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Streszczenie
Wprowadzenie. Etiologia aft nawracających nie jest dostatecznie poznana. Wyniki niektórych badań wskazują na
autoimmunizacyjny charakter aft nawracających z obecnością zarówno mechanizmów humoralnych, jak i komór−
kowych świadczących o autoimmunizacji. 
Cel pracy. Ocena obecności niektórych autoprzeciwciał w surowicy chorych z aftami nawracającymi w aktyw−
nej fazie choroby.
Materiał i metody. Zbadano 19 chorych z aftami nawracającymi w aktywnej fazie choroby oraz 20 osób zdro−
wych. Techniką immunofluorescencji pośredniej oceniono obecność autoprzeciwciał przeciw błonie podstawnej,
desmosomom warstwy kolczystej oraz przeciwciał przeciwjądrowych w surowicy chorych. Zbadano ponadto
wpływ surowicy na proliferację i aktywność metaboliczną komórek linii ustalonej HeLa B u pacjentów w aktyw−
nej fazie choroby. 
Wyniki. Wynik dodatni na obecność autoprzeciwciał stwierdzono u 16 spośród 19 przebadanych pacjentów. U 13 cho−
rych wykryto przeciwciała przeciw desmosomom (p < 0,001), u 5 chorych stwierdzono obecność przeciwciał prze−
ciwjądrowych w surowicy, w tym u 2 osób także przeciwciała przeciw błonie podstawnej. Wykryte przeciwciała
w surowicach osób z aftami nawracającymi miały wpływ na zahamowanie proliferacji komórek linii HeLa B w ho−
dowli (p < 0,05). 
Wnioski. Wyniki przeprowadzonych badań wskazują na możliwość współwystępowania podobnego typu przeciw−
ciał w chorobach błony śluzowej o odmiennej symptomatologii klinicznej. Obecność autoprzeciwciał przeciw róż−
nym strukturom nabłonka u chorych z aftami nawracającymi jest kolejnym dowodem na autoimmunizacyjny cha−
rakter choroby (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 661–669). 
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Abstract
Background. Aetiology of recurrent aphthous ulceration (RAU) is still poor explained. Recent studies have sug−
gested possible autoimmune scenario for RAU development with involvement of both humoral and cell–mediated
mechanisms.
Objectives. In this study we analysed the presence of autoantibodies against different antigens of epithelium in
RAU patients in the active stage of the disease.
Material and Methods. Sera were obtained from 19 RAU patients in the active stage of the disease, and 20 heal−
thy individuals. Antibodies against prickle cell desmosomes and basement membrane were detected using tissue sec−
tions of primate tongue and oesophagus. Antibodies against cell nuclei were detected using HEp−2 cells. Presence
of antibodies was detected using indirect immunofluorescence tests. The effect of sera from RAU patients on HeLa
B cell proliferation and metabolism was evaluated using chemiluminescence and colorimetric techniques. 
Results. We detected antibodies against different antigens of epithelium in 16 of 19 tested RAU patients, and 13 of
them were positive for antibodies against desmosomes (p < 0.001). In 5 RAU patients antinuclear antibodies were
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Afty nawracające (RAU – recurrent aphthous
ulceration) to choroba o niewyjaśnionej etiologii.
Mimo iż badania nad patogenezą choroby są pro−
wadzone od wielu lat, wyniki nie pozwalają ani
potwierdzić, ani wykluczyć autoimmunizacyjnego
podłoża choroby. Za tą koncepcją wydaje się prze−
mawiać nawrotowy przebieg choroby z tendencją
do selektywnej migracji komórek immunokompe−
tentnych do miejsca rozwoju afty i wybiórczym
niszczeniem nabłonka oraz przewaga profilu cyto−
kin typu Th1 u chorych, co predysponuje do roz−
woju autoimmunizacji [1, 2]. Podkreśla się ponad−
to rolę czynników zakaźnych w rozwoju aft na−
wracających, gdyż bakterie kolonizujące jamę ust−
ną, takie jak Streptococcus sanguis i Streptococcus
mutans, a także wirusy z rodziny Herpesveridae
mogą stać się celem komórek układu immunolo−
gicznego u osób predysponowanych, generując
proliferację limfocytów autoreaktywnych [3–5]. 

