt8eanLpDYjmhmLEHqlQ&bvm=bv.62922401,d.d2k
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3.6.1. Бојење мембранских маркера  

 

 У идентификацији мембранских маркера за фенотипизацију и одређивање 

функционалног фенотипа субпопулација мононуклеарних ћелија периапексних лезија и 

дренирајућих лимфних чворова примењена су анти-мишија моноклонска антитела 

различите специфичности (Табела 1).  

 

Табела 1. Примарно коњугована моноклонска антитела за проточну 

цитометрију 

 

Специфичност 

антитела 

 

Обележивач 

 

Клон 

 

Изотип 

 

Произвођач 

CD3e PE 145-2C11 IgG eBioscience 

CD4 PerCP- Cy™5.5 RM4-5 IgG2a, κ eBioscience 

CD4 FITC RM4-5 IgG2a, κ eBioscience 

CD8a FITC 53-6.7 IgG2a, κ eBioscience 

CD8a APC 53-6.7 IgG2a, κ BD Pharmingen 

CD19 FITC 1D3 IgG2a, κ BD Pharmingen 

CD335 (NKp46) PerCP- Cy™5.5 29A1.4 IgG2a, κ BD Pharmingen 

F4/80 FITC BM8 IgG2a, κ BioLegend 

CD11c PE HL3 IgG1, λ2 BD Pharmingen 

CD11b PerCP- Cy™5.5 M1/70 IgG2b, κ BD Pharmingen 

CD183 (CXCR3) PerCP- Cy™5.5 CXCR3-173 IgG eBioscience 

CD196 (CCR6) APC 39-2L17 IgG BioLegend 

 

 

Процедура бојења површинских маркера изведена је на следећи начин: На 1 х 10
6
 

мононуклеарних ћелија ресуспендованих у 50 μl пуфера за бојење (енгл. Staining buffer; 

BD) додата је одговараућа количина примарно коњугованих моноклонских антитела 

обележених различитим флуоресцентним бојама у следећим комбинацијама: 
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1. CD3e PE, CD4 FITC, CD8a APC 

2. CD3e PE, CD183 (CXCR3) PerCP- Cy™5.5, CD196 (CCR6) APC 

3. CD19 FITC, CD3e PE, CD335 (NKp46) PerCP- Cy™5.5 

4. F4/80 FITC, CD11c PE, CD11b PerCP- Cy™5.5, CD8a APC 

5. CD3e PE,  CD183 (CXCR3) PerCP- Cy™5.5, CD196 (CCR6) APC, RANKL FITC 

 

Moнонуклеарне ћелије изоловане из периапексних лезија и цервикалних лимфних 

чворова су такође инкубиране и са одговарајућим изотипским контролама (Табела 2). 

Бојење изотипским контролама помаже да се разграничи специфично од неспецифичног 

бојења. Сва антитела за површинско бојење, као и изотипске контроле, коришћена су у 

таквим концентрацијама да њихова финална разблажења у суспензији мононуклеара 

(V≈80 μl) буду 1:100. Затим је талог ћелија са антителима краткотрајно вортексован и онда 

је уследила инкубација са примарним антителима у мраку на температури од +4˚C у 

трајању 20 минута. По истеку инкубације са примарно необележеним анти-RANKL 

антителoм (goat anti-RANKL, sc-7628; Santa Cruz Biotechnology, USA) уследила је 

инкубација са секундарним антителом (donkey anti-goat IgG-B (biotin), sc-2042, Santa Cruz) 

у концентрацији 1:400 у мраку на температури од +4˚C у трајању од 20 минута. Ћелије су 

затим "опране" додавањем 1,5ml хладног пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer, BD) и 

центрифугиране 5 минута на 2000 rpm. Потом је одливен супренатант и талог ћелија је 

ресуспендован у 350µl пуфера за бојење. Непосредно након процедуре бојења ћелије су 

анализиране на проточном цитометру FACSCalibur (BD) помоћу CELLQUEST софтвера 

(BD). За цитометријску анализу коришћен је регион (енгл. Gate) мононуклеарних ћелија у 

FSC/SSC плоту. Регистровано је најмање 10 000 догађаја  у свакој цитометријској анализи. 

Подаци су анализирани помоћу CELLQUEST софтвера (BD) и Flowing 2.5 софтвера 

(Informer Technologies).  
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Taбела 2. Изотипске контроле 

 

Назив антитела Обележивач Клон  Изотип Произвођач 

Hamster Isotype Control PE B81-3 IgG2a, κ BD Pharmingen 

Rat Isotype Control FITC R35-95 IgG2a, κ BD Pharmingen 

Rat Isotype Control APC R35-95 IgG2a, κ BD Pharmingen 

Rat Isotype Control PerCP-Cy™5.5   R35-95 IgG2a, κ BD Pharmingen 

Rat Isotype Control FITC B39-4 IgG1 λ BD Pharmingen 

 

 

Табела 3. Карактеристике флуоресцентних обележивача 

 

назив флуорохрома ексцитациона 

таласна дужина 

емисиона  

таласна дужина 

напомена 

PE (Phicoerythrin) 488nm 575nm жути емитер 

FITC (Fluorescein 

isothiocyanate) 

495nm 520nm зелени емитер 

APC 

(Allophycocyanin) 

650nm 660nm црвени емитер 

PerCP-Cy™5.5 488nm 695nm црвени емитер 

 

 

3.6.2. Интрацелуларно бојење цитокина  

 

Бојење интрацелуларних цитокина изведено је по BD Cytofix/Cytoperm
TM

 методи. 

Литературни подаци упућују да се за добијање ћелија које продукују цитокине користе 

различите in vitro методе (197-204). Углавном се користе различити поликлонски 

активатори за индукцију и карактеризацију цитокин/хемокин-продукујућих ћелија. У ове 

активаторе спадају: конканавалин А (Con-A), фитохемаглутинин, стафилококни 

ентеротоксин β, липополисахарид (LPS), моноклонска антитела специфична за TCR/CD3 
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комплекс (са или без антитела на костимулаторне рецепторе, као што је CD28) и естри 

форбола са калцијум јонофором (енгл. phorbol esters plus calcium ionophore).   

У овом истраживању ћелије су стимулисне са форбол миристат ацетат-ом (енгл. 

Phorbol 12-myristate 13-acetate, РМА; Sigma) и јономицин-ом (енгл. Ionomycin; Sigma). Ово 

су веома моћни активатори који покрећу активност протеин киназе С (енгл. protein kinase C, 

PKC) и инфлукс јона калцијума у ћелију, што индукује експресију цитокина у ћелији 

претходно активираној физиолошким стимулусима (Pala et al., 2000). Инкубациони период 

од 4-6 часова је адекватан за индукцију већине цитокина. Дуже инкубације карактерише 

интензивнији цитопатогени ефекат поменутих активатора.  

Препоручује се да се током in vitro стимулације ћелија користе инхибитори 

интрацелуларног транспорта протеина. BD GolgyStop
TM

 (садржи моненсин) и BD 

GolgyPlug
TM

 (садржи брефелдин А) су инхибитори које препоручује BD 

Cytofix/Cytoperm
TM 

протокол. Поменути ихнибитори блокирају интрацелуларни транспорт 

што резултира акумулацијом већине цитокина у ендоплазматском ретикулуму или Голџи 

комплексу. Ово повећава могућност детекције ћелија које продукују цитокине. Како и 

моненсин и брефелдин А имају дозно и временски зависан цитотоксични ефекат, излагање 

ћелија овим агенсима мора бити ограничено. Инкубације са поменутим инхибиторима 

дуже од 12 часова су токсичне за ћелије.  

Управо зато, ради повећања могућности детекције ћелија које продукују цитокине 

користили смо BD GolgyStop
TM 

и BD GolgyPlug
TM

 према BD Cytofix/Cytoperm
TM 

протоколу. 

 

3.6.2.1. Стимулација ћелија  

 

Једноћелијске суспензије периапексних лезија и цервикалних лимфних чворова 

(1x10
6
/ml) суспендовали смо у комплетном медијуму и инкубирали на 37ᵒС у присуству 

5% СО2.   У суспензију су додати форбол миристат ацетат (енгл. Phorbol 12-myristate 13-

acetate, РМА; Sigma; 50 ng/ml) и јонофор (Ionomycin, Sigma; 500 ng/ml). Након два сата 

инкубације додат је BD GolgyStop
TM

 (0,7 μl/ml), што блокира секрецију цитокина и 

повећава њихову интрацелуларну акумулацију. После шест сати инкубације, два сата само 

са активаторима, а следећа четири сата са активаторима и инхибиторима транспорта, 
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ћелије су опране и ресуспендоване у комплетном медијуму, а потом пребачене у 

пластичне епрувете (FALCON round-bottom test tubes, BD) за имунофлуоресцентно бојење. 

Током бојења и чувања, ћелије смо држали на температури +4°С, у мраку.  

 

3.6.2.2. Бојење површинских антигена  

 

Епитопи површинских маркера могу бити оштећени фиксацијом и 

пермеабилизацијом, па је површинско бојење увек боље обавити пре фиксације ћелија. 

Тако је на 1х10
6
 ћелија ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer; 

BD) додата одговарајућа количина примарно коњугованих моноклонских антитела 

специфичних за површинске антигене различитих субпопулација мононуклеара (Табела 

1). Да би одвојили специфично од неспецифичног бојења ћелије смо инкубирали и са 

одговарајућим изотипским контролама (Табела 2). Сва антитела за површинско бојење, 

као и изотипске контроле, коришћена су у таквим концентрацијама да њихова финална 

разблажења, у суспензији мононуклеара (V≈80 μl), буду 1:100. Ћелије су инкубиране 30 

минута на температури +4°С, у мраку.  

 

3.6.2.3. Фиксација ћелија и пермеабилизација ћелијске мембране 

 

Након инкубације са примарно коњугованим антителима, мононуклеари су опрани 

два пута у пуферу за бојење (1ml/епрувети) и центрифугирали 5 минута на 1500 rpm. 

Ћелијски талог смо ресуспендовали у 250μl Cytofix/CytoPerm
TM

 раствора (BD Pharmingen) 

и инкубирали 20 минута на температури +4°С. Затим смо ћелије опрали два пута у 

Perm/Wash
TM

 пуферу (BD Pharmingen; 1ml/епрувети) и центрифугирали 5 минута на 1500 

rpm.   

 

3.6.2.4. Бојење цитокина у ћелији 

 

Ћелијски талог смо ресуспендовали у 50 μl Perm/Wash
TM

 пуфера. Додали смо 

примарнa моноклонска антитела специфична за цитокине: анти-TNF (APC anti-mouse 

TNF, IgG1; Clone MP6-XT22; BD Pharmingen), анти-IL-6 (PE anti-mouse IL-6, IgG1, κ; 
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Clone MP5-20F3; eBioscience), анти-IFN gamma (APC anti-mouse IFN gamma, IgG1, κ; 

Clone XM61.2; BioLegend), анти-IL-17 (PE anti-mouse IL-17F, IgG1, κ; Clone 079-289; BD 

Pharmingen), анти-IL-4 (PerCP- Cy™5.5 anti-mouse IL-4, IgG1; Clone 11B11; BD 

Pharmingen) и анти-OPG (goat anti-OPG, sc-8468, Santa Cruz). Користили смо и 

одговарајуће изотипске контроле (Табела 2). Сва антитела коришћена су у таквим 

концентрацијама да њихова финална разблажења у суспензији мононуклеара (V≈80μl) 

буду 1:100. Ћелије смо инкубирали са примарним антителима 20 минута на +4°С, у мраку. 

По истеку инкубације са примарно необележеним анти-OPG антителoм уследила је 

инкубација са секундарним антителом (donkey anti-goat IgG-B (biotin), sc-2042, Santa Cruz) 

у концентрацији 1:400 у мраку на температури од +4˚C у трајању од 20 минута.  Ћелије 

смо затим опрали у Perm/Wash
TM

 пуферу (1ml/епрувети; 1500 rpm 5 минута). Ћелијски 

талог ресуспендовали смо у 350 μl пуфера за бојење и анализирали на проточном 

цитометру. За цитометријску анализу коришћен је регион (енгл. Gate) мононуклеарних 

ћелија у FSC/SSC плоту. Регистровано је најмање 10 000 догађаја у свакој цитометријској 

анализи. Подаци су анализирани помоћу CELLQUEST софтвера (BD) и Flowing 2.5 

софтвера (Informer Technologies).     

 

3.6.3. Интрацелуларно бојење транскрипционог фактора Foxp3 

 

Први корак у овој процедури је површинско бојење CD4 маркера: на 1 × 10
6
 

мононуклеара ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer, BD 

Pharmingen) додата је одговарајућа количину FITC-анти-CD4 антитела у таквој 

концентрацији да његово финално разблажење буде 1:100. Ћелије су инкубиране 20 

минута у мраку на температури од +4°С са поменутим антителом, а такође и са 

одговарајућом изотипском контролом. Након инкубације, ћелије су опране два пута у 

пуферу за бојење (1ml/епрувети; 1500 rpm 5 минута), а ћелијски талог је ресуспендован у 

2ml хладног пуфера за фиксацију (енгл. mouse Foxp3 Fixation Buffer, BD Pharmingen) и 

инкубиран 30 минута на +4°С у мраку. Затим су ћелије опране два пута у пуферу за 

пермеабилизацију (енгл. mouse Foxp3 Permeabilization buffer, BD Pharmingen), загрејаном 

до собне температуре (2ml/епрувети; 1500 rpm 5 минута). Након одливања супернатанта 

уследила је пермеабилизација ћелија у 2ml пуфера за пермеабилизацију, 30 минута у 
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мраку на температури 37°C. По завршеној инкубацији ћелије су опране у пуферу за бојење 

(2ml/епрувети; 1500 rpm 5 минута). На крају је уследила инкубација са коњугованим анти-

мишијем Foxp3 антителом коњугованим са PE (IgG2b; Clone MF23; BD Pharmingen), које 

је претходно разблажено у пуферу за бојење тако да његово финално разблажење у 

суспензији ћелија буде 1:100. Након инкубације (20 минута у мраку на собној 

темпаратури) ћелије су опране у пуферу за бојење (2ml/епрувети; 1500 rpm 5 минута). 

