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Streszczenie

Wprowadzenie. Afty nawracajace to choroba o niewyjasnionej etiologii, w ktérej zaburzenia odpowiedzi immu-
nologicznej odgrywaja znaczacg role. W ostatnich latach sugeruje si¢ udzial autoimmunizacji w powstawaniu aft
nawracajacych.

Cel pracy. Ocena jednego z czynnikéw predysponujacych do rozwoju autoimmunizacji u chorych z aftami nawra-
cajacymi. Zbadano typ odpowiedzi immunologicznej oceniajac profil wydzielanych cytokin Th1/Th2.

Material i metody. Zbadano 12 chorych z aftami nawracajagcymi w fazie aktywnej i remisji choroby oraz 19 oséb
zdrowych. Oznaczono wytwarzanie cytokin IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10 oraz TGF-[3 przez komoérki jed-
nojadrzaste krwi obwodowej w hodowlach niestymulownych oraz stymulowanych PHA. Uzyto zestawu Human
Th1/Th2 Cytokine CBA Kit do cytometrii przeptywowej oraz testu ELISA do oceny TGF-f3.

Wyniki. Zaobserwowano znaczaco wigksze wytwarzanie cytokin typu Thl: IL-2, IFN-y i TNF-a u chorych (za-
réwno w fazie aktywnej, jak i remisji choroby) w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Wydzielanie cytokin typu Th2
byto zr6znicowane: stezenie IL-10 bylo obnizone, IL-5 podwyzszone, a IL.-4 nie odbiegato od wartosci obserwo-
wanych u 0s6b zdrowych. Wytwarzanie cytokiny przeciwzapalnej TGF-[3 bylo znacznie obnizone u 0séb z aftami
nawracajacymi niezaleznie od fazy choroby.

Whioski. Wyniki przeprowadzonych badari wskazujg na przewage odpowiedzi typu Thl u chorych z aftami na-
wracajgcymi, co moze by¢ przyczyng zwigkszonej predyspozycji do autoimmunizacji u tych oséb (Dent. Med.
Probl. 2004, 41, 4, 655-660).

Stowa kluczowe: afty nawracajace, cytokiny, autoimmunizacja.

Abstract

Background. Aetiology of recurrent aphthous ulceration (RAU) is still poorly explained. The imbalance of
immune response has been implicated in the pathogenesis of this disease. Recent studies have suggested possible
autoimmune scenario for RAU development.

Objectives. In this study, we analysed the profile of Th1/Th2 type cytokine production in RAU patients as one of
the crucial factors of the development of autoimmunity.

Material and Methods. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from 12 RAU patients in the
active and in the remission stage of the disease, and 19 healthy individuals. IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10 and
TGF-f production by unstimulated and PHA stimulated PBMC was measured using cytometric bead array and ELISA.
Results. PBMC from patients with RAU produced grater amounts of Thl type cytokines IL-2, IFN-y and TNF-a
independently of the stage of the disease, whereas the production of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and
TGF-f3 was significantly decreased. The level of IL-5 production was increased in RAU, both in the active and in
the remission stage, but IL-4 production in RAU was not different from controls.

Conclusions. In this study, we have shown the predominance of Thl type cytokine production in RAU that pre-
dispose to the development of autoimmunity (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 655-660).
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Afty nawracajace (RAU — recurrent aphthous
ulcerations) to choroba o niewyjasnionej etiologii,
w ktorej zaburzenia odpowiedzi immunologiczne;j
odgrywaja znaczacg role. W ostatnich latach co
raz czgsciej bierze si¢ pod uwage udzial autoim-
munizacji w powstawaniu aft nawracajacych. Ba-
dania nad teorig autoimmunizacyjng rozpoczety
si¢ w latach szescdziesigtych ubieglego stulecia
[1, 2]. Obecnie uwaza si¢, ze bakterie kolonizujg-
ce jame ustna, takie jak: Streptococcus sanguis
i Streptococcus mutans, a takze ich antygeny mo-
g3 by¢ odpowiedzialne za powstawanie aft u oséb
predysponowanych [3-5]. Podkresla si¢ ponadto
rol¢ wiruséw z rodziny Herpesveridae w rozwoju
patologicznej odpowiedzi uktadu immunologicz-
nego u chorych z aftami nawracajacymi [5]. Nie-
znane natomiast pozostaja mechanizmy prowadza-
ce do nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej
w stosunku do powszechnie wystgpujacych drobno-
ustrojow jamy ustnej w aftach nawracajacych.