Innym czynnikiem mogącym wskazywać na
autoimmunizacyjny charakter aft nawracających
jest obecność różnego typu autoprzeciwciał w suro−
wicy osób chorych. W badaniach na grupie 88 cho−
rych u 68% wykryto przeciwciała przeciwko ko−
mórkom nabłonka, w grupie osób zdrowych nato−
miast nie odnotowano obecności tych przeciwciał
[6]. Healy et al. [7] badali obecność autoprzeciwciał
charakterystycznych dla zapalenia naczyń u cho−
rych z aftami nawracającymi. Wykazano obecność
przeciwciał przeciwko komórkom śródbłonka
(AECA – antiendothelial cell autoantibodies) u 19
spośród 20 badanych pacjentów z aftami. Ich po−
ziom był wyższy w fazie aktywnej choroby. Prze−
ciwciała skierowane przeciwko cytoplazmie neu−
trofilów (ANCA – antineutrophil cytoplasmic auto−
antibodies) zostały natomiast wykryte tylko u 1
z 20 badanych osób z aftami nawracającymi.
U 17% chorych z aftami wykryto w surowicy także
przeciwciała przeciwko komórkom mięśni gładkich
(ASMA – antismooth muscule autoantibodies),
które nie występowały u osób zdrowych [8].

Choroby o udokumentowanym podłożu auto−
immunizacyjnym w obrębie jamy ustnej, takie jak
pęcherzyca i pemfigoid, zostały zbadane pod kątem
obecności swoistych autoprzeciwciał i odpowiada−
jącym im autoantygenów. Przeciwciała te dotyczą
antygenów desmosomalnych w pęcherzycy i anty−
genów związanych z błoną podstawną w pemfigoi−
dzie [9]. W zależności od rodzaju autoantygenu, ob−

jawy kliniczne tych chorób mogą znacznie się róż−
nić, co daje podstawę do postawienia hipotezy, że
przeciwciała przeciwko różnym strukturom nabłon−
ka mogą występować w innych chorobach błony
śluzowej przebiegających z niszczeniem nabłonka,
także w aftach nawracających. 

Celem pracy była ocena obecności przeciwciał
skierowanych przeciwko desmosomom warstwy
kolczystej, błonie podstawnej oraz przeciwjądro−
wych (ANA – antinuclear antibodies) w surowicy
chorych z aftami nawracającymi w aktywnej fazie
choroby. U chorych wykryto obecność autoprze−
ciwciał przeciw błonie podstawnej i desmosomom
na substratach małpich z błony śluzowej języka
i przełyku, a przeciwciała przeciwjądrowe na ko−
mórkach linii HEp−2 (human epithelial cells). Oce−
niono ponadto wpływ surowic pacjentów w aktyw−
nej fazie choroby na proliferację i aktywność meta−
boliczną komórek linii ustalonej HeLa B. 

Materiał i metody 

Do badań zakwalifikowano 19 chorych z ma−
łymi aftami nawracającymi w aktywnej fazie cho−
roby: 12 mężczyzn, 9 kobiet w wieku 19–56 lat
(średnia wieku 36,8 ± 12,31 lat). Wybrani pacjen−
ci byli ogólnie zdrowi i nie przyjmowali leków,
a częstotliwość nawrotów aft w półrocznym okre−
sie poprzedzającym badania nie była mniejsza niż
jeden epizod w miesiącu. Grupę porównawczą do
badań nad proliferacją i metabolizmem komórek
HeLa B stanowiło 20 osób zdrowych. Od każdej
osoby badanej została pobrana krew z żyły łokcio−
wej do probówki na skrzep. Próbki wirowano
3000 obr./min przez 10 minut w celu uzyskania su−
rowicy. Na przeprowadzenie badań uzyskano zgo−
dę Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medyczne−
go w Łodzi.