Ћелијски талог је ресуспендован у 350μl пуфера за бојење и анализиран на проточном 

цитометру. За цитометријску анализу коришћен је регион (енгл. Gate) мононуклеарних 

ћелија у FSC/SSC плоту. Регистровано је најмање 10 000 догађаја у свакој цитометријској 

анализи. Подаци су анализирани помоћу CELLQUEST софтвера (BD) и Flowing 2.5 

софтвера (Informer Technologies).   

 

 

3.7. Имунохистохемијска анализа експресије IL-33, ST2 и TRAP молекула у мишјем 

периапексном ткиву      

 

Имунохистохемијом смо одређивали присуство IL-33- и ST2-позитивних ћелија у 

периодонталном лигаменту (n=6) и периапексним лезијама WT мишева (n=6), као и 

присуство TRAP-позитивних остеокласта у периапексним лезијама ST2
-/-

 и WT мишева 

(n=6/групи). Депарафинисани исечци периапексног ткива BALB/c мишева најпре су 

кувани 21 минут у цитратном пуферу (pH=6.0). Након тога, препарати су фиксирани су у 

хладном ацетону у трајању од 5 минута. На препаратe је затим нанет блокатор хидроген 

пероксида (енгл. Hydrogen Peroxide Block) са циљем инактивације ендогене пероксидазе. 

Неспецифично везивање инхибирано је третирањем препарата блокатором протеина (енгл. 

Protein Block). Тако припремљени исечци периапексног ткива инкубирани су са 

примарним антителима: зечјим анти-IL-33 антителом (енгл. rabbit anti-IL-33 antibody; sc-

98660, Santa Cruz Biotechnology, USA; разблажење 1:100), зечјим анти-ST2 антителом 

(eнгл. rabbit anti-ST2 antibody; PA5-20077, Thermo Scientific, USA; разблажење 1:500) и 

козјим анти-TRAP антителом (енгл. goat anti-TRAP antibody; sc-30833, Santa Cruz 

Biotechnology; разблажење 1:100). Препарати обележени анти-IL-33 и анти-ST2 антителом 

визуелизовани су коришћењем зечјег HRP/DAB детекционог кита за имунохистохемију 
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(енгл. Expose Rb specific HRP/DAB detection IHC kit; аb80437, Abcam, Cambridge, UK), док 

су препарати обележени анти-TRAP антителом након инкубације са биотинилизираним 

секундарним анти-козјим антителом (енгл. biotin conjugated secondary anti-goat antibody; 

sc-2042, Santa Cruz; разблажење 1:100) визуелизовани коришћењем зечјег HRP/DAB 

детекционог кита за имунохистохемију (Abcam). 

Препарате смо посматрали користећи светлосни микроскоп (Olympus BX51, Japan). 

Сматрали смо да су позитивне оне ћелије које су биле браон боје, односно то су биле 

ћелије за које смо сматрали да експримирају IL-33, ST2 или TRAP молекул. Просечан број 

IL-33- и ST2-позитивних ћелија по mm
2 

периапекног ткива одредили смо након бројања 

ћелија у 5 различитих пресека по узорку и одређивања површина ових пресека 

коришћењем програма Image J 1.36 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 

Просечан број TRAP-позитивних остеокласта у периапексним лезијама на увеличању 

X400 (енгл. TRAP-positive cells per high-power field, TRAP
+
 osteoclasts/hpf) одредили смо 

након бројања ћелија у 5 различитих поља по узорку.   

 

 

3.8. Имунохистохемијска анализа експресије IL-33 и ST2 молекула у хуманом 

периапексном ткиву    

  

 Материјал за анализу добијен је од 36 болесника, оба пола, старости 19-64 година,  

са клиничком и радиографском дијагнозом хроничне периапексне лезије. Изабрани 

болесници нису имали системско обољење које би могло имати утицаја на развој 

периапексне лезије, нити су у последњих месец дана примали антибиотску терапију. 

Ткиво је добијено прилоком екстракције зуба (n=15) или апикотомије (n=21). Екстракција 

зуба била је индикована у случају пародонтопатије, финанскијских ограничења и 

недостатка мотивације пацијената за хируршки третман.  

Контролу су чинили узорци периодонталних лигамената добијени од 10 болесника, 

оба пола, старости 18-25 година. Ткиво за анализу изоловано је скалпелом са средње 

трећине корена здравих сталних премолара екстрахованих из ортодонтских разлога.  

Ткиво је одмах постављено у транспортни медијум који се састојао од RPMI-1640 

медијума (Sigma, Munich, Germany), антибиотика (60μg/ml gentamycin-а; ICN, Costa Mesa, 
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CA, USA; 100U/ml penicillin-а, и 0.1 mg/ml streptomycin-а; Galenika, Beоgrad, Srbiјa) и 

антифунгицида (100μg/ml amphotericin-а; Sigma) и смрзнуто у течном азоту на 

температури -70ᵒС. Криоисечци дебљине 5 μm добијени су су коришћењем микротома.   

Имунохистохемијском анализом одређивали смо присуство IL-33- и ST2-

позитивних ћелија у хуманом периапексном ткиву (периапексном гранулому (n=20), 

радиксној цисти (n=16) и периодонталном лигаменту (n=10)). Препарати су најпре 

фиксирани у хладном ацетону у трајању од 5 минута. На препаратe је затим нанет 

блокатор хидроген пероксида (енгл. Hydrogen Peroxide Block) са циљем инактивације 

ендогене пероксидазе. Неспецифично везивање инхибирано је третирањем препарата 

блокатором протеина (енгл. Protein Block). Тако припремљени исечци периапексног ткива 

инкубирани су са примарним антителима: биотинилизираним анти-хуманим-IL-33 (eнгл. 

biotinylated anti-IL-33 antibody; ab54384, Abcam, Cambridge, UK; разблажење 1:100) и 

зечјим анти-ST2 антителом (eнгл. rabbit anti-ST2 antibody; PA5-20077, Thermo Scientific, 

USA; разблажење 1:500). Препарати обележени биотинилизираним анти-IL-33 антителом 

третирани су стрептавидин пероксидазом (енгл. streptavidin peroxidase), док су препарати 

у којима смо испитивали експресију ST2 молекула инкубирани у присуству козјег анти-

зечјег HRP коњугата (енгл. goat anti-rabbit HRP conjugate). Реакција је визуелизована 

коришћењем DAB супстрата (енгл. 3,3-Diaminobenzidine, DAB)  и хематоксилина.    

Негативне контроле чинили су препарати периапексног ткива у којима су примарна 

антитела преинкубирана са блокирајућим пептидима (human IL-33 protein fragment, 

ab82840, Abcam, UK и ST2 synthetic peptide, PEP-0195, Thermo Scientific) или изостављена 

и замењена одговарајућим изотипским контролама (mouse IgG1 biotin isotype control, 

ab37358, Abcam и rabbit IgG, ab27472).  Позитивну контролу чинили су препарати здраве 

хумане коже у којима је имунохистохемијски испитана експресија IL-33 и ST2 молекула. 

Препарате смо посматрали користећи светлосни микроскоп (Carl Zeiss Axioskop 40, 

Jena, Germany). Репрезентативне пресеке фотографисали смо дигиталним апаратом (Canon 

PC 1089, USA). Просечан број IL-33- и ST2-позитивних ћелија по mm
2 

периапекног ткива 

израчунали смо уз помоћ програма Image J 1.36.   
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3.9.  Имунофлуоресцентна анализа ко-експресије IL-33 и ST2 молекула у хуманим 

периапексним лезијама  

 

Двоструким имунофлуоресцентним бојењем испитали смо које ћелије у хуманим  

периапексним лезијама (периапексним грануломима и радиксним цистама) ко-

експримирају IL-33 и ST2 рецептор. Хумане криоисечке загрејали смо краткотрајним 

стајањем на собној температури, а затим их фиксирали потапањем у хладном ацетону у 

трајању од 7 минута. Након екстензивног испирања препарата у PBS-у (енгл. phosphate 

buffered saline), неспецифично везивање блокирано је третирањем препарата PBS-ом који 

садржи 1% говеђег серумског албумина (енгл. bovine serum albumin, BSA) у трајању од 30 

минута. Тако припремљени исечци периапексних лезија најпре су инкубирани са зечјим 

анти-хуманим ST2 антителом (Thermo Scientific) у трајању од 90 минута, након чега је 

уследила инкубација препарата са: магарећим анти-зечјим антителом обележеним FITC-

ом (eнгл. donkey anti-rabbit IgG H&L (FITC); ab98492, Abcam; разблажење 1:250) у трајању 

од 60 минута, биотинилизираним анти-хуманим-IL-33 антителом (Abcam) у трајању од 90 

минута и стрептавидином обележеним РЕ-ом (енгл. streptavidin PE; разблажење 1:1000) у 

трајању од 60 минута. Покровна стакла поставили смо на микроскопске плочице 

користећи медијум за монтирање (енгл. Mounting medium) који садржи DAPI боју за 

бојење нуклеуса. Плочице смо посматрали на конфокалном микроскопу (ZEISS 

AXIOVERT Microscope, Germany) и чували на температури од +4°С.      

3.10.   Статистичка обрада података  

 

Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма SPSS верзија 13. Пре 

статистичке обраде података, прво смо испитали да ли добијене вредности имају нормалну 

расподелу (величина узорка одређује који ћемо тест користити за ту проверу). Уколико су 

вредности имале нормалну расподелу користили смо параметарски Student’s-ов t тест, док у 

случају вредности које нису имале нормалну расподелу користили смо непараметарски 

Mann-Whitney-ев тест. Резултати експеримента су изражени као средња вредност ± 

стандардна грешка (енгл. Standard Error, SE). За статистички значајну разлику у добијеним 

вредностима између група сматра се када је p<0.05, док је статистички веома значајна 

разлика када је p<0.01. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

  

4.1. Делеција ST2 гена значајно појачава оштећење алвеоларне кости и интензитет 

инфламаторног инфилтрата у периапексном региону   

 

У до сада објављеној и нама доступној литератури, није позната улога T1/ST2 

молекула у патогенези периапексних лезија. Да бисмо испитали да ли делеција T1/ST2 

молекула утиче на патогенезу апексног периодонтитиса користили смо инбредне мишеве 

BALB/c соја ("wild type", WT, ST2
+/+

 ) и knock-out (ST2
-/-

) мишеве на BALB/c подлози, 

добијене циљаном делецијом гена за ST2.    

Свим ST2
-/-

 и ST2
+/+

 мишевима, који су претходно насумично сврстани у 

експерименталне групе, отворена је пулпа првог мандибуларног молара. Животиње су 

жртвоване 14.-ог и 28.-ог дана експеримента. У циљу процене степена периапексног 

оштећења алвеоларне кости најпре је урађена патохистолошка и хистоморфометријска 

анализа.    

Некроза горње половине зубне пулпе мандибуларних првих молара уочена је код ST2
-/-

 

мишева жртвованих 14. дана експеримента  (Слика 1. А). У периодонталном простору 

били су присутни ретки мононуклеари и гранулоцитни инфилтрат. Бројни гранулоцити 

око самог врха корена зуба формирали су микроапсцес (Слика 2). Присуство 

вишеједарних остеокласта дуж руба алвеоларне кости указивало је на процес ресорпције 

кости (Слика 3).   

Некроза целе зубне пулпе мандибуларних првих молара уочена је код ST2
-/-

 мишева 

жртвованих 28. дана експеримента  (Слика 1. В). У периодонталном простору била је 

присутна инфилтрација мононуклеарних ћелија и гранулоцита (Слика 4). Периапексни 

инфламаторни инфилтрат био је праћен ресорпцијом алвеоларне кости. Демаркациона 

зона везивно-ткивних влакана на периферији периапексних лезија била је чест налаз 

(Слика 5).  

У периодонталном простору молара ST2
+/+

 мишева уочен је инфламаторни процес 

истог типа, али слабијег интензитета у односу на ST2
-/-

 мишеве у оба експериментална 

периода (Слика 1).     
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Слика 1. Репрезентативни исечци експерименталних периапексних лезија обојени 

стандардним патохистолошким бојењем (H&E). Лонгитудинални пресек дисталног 

корена мандибуларног првог молара ST2
-/-

 (леви панел)  и ST2
+/+

 миша (десни панел)    

14.-ог (A) и 28.-ог дана од отварања зубне пулпе (В). N – некроза зубне пулпе; DR - 

дистални корен (енгл. distal root, DR); PDL – периодонтални лигамент; PL – периапексна 

лезија; B – кост (енгл. bone, B); увећање 100Х.    
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Слика 2. Јак гранулоцитни инфилтрат (микроапсцес) у периодонталном 

простору мандибуларног првог молара ST2
-/-

 миша 14. дана од отварања зубне 

пулпе. H&E, увећање лупом 400X. 

Слика 3. Вишеједарни остеокласти дуж руба алвеоларне кости ST2
-/-

 миша 

14. дана од отварања зубне пулпе. Остеокласти су означени стрелицама; H&E, 

увећање 600X. 
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Слика 4. Мононуклеарно-гранулоцитни инфилтрат у периодонцијуму ST2
-/- 

миша 

28. дана од отварања зубне пулпе. H&E, увећање 600X. 