Cytokiny sg jednym z najwazniejszych czyn-
nikéw determinujgcych rodzaj odpowiedzi immu-
nologicznej, a profil wydzielanych cytokin moze
predysponowac do rozwoju autoimmunizacji lub
przed nig chronié. Wyréznia si¢ dwie zasadnicze
grupy cytokin: typu Thl (IL-2, IL-12, IFN-y,
TNF-0) i typu Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) [6].
Cytokiny typu Thl sg odpowiedzialne za indukcj¢
odpowiedzi prozapalnej typu komérkowego, wy-
twarzanie IgG i predysponujg do reakcji autoim-
munizacyjnych, cytokiny natomiast typu Th2 ma-
ja dzialanie przeciwzapalne, promujg odpowiedz
humoralng i wytwarzanie IgE [7]. Nalezy takze
wymieni¢ TGF-3 — cytoking o dziataniu przeciw-
zapalnym, ktéra znaczgco przyczynia si¢ do ha-
mowania proceséw autoimmunizacyjnych i jest
wydzielana gtéwnie przez limfocyty regulatorowe
[8]. Badania przeprowadzone przez Buno et al. [9]
wykazaly podwyzszone stezenia IL-2, IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-5 w wycinkach blony sluzowej
klinicznie niezmienionej u chorych z aftami na-
wracajagcymi w poréwnaniu do oséb zdrowych,
a stezenie IL-10 bylo podobne w obu grupach.
Wyniki tych badan sugeruja, ze st¢zenie podsta-
wowe (baseline) cytokin prozapalnych u oséb
z RAU jest wyzsze niz u oséb zdrowych.

Celem pracy byta ocena profilu wydzielanych
cytokin u chorych z aftami nawracajacymi jako
jednego z czynnikow mogacych predysponowac
do rozwoju autoimmunizacji.

Material i metody

Do badan zakwalifikowano 12 chorych z ma-
tymi aftami nawracajacymi: 7 mezczyzn, 5 kobiet
w wieku 19-56 lat (Srednia wieku 38,2 £ 13,08

lat), ktérzy byli ogdlnie zdrowi i nie przyjmowali
lekéw, a czestotliwo$¢ nawrotéw aft nie byla
mniejsza niz 1 afta w miesigcu. Grupg poréwnaw-
czg stanowito 19 0séb zdrowych, u ktérych nigdy
nie wystepowaly afty nawracajgce. Osoby chore
byly badane dwukrotnie: w fazie aktywnej i w fa-
zie remisji choroby. Od kazdej osoby badanej zo-
stata pobrana krew z zyty tokciowej do probéwki
z antykoagulantem. Komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej (PBMC — peripheral blood mononuc-
lear cells) zostaly wyizolowane poprzez wirowa-
nie na gradiencie stezenn (Lymphoprep; Nycomed
Pharma AS, Norway). Do hodowli PBMC uzyto
RPMI 1640 medium (Biomed, Lublin, Poland)
z dodatkiem 10% surowicy zarodkéw cielgcych
(FCS, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), 2 mM/1
glutaminy (Gibco, Paisley, UK) i 1% penicyliny
i streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA). Gestosé PBMC wynosita 1 x 10° kom./ml.
Komorki jednojadrzaste byly hodowane przez
21 godzin w temperaturze 37°C i 5% CO, bez
i w obecnosci fitohemaglutyniny — PHA (5 pg/ml).
Do oznaczenia wydzielania cytokin IL-2, IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10 uzyto zestawu Human
Th1/Th2 Cytokine CBA Kit (Cytometric Bead Ar-
ray™, BD Biosciences, San Diego, CA) do cyto-
metrii przeptywowej. Wydzielanie TGF-[3 zostato
oznaczone z uzyciem zestawu Human TGF-f31
(R&D Systems, Germany) metodg ELISA. Na
przeprowadzenie badari uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w t.odzi.

Dla wszystkich badanych grup wyliczono
wartosci Srednie, odchylenie standardowe oraz
standardowy blad Sredniej (SEM). W celu spraw-
dzenia zgodnosci uzyskanych wynikéw w obrebie
grupy z rozktadem normalnym wykorzystano we-
ryfikacje statystyczng Kotmogorowa-Smirnowa
z poprawka Lillieforsa. Weryfikacje statystyczng
wartosci oczekiwanych przeprowadzono testem
U Manna-Whitneya oraz testem serii Walda-Wol-
fowitza. Réznice migdzy fazg aktywng a remisji
choroby oceniono testem kolejnosci par Wilco-
xona. Wartosci p < 0,05 uznano za istotne sta-
tystycznie.

Wyniki

Wydzielanie cytokin przez komoérki jednojg-
drzaste krwi obwodowej w hodowli 21-godzinne;j
niestymulowanej i stymulowanej mitogenem PHA
odzwierciedla rzeczywisty i potencjalny profil od-
powiedzi immunologicznej u oséb badanych. Do
oceny wytwarzania cytokin Th1/Th2 wykorzysta-
no metode cytometryczng, ktéra umozliwia anali-
z¢ szesciu cytokin w jednej prébee (ryc. 1).

U chorych z aftami nawracajgcymi zaobser-
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Ryec. 1. Przyktad analizy stgzen cytokin uwalnianych przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej po stymulacji

PHA (5 pg/ml) w 21-godzinnej hodowli: A

— osoba zdrowa, B — osoba z aftami nawracajgcymi w fazie aktywne;j

choroby. Cytokiny oznaczono metodg cytometrii przeptywowej w nadsaczach pohodowlanych (Human Th1/Th2 Cy-

tokine CBA Kit, FACSCalibur, BD Bioscience)

Fig. 1. The example of the cytokine level produced by peripheral blood mononuclear cells cultured for 21 hours and
stimulated with PHA (5 pg/ml). The level of cytokines measured in culture supernatants using cytometric bead array
(Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit, FACSCalibur, BD Bioscience)

wowano kilkakrotnie wigksze wydzielanie cytokin
typu Thl IL-2, IFN-y i TNF-a przez PBMC sty-
mulowane zaré6wno w fazie aktywnej, jak i remisji
choroby w poréwnaniu do 0s6b zdrowych (ryc. 2).
Wytwarzania cytokin o przewazajacym dzialaniu
przeciwzapalnym IL-10 i TGF-B1 po stymulacji
PHA bylo obnizone dwukrotnie u oséb chorych
niezaleznie od fazy choroby (ryc. 3, 4). Wydziela-
nie IL-5 przez komdrki jednojgdrzaste byto
podwyzszone, stezenie IL-4 natomiast nie odbie-
gato od wartosci obserwowanych u os6b zdro-
wych (ryc. 3).

W hodowlach niestymulowanych zaobserwo-
wano wigksze wydzielanie TNF-a u 0séb chorych
niezaleznie od fazy choroby, a takze IFN-y u cho-
rych w fazie remisji. Stezenie IL-10 i TGF-p1 bez
stymulacji bylo znaczagco nizsze u oséb chorych
zaréwno w fazie aktywnej choroby, jak i remisji —
podobnie jak w hodowlach stymulowanych.

Omowienie

Mimo wieloletnich badari nad patogenezg aft
nawracajgcych, wyniki ich nie pozwalajg ani po-
twierdzi¢, ani wykluczy¢ autoimmunizacyjnej teo-
rii rozwoju choroby. Podatnos¢ na choroby auto-
immunizacyjne zalezy od wielu czynnikéw, m.in.

genetycznych i srodowiskowych [10]. Mimo zlo-
zonych mechanizméw kontrolujacych wyksztatce-
nie tolerancji, w organizmie zdrowych oséb znaj-
dujg si¢ autoreaktywne limfocyty T i B, ktdre sg
zdolne do proliferacji w swoistych warunkach. Do
rozwoju autoimmunizacji predysponuje domina-
cja cytokin prozapalnych (IL-2, IL-12, IFN-y
i TNF-a), duze stgzenie autoantygenu (pierwotne
zapalne niszczenie tkanek), zaburzona apoptoza
1 nieprawidlowo dziatajace mechanizmy supresji
obwodowe] z udzialem limfocytéw regulatoro-
wych [11].

W przeprowadzonych badaniach oceniono
profil wydzielania cytokin przez komoérki jednoja-
drzaste krwi obwodowej jako jednego z mozli-
wych czynnikéw predysponujgcych do autoimmu-
nizacji. U chorych z RAU zaobserwowano prze-
wage wytwarzania cytokin typu Thl: IL-2, IFN-y
i TNF-a, przy jednoczesnym obnizonym wydzie-
laniu cytokin o dziataniu przeciwzapalnym: IL-10
i TGF-B1. Wykazane zaburzenia stwierdzono za-
réwno w fazie aktywnej choroby, jak i w fazie re-
misji, co moze sugerowaé obecnos¢ uwarunkowa-
nia genetycznego do wydzielania okreslonego pro-
filu cytokin u 0séb z aftami nawracajacymi. Wyni-
ki obserwacji wtasnych sg zgodne z wczesniejszy-
mi badaniami wydzielanych cytokin u pacjentéw
z aftami nawracajgcymi, przeprowadzonymi me-
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Ryec. 2. Poziom wydzielania cytokin typu Th1 (wartosci srednie + SEM) przez komérki jednojadrzaste krwi obwodowej
w 21-godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)

Fig. 2. Levels of Thl type cytokine production (mean = SEM) by PBMC cultured for 21 hours and unstimulated or
stimulated with PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)
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Ryec. 3. Poziom wydzielania cytokin typu Th2 (wartosci srednie + SEM) przez komérki jednojadrzaste krwi obwodowej
w 21-godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)

Fig. 3. Levels of Th2 type cytokine production (mean = SEM) by PBMC cultured for 21-hours and unstimulated or
stimulated with PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)
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Ryc. 4. Poziom wydzielania TGF-B1 (wartosci srednie + SEM) przez komérki jednojadrzaste krwi obwodowe;j
w 21-godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)

Fig. 4. Level of TGF-B1 production (mean * SEM) by PBMC cultured for 21 hours and unstimulated or stimulated

with PHA (5 pg/ml, 37°C, 5% CO,)

todg PCR i dotyczacymi btony sluzowej jamy ust-
nej zmienionej i niezmienionej chorobowo [9].

Przewaga wydzielania cytokin prozapalnych
przez PBMC krwi obwodowej 1 komorki btony
Sluzowej sprzyja dojrzewaniu komorek dendry-
tycznych pochodzacych z blony sluzowej jamy
ustnej. Takie w pelni dojrzate komérki dendry-
tyczne mogg prezentowac antygeny bakterii sapro-
fitycznych lub autoantygeny limfocytom Th w we-
zlach chtonnych. Nastepstwem jest aktywacja
i ekspansja limfocytéw T oraz ich migracja do bto-
ny sluzowej jamy ustnej. Potwierdzeniem takiej
mozliwosci mogg by¢ badania immunohistoche-
miczne, ktére wykazaty dominujgcg obecnos¢ lim-
focytéw T CD4 i duza ekspresje MHC klasy II we
wczesnych stadiach zmian aftowych [12—14]. Dla-
tego jest prawdopodobne, ze zachwianie réwno-
wagi wydzielania cytokin pro- i przeciwzapalnych
moze by¢ przyczyng rozwoju autoimmunizacji za-
leznej od limfocytéw T i wystapienia aft nawraca-
jacych.

Zaburzenia w wydzielaniu cytokin mogg miec
rowniez wplyw na pobudzenie odpornosci nie-

PiSsmiennictwo

swoistej u chorych z aftami nawracajagcymi nieza-
leznie od fazy choroby, co zostalo wykazane we
wczesniejszych badaniach autoréw [15]. Poziom
wydzielania TNF-a, gléwnego stymulatora ukta-
du odpornosci nieswoistej, byt znacznie podwyz-
szony u chorych zaréwno w fazie aktywnej, jak
i remisji. Niestymulowane komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej od chorych z aftami wytwarzaty
ponadto wigksze ilosci TNF-a niz u os6b zdro-
wych. Swiadczy to o statym wysokim poziomie
wydzielania tej cytokiny w aftach nawracajacych.

Wyniki obecnych badan utatwiajg poszukiwa-
nie skutecznego leczenia aft nawracajacych. Wy-
daje si¢ uzasadnione stosowanie lekéw immuno-
supresyjnych lub wplywajacych na polaryzacje
limfocytéw Th1/Th2 z jednoczesnym monitoro-
waniem stezel cytokin prozapalnych i rownowagi
Th1/Th2 w czasie leczenia. Powyzsze obserwacje
wymagaja dalszych badan z indywidualnym dobo-
rem lekéw 1 oceng wskaznikéw immunologicz-
nych przed i w czasie leczenia.
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