Ocena obecności autoprzeciwciał
metodą immunofluorescencji
pośredniej (IIF – indirect 
immunofluorescence)

Do badań metodą immunofluorescencji pośre−
dniej wykorzystano materiały i odczynniki firmy
Euroimmun AG, Luebeck, Germany. Badanie
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present, and 2 of them were also positive for antiepithelial basement membrane. Antibodies detected in sera of
RAU individuals had the inhibitory effect on HeLa B cell proliferation (p < 0.05).
Conclusions. In this study we have shown the coexistence of different antibodies in RAU that are believed to be
specific for bullous dermatoses. Presence of autoantibodies against various epithelial antigens in RAU may prove
an autoimmune background of the disease (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 661–669).

Key words: recurrent aphthous ulceration, autoantibodies, autoimmunity.



przeciwciał skierowanych przeciw desmosomom
i błonie podstawnej przeprowadzono z wykorzy−
staniem dwóch rodzajów substratów: błony śluzo−
wej języka i przełyku małpy. Skrawki substratów,
naniesione na szkiełka podstawowe, inkubowano
przez 30 minut w temperaturze pokojowej z suro−
wicą badaną rozcieńczoną w PBS−Tween (1 : 10).
Odpłukane substraty (PBS−Tween) inkubowano
z poliwalentną surowicą skierowaną przeciwko
ludzkiej immunoglobulinie (kozia immunoglobu−
lina znakowana fluoresceiną – FITC, rozcieńczona
w stosunku 1:10 w PBS−Tween). Zastosowanie
poliwalentnej surowicy jako reagenta wykrywają−
cego przeciwciała związane z substratem pozwoli−
ło na wykrycie swoistych przeciwciał w klasie
IgA, IgG oraz IgM. Kontrolę dodatnią stanowiły
surowice zawierające przeciwciała przeciw błonie
podstawnej oraz desmosomom. 

Ocena obecności przeciwciał przeciwjądro−
wych wykonano technika IIF z wykorzystaniem
jako substratu komórek nabłonkowych linii ustalo−
nej HEp−2, wyprowadzonej z komórek raka krtani.
Komórki HEp−2, naniesione na szkiełka podsta−
wowe, inkubowano 30 minut w temperaturze po−
kojowej z surowicą badaną, rozcieńczoną w PBS−
−Tween (1:100). Odpłukany substrat inkubowano
z poliwalentną surowicą skierowaną przeciwko
ludzkiej immunoglobulinie (kozia immunoglobu−
lina znakowana FITC, rozcieńczona 1 : 10 w PBS−
−Tween). Kontrolę dodatnią stanowiła surowica
zawierająca przeciwciała przeciwjądrowe o homo−
gennym typie świecenia. Miano graniczne metody
wynosiło 1:100. Ocenę obecności związanych au−
toprzeciwciał wykonano mikroskopem fluore−
scencyjnym z przystawką do archiwizacji obrazu
(Carl Zeiss Jena, „Junalumar”).

Hodowla 
komórek HeLa B

Linia komórkowa HeLa B (komórki nabłonko−
we z raka szyjki macicy) została pozyskana z Cen−
trum Wirusologii i Mikrobiologii Polskiej Akademii
Nauk w Łodzi. Komórki HeLa inkubowano z suro−
wicami „świeżymi” oraz inaktywowanymi (56°C,
30 min). Inaktywacja surowicy (heat inactivation)
polegająca na ogrzaniu surowicy do 56°C przez 30
minut, niszczy składniki układu dopełniacza, cytoki−
ny i czynniki wzrostu, pozostawiając nienaruszone
immunoglobuliny klas IgA, IgG i IgM, które w tem−
peraturze 56–60°C są stabilne [10]. Komórki HeLa
B zawieszono w płynie hodowlanym o składzie:
płyn Parkera (45% v/v) (BioMed, Lublin), płyn
Hanksa (45% v/v) (BioMed), surowica cielęca (10%
v/v) (BioMed), anybiotyki (1% penicylina oraz
streptomycyna (Sigma−Aldrich). Zawiesinę ko−

mórek HeLa B o gęstości 5 × 104 kom./ml inkubo−
wano wraz z badanymi surowicami (świeżymi oraz
podanymi uprzednio inaktywacji cieplnej) przez
72 godziny (37°C, 5% CO2) na 96 celkowych płyt−
kach (Nunc A/S, Roskilde, Dania) w stosunku
100 µl zawiesiny komórek do 10 µl surowicy.

Ocena proliferacji
komórek HeLa

Komórki HeLa B inkubowano z badanymi su−
rowicami w warunkach opisanych powyżej. Po
okresie inkubacji oceniono proliferację komórek
HeLa B metodą kolorymetryczną inkorporacji i re−
dukcji enzymatycznej soli WST−8 za pomocą ze−
stawu Cell Counting Kit 8 firmy Alexis, USA. Po−
miar proliferacji wykonano dodając do badanej ho−
dowli 10 µl WST−8 (sól sodowa – 2−2−metoksy−
−4−nitrofenylu)−5−(2,4−disulfofenylu)−2H tetrazoli−
ny) i dokonując pomiaru ekstynkcji w czterech
punktach czasowych (po 1, 2, 3 i 4 godzinach inku−
bacji, 37°C, 5% CO2). Metoda ta jest oparta na re−
dukcji enzymatycznej WST−8, pod wpływem dzia−
łania wewnątrzkomórkowej dehydrogenazy, w roz−
puszczalny w wodzie żółty farmazon. Ilość po−
wstałego barwnego farmazonu jest proporcjonalna
do aktywności enzymu, którego aktywność enzy−
matyczna jest proporcjonalna do liczby komórek.
Ilość żółtego farmazonu zmierzono kolorymetrycz−
nie spektrofotometrem (Labsystems) przy λ – 460
nm (filtr odczytu) i 600 nm (filtr referencyjny).

Ocena aktywności metabolicznej
komórek HeLa

Komórki HeLa B inkubowano z badanymi su−
rowicami w warunkach opisanych wyżej. Po okre−
sie inkubacji oceniono aktywność metaboliczną
komórek HeLa B, mierząc poziom wewnątrzko−
mórkowego 5’adenozyno trifosforanu (ATP)
z użyciem zestawu CytoPro Kit firmy Thermo
Labsystems, Helsinki, Finland. Metoda jest oparta
na założeniu, iż wzrost wydzielania ATP jest cha−
rakterystyczny dla komórek aktywowanych i pro−
liferujących. Do 100 µl zawiesiny komórkowej
dodawano 100 µl enzymu samolyzyny i inkubo−
wano przez 5 minut w temperaturze pokojowej.
Następnie do 180 µl ekstraktu zawierającego ko−
mórkowy ATP dodano 20 µl ATP monitoring rea−
gent (Thermo Labsystems). W reakcji egzoergicz−
nej utleniania D−lucyferyny do oksylucyferyny,
produktem ubocznym są kwanty światła, których
liczba jest wprost proporcjonalna do ilości ATP.
Chemiluminescencja reakcji enzymatycznej utle−
niania D−lucyferyny została zmierzona luminome−
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trem MLX Microtiter Plate Luminometr, Dynex,
USA. Wartość ATP wyrażono w nM.

Analiza statystyczna

Analizę statystyczną autoprzeciwciał w bada−
nej grupie dokonano testem χ2 z przyjętym założe−
niem, iż w populacji osób zdrowych obecność
tych przeciwciał jest < 1%. Z tego względu dla tej
grupy badań za istotne statystycznie przyjęto war−
tości p < 0,001. 

Weryfikację statystyczną wpływu surowicy
osób z aftami nawracającymi na metabolizm i pro−
liferację komórek HeLa B w stosunku do osób
zdrowych przeprowadzono testem t−Studenta
z przyjętym założeniem, iż otrzymany rozkład jest
zgodny z rozkładem normalnym. Wartości p < 0,05
uznano za istotne statystycznie.

Wyniki

Obecność autoprzeciwciał 
w surowicy chorych 
z aftami nawracającymi

Badanie obecności przeciwciał w surowicy
skierowanych przeciw strukturom nabłonka błony
śluzowej został oceniony metodą immunofluore−
scencji pośredniej. Do oceny przeciwciał na
substratach tkankowych małpich zastosowano roz−
cieńczenie surowicy 1:10, a w przypadku oceny
ANA rozcieńczenie wynosiło 1:100. Zestawienie
wyników badań IIF przedstawiono w tabeli 1.

Przeciwciała przeciwjądrowe zostały wykryte
u 5 spośród 19 badanych pacjentów, w tym
u 4 stwierdzono typ świecenia jąderkowy (ryc. 1).
Przeciwciała przeciwko błonie podstawnej, przy
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Numer Rodzaj substratu Obecność
pacjenta (Type of substrate) autoprze−
(Number Hep−2 – miano graniczne błona śluzowa przełyku błona śluzowa języka małpy ciwciał
of ≥ 1:10 małpy – miano graniczne – miano graniczne ≥ 1:10 (Presence
patient) (Hep−2 – titer ≥ 1:10) ≥ 1:10 (primate tongue sections (of auto−

(primate oesophagus sec− – titer ≥ 1:10) anti−

tions – titer ≥ 1:10) bodies)

ANA typ świecenia błona desmosomy błona desmosomy świecenie
(fluorescence podstawna (desmosoms) podstawna (desmosoms) komórkowe
pattern) (basement (basement (cell

membrane) membrane) fluorescence)

1 + jąderkowe – – – – – +
2 + homogenne – + – – – +
3 – – + – + – +
4 – – + – – – +
5 – – – – – – –
6 – – + – – – +
7 + jąderkowe + – – + + (homo− +

genny)
8 – – + – – – +
9 – – – – – – –

10 + jąderkowe – – – – + (jąderkowy) +
11 – – + – – – +
12 + jąderkowe + – – – – +
13 – – + – – + (homo− +

genny)
14 – – + – – – +
15 – – + – + – +
16 – – – – – – –
17 – – + – – – +
18 – – + – – – +
19 – – + – + – +

Σ 5 2 12 0 4 3 16

Tabela 1. Wykaz przeciwciał wykrytych metodą immunofluorescencji pośredniej w surowicy pacjentów z aftami nawra−
cającymi w aktywnej fazie choroby

Table 1. Antibodies detected in sera of RAU patients with active lesions using indirect immunofluorescence tests

(+) – obecne przeciwciała, (–) – przeciwciał nie wykryto.

(+) – antibodies, (–) – no antibodies detected.



wykorzystaniu błony śluzowej przełyku małpy ja−
ko substratu, stwierdzono u 2 chorych, natomiast
na substracie z błony śluzowej języka małpy prze−
ciwciała te były ujemne u wszystkich badanych
(ryc. 2, 3). Należy zaznaczyć, że u tych samych
2 pacjentów wykryto wcześniej przeciwciała prze−

ciwjądrowe, a u jednego z nich także przeciwciała
przeciw desmosomom na substracie pochodzącym
z języka małpy.

Najwięcej dodatnich wyników uzyskano
w przypadku przeciwciał przeciw desmosomom
z użyciem błony śluzowej przełyku małpy jako
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Ryc. 1. Przykład wykrywania przeciwciał przeciwjądrowych w surowicy (rozcieńczenie 1:100) na komórkach Hep−2
jako substrat, metodą IIF: A – pacjent nr 2 (wg tab. 1) – typ świecenia homogenne, B – pacjent nr 1 – typ świecenia
jąderkowe, C – kontrola ujemna. Powiększenie 1250×

Fig. 1. Detection of antinuclear antibodies in sera diluted 1:100 using Hep−2 cells as a substrate for IIF tests (×1250):
A – patient nr 2 (according to table 1) – homogenous fluorescence pattern, B – patient nr 1 – granular fluorescence
pattern, C – negative control

A B C

Ryc. 2. Przykład analizy wykrywania przeