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Streszczenie
Wprowadzenie. Afty nawracające to choroba o niewyjaśnionej etiologii, w której zaburzenia odpowiedzi immu−
nologicznej odgrywają znaczącą rolę. W ostatnich latach sugeruje się udział autoimmunizacji w powstawaniu aft
nawracających. 
Cel pracy. Ocena jednego z czynników predysponujących do rozwoju autoimmunizacji u chorych z aftami nawra−
cającymi. Zbadano typ odpowiedzi immunologicznej oceniając profil wydzielanych cytokin Th1/Th2.
Materiał i metody. Zbadano 12 chorych z aftami nawracającymi w fazie aktywnej i remisji choroby oraz 19 osób
zdrowych. Oznaczono wytwarzanie cytokin IL−2, IFN−γ, TNF−α, IL−4, IL−5, IL−10 oraz TGF−β przez komórki jed−
nojądrzaste krwi obwodowej w hodowlach niestymulownych oraz stymulowanych PHA. Użyto zestawu Human
Th1/Th2 Cytokine CBA Kit do cytometrii przepływowej oraz testu ELISA do oceny TGF−β.
Wyniki. Zaobserwowano znacząco większe wytwarzanie cytokin typu Th1: IL−2, IFN−γ i TNF−α u chorych (za−
równo w fazie aktywnej, jak i remisji choroby) w porównaniu do osób zdrowych. Wydzielanie cytokin typu Th2
było zróżnicowane: stężenie IL−10 było obniżone, IL−5 podwyższone, a IL−4 nie odbiegało od wartości obserwo−
wanych u osób zdrowych. Wytwarzanie cytokiny przeciwzapalnej TGF−β było znacznie obniżone u osób z aftami
nawracającymi niezależnie od fazy choroby.
Wnioski. Wyniki przeprowadzonych badań wskazują na przewagę odpowiedzi typu Th1 u chorych z aftami na−
wracającymi, co może być przyczyną zwiększonej predyspozycji do autoimmunizacji u tych osób (Dent. Med.
Probl. 2004, 41, 4, 655–660). 
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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−γ, TNF−α, IL−4, IL−5, IL−10 and
TGF−β 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 Th1 type cytokines IL−2, IFN−γ and TNF−α
independently of the stage of the disease, whereas the production of the anti−inflammatory cytokines IL−10 and
TGF−β 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 Th1 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 nawracające (RAU – recurrent aphthous
ulcerations) to choroba o niewyjaśnionej etiologii,
w której zaburzenia odpowiedzi immunologicznej
odgrywają znaczącą rolę. W ostatnich latach co
raz częściej bierze się pod uwagę udział autoim−
munizacji w powstawaniu aft nawracających. Ba−
dania nad teorią autoimmunizacyjną rozpoczęły
się w latach sześćdziesiątych ubiegłego stulecia
[1, 2]. Obecnie uważa się, że bakterie kolonizują−
ce jamę ustną, takie jak: Streptococcus sanguis
i Streptococcus mutans, a także ich antygeny mo−
gą być odpowiedzialne za powstawanie aft u osób
predysponowanych [3–5]. Podkreśla się ponadto
rolę wirusów z rodziny Herpesveridae w rozwoju
patologicznej odpowiedzi układu immunologicz−
nego u chorych z aftami nawracającymi [5]. Nie−
znane natomiast pozostają mechanizmy prowadzą−
ce do nieprawidłowej odpowiedzi immunologicznej
w stosunku do powszechnie występujących drobno−
ustrojów jamy ustnej w aftach nawracających.

Cytokiny są jednym z najważniejszych czyn−
ników determinujących rodzaj odpowiedzi immu−
nologicznej, a profil wydzielanych cytokin może
predysponować do rozwoju autoimmunizacji lub
przed nią chronić. Wyróżnia się dwie zasadnicze
grupy cytokin: typu Th1 (IL−2, IL−12, IFN−γ,
TNF−α) i typu Th2 (IL−4, IL−5, IL−10, IL−13) [6].
Cytokiny typu Th1 są odpowiedzialne za indukcję
odpowiedzi prozapalnej typu komórkowego, wy−
twarzanie IgG i predysponują do reakcji autoim−
munizacyjnych, cytokiny natomiast typu Th2 ma−
ją działanie przeciwzapalne, promują odpowiedź
humoralną i wytwarzanie IgE [7]. Należy także
wymienić TGF−β – cytokinę o działaniu przeciw−
zapalnym, która znacząco przyczynia się do ha−
mowania procesów autoimmunizacyjnych i jest
wydzielana głównie przez limfocyty regulatorowe
[8]. Badania przeprowadzone przez Buno et al. [9]
wykazały podwyższone stężenia IL−2, IFN−γ,
TNF−α, IL−4, IL−5 w wycinkach błony śluzowej
klinicznie niezmienionej u chorych z aftami na−
wracającymi w porównaniu do osób zdrowych,
a stężenie IL−10 było podobne w obu grupach.
Wyniki tych badań sugerują, że stężenie podsta−
wowe (baseline) cytokin prozapalnych u osób
z RAU jest wyższe niż u osób zdrowych. 

Celem pracy była ocena profilu wydzielanych
cytokin u chorych z aftami nawracającymi jako
jednego z czynników mogących predysponować
do rozwoju autoimmunizacji. 

Materiał i metody

Do badań zakwalifikowano 12 chorych z ma−
łymi aftami nawracającymi: 7 mężczyzn, 5 kobiet
w wieku 19–56 lat (średnia wieku 38,2 ± 13,08

lat), którzy byli ogólnie zdrowi i nie przyjmowali
leków, a częstotliwość nawrotów aft nie była
mniejsza niż 1 afta w miesiącu. Grupę porównaw−
czą stanowiło 19 osób zdrowych, u których nigdy
nie występowały afty nawracające. Osoby chore
były badane dwukrotnie: w fazie aktywnej i w fa−
zie remisji choroby. Od każdej osoby badanej zo−
stała pobrana krew z żyły łokciowej do probówki
z antykoagulantem. Komórki jednojądrzaste krwi
obwodowej (PBMC – peripheral blood mononuc−
lear cells) zostały wyizolowane poprzez wirowa−
nie na gradiencie stężeń (Lymphoprep; Nycomed
Pharma AS, Norway). Do hodowli PBMC użyto
RPMI 1640 medium (Biomed, Lublin, Poland)
z dodatkiem 10% surowicy zarodków cielęcych
(FCS, Sigma−Aldrich, Saint Louis, USA), 2 mM/l
glutaminy (Gibco, Paisley, UK) i 1% penicyliny
i streptomycyny (Sigma−Aldrich, Saint Louis,
USA). Gęstość PBMC wynosiła 1 × 106 kom./ml.
Komórki jednojądrzaste były hodowane przez 
21 godzin w temperaturze 37°C i 5% CO2 bez
i w obecności fitohemaglutyniny – PHA (5 µg/ml).
Do oznaczenia wydzielania cytokin IL−2, IFN−γ,
TNF−α, IL−4, IL−5, IL−10 użyto zestawu Human
Th1/Th2 Cytokine CBA Kit (Cytometric Bead Ar−
rayTM, BD Biosciences, San Diego, CA) do cyto−
metrii przepływowej. Wydzielanie TGF−β zostało
oznaczone z użyciem zestawu Human TGF−β1
(R&D Systems, Germany) metodą ELISA. Na
przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi.

Dla wszystkich badanych grup wyliczono
wartości średnie, odchylenie standardowe oraz
standardowy błąd średniej (SEM). W celu spraw−
dzenia zgodności uzyskanych wyników w obrębie
grupy z rozkładem normalnym wykorzystano we−
ryfikację statystyczną Kołmogorowa−Smirnowa
z poprawką Lillieforsa. Weryfikację statystyczną
wartości oczekiwanych przeprowadzono testem
U Manna−Whitneya oraz testem serii Walda−Wol−
fowitza. Różnice między fazą aktywną a remisji
choroby oceniono testem kolejności par Wilco−
xona. Wartości p < 0,05 uznano za istotne sta−
tystycznie.