 

Слика 5. Демаркациона зона везивно-ткивних влакана на периферији 

периапексних лезија 28. дана експеримента. H&E, увећање 100X. 
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Резултати дескриптивне хистологије потврђени су и семи-квантитативном методом  

коришћењем програма Autodesk AutoCAD 2010 и софтвера NIS Elements D, верзија 2.30.   

У поређењу са ST2
+-/+

 мишевима статистички значајно повећање обима ресорпције 

алвеоларне кости у периапексном региону ST2
-/-

 животиња утврђено је 14. дана од 

отварања зубне пулпе мандибуларних првих молара (р<0.05), док је 28. дана уочено 

статистички веома значајно повећање ресорпције у периапексу ST2
-/-

 мишева (р<0.01) 

(Графикон 1).      

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Морфометријска анализа дебљине периодонталног лигамента и обима ресорпције 

алвеоларне кости у периапексном региону лезија омогућила је градирање уочених 

промена на начин описан у поглављу Материјал и методе, при чему је простору 

периодонталног лигамента додељен градус 0 (Слика 6. А). Статистичка анализа података 

из експерименталних група омогућила је градирање периапексних лезија бројевима од 1 

до 4 (Слика 6. В-Е).      
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ST2-/- 

ST2+/+ 
* 

** 

Графикон 1. Обим ресорпције алвеоларне кости у периапексном региону ST2
-/- 

и ST2
+-+

 мишева 14.-ог и 28.-ог дана од отварања зубне пулпе мандибуларних 

првих молара. Постоји статистички значајно већа ресорпција алвеоларне кости у 

периапексу ST2
-/-

 мишева (црвени панели) у поређењу са ST2
+/+

 мишевима (плави 

панели) 14. дана експеримента (средња вредност +/- SE; р<0.05), док је 28. дана 

утврђена статистички веома значајно повећана ресорпција кости у периапексном 

региону ST2
-/-

 мишева (средња вредност +/- SE; р<0.01).     
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Градус 1 није био чест налаз. Био је присутан у свега 12,5% узорака. Најчешћи 

налази били су  градус 2 и градус 3, и чинили су 62,5% свих узорака (Табела 4).   

 

Градирање периапексних лезија n % узорака 

Градус 1 2 12.5 

Градус 2 5 31.25 

Градус 3 5 31.25 

Градус 4 4 25 

 

 

Слика 6. Репрезентативни исечци појединих градуса периапексног региона. А) градус 0; 

В) градус 1; С) градус 2; D) градус 3 и Е) градус 4. H&E, увећање 100Х. 

Табела 4. Преваленца појединих градуса експерименталних периапексних лезија. 
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Бројањем појединих типова инфламаторних ћелија (неутрофилних гранулоцита, 

макрофага и лимфоцита) по јединици површине (mm
2
) периапексних лезија утврђен је 

статистички значајно већи број неутрофилних гранулоцита код ST2
-/-

 мишева у поређењу 

са ST2
+/+

 мишевима 14. дана од отварања зубне пулпе (р<0.05), док је 28. дана уочено 

статистички веома значајно повећање број неутрофилних гранулоцита у периапексним 

лезијама ST2
-/-

 животиња  (р<0.01) (Графикон 2).          

 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Иако су бројеви макрофага (Графикон 3), као и бројеви лимфоцита по јединици 

површине (mm
2
) периапексних лезија били већи код ST2

-/-
 мишева у поређењу са ST2

+/+
 

мишевима (Графикон 4), није било статистички значајних разлика између 

експерименталних група 14.-ог и 28.дана од изазивања обољења.         
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Графикон 2. Број неутрофилних гранулоцита по јединици површине (mm
2
) 

периапексних лезија ST2
-/- 

и WT мишева 14.-ог и 28.-ог дана од отварања зубне пулпе 

мандибуларних првих молара. Постоји статистички значајно већи број неутрофилних 

гранулоцита у периапексном региону ST2
-/-

 мишева (црвени панели) у поређењу са WT 

мишевима (плави панели) 14. дана експеримента (средња вредност +/- SE; р<0.05), док је 28. 

дана уочен статистички веома значајно већи број неутрофила у периапексним лезијама ST2
-/-

 

мишева (средња вредност +/- SE; р<0.01). 
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ST2-/- 

ST2+/+ 

Графикон 3. Број макрофага по јединици површине (mm
2
) периапексних лезија ST2

-/- 

и ST2
+/+

 мишева 14.-ог и 28.-ог дана експеримента. Не постоји значајна разлика у броју 

макрофага у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева (црвени панели) у поређењу са ST2
+/+

 

мишевима (плави панели) 14.-ог и 28.-ог дана од изазивања обољења (средња вредност +/- 

SE; р>0.05).  

Графикон 4. Број лимфоцита по јединици површине (mm
2
) периапексних лезија ST2

-/- 

и ST2
+/+

 мишева 14.-ог и 28.-ог дана експеримента. Не постоји значајна разлика у броју 

лимфоцита по mm
2
 периапексних лезија између експерименталних група 14.-ог и 28.-ог 

дана од отварања зубне пулпе мандибуларних молара (средња вредност +/- SE; р>0.05). 
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4.2.  Делеција ST2 гена узрокује масовни инфлукс мононуклеарних ћелија у 

периапексно ткиво и лимфне чворове врата након индукције лезија   

 

 

 

Статистички значајно већи проценат CD4
+
 Т лимфоцита и гејтованих CD3

+ 
 

лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе CXCR3 и CCR6 био је присутан у 

периапексном ткиву ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима 14.-ог (p<0.05; 

Графикон 5), и 28. дана од отварања зубне пулпе мандибуларних молара (p<0.05; 

Графикон 6). Није било статистички значајне разлике  у процентуалној заступљености 

F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK ћелија, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 регулаторних Т 

лимфоцита и CD19⁺ B лимфоцита у периапексним лезијама  ST2
-/-

 и ST2
+/+

 мишевима 14.-

ог дана експеримента (р>0.05; Графикон 5). Двадесет осмог дана није регистрована 

статистички значајна разлика  у процентуалној заступљености CD19
+ 

B лимфоцита међу 

мишевима експерименталних група (р>0.05; Графикон 6).                          

Уколико се анализира број мононуклеарних ћелија које инфилтришу периапексни 

регион, уочава се јасна, статистички значајна разлика која показује да је укупан број 

мононуклеара у периапексним лезијама ST2
-/- 

мишева значајно већи у поређењу са ST2
+/+

 

мишевима у оба експериментална термина (p<0.05; Графикони 7 и 8). Уз то, у оба 

експериментална термина у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева забележен је 

статистички значајан пораст апсолутног броја CD4
+
 Т лимфоцита (p<0.05; Графикони 7 и 

8). Четрнаестог дана експеримента у периапексним лезијама није постојала статистички 

значајна разлика у апсолутном броју F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD8

+ 
Т 

лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19

+ 
B лимфоцита међу 

експерименталним групама (р>0.05; Графикон 7). Двадесет осмог дана није било 

статистички значајне разлике у апсолутном броју CD19
+ 

B лимфоцита међу мишевима 

експерименталних група (р>0.05; Графикон 8).             

  

 

* 
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Графикон 5. Проценат мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
-/-

 и ST2
+/+

  мишева 

14.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи проценат CD4
+
 Т лимфоцита у 

популацији мононуклеара и гејтованих CD3
+ 

лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе 

CXCR3 и CCR6 у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји 

значајна разлика у проценту F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 

регулаторних Т лимфоцита и CD19⁺ B лимфоцита  (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 6. Проценат мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
-/-

 и ST2
+/+

  мишева 

28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи проценат CD4
+
 Т лимфоцита у 

популацији мононуклеара и гејтованих CD3
+ 

лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе 

CXCR3 и CCR6 у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји 

значајна разлика у проценту CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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Графикон 7. Укупан број мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 14.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи број мононуклеарних ћелија 

и апсолутни број CD4
+
 Т лимфоцита у периапексним лезијама ST2

-/-
 мишева у поређењу са ST2

+/+
 

мишевима. Не постоји значајна разлика у апсолутном броју F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, 

CD8
+ 

Т лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- 

SE; * р<0.05). 

* 
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Индукција периапексних лезија изазвала је у лимфним чворовима значајно 

повећање удела гејтованих CD3
+
CXCR3

+
 Th1 и CD3

+
CCR6

+ 
Th17 лимфоцита код ST2

-/- 

мишева 14.-ог и 28. дана експеримента (p<0.05; Графикони 9 и 10). Поред тога, 14. дана од 

изазивања обољења регистровано је значајно повећање процентуалне заступљености 

CD11c
+ 

дендритских ћелија и CD11b
+ 

мијелоидних ћелија у лимфним чворовима ST2
-/- 

мишева. Истог, 14.-ог дана, у лимфним чворовима врата није постојала значајна разлика у 

процентуалној заступљености F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD4

+
, CD8

+ 
Т 

лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19

+ 
B лимфоцита међу 

експерименталним групама (р>0.05; Графикон 9). Двадесет осмог дана није било 

статистички значајне разлике у проценту CD4
+
, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 

регулаторних Т лимфоцита и CD19
+ 

B лимфоцита међу мишевима експерименталних 

група (р>0.05; Графикон 10). У лимфним чворовима  ST2
-/- 

и ST2
+/+ 

мишева контролних 

група није било значајне разлике (р>0.05) у проценту свих анализираних популација 

мононуклеара (резултати нису приказани).         

Графикон 8. Укупан број мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи број мононуклеарних ћелија 

и апсолутни број CD4
+
 Т лимфоцита у периапексним лезијама ST2

-/-
 мишева у поређењу са ST2

+/+
 

мишевима. Не постоји значајна разлика у апсолутном броју CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- SE; 

* р<0.05). 
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Графикон 9. Проценат мононуклеарних ћелија у лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 14.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи проценат гејтованих CD3
+ 

лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе CXCR3 и CCR6 и CD11c
+
 дендритских и 

CD11b
+
  мијелоидних ћелија у популацији мононуклеара у лимфним чворовима врата ST2

-/-
 мишева у 

поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји значајна разлика у проценту F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 

NK-ћелија, CD4
+
, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19⁺ B лимфоцита 

(ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 

* 
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Значајно повећање укупног броја мононуклеарних ћелија у лимфним чворовима 

врата ST2
-/- 

мишева регистровано је у оба експериментална термина (p<0.05; Графикони 

11 и 12). Четрнаестог дана експеримента у лимфним чворовима ST2
-/-

 мишева забележен је 

статистички значајан пораст апсолутног броја CD11с
+
 дендритских и  CD11b

+
 

мијелоидних ћелија (p<0.05; Графикон 11).    

Графикон 10. Проценат мононуклеарних ћелија у лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи проценат гејтованих CD3
+ 

лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе CXCR3 и CCR6 у лимфним чворовима врата 

ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји значајна разлика у проценту CD4
+
, CD8

+ 
Т 

лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- SE; * 

р<0.05). 
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Графикон 11. Укупан број мононуклеарних ћелија у лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 14.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи број мононуклеарних ћелија 

и апсолутни број CD11с
+
 дендритских и  CD11b

+
 мијелоидних ћелија у лимфним чворовима врата 

ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји значајна разлика у апсолутном броју 

F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и 

CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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Истог, 14.-ог дана, у лимфним чворовима није постојала статистички значајна 

разлика у апсолутном броју F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD4

+
, CD8

+ 
Т 

лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и CD19

+ 
B лимфоцита међу 

експерименталним групама (р>0.05; Графикон 11).  Двадесет осмог дана није било 

статистички значајне разлике у апсолутном броју CD4
+
, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 

регулаторних Т лимфоцита и CD19
+ 

B лимфоцита међу мишевима експерименталних 

група (р>0.05; Графикон 12). У лимфним чворовима врата ST2
-/- 

и ST2
+/+ 

мишева 

контролних група није било значајне разлике (р>0.05) у апсолутном броју свих 

анализираних популација мононуклеара (резултати нису приказани).                  

 

 

 

 

Графикон 12. Укупан број мононуклеарних ћелија у лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и ST2
+/+

  

мишева 28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи број мононуклеарних ћелија 

у лимфним чворовима врата ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји значајна 

разлика у апсолутном броју CD4
+
, CD8

+ 
Т лимфоцита, CD4

+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита и 

CD19⁺ B лимфоцита (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 

* 
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4.3.  Делеција ST2 гена повећава инфлукс Т лимфоцита који продукују                    

про-инфламаторне цитокине у периапексно ткиво и лимфне чворове врата након 

индукције лезија   

 

 

Након што смо уочили да значајно већи број Т лимфоцита инфилтрише 

периапексно ткиво и регионалне лимфне чворове ST2
-/- 

мишева након индукције лезија, 

испитали смо функционални фенотип ових ефекторских ћелија.  

 Као што је приказано на графикону 13, 14.-ог дана од отварања пулпе 

мандибуларних молара проценат гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α,    

IL-6, IFN-γ и IL-17 је статистички значајно већи у периапексним лезијама  ST2
-/- 

мишева у 

поређењу са ST2
+/+ 

мишевима (р<0.05). Не постоји статистички значајна разлика (р>0.05) у 

проценту гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-4 и IL-5 и проценту гејтованих 

CD8⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17, а који су инфилтрисали 

периапексно ткиво ST2
-/- 

и ST2
+/+ 

мишева 14.-ог дана експеримента.  

Двадесет осмог дана експеримента уочили смо статистички значајан пораст у 

проценту гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују IFN-γ и IL-17, као и у проценту 

гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који експримирају RANKL у периапексним лезијама ST2
-/-

 

мишева, док је проценат  гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују OPG био значајно 

већи у периапексном ткиву ST2
+/+

 мишева (р<0.05; Графикон 14).  
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Графикон 13. Проценат цитокин продукујућих лимфоцита у периапексним лезијама 

ST2+/+ и ST2-/- мишева 14.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи 

проценат гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IL-6, IFN-γ и IL-17 у 

периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима. Не постоји значајна 

разлика у проценту гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-4 и проценту гејтованих 

CD8⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17 (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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Када смо анализирали процентуалну заступљеност и апсолутни број RANKL- и 

OPG-позитивних мононуклеарних ћелија које су инфилтрисале периапексни регион 28.-ог 

дана од изазивања обољења, уочили смо статистички значајан пораст у проценту и броју 

RANKL-позитивних ћелија у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева, док је проценат и број 

OPG-позитивних ћелија био значајно већи у периапексним лезијама ST2
+/+

 мишева 

(р<0.05). Поређењем апсолутног броја RANKL- и OPG-позитивних мононуклеарних 

ћелија уочен је статистички значајно већи RANKL/OPG однос у периапексним лезијама 

ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+ 

мишевима 28.-ог дана експеримента (р<0.05; Графикон 

15).    

 

Графикон 14. Проценат цитокин продукујућих лимфоцита у периапексним лезијама 

ST2+/+ и ST2-/- мишева 28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи 

проценат гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују IFN-γ и IL-17, као и проценaт 

гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који експримирају RANKL у периапексним лезијама ST2
-/-

 

мишева, док је проценат  гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују OPG значајно већи у 

периапексном ткиву ST2
+/+

 мишева (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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Иако је индукција периапексних лезија изазвала повећање процента гејтованих 

CD4⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IL-6, IFN-γ и IL-17 и процента гејтованих CD8⁺ 

T лимфоцита који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17 у регионалним лимфним чворовима 

ST2
-/- 

мишева, као и повећање процента гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-4 

и IL-5 у лимфним чворовима ST2
+/+ 

мишева, није било статистички значајних разлика 

између експерименталних група 14.-ог дана од изазивања обољења (р>0.05; Графикон 16).            

Графикон 15. Проценат и апсолутни број RANKL- и OPG-позитивних мононуклеарних 

ћелија у периапексним лезијама ST2+/+ и ST2-/- мишева и RANKL/OPG однос. Постоји 

статистички значајно већи проценат и апсолутни број мононуклеарних ћелија које експримирају 

RANKL у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева, док су проценат  и апсолутни број 

мононуклеарних ћелија које продукују OPG значајно већи у периапексном ткиву ST2
+/+

 мишева. 

RANKL/OPG однос је статистички значајно већи у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева у 

поређењу са ST2
+/+ 

мишевима (ср. вредност +/- SE; * р<0.05).  
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Графикон 16. Проценат цитокин продукујућих лимфоцита у лимфним чворовима врата 

ST2+/+ и ST2-/- мишева 14.-ог дана експеримента. Не постоји значајна разлика у проценту 

гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IL-6, IFN-γ и IL-17, CD8⁺ T лимфоцита 

који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17 и CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-4 (ср. вредност +/- 

SE; * р<0.05). 
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Двадесет осмог дана експеримента уочили смо статистички значајан пораст у 

проценту гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који експримирају RANKL у лимфним чворовима 

врата ST2
-/-

 мишева, док је проценат  гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују OPG 

био значајно већи у лимфним чворовима ST2
+/+

 мишева (р<0.05; Графикон 17). Није било 

статистички значајних разлика (р>0.05) у проценту гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који 

продукују IFN-γ и IL-17 међу експерименталним групама.  

У лимфним чворовима ST2
-/- 

и ST2
+/+ 

мишева контролних група није било 

значајних разлика (р>0.05) у проценту анализираних цитокин продукујућих лимфоцита у 

оба експериментална термина (резултати нису приказани).                        

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 17. Проценат цитокин продукујућих лимфоцита у лимфним чворовима врата 

ST2+/+ и ST2-/- мишева 28.-ог дана експеримента. Постоји статистички значајно већи 

проценат гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који експримирају RANKL у лимфним чворовима 

врата ST2
-/-

 мишева, док је проценат  гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују OPG 

значајно већи у лимфним чворовима ST2
+/+

 мишева. Не постоји значајна разлика у проценту 

гејтованих CD4⁺ T лимфоцита који продукују IFN-γ и IL-17 (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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4.4.  Примена IL-33 смањује инфилтрацију CD3
+
CXCR3

+
, CD3

+
CCR6

+  
и CD4

+
 T 

лимфоцита у периапексним лезијама BALB/c мишева  

 

 

 

Анализом фенотипа мононуклеарних ћелија које су инфилтрисале периапексно ткиво 

ST2
+/+

 мишева којима је интраперитонеално дат рекомбинантни IL-33 након индукције 

хроничног периапексног периодонтитиса, утврдили смо да примена IL-33 значајно 

смањује проценат гејтованих CD3
+ 

Т лимфоцита који експримирају хемокинске рецепторе 

CXCR3
 
и CCR6

  
и проценат CD4

+
 T лимфоцита 14.-ог дана од изазивања обољења (р<0.05; 

Графикон 18). Није било статистички значајне разлике (р>0.05) у процентуалној 

заступљености F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD8

+ 
Т лимфоцита и CD4

+
Foxp3

+
 

регулаторних Т лимфоцита међу групама.     

Aнализираjући број мононуклеарних ћелија које су инфилтрисале периапексне лезије 

ST2
+/+

 мишева, уочили смо статистички значајно мањи број CD3
+ 

и CD4
+
 T лимфоцита у 

периапексном ткиву мишева којима је након индукције лезија дат  IL-33 у поређењу са 

мишевима којима је само индуковано обољење (р<0.05; Графикон 19). Међу групама није 

постојала статистички значајна разлика (р>0.05) у укупном броју мононуклеарних ћелија, 

апсолутном броју CD8
+ 

Т лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита, F4/80

+
 

макрофага и NKp46
+
 NK-ћелија.  

  



75 
 

 

 

 

Графикон 18. Проценат мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
+/+

 

BALB/c мишева након примене IL-33. Постоји статистички значајно мањи проценат 

гејтованих CD3
+
CXCR3

+
 Th1 и CD3

+
CCR6

+  
Тh17 лимфоцита, као и проценат CD4

+
 T 

лимфоцита у периапексним лезијама BALB/c мишева којима је дат IL-33 (зелени панели). Не 

постоји значајна разлика у проценту F4/80
+
 макрофага, NKp46

+
 NK-ћелија, CD8

+ 
Т 

лимфоцита и CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита (ср. вредност +/- SE; * р<0.05).  
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Графикон 19. Укупан број мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама ST2
+/+

 

BALB/c мишева након примене IL-33. Постоји статистички значајно мањи број CD3
+ 

и CD4
+ 

Т лимфоцита у периапексним лезијама BALB/c мишева којима је дат IL-33 (зелени панели).  

Не постоји значајна разлика у укупном броју мононуклеарних ћелија, апсолутном броју CD8
+ 

Т лимфоцита, CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита, F4/80

+
 макрофага и NKp46

+
 NK-ћелија 

(ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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4.5. IL-33 смањује инфлукс Т лимфоцита који продукују про-инфламаторне 

цитокине, а повећава удео CD3
+
IL-4

+ 
лимфоцита   

 

 

Након што смо уочили да превентивна примена IL-33 значајно смањује инфлукс 

CD3
+
CXCR3

+
, CD3

+
CCR6

+  
и CD4

+
 T лимфоцита (Графикон 18), проточном 

цитофлуорометријском анализом одредили смо цитокински профил Т лимфоцита 

изолованих из периапексног ткива BALB/c мишева којима је апликован IL-33 након 

изазивања хроничног периапексног периодонтитиса.  

Као што је приказано на Графикону 20, значајно мањи проценат гејтованих CD4
+
 T 

лимфоцита који продукују TNF-α, IL-6, IFN-γ и IL-17 инфилтрисао је периапексно ткиво 

мишева који су примили IL-33 након индукције лезија у поређењу са ST2
+/+

 мишева 

којима је само индуковано обољење. Уз то, интраперитонеално дат IL-33 резултирао је 

већим уделом гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-4 у периапексним лезијама 

BALB/c мишева (р<0.05). Међу групама није постојала статистички значајна разлика 

(р>0.05) у проценту гејтованих CD3⁺ T лимфоцита који продукују IL-5 и проценту 

гејтованих CD8⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17.   
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Графикон 20. Проценат цитокин продукујућих лимфоцита у периапексним лезијама 

ST2
+/+

 BALB/c мишева након примене IL-33. Постоји статистички значајно мањи проценат 

гејтованих CD4
+
 T лимфоцита који продукују TNF-α, IL-6, IFN-γ и IL-17, а значајно већи 

проценат гејтованих CD3
+
 T лимфоцита који продукују IL-4 у периапексним лезијама 

BALB/c мишева којима је дат IL-33 (зелени панели) . Не постоји значајна разлика у проценту 

гејтованих CD8⁺ T лимфоцита који продукују TNF-α, IFN-γ и IL-17 (ср. вредност +/- SE;        

* р<0.05).  
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4.6. Експресија IL-33 и ST2 молекула у периапексном ткиву ST2
+/+

 BALB/c мишева 

 

 

 

 Имунохистохемијска анализа је показала присуство IL-33- (Слика 7. А) и ST2-

позитивних ћелија у периапексном ткиву ST2
+/+

 BALB/c мишева (Слика 8. А).   

 Бројањем IL-33-позитивних ћелија по јединици површине (mm²) периапексног 

ткива утврђен је статистички значајно већи број ћелија у периапексним лезијама (235,52 ± 

12,05 ћелија/mm²) у поређењу са периодонталним лигаментом (120,98 ± 6,96 ћелија/mm²) 

(р<0.05; Слика 7. В).      
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Слика 7. Експресија IL-33 у периапексном ткиву ST2
+/+

 BALB/c мишева.  А) Репрезентативни 

препарати периапексних лезија (горњи панели) и периодонталног лигамента (доњи панели); 

увећање Х100 (лево, референтна линија = 100 μm) и Х400 (десно, референтна линија = 50 μm).     

В) Постоји статистички знаћајно већи број IL-33-позитивних ћелија по јединици површине (mm²) 

периапексног ткива у периапексним лезијама (љубичасти панели) у поређењу са здравим 

периодонталним ткивом (браон панели) (ср. вредност +/- SE; * р<0.05). 
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Имунохистохемијска и семи-квантитативна анализа показале су и статистички 

значајно већи број ST2-позитивних ћелија у периапексним лезијама (152,33 ± 16,67 

ћелија/mm²) у поређењу са периодонталним лигаментом (53,01 ± 4,38 ћелија/mm²) (р<0.05; 

Слика 8. В).     
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Слика 8. Експресија ST2 молекула (IL-33R, рецептора за IL-33) у периапексном ткиву ST2
+/+

 

BALB/c мишева. А) Репрезентативни препарати периапексних лезија (горњи панели) и 

периодонталног лигамента (доњи панели); увећање Х100 (лево, референтна линија = 100 μm) и 

Х400 (десно, референтна линија = 50 μm). В) Постоји статистички знаћајно већи број ST2-

позитивних ћелија по јединици површине (mm²) периапексног ткива у периапексним лезијама 

(љубичасти панели) у поређењу са здравим периодонталним ткивом (браон панели) (ср. вредност 

+/- SE; * р<0.05).  
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4.7.  Делеција ST2 гена повећава број TRAP-позитивних остеокласта у периапексном 

региону BALB/c мишева   

 

 

Обзиром да су претходне студије показале да TRAP
+ 

остеокласти играју важну улогу у 

ресорпцији алвеоларне кости у периапексном региону (205-207), желели смо да 

имунохистохемијом потврдимо њихово присуство у индукованим периапексним лезијама 

ST2
-/- 

и ST2
+/+

 BALB/c мишева. Као што је приказано на Слици 9. А, уочљиво већи број 

TRAP
+ 

вишеједарних ћелија био је присутан дуж руба ресорбоване алвеоларне кости у 

периапексном региону ST2
-/- 

 мишева (горњи панели) у поређењу са ST2
+/+

 BALB/c 

мишевима (доњи панели).    
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Слика 9. Присуство TRAP
+ 

остеокласта у периапексном региону ST2
-/-

 и ST2
+/+

 BALB/c 

мишева. А) Репрезентативни препарати периапексних лезија ST2
-/-

 (горњи панели) и ST2
+/+

 

BALB/c мишева (доњи панели); увећање Х100 (лево, референтна линија = 100 μm) и Х400 (десно, 

референтна линија = 50 μm). В) Постоји статистички знаћајно већи број TRAP
+
 ћелија у 

периапексном региону ST2
-/- 

 мишева (црвени панели) у поређењу са ST2
+/+

 BALB/c мишевима 

(плави панели) (ср. вредност +/- SE; * р<0.05).  

 



82 
 

Бројањем TRAP
+  

остеокласта у 5 насумично изабраних поља на увеличању Х400 (енгл. 

TRAP
+
 osteoclasts per hihg power field, osteoclasts/hpf),

 
утврђен је статистички значајно већи 

број ћелија у периапексном ткиву ST2
-/- 

мишева (6,83 ± 0,86 ћелија на увећању Х400) у 

поређењу са ST2
+/+

 BALB/c мишевима (4,11 ± 0,43  ћелија на увећању Х400) (р<0.05; 

Слика 10. В).          

 

4.8. Експресија IL-33 и ST2 молекула у хуманом периапексном ткиву   

 

Након што смо уочили присуство IL-33 и ST2 рецептора у индукованим периапексним 

лезијама и периодонталном лигаменту ST2
+/+

 BALB/c мишева (Слике 8 и 9), желели смо 

да испитамо експресију ових молекула у хуманом периапексном ткиву. 

IL-33 био је присутан и у периапексним лезијама (периапексним грануломима и 

радиксним цистама) и у здравом периапексном ткиву (Слика 10). Експресију IL-33 уочили 

смо у једру ћелија које по морфолошким критеријумима одговарају фибробластима и 

ендотелним ћелијама. Уз то, у радиксним цистама експресију IL-33 уочили смо у једру и 

цитоплазми  ћелија које по морфолошким критеријумима одговарају епителним ћелијама. 

Док је IL-33 био присутан у свим ендотелним и епителним ћелијама у периапексном 

ткиву, само поједини фибробласти показивали су позитивност у периодонталном 

лигаменту.  

У здравој хуманој кожи (позитивна контрола) IL-33 експримирали су кератиноцити и 

дермалне ендотелне ћелије. IL-33 бојење није било присутно (негативне контроле) након 

изостављања примарног антитела и замене одговарајућом изотипском контролом (mouse 

IgG1 biotin isotype control, ab37358, Abcam) и преинкубације примарног антитела са 

блокирајућим пептидом (human IL-33 protein fragment, ab82840, Abcam, UK). 

Бројањем IL-33-позитивних ћелија по јединици површине (mm²) периапексног ткива 

утврђен је статистички значајно већи број фибробласта у периапексним лезијама (14,38 ± 

1,15 ћелија/mm² у периапексним грануломима и 12,63 ± 0,82 ћелија/mm² у радиксним 

цистама) у поређењу са периодонталним лигаментом (5,83 ± 0,8 ћелија/mm²) (р<0.05).    

Није утврђена статистички значајна разлика (р>0.05) у броју IL-33-позитивних ендотелних 

ћелија између периапексних лезија (9,41 ± 0,91 ћелија/mm² у периапексним грануломима и 

8,81 ± 0,58 ћелија/mm² у радиксним цистама) и здравог периапексног ткива (9,95 ± 1,24 
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ћелија/mm²). Уз то, није било статистички значајних разлика (р>0.05) у броју IL-33-

позитивних фибробласта и ендотелних ћелија између периапексних гранулома и 

радиксних циста. Епителне ћелије биле су најбројније IL-33-позитивне ћелије у радиксним 

цистама (47,39 ± 2,63 ћелија/mm²).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 10. Експресија IL-33 у хуманом периапексном ткиву. Репрезентативни препарати 

периапексних лезија (А) и периодонталног лигамента (В); увећање Х400 (референтна линија = 50 

μm). Присуство IL-33 у фибробластима (Аа, Ва), ендотелним (Ас, Bb) и епителним ћелијама (Аb). 

С) Позитивна контрола (а) - експресија IL-33 у кератиноцитима и дермалним ендотелним ћелијама 

у здравој хуманој кожи; увећање Х100 (референтна линија = 100 μm) Негативне контроле - 

одсуство IL-33 позитивности у периапексном ткиву након преинкубације примарног антитела са 

блокирајућим пептидом (b) и замене примарног антитела одговарајућом изотипском контролом 

(c);  увећање Х200 (референтна линија = 50 μm). 

a b c 

a b 

a b c 
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ST2 молекул показивао је исти образац експресије у периапексном ткиву као и IL-33, 

са додатном позитивношћу мононуклеарних ћелија које по морфолошким критеријумима 

одговарају лимфоцитима и макрофагима (Слика 11).  

У здравој хуманој кожи (позитивна контрола) ST2 молекул експримирали су 

кератиноцити, дермалне ендотелне ћелије и фибробласти. ST2 бојење изостало је 

(негативне контроле) након замене примарног антитела одговарајућом изотипском 

контролом (rabbit IgG, ab27472, Abcam) и преинкубације са блокирајућим пептидом (ST2 

synthetic peptide, PEP-0195, Thermo Scientific).     

Бројањем ST2-позитивних ћелија по јединици површине (mm²) периапексног ткива 

утврђен је статистички значајно већи број фибробласта у периапексним лезијама (13,16 ± 

0,79 ћелија/mm² у периапексним грануломима и 12,45 ± 1,04 ћелија/mm² у радиксним 

цистама) у поређењу са периодонталним лигаментом (10,2 ± 0,62 ћелија/mm²) (р<0.05).    

Није утврђена статистички значајна разлика (р>0.05) у броју ST2-позитивних ендотелних 

ћелија између периапексних лезија (8,25 ± 0,81 ћелија/mm² у периапексним грануломима и 

7,89 ± 0,78 ћелија/mm² у радиксним цистама) и здравог периапексног ткива (7,69 ± 0,60 

ћелија/mm²). Уз то, није било статистички значајних разлика (р>0.05) у броју ST2-

позитивних фибробласта, ендотелних и мононуклеарних ћелија између периапексних 

гранулома и радиксних циста (15,30 ± 1,13 мононуклеарних ћелија/mm² у периапексним 

грануломима и 16,71 ± 1,81 мононуклеарних ћелија/mm² у радиксним цистама). За разлику 

од експресије IL-33 у свим епителним ћелијама (Слика 10. Аb), ST2 бојење било је 

присутно само у појединим епителним ћелијама у радиксним цистама (13,79 ± 1,45 

ћелија/mm²) (Слика 11. Аb).       
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Слика 11. Експресија ST2 молекула у хуманом периапексном ткиву. Репрезентативни 

препарати периапексних лезија (А; увећање Х200, референтна линија = 50 μm) и периодонталног 

лигамента (В; увећање Х400, референтна линија = 50 μm). Присуство ST2 молекула у 

фибробластима (Аа, Ва), ендотелним (Ас, Bb), епителним (Аb) и мононуклеарним ћелијама (Аd). 

С) Позитивна контрола (а) - експресија ST2 молекула у кератиноцитима, дермалним ендотелним 

ћелијама и фибробластима у здравој хуманој кожи; увећање Х100 (референтна линија = 100 μm) 

Негативне контроле - одсуство IL-33 позитивности у периапексном ткиву након преинкубације 

примарног антитела са блокирајућим пептидом (b) и замене примарног антитела одговарајућом 

изотипском контролом (c);  увећање Х200 (референтна линија = 50 μm).  

a b 

c d 

a b 

a b c 
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4.9. Ko-eкспресија IL-33 и ST2 рецептора у хуманим периапексним лезијама 

 

 

Двоструким имунофлуоресцентним бојењем испитали смо које ћелије у хуманим  

периапексним лезијама ко-експримирају IL-33 и ST2 рецептор. Већина IL-33 јако/умерено 

позитивних ћелија које по морфолошким критеријумима одговарају фибробластима 

показивала је јаку ST2 позитивност (Слика 12. А). Уз то, већина IL-33 умерено/слабо 

позитивних ћелија које по морфолошким критеријумима одговарају ендотелним ћелијама 

показивала је јаку/умерену ST2 позитивност (Слика 13. В). ST2 јако/умерено позитивне 

мононуклеарне ћелије које по морфолошким критеријумима одговарају лимфоцитима и 

макрофагима биле су IL-33 негативне (Слика 12. С).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 12. Ко-експресија IL-33 и ST2 молекула у хуманим периапексним лезијама. 

Репрезентативни препарати периапексних лезија. IL-33/ST2 ко-експресија била је присутна у 

ћелијама које по морфолошким критеријумима одговарају фибробластима (А) и ендотелним 

ћелијама (В), док су мононуклеарне ћелије (С) биле једноструко ST2 позитивне (беле стрелице 

показују позитивност; увећање Х630).   
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5. ДИСКУСИЈА 

 

 

 

 

 

У до сада објављеној и нама доступној литератури, улога и значај IL-33/ST2 сигналног 

пута у патогенези периапексних лезија није била испитана. Наша студија по први пут 

показује да делеција ST2 гена значајно појачава инфламаторну деструкцију 

експерименталних периапексних лезија, док примена рекомбинантног IL-33 смањује 

периапексну инфламацију. Уз то, указује и на истовремено присуство IL-33 и ST2 

рецептора у хуманом и мишјем периапексном ткиву.             

У првом делу истраживања показали смо да одсуство ST2 сигнализације значајно 

повећава обим ресорпције периапексне алвеоларне кости након индукције лезија  

(Графикон 1). Уз то, делеција ST2 гена значајно повећава инфлукс инфламаторних ћелија 

(неутрофилних гранулоцита, CD4
+
 Т лимфоцита, CD11c

+
 дендритских и CD11b

+
 

мијелоидних ћелија) и стимулише CD4
+
 Т лимфоците да продукују про-инфламаторне 

цитокине у периапексним лезијама и лимфним чворовима врата BALB/c мишева 

(Графикони 2, 5-17).       

У другом делу нашег истраживања показали смо да егзогена администрација 

рекомбинантног IL-33 значајно смањује инфлукс CD3
+
CXCR3

+
 Th1, CD3

+
CCR6

+
 Th17 и 

CD4
+
 Т лимфоцита који продукују про-инфламаторне цитокине, а повећава удео IL-4-

продукујућих
 

CD3
+ 

Т лимфоцита у периапексним лезијама ST2
+/+

 BALB/c мишева 

(Графикони 18-20).     

Трећи део истраживања био је базиран на анализи експресије IL-33 и ST2 рецептора у 

хуманом и мишјем периапексном ткиву. Показали смо да је експресија IL-33 и ST2 

молекула значајно већа у периапексним лезијама у поређењу са периодонталним 

лигаментом (Слике 7, 8, 10 и 11).  
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5.1. Делеција ST2 гена значајно појачава инфламаторну деструкцију 

експерименталних периапексних лезија    

 

 

 

Експериментални апексни периодонтитис је добар модел за проучавање динамике и 

карактеристика локалног хроничног запаљења. Карактерише се ресорпцијом алвеоларне 

кости у периапексном региону, инкорпорацијом гранулaционог ткива и инфламаторном 

инфилтрацијом различитог интензитета (2, 9). Испитивањем утицаја делеције ST2 гена у 

многобројним експерименталним моделима утврђено је да одсуство ST2 сигнализације 

промовише инфламацију, али испољава и низ суптилних регулаторних ефеката који за 

циљ имају уклањање патогена уз минимално оштећење ткива домаћина (185, 208-209). Да 

бисмо испитали како ST2 делеција утиче на патогенезу индукованих периапексних лезија 

експерименталне животиње жртвовали смо у акутној (14. дана од отварања пулпе 

мандибуларних првих молара) и хроничној фази (28. дана експеримента) експанзије 

апексног периодонтитиса (9). Боље познавање карактеристика инфламаторних лезија у 

периодонцијуму ST2
-/-

 и ST2
+/+

 мишева, нарочито са аспекта квалитативне и 

квантитативне структуре имунокомпетентних ћелија, као и редоследа догађаја, може да 

допринесе разумевању биолошких механизама укључених у настанак и развој 

периапексних лезија.          

Анализирајући хистолошке препарате периапексних лезија уочили смо да су 14. дана 

експеримента у периодонталном простору ST2
-/-

 и ST2
+/+

 мишева били присутни ретки 

мононуклеари и јак гранулоцитни инфилтрат. Бројни гранулоцити око самог врха корена 

зуба формирали су микроапсцес (Слика 2). Вишеједарни остеокласти дуж руба алвеоларне 

кости указивали су на процес ресорпције (Слика 3). Двадесет осмог дана експеримента 

периодонтални простор инфилтрисале су бројне мононуклеарне ћелије и гранулоцити 

(Слика 4). Периапексни инфламаторни инфилтрат пратила је ресорпција алвеоларне кости. 

Слични резултати добијени су и у другим експерименталним моделима периапексних 

инфламаторних лезија (9, 30-31). Поред тога, патохистолошка анализа показала је да је 

делеција ST2 гена у оба експериментална термина узроковала појачану ресорпцију кости и 

инфламаторну инфилтрацију јачег интензитета у периапексном региону BALB/c мишева 

(Слика 1).                 
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Резултати дескриптивне хистологије најпре су потврђени хистоморфометријом.  

Дебљина периодонталног лигамента и ресорпција алвеоларне кости одређена је уз помоћ 

програма Autodesk AutoCAD 2010. Autodesk AutoCAD је програм који се традиционално 

користи за мерење и дизајнирање у архитектури и инжењерингу (210). Коришћењем 

специјално креираних алатки у овом програму за прецизно обележавање и мерење 

површина смањује се могућност прављења грешки и повећава валидност података (211, 

212). Концепт коришћења AutoCAD-а у денталним студијама представља релативно нов 

семи-квантитативни метод којим се испитује квалитет апексне оптурације после пуњења 

канала корена зуба и одређује дебљина периодонталног лигамента у току различитих 

ортодонтских померања зуба (213-216). Ми смо први користили овај програм за 

квантификацију површина експерименталних периапексних лезија, што смо недавно и 

публиковали (194). Како још увек не постоји стандардизован и генерално прихваћен метод 

за хистоморфометрију, овај метод могао би да замени друге, који су знатно скупљи и 

укључују здравствене ризике, као што су компјутеризована томографија и радиографија (9, 

217).        

Хистоморфометрија је показала статистички значајно повећање обима ресорпције 

алвеоларне кости у периапексном региону ST2
-/-

 животиња 14. дана од отварања зубне 

пулпе мандибуларних првих молара (р<0.05), док је статистички веома значајно повећање 

ресорпције у периапексу ST2
-/-

 мишева забележено 28. дана експеримента (р<0.01) 

(Графикон 1). Како су остеокласти ћелије одговорне за ресорпцију кости  (2, 6, 7), 

имунохистохемијском анализом идентификовали смо активиране остеокласте у 

периапексном ткиву BALB/c мишева коришћењем анти-TRAP антитела (Слика 9).  

Квантитативна анализа показала је да је број TRAP-позитивних остеокласта статистички 

значајно већи (р<0.05) у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+ 

животињама. Познато је да се RANKL везује за рецептор RANK на површини пре-

остеокласта и промовише њихову матурацију, активацију и преживљавање, а да OPG 

инхибира ово везивање (63, 71). Поређењем апсолутног броја RANKL- и OPG-позитивних 

мононуклеарних ћелија у периапексним лезијама BALB/c мишева одредили смо 

RANKL/OPG однос, основни регулаторни механизам активности остеокласта. Овај однос 

био је статистички значајно већи (р<0.05) у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева 

(Графикон 15).   
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Сматрамо да је повећани губитак периапексног коштаног ткива код ST2
-/-

 мишева 

последица повећаног RANKL/OPG односа, кључног показатеља ресорпције кости у 

периапексним лезијама (75), као и повећаног броја TRAP-позитивних остеокласта. Добијени 

резултати сагласни су са резултатима Schulze-а и сарадника (218), који су показали да IL-33 

у потпуности блокира стварање TRAP-позитивних остеокласта, чак и у присуству  RANKL-

а (63). Исти аутори показали су да IL-33 супримира експресију нуклеарног фактора 

активираних Т лимфоцита 1 (енгл. nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1, Nfatc1) 

кључног транскрипционог фактора остеокластогенезе (218). Уз то, Zais и сарадници (184) 

показали су да IL-33 преко ST2 рецептора стимулише продукцију GM-CSF, који делујући на 

прекурсоре остеокласта усмерава њихово сазревање у правцу алтернативно активираних 

макрофага (ААМ, М2) (184). М2 макрофаги индукују ангиогенезу и обнављање оштећеног 

ткива (219). Дакле, примена IL-33 инхибира губитак кости, што објашњава зашто је 

одсуство гена за IL-33 рецептор (IL-33R) узроковало повећање броја остеокласта, а самим 

тим и повећану ресорпцију алвеоларне кости у периапексном региону BALB/c мишева. 

Поред тога, и патохистолошка и хистоморфометријска анализа показале су да не постоји 

разлика у грађи нормалног, здравог периодонталног лигамента између ST2
-/-

 и ST2
+/+

 

мишева  контролних група (Слика 6. А), потврђујући да је тежа деструкција периапексног 

ткива код експерименталних животиња последица делеције ST2 гена.        

Недавно је такође показано да CD3
+
 Т лимфоцити који експримирају RANKL имају 

значајну улогу у ресорпцији кости у периапексним лезијама посредованој остеокластима 

(220). И заиста, проценат гејтованих CD3
+
 Т лимфоцита који експримирају RANKL био је 

значајно већи (р<0.05) у периапексним лезијама ST2
-/-

 мишева, док је проценат гејтованих 

CD3
+
 Т лимфоцита који експримирају OPG био већи код ST2

+/+
 мишева (Графикон 14).  

Резултати претходних студија показали су да су најбројније ћелије у инфламаторним 

инфилтратима периапексних лезија неутрофилни гранулоцити, лимфоцити, плазмоцити и 

макрофаги. Остале ћелије, нарочито дендритске ћелије, NK ћелије, мастоцити и 

еозинофилни гранулоцити присутне су у мањем броју (22). Улога ћелија запаљенског 

инфилтрата и њихових продуката, посебно цитокина у имунопатогенези апексног 

периодонтитиса у великој мери је још увек нејасна.         
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Неутрофилни гранулоцити као ефекторске ћелије урођеног имунског одговора значајни 

су у раној фази инфекције јер први стижу на место продора микроорганизама, фагоцитују 

бактерије и секретују бројне медијаторе (леукотријене, простагландине и цитокине), а затим 

умиру процесом апоптозе. Продукцијом леукотријена B4 и простагландина Е2 и I2 

неутрофилни гранулоцити активирају остеокласте (2, 6, 7), продукцијом про-инфламаторних 

цитокина (IL-1, IL-6, TNF-α и RANKL) интензивирају ресорпцију алвеоларне кости, док 

продукцијом хемотактичких цитокина, првенствено IL-8, остварују значајну улогу у акутној 

егзацербацији периапексних лезија (123-125).  Квантификовањем инфламаторних ћелија по 

јединици површине (mm
2
) периапексних лезија установили смо статистички значајно 

повећање броја неутрофилних гранулоцита код ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 

мишевима 14. дана (р<0.05), а статистички веома значајно повећање 28. дана експеримента 

(р<0.01) (Графикон 2). Добијени резултати могу се тумачити у складу са доступном 

литературом о значају IL-33 за функцију неутрофила. Наш налаз сагласан је са резултатима 

Sakai-а и сарадника (221), који су показали да IL-33 супримира регрутацију неутрофила у 

експерименталном моделу исхемично-реперфузионог оштећења јетре. Насупрот томе, 

скорија истраживања показала су да IL-33 индукује миграцију неутрофила активацијом 

макрофага и мастоцита и директном активацијом ових ћелија (222-223). Разлог 

неусаглашености ових података није познат.      

Анализирајући фенотипске и функционалне карактеристике мононуклеарних ћелија 

изолованих из периапексних лезија и регионалних лимфних чворова ST2
-/-

 и ST2
+/+

 

мишева показали смо да делеција ST2 гена узрокује снажну инфламацију код 

експерименталних BALB/c животиња.  

Укупан број мононуклеарних ћелија које су инфилтрисале периапексно ткиво 

(Графикони 7 и 8) и цервикалне лимфне лимфне чворове BALB/c мишева 14.-ог и 28.-ог 

дана након отварања пулпе мандибуларних првих молара (Графикони 11 и 12) био је 

статистички значајно већи код ST2
-/-

 у поређењу са ST2
+/+

 мишевима (р<0.05).     

CD11b је заједнички маркер мијелоидних ћелија (енгл. common myeloid marker). 

CD11b
+
 ћелије биле су присутне знатно већем проценту (Графикон 9) и броју (Графикон 

11) у цервикалним лимфним чворовима ST2
-/-

 мишева у односу на ST2
+/+

 мишеве (р<0.05). 

Претпостављамо да су ове мијелоидне ћелије предоминантно неутрофилни гранулоцити, 
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обзиром на њихово присуство у значајном броју у периапексним лезијама (Графикон 2), 

где су највероватније доспелe миграцијом из лимфних чворова.                  

NK ћелије представљају ,,прву линију одбране“ од вирусних инфекција. Њихову 

активност регулише баланс између активационих и инхибиторних рецептора (136). 

Активација NK ћелија покреће поларизовану егзоцитозу цитоплазматских гранула 

праћену ослобађањем перфорина и гранзима, који индукују смрт циљне ћелије,                  

и секрецијом цитокина, пре свега IFN-γ. (112). ST2 молекул експримирају и хумане и 

мишје NK ћелије (74, 77). Скорија истраживања показују да IL-33 посредством ST2 

рецептора директно стимулише (77) или индиректно појачава активност NK ћелијa (74). 

Наиме, IL-33 у комбинацији са про-инфламаторним цитокином IL-12 појачава продукцију 

IFN-γ у овим ћелијaма. Улога NK ћелија у патогенези периапексних лезија није у 

потпуности разјашњена. Претпоставља се да контролишу ширење вирусних инфекција из 

канала корена зуба у периапексно ткиво (135). Наши резултати показују да делеција ST2 

гена не утиче на број NK ћелија у периапексном ткиву BALB/c мишева (р>0.05) након 

отварања пулпе мандибуларних првих молара (Графикони 5 и 7).          

Подаци из литературе о улози и значају макрофага и лимфоцита у патогенези апексног 

периодонтитиса су контраверзни. Тако на пример, развој овог обољења код 

експерименталних животиња са одстрањеним тимусом сугерише на кључну улогу 

макрофага у иницијацији и прогресији периодонтитиса (224). Међутим, 

имунохистохемијске анализе показују да у хроничним запаљенским реакцијама које се 

одвијају код периапексних лезија доминирају Т лимфоцити и механизми којима 

располаже целуларна имуност (20, 108). Ми смо показали да делеција ST2 гена стимулише 

инфлукс и макрофага и CD4
+
 Т лимфоцита у инфламирано периапексно ткиво BALB/c 

мишева (Графикони 5, 6, 7 и 8), при чему само разлика у броју CD4
+
 Т лимфоцита достиже 

статистичку значајност (р<0.05).       

Т1/ST2 рецептор је конститутивно експримиран на макрофагима и активација овог 

рецептора IL-33 индукује алтернативну активацију макрофага који продукцијом 

имуносупресивних цитокина остварују значајну улогу у индукцији Th2 имунског 

одговора. Делеција ST2 гена узрокује одсуство Т1/ST2 рецептора на мембрани макрофага, 

чиме онемогућава алтернативну активацију макрофага посредством IL-33/ST2 сигналног 

пута и стимулише инфлукс класично активираних М1 макрофага (154, 225-226). Сматра се 
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да су класично активирани макрофаги (М1) про-инфламаторни и цитотоксични, а 

алтернативно активирани (М2) анти-инфламаторни (227). М1 макрофаги диференцирају у 

присуству IFN-γ (Графикони 13, 14, 16 и 17) или продуката микроорганизама и 

представљају моћне ефекторске ћелије. Карактерише их појачана цитотоксична активност,  

продукција IL-12, слободних радикала кисеоника и индукција Th1 имунског одговора 

(228-229), чиме интензивирају деструкцију екстраћелијског матрикса везивног ткива, 

ресорпцију кости и васкуларне реакције у периапексним лезијама (8).       

Како је одсуство ST2 сигнализације узроковало значајно повећање (р<0.05) процента 

(Графикон 9) и броја CD11c
+
 дендритских ћелија у цервикалним лимфним чворовима 

BALB/c мишева (Графикон 11), сматрамо да је масовни инфлукс CD4
+
 Т лимфоцита у 

периапексно ткиво експерименталних ST2
-/-

 мишева последица појачане способности 

дендритских ћелија да стимулишу пролиферацију антиген-специфичних CD4
+
 Т 

лимфоцита у одсуству T1/ST2 гена (181, 185). Mayuzumi и сарадници (181) показали су да 

су конвенционалне дендритске ћелије из културе третиране IL-33 незреле и да 

функционално и фенотипски не сазревају, као и да недостатак IL-33/ST2 сигналног пута 

може да „олакша“ сазревање дендритских ћелија. Иста студија показује да незреле 

дендритске ћелије могу да индукују или активирају имуносупресивне (регулаторне) CD4
+
 

T лимфоците, док зреле дендритске ћелије индукују имуностимулаторне CD4
+
 T 

лимфоците. Скорије истраживање показало је да наивни CD4
+
 T лимфоцити након 

инкубације са дендритским ћелијама третираним IL-33 појачано продукују IL-5 и IL-13. 

Претпоставља се да дендритске ћелије реагују на IL-33 преко ST2 рецептора и да ова 

интеракција представља нови пут Th2 поларизације имунског одговора (182).          

Поларизација имунског одговора има вишеструк утицај на патогенезу периапексних 

лезија. Главни медијатори Th1 имунског одговора (IFN-γ, TNF-α, IL-1 и    IL-6) стимулишу 

инфламацију и разградњу кости у инфламираном периапексном ткиву; IL-17 

стимулацијом продукције IL-8 има важну улогу у егзацербацији периапексне 

инфламације; док Th2 цитокини (IL-4, IL-5, IL-10 и IL-13) и регулаторни Т лимфоцити 

испољавају репаративно и анти-деструктивно дејство у апексном периодонцијуму (116- 

118).    
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T1/ST2 молекул је селективни мембрански маркер Th2 лимфоцита, па се у in vitro и in 

vivo истраживањима користио за идентификацију ових ћелија или за потврду њиховог 

присуства у инфламираним органима (230). И претходне студије (139, 148) и наше 

истраживање показују да одсуство ST2 сигнализације поларизује имунски одговор ка Th1/ 

Th17 смеру и супримира Th2 имунски одговор. Уз то, показано је да уколико се 

моноклонским антителима блокира T1/ST2 рецептор CD4
+
 Т лимфоцити продукују про-

инфламаторне цитокине (TNF-α, IL-6, IFN-γ, IL-17) (231).    

Проценат гејтованих CD4
+
 Т лимфоцита који експримирају TNF-α и IL-6 био је 

статистички значајно већи (р<0.05) како у периапексним лезијама (Графикон 13), тако и у 

регионалним лимфним чворовима (Графикон 16) ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 

мишевима 14. дана након отварања пулпе мандибуларних молара.       

TNF-α је именован по способости да индукује хеморагијску некрозу у солидним 

туморима (55). Данас је познат као цитокин који има значајну улогу у бројним биолошким 

процесима: регрутацији неутрофила и моноцита на место инфекције, индукцији снажног 

ћелијског имунског одговора, стимулацији ћелија ендотела да продукују хемокине, 

стимулацији продукције протеина акутне фазе инфламације. Укључен је у патогенезу 

реуматоидног артритиса, дијабетеса типа 1, фулминантног хепатитиса и мултипле 

склерозе. Ефекат TNF на ендотел и леукоците је кључни фактор у развоју локалних 

инфламаторних реакција које у склопу аутоимунских болести оштећују ткиво (59). 

Деструктивну улогу у патогенези периапексних лезија остварује стимулацијом продукције 

матрикс металопротеиназа, индукцијом апоптозе фибробласта и стимулацијом 

диференцијације остеокласта (60).       

IL-6 је је један од главних медијатора урођене и у стечене имуности (33). У урођеној 

имуности стимулише синтезу протеина акутне фазе у хепатоцитима и сазревање 

неутрофила из прогенитора коштане сржи, док је у стеченој имуности важан за 

диференцијацију дендритских ћелија, пролиферацију и диференцијацију В лимфоцита и 

диференцијацију наивних CD4
+
 T лимфоцита у правцу Th17 субпопулације (47-49). 

Стимулацијом диференцијације моноцита у остеокласте IL-6 индукује пропадање 

коштаног ткива током пародонтопатије и хроничног периапексног периодонтитиса (53).    
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Kawashima и Stashenko (61) показали су да експресија TNF-α и IL-6 позитивно 

корелира са разградњом алвеоларне кости у периапексним лезијама, због чега су познати 

као ресорптивни цитокини кости (енгл. bone resorptive cytokines). Сматрамо да је појачана 

продукција ових цитокина, поред повећаног RANKL/OPG односа (Графикон 15), 

одговорна за повећан обим ресорпције алвеоларне кости у периапексном региону ST2
-/-

 

мишева (Графикон 1).           

IFN-γ је про-инфламаторни цитокин типа 1. Продукују га CD4
+
, CD8

+
 Т лимфоцити, 

NK и NKT ћелије. Посредством рецептора за IFN-γ активира макрофаге, цитотоксичне Т 

лимфоците, NK ћелије, утиче на промену класа антитела (IgМ у IgG), стимулише 

продукцију IgG антитела и игра важну улогу у апоптози (232). Обзиром на значај који има 

у индукцији  Th1 имунског одговора, сматра се да игра важну улогу у патогенези многих 

инфламаторних и аутоимунских болести: хроничне грануломатозне болести црева (80), 

инфламаторне болести јетре (81), дијабетеса типа 1 (82, 83), аутоимунског тиреоидитиса 

(84). Већи број студија показује да Th1 имунски одговор посредован IFN-γ генерално 

предоминира у периапексним лезијама, где се доводи у везу са најдеструктивнијим 

облицима болести (61, 85).   

Анализа експресије интрацелуларних цитокина у CD4
+
 Т лимфоцитима показала је да 

је проценат гејтованих CD4
+
 Т ћелија које експримирају IFN-γ статистички значајно већи 

(р<0.05) у периапексним лезијама (Графикони 13 и 14) и цервикалним лимфним 

чворовима ST2
-/-

 мишева у оба експериментална термина (Графикони 16 и 17), чиме је 

потврдила претходне резултате (61, 85) о агресивној улози CD4
+
 Th1 лимфоцита у 

периапексној инфламаторној деструкцији (Графикон 1). Супресивно дејство IL-33/ST2 

сигналног пута на активност T-bet транскрипционог фактора, важног за диференцијацију 

Th1 лимфоцита и продукцију IFN-γ (139, 148), објашњава зашто је делеција ST2 гена 

значајно повећала проценат гејтованих CD4
+
 Т ћелија које експримирају IFN-γ  у 

периапексним лезијама и регионалним лимфним чворовима BALB/c мишева.             

IL-17 припада шесточланој фамилији цитокина од којих су највише проучавани IL-17А 

и IL-17F (93). Продукују га γδ Т ћелије, CD8
+
 T лимфоцити, NK ћелије, неутрофилни и 

еозинофилни гранулоцити, а главни извор овог цитокина је Th17 субпопулација 

лимфоцита (90, 91). Посредством IL-17 рецептора (од којих су најважнији и најбоље 

описани IL-17RA и IL-17RC) експримираних на ендотелним ћелијама и макрофагима 
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поспешује продукцију TNF-α и IL-1 (97-99). IL-17 има значајну улогу у патогенези 

хроничне грануломатозне болести црева, мултипле склерозе и реуматоидног артритиса (94-

96). И поред релативно добро дефинисане улоге у аутоимунским феноменима, не зна се 

довољно о његовој улози у апексном периодонтитису. Čolić и сарадници (102) показали су 

да у периапексним лезијама постоји позитивна корелација између продукције IFN-γ и IL-17, 

као и да Th17 имунски одговор има значајну улогу у егзацербацији инфламације у 

инфламираном периапексном ткиву. IL-17 индукује секрецију про-инфламаторних 

медијатора који промовишу регрутацију неутрофила на место инфламације (97). Наши 

експерименти такође указују на веће присуство (р<0.05) неутрофилних гранулоцита 

(Графикон 2) у периапексним лезијама са већим бројем IL-17-продукујућих CD4
+
 Т 

лимфоцита (Графикони 13 и 14). Значајно већи број неутрофила у периапексним лезијама  

ST2
-/-

 мишева указује да појачана продукција IL-17 није једина одговорна за долазак 

гранулоцита на место инфламације.    

Сагласно овим резултатима, значајно већи (р<0.05) проценат гејтованих CXCR3
+
CD3

+
 

Th1 и CCR6
+
CD3

+
 Th17 лимфоцита био је присутан у периапексним лезијама (Графикони 5 

и 6) и регионалним лимфним чворовима ST2
-/-

 мишева у оба експериментална термина 

(Графикони 9 и 10). CXCR3 и CCR6 су хемокински рецептори који усмеравају миграцију 

Th1 (35) и Th17 лимфоцита (233). Претходне студије (35, 36) указале су на присуство CD3
+ 

лимфоцита у периапексним лезијама који експримирају хемокинске рецепторе 

карактеристичне за Th1 и Th2 субпопулацију. Th1 лимфоцити предоминантно експримирају 

CXCR3 и CCR5 хемокинске рецепторе, Th17 лимфоцити CCR6 рецептор,  док су CCR2 и 

CCR3 хемокински рецептори присутни на Th2 лимфоцитима. Silva и сарадници (36) 

показали су повишену експресију хемокинских рецептора Th2 лимфоцитне субпопулације у 

ткиву радиксних циста у поређењу са периапексним грануломима и указали на могућ значај 

Th2 ћелија у еволуцији периапексних лезија. Ми смо први показали присуство CCR6
+
CD3

+
 

Th17 лимфоцита у периапексним лезијама, као и утицај делеције ST2 гена на инфлукс ових 

ћелија у периапексно ткиво BALB/c мишева (234). Присуство лимфоцита који експримирају 

CCR6 хемокински рецептор показано је у хуманој инфламираној пулпи (233).         

IL-4 je представник Th2 цитокина и сматра се кључним цитокином за индукцију Th2 

имунског одговора (103). Појачана секреција овог цитокина покреће алтернативну 

активацију макрофага, активацију В лимфоцита који секретују IgE антитела која 
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доминирају код паразитарних инфекција и индукцију алергијских реакција кроз 

активацију мастоцита, базофилних и еозинофилних леукоцита (106). У патогенези 

периодонтитиса IL-4 остварује протективно дејство инхибицијом транскрипције иРНК 

про-инфламаторних цитокина и стимулацијом продукције ткивних инхибитора 

металопротеиназа и OPG-а (85). Познато је да IL-33/ST2 сигнални пут подстиче 

диференцијацију наивних Т лимфоцита у правцу Th2 субпопулације и да у активираним Т 

лимфоцитима стимулише продукцију IL-4 посредством активације транскрипционог 

фактора GATA-3 (139, 148). Наши резултати то потврђују. Анализом процента гејтованих 

CD3
+
 Т лимфоцита који експримирају IL-4 у периапексним лезијама (Графикон 13) и 

цервикалним лимфним чворовима BALB/c мишева (Графикон 16) уочили смо да су 

мишеви којима је избрисан ген за ST2 у недостатку активације IL-33/ST2 сигналног пута у 

мањој мери диференцирали ка Th2 субсету. Уз то, сматрамо да је повећана продукција   

IL-4 у CD3
+
 Т лимфоцитима ST2

+/+
 BALB/c мишева одговорна за редуковано оштећење 

периапексне алвеоларне кости (Графикон 1).      

CD4
+
Foxp3

+
 регулаторни Т лимфоцити контролишу локалне имунске и инфламаторне 

процесе у периапексним лезијама и на тај начин превенишу њихов развој/егзацербацију 

(235, 236). Протективну улогу остварују инхибицијом ефекторских Т лимфоцита директним 

контактом са овим ћелијама (236) или индиректно – продукцијом TGF-β и IL-10 (117-118, 

237). Функцију ефекторских Т лимфоцита инхибирају интеракцијом CTLA4 молекула 

експримираног на мембрани ових ћелија и његових лиганда CD80 и CD86 експримираних 

на ефекторским Т ћелијама (237). Уз то, продукцијом TGF-β и IL-10 регулаторни Т 

лимфоцити супримирају ефекторске Т ћелије које инфилтришу периапексне лезије (117, 

237). АlShwaimi и сарадници (235) показали су да је број регулаторних Т лимфоцита 

значајно већи у индукованим периапексним лезијама у поређењу са здравим 

периодонталним лигаментом. Наши резултати по први пут показују да делеција ST2 гена 

редукује инфлукс CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита у периапексне лезије (Графикони 

5 и 7) и цервикалне лимфне чворове BALB/c мишева (Графикони 9, 10, 11 и 12), али без 

статистичке значајности (р>0.05). Сматрамо да је већи број регулаторних Т лимфоцита у 

периапексним лезијама и регионалним лимфним чворовима ST2
+/+

 мишева допринео 

редукцији деструкције инфламираног периапексног ткива (Графикон 1).           
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Улога CD8
+
 Т лимфоцита у патогенези периапексних лезија је и даље дискутабилна. 

Познато је да су CD8
+
 T лимфоцити бројнији у дифузним у односу на фокалне 

периапексне инфилтрате (110). Уз то, показано је да је значајно већи број ових ћелија 

присутан у цистама у односу на периапексне грануломе (111). Наша студија показала је да 

је делеција ST2 гена стимулисала инфлукс CD8
+
 Т лимфоцита у периапексне лезије 

BALB/c мишева (Графикон 7). Анализа цитокинског профила CD8
+
 Т лимфоцита 

присутних у периапексним лезијама (Графикон 13) и лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и 

ST2
+/+ 

мишева 14. дана експеримента (Графикон 16) показала је да су гејтоване CD8
+
 Т 

ћелије биле TNF-α-, IFN-γ- и IL-17-позитивне и да су у већем проценту инфилтрисале 

периапекснo ткиво и лимфне чворове ST2
-/- 

мишева, али без статистичке значајности 

(р>0.05). Како су претходне студије показале да CD8
+
 Т лимфоцити посредују у 

деструкцији ткива продукцијом перфорина и гранзима (112) и продукцијом про-

инфламаторних цитокина (238, 239), сматрамо да је пораст броја ових ћелија и појачана 

продукција про-инфламаторних цитокина допринела оштећењу периапексног региона 

ST2
-/-

 мишева (Графикон 1).                 

Даљом анализом популација мононуклеарних ћелија показали смо да су CD19
+
 B 

лимфоцити у већем броју инфилтрисали инфламирани периапексни регион и лимфне 

чворове врата ST2
-/-

 мишева у поређењу са ST2
+/+

 мишевима у оба експериментална 

термина (Графикони 7, 8, 11 и 12), али разлика у њиховом броју није достигла статистичку 

значајност (р>0.05). Скорија студија показала је да in vivo администрација IL-33 наивним 

мишевима индукује синтезу Th2 цитокина и спленомегалију, упућујући на улогу IL-33 у 

активацији В лимфоцита (240). Насупрот томе, наши резултати сугеришу да је 

интензивирана пролиферација В лимфоцита последица недостатка IL-33/ST2 сигналног 

пута. Уз то, уочили смо да су CD19
+
 B лимфоцити били присутни у већем броју у 

периапексним лезијама и лимфним чворовима врата ST2
-/-

 и ST2
+/+ 

мишева 28. дана 

(Графикони 8 и 12) у поређењу са 14.-тим даном експеримента (Графикони 7 и 11), што 

објашњавамо важном улогом ових ћелија у каснијим фазама развоја периапексних лезија 

(119, 121).           
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5.2.  Примена рекомбинантног IL-33 смањује периапексну инфламацију  

 

 

Након везивања IL-33 за T1/ST2 рецептор на наивним Т лимфоцитима активира се    

IL-33/ST2 сигнални пут који утиче на диференцијацију Th0 у Th2 ћелије и усмерава 

имунски одговор у Th2 смеру (174, 188). Улога IL-33/ST2 сигналног пута позната је у више 

модела у инфективном имунитету, алергијама и аутоимуности (151), али није испитивана у 

патогенези апексног периодонтитиса.    

Ми смо по први пут показали да ова сигнална осовина утиче на миграцију ћелија у 

експерименталним периапексним лезијама. Анализом популација мононуклеарних ћелија 

које су инфилтрисале периапексно ткиво ST2
+/+

 мишева 28. дана експеримента уочили смо 

значајно смањење процента CD4
+ 

T лимфоцита и гејтованих CD3
+
CXCR3

+
 Th1 и 

CD3
+
CCR6

+
 Th17 лимфоцита након примене рекомбинантног IL-33 (р<0.05). Проценат 

CD8
+
 T лимфоцита, макрофага и NK ћелија био је такође смањен након примене IL-33, 

док је проценат CD4
+
Foxp3

+
 регулаторних Т лимфоцита био повећан, али разлика у броју 

ових ћелија није достигла статистичку значајност (р>0.05) (Графикон 18).      

Анализа експресије интрацелуларних цитокина у Т лимфоцитима који су инфилтрисали 

периапексне лезије IL-33 третираних мишева 28. дана након индукције обољења показала је 

да је егзогена апликација рекомбинантног IL-33 супримирала Th1/Th17 и истовремено 

индуковала Th2 имунски одговор. Проценат гејтованих CD4
+ 

T лимфоцита који 

експримирају TNF-α-, IL-6-, IFN-γ- и IL-17 био је статистички значајно мањи, а проценат 

гејтованих CD3
+ 

T лимфоцита који експримирају IL-4 статистички значајно већи у 

периапексним лезијама BALB/c мишева којима је дат IL-33 (р<0.05). Уз то, проценат  

гејтованих CD8
+ 

T лимфоцита који експримирају TNF-α-, IFN-γ- и IL-17 био је мањи након 

примене IL-33, али без статистичке значајности (р>0.05) (Графикон 20).       

Сматрамо да у мишјем моделу периапексних лезија егзогено апликован IL-33 

посредством IL-33/ST2 сигналног пута утиче на Th2 поларизацију имунског одговора и 

повећану продукцију IL-4 у CD3
+ 

T лимфоцитима. Познато је да IL-33/ST2 сигнални пут у 

активираним Т лимфоцитима стимулише продукцију IL-4 посредством активације 

транскрипционог фактора GATA-3, a инхибира продукцију про-инфламаторних цитокина 

супресијом транскрипционог фактора T-bet (139, 148), што објашњава наш резултат.      
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 5.3. Експресија IL-33 и ST2 рецептора у мишјем и хуманом периапексном ткиву   

 

 

 

Ми смо по први пут показали присуство IL-33 у мишјем периапексном ткиву (234), 

хуманом периодонталном лигаменту и радиксним цистама (241). Досадашња истраживања 

периапексних лезија обухватила су једино испитивање експресије IL-33 на нивоу иРНК у 

периапексним грануломима (242), иако је неколико студија о улози овог цитокина у 

периодонталној болести недавно публиковано. Buduneli и сарадници (243) показали су да 

је концентрација IL-33 у гингивалној цервикалној течности значајно већа код особа са 

хроничним периодонтитисом у поређењу са здравом контролном групом. Поред тога, 

показано је да TNF-α индукује експресију IL-33 у хуманим фибробластима изолованим из 

гингиве особа са периодонтитисом (244). Повећана експресија IL-33 показана је и у 

експерименталном моделу периодонтитиса (245).    

Да бисмо боље разумели улогу IL-33 у хроничном апексном периодонтитису 

имунохистохемијском анализом испитали смо образац експресије овог цитокина како у 

мишјем, тако и у хуманом периапексном ткиву.  

Бројањем имунопозитивних ћелија по јединици површине мишјег периапексног ткива 

(mm
2
) показали смо да је експресија IL-33 значајно већа (р<0.05) у индукованим 

периапексним лезијама у поређењу са здравим периодонталним лигаментом ST2
+/+

 

BALB/c мишева (Слика 7).    

У хуманом периапексном ткиву IL-33 био је присутан у фибробластима и ендотелним 

ћелијама периодонталног лигамента и периапексних лезија (периапексних гранулома и 

радиксних цисти) и у епителним ћелијама радиксних циста (Слика 10). Moussion и 

сарадници (246) показали су да ендотелне и епителне ћелије конститутивно експримирају 

IL-33, што потврђују и наши резултати. Иако овај цитокин није детектован у 

фибробластима изолованим из нормалних хуманих ткива, осим у лимфном ткиву (247), ми 

смо показали његово присуство у фибробластима изолованим из хуманог периодонталног 

лигамента.   

Нуклеарно бојење ендотела у нашим узорцима ткива сагласно је са резултатима 

претходних студија о присуству IL-33 у једру нормалних и хронично инфламираних 

хуманих ткива: хуманој кожи, интестинуму, плућима (248), синовији болесника са 
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реуматоидним артритисом и интестинуму болесника са Кроновом болешћу (165). Ови 

подаци заједно даље поткрепљују тврдњу Carriere-a и сарадника (165) да је IL-33 

нуклеарни фактор ендотелних ћелија. Интересантно је да је експресија IL-33 у епителним 

ћелијама радиксних циста била присутна и у једру и у цитоплазми (Слика 10. Аb). 

Претпостављамо да је IL-33 ослобођен у цитоплазму из једра ових ћелија како би остварио 

улогу „алармина“ (246).     

Морфометријска анализа показала је да је број IL-33-позитивних фибробласта/mm
2 
 

хуманог периапексног ткива значајно већи (р<0.05) у периапексним лезијама (Слика 10. 

А) у поређењу са здравим периапексним ткивом (Слика 10. В), што објашњавамо 

чињеницом да про-инфламаторни стимулуси индукују експресију IL-33 у фибробластима 

(249-250). Анализа броја IL-33-позитивних ендотелних и епителних ћелија по mm
2 
 

хуманог периапексног ткива показала је да није биле значајне разлике (р>0.05) у броју 

ових ћелија између периапексних лезија и периодонталног лигамента.    

Познато је да IL-33 остварује своје дејство везујући са за ST2 рецептор на мембрани 

фибробласта, ендотелних и епителних ћелија (251-252). Ми смо показали да је ST2 

молекул присутан како у мишјем (234), тако и хуманом периапексном ткиву (241). 

Бројањем имунопозитивних ћелија по јединици површине мишјег периапексног ткива 

уочили смо да је експресија ST2 молекула значајно већа (р<0.05) у индукованим 

периапексним лезијама у поређењу са здравим периодонталним лигаментом ST2
+/+

 

BALB/c мишева (Слика 8). Како је недавно показано да IL-33 посредством  ST2 рецептора 

инхибира остеокластогенезу (253), претпостављамо да већи број IL-33- и ST2-позитивних 

ћелија у периапексним лезијама BALB/c мишева указује на протективну улогу IL-33/ST2 

сигналног пута у ресорпцији инфламираног периапексног региона, што потврђују и наши 

резултати (Графикон 1).     

Имунохистохемијска анализа хуманог периапексног ткива показала је експресију ST2 

молекула у фибробластима и ендотелним ћелијама периапексних лезија (Слика 11. А) и 

здравог периапексног ткива (Слика 11. В), и епителу радиксних циста (Слика 11. Аb). 

Познато је да Th2 цитокини индукују експресију ST2 гена у епителним ћелијама (254). 

Одсуство имунопозитивности у свим епителним ћелијама (Слика 11. Аb) објашњавамо 

истовременим учешћем Th1 и Th2  имунског одговора у патогенези ових лезија (255). 

Даљом анализом препарата периапексних лезија уочили смо ST2 бојење мононуклеарних 
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ћелија које по морфолошким критеријумима одговарају лимфоцитима или макрофагима  

(Слика 11. Аd), што није изненађујуће обзиром да је претходно показано да су ове ћелије 

најзаступљеније у периапексним грануломима и цистама (256). Čolić и сарадници (257) су 

проточном цитофлуорометријском анализом мононуклеарних ћелија изолованих из 

хуманих периапексних лезија показали супротно - одсуство експресије ST2L молекула у 

CD3
+
 T лимфоцитима.         

Морфометријска анализа показала је да је број ST2-позитивних фибробласта/mm
2 
 

хуманог периапексног ткива статистички значајно већи (р<0.05) у периапексним лезијама 

(Слика 11. А) у поређењу са периодонталним лигаментом (Слика 11. В). Овај налаз 

сагласан је са резултатима Tajima-e и сарадника (258), који су показали да експресију ST2 

гена у плућном моделу фиброзе индукују про-инфламаторни и Th2 цитокини. 

Анализирајући број ST2-позитивних мононуклеарних, ендотелних и епителних ћелија по 

mm
2 

 хуманог периапексног ткива уочили смо да није биле значајне разлике (р>0.05) у 

броју ових ћелија између периапексних лезија и периодонталног лигамента. 

Претпостављамо да већи број IL-33- и ST2-позитивних фибробласта у периапексним 

лезијама упућује на умешаност IL-33/ST2 сигналног пута у њиховом фиброзирању у 

хроничној фази екпанзије (259-260).             

Даље смо двоструком имунофлуоресцентном анализом испитали ко-експресију IL-33 и 

ST2 рецептора у хуманим периапексним лезијама. IL-33/ST2 ко-експресија недавно је 

показана у стромалним ћелијама материце у првом триместру трудноће (261), док је у 

периапексном ткиву непозната. Ми смо уочили да фибробласти (Слика 12. А) и ендотелне 

ћелије (Слика 12. В) ко-експримирају IL-33 и ST2 молекул. Претпостављамо да IL-33 

остварује аутокрино дејство везујући се за ST2 рецептор у овим ћелијама. Мононуклеарне 

ћелије које по морфолошким критеријумима одговарају лимфоцитима или макрофагима 

биле су једноструко ST2-позитивне (Слика 12. С), што није изненађујуће обзиром да ове 

ћелије не продукују IL-33.     

 

 

 



103 
 

6. ЗАКЉУЧЦИ 

 

 

На основу анализе добијених резултата можемо да изведемо следеће закључке: 

 

1. Делеција ST2 гена значајно појачава инфламаторну деструкцију периапексног 

ткива 

1.1. Делеција ST2 гена повећава обим ресорпције алвеоларне кости у периапексном 

региону BALB/c мишева након индукције лезија 

 

1.2. ST2 делеција повећава инфлукс ефекторских ћелија у периапексне лезије BALB/c 

мишева  

 

1.3. ST2 делеција у експерименталном моделу периапексних лезија подстиче 

поларизацију имунског одговора ка Th1/Th17 смеру, а инхибира Th2 имунски 

одговор 

 

 

2.  Активација IL-33/ST2 сигналног пута смањује периапексну инфламацију, а 

повећава фиброзу 

 

2.1. Активација IL-33/ST2 сигналног пута смањује инфлукс ефекторских 

мононуклеарних ћелија и редукује инфламацију у периапексним лезијама BALB/c 

мишева  

 

2.2. Егзогена примена рекомбинантног IL-33 у периапексним лезијама BALB/c мишева 

инхибира продукцију про-инфламаторних цитокина (TNF-α-, IL-6-, IFN-γ- и IL-17) 

у CD4
+
 и CD8

+
 T лимфоцитима, а подстиче продукцију IL-4 у CD3

+
 T лимфоцитима  

 

2.3. Повећан број IL-33- и ST2-позитивних фибробласта у хуманим периапексним 

лезијама указује на умешаност IL-33/ST2 сигналног пута у фиброзирању 

инфламираног периапексног ткива   
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СКРАЋЕНИЦЕ 

 

 

en                            глеђ (enamel) 

de               дентин 

pc                              комора пулпе (pulp cavity) 

ас                         ацелуларни цемент 

сс                    целуларни цемент 

јb                          вилична кост (jawbone) 

 sf                             Шарпејева влакна (Sharpey’s fibers) 

 pdl                            периодонтални лигамент  

so                             секундарни остеон 

po       примарни остеон 

vc       васкуларни канал  

ab       aлвеоларна кост (аlveolar bone) 

IL                интерлеукин (interleukin) 

TNF      фактор некрозе тумора (tumor necrosis factor) 

Th лимфоцити                      помоћнички Т лимфоцити (Т helper) 

Treg лимфоцити                  регулаторни Т лимфоцити 

NALP3    NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 

АP-1      activation protein 1 

NF-κB     nuclear factor κB 

IL-1R                                   рецептор за IL-1 (IL-1 receptor) 

IL-1RacP                             помоћни протеин IL-1R (IL-1R accessory protein) 

IRAK                                   IL-1 receptor associated kinase 

TRAF-6                               tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
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FADD                                   Fas-associated DD protein 

NIK                                      NF-κB-inducing kinase 

RANKL                               receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

RANK                                  receptor activator of nuclear factor kappa-B 

OPG                                     оsteoprotegerin 

Jak                                        janus kinase 

STAT1α                               signal transducers and activators of transcription alpha 

GAF                                     interferon-gamma activator factor 

GAS                                     interferon-gamma activator sequence 

TGF-β                                  transforming growth factor beta 

mRNA                                 информационa РНК (messenger RNA) 

TIMPs                                 ткивни инхибитори металопротеиназа 

                                             (tissue inhibitors of metalloproteinases) 

GM-CSF                             фактор стимулације колонија гранулоцита и макрофага              

                                             (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) 

DCs                                      дендритске ћелије (dendritic cells) 

KIR                                              killer cell Ig-like receptor 

MLD-STZ                            вишеструке мале дозе стрептозотоцина  

                                             (multiple low dose streptozotocin) 

LPS                                      липополисахарид (lipopolysaccharide) 

TLR                                     рецептор сличан толу (Тoll like receptor) 

NO                                       aзотни оксид (nitrogen oxide) 

NF-HEV                              нуклеарни фактор венула са високим ендотелом  

                                             (nuclear factor of high endothelial venules) 

LANA                                  latency associated nuclear antigen 
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myD88                                 myeloid differentiation primary-response protein 88 

MAPKs                               mitogen-activated protein kinases 

WT                                      wild type 

ST2
-/-                                               

ST2 knock-out 

PBS                                     phosphate-buffered saline 

BSA                                    bovine serum albumin 

H&E                                   hematoxylin-eosin 

FBS                                     говеђи фетални серум (fetal bovine serum) 

EDTA                                 еthylenediaminetetraacetic acid 

hpf                                       high-power field 

DAB                                    диаминобензидин (3,3-Diaminobenzidine) 

SE                                       стандардна грешка (Standard Error) 
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