Wyniki

Wydzielanie cytokin przez komórki jednoją−
drzaste krwi obwodowej w hodowli 21−godzinnej
niestymulowanej i stymulowanej mitogenem PHA
odzwierciedla rzeczywisty i potencjalny profil od−
powiedzi immunologicznej u osób badanych. Do
oceny wytwarzania cytokin Th1/Th2 wykorzysta−
no metodę cytometryczną, która umożliwia anali−
zę sześciu cytokin w jednej próbce (ryc. 1). 

U chorych z aftami nawracającymi zaobser−
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Ryc. 1. Przykład analizy stężeń cytokin uwalnianych przez komórki jednojądrzaste krwi obwodowej po stymulacji
PHA (5 µg/ml) w 21−godzinnej hodowli: A – osoba zdrowa, B – osoba z aftami nawracającymi w fazie aktywnej
choroby. Cytokiny oznaczono metodą cytometrii przepływowej w nadsączach 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 µg/ml). The level of cytokines measured in culture supernatants using cytometric bead array
(Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit, FACSCalibur, BD Bioscience)

wowano kilkakrotnie większe wydzielanie cytokin
typu Th1 IL−2, IFN−γ i TNF−α przez PBMC sty−
mulowane zarówno w fazie aktywnej, jak i remisji
choroby w porównaniu do osób zdrowych (ryc. 2).
Wytwarzania cytokin o przeważającym działaniu
przeciwzapalnym IL−10 i TGF−β1 po stymulacji
PHA było obniżone dwukrotnie u osób chorych
niezależnie od fazy choroby (ryc. 3, 4). Wydziela−
nie IL−5 przez komórki jednojądrzaste było
podwyższone, stężenie IL−4 natomiast nie odbie−
gało od wartości obserwowanych u osób zdro−
wych (ryc. 3). 

W hodowlach niestymulowanych zaobserwo−
wano większe wydzielanie TNF−α u osób chorych
niezależnie od fazy choroby, a także IFN−γ u cho−
rych w fazie remisji. Stężenie IL−10 i TGF−β1 bez
stymulacji było znacząco niższe u osób chorych
zarówno w fazie aktywnej choroby, jak i remisji –
podobnie jak w hodowlach stymulowanych.

Omówienie

Mimo wieloletnich badań nad patogenezą aft
nawracających, wyniki ich nie pozwalają ani po−
twierdzić, ani wykluczyć autoimmunizacyjnej teo−
rii rozwoju choroby. Podatność na choroby auto−
immunizacyjne zależy od wielu czynników, m.in.

genetycznych i środowiskowych [10]. Mimo zło−
żonych mechanizmów kontrolujących wykształce−
nie tolerancji, w organizmie zdrowych osób znaj−
dują się autoreaktywne limfocyty T i B, które są
zdolne do proliferacji w swoistych warunkach. Do
rozwoju autoimmunizacji predysponuje domina−
cja cytokin prozapalnych (IL−2, IL−12, IFN−γ
i TNF−α), duże stężenie autoantygenu (pierwotne
zapalne niszczenie tkanek), zaburzona apoptoza
i nieprawidłowo działające mechanizmy supresji
obwodowej z udziałem limfocytów regulatoro−
wych [11].

W przeprowadzonych badaniach oceniono
profil wydzielania cytokin przez komórki jednoją−
drzaste krwi obwodowej jako jednego z możli−
wych czynników predysponujących do autoimmu−
nizacji. U chorych z RAU zaobserwowano prze−
wagę wytwarzania cytokin typu Th1: IL−2, IFN−γ
i TNF−α, przy jednoczesnym obniżonym wydzie−
laniu cytokin o działaniu przeciwzapalnym: IL−10
i TGF−β1. Wykazane zaburzenia stwierdzono za−
równo w fazie aktywnej choroby, jak i w fazie re−
misji, co może sugerować obecność uwarunkowa−
nia genetycznego do wydzielania określonego pro−
filu cytokin u osób z aftami nawracającymi. Wyni−
ki obserwacji własnych są zgodne z wcześniejszy−
mi badaniami wydzielanych cytokin u pacjentów
z aftami nawracającymi, przeprowadzonymi me−
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Ryc. 2. Poziom wydzielania cytokin typu Th1 (wartości średnie ± SEM) przez komórki jednojądrzaste krwi obwodowej
w 21−godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)

Fig. 2. Levels of Th1 type cytokine production (mean ± SEM) by PBMC cultured for 21 hours and unstimulated or
stimulated with PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)

Ryc. 3. Poziom wydzielania cytokin typu Th2 (wartości średnie ± SEM) przez komórki jednojądrzaste krwi obwodowej
w 21−godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)

Fig. 3. Levels of Th2 type cytokine production (mean ± SEM) by PBMC cultured for 21−hours and unstimulated or
stimulated with PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)
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todą PCR i dotyczącymi błony śluzowej jamy ust−
nej zmienionej i niezmienionej chorobowo [9]. 

Przewaga wydzielania cytokin prozapalnych
przez PBMC krwi obwodowej i komórki błony
śluzowej sprzyja dojrzewaniu komórek dendry−
tycznych pochodzących z błony śluzowej jamy
ustnej. Takie w pełni dojrzałe komórki dendry−
tyczne mogą prezentować antygeny bakterii sapro−
fitycznych lub autoantygeny limfocytom Th w wę−
złach chłonnych. Następstwem jest aktywacja
i ekspansja limfocytów T oraz ich migracja do bło−
ny śluzowej jamy ustnej. Potwierdzeniem takiej
możliwości mogą być badania immunohistoche−
miczne, które wykazały dominującą obecność lim−
focytów T CD4 i dużą ekspresję MHC klasy II we
wczesnych stadiach zmian aftowych [12–14]. Dla−
tego jest prawdopodobne, że zachwianie równo−
wagi wydzielania cytokin pro− i przeciwzapalnych
może być przyczyną rozwoju autoimmunizacji za−
leżnej od limfocytów T i wystąpienia aft nawraca−
jących. 

Zaburzenia w wydzielaniu cytokin mogą mieć
również wpływ na pobudzenie odporności nie−

swoistej u chorych z aftami nawracającymi nieza−
leżnie od fazy choroby, co zostało wykazane we
wcześniejszych badaniach autorów [15]. Poziom
wydzielania TNF−α, głównego stymulatora ukła−
du odporności nieswoistej, był znacznie podwyż−
szony u chorych zarówno w fazie aktywnej, jak
i remisji. Niestymulowane komórki jednojądrzaste
krwi obwodowej od chorych z aftami wytwarzały
ponadto większe ilości TNF−α niż u osób zdro−
wych. Świadczy to o stałym wysokim poziomie
wydzielania tej cytokiny w aftach nawracających. 

Wyniki obecnych badań ułatwiają poszukiwa−
nie skutecznego leczenia aft nawracających. Wy−
daje się uzasadnione stosowanie leków immuno−
supresyjnych lub wpływających na polaryzację
limfocytów Th1/Th2 z jednoczesnym monitoro−
waniem stężeń cytokin prozapalnych i równowagi
Th1/Th2 w czasie leczenia. Powyższe obserwacje
wymagają dalszych badań z indywidualnym dobo−
rem leków i oceną wskaźników immunologicz−
nych przed i w czasie leczenia. 
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Ryc. 4. Poziom wydzielania TGF−β1 (wartości średnie ± SEM) przez komórki jednojądrzaste krwi obwodowej 
w 21−godzinnych hodowlach bez pobudzenia (PBMC niestymulowane) i stymulowanych PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)

Fig. 4. Level of TGF−β1 production (mean ± SEM) by PBMC cultured for 21 hours and unstimulated or stimulated
with PHA (5 µg/ml, 37°C, 5% CO2)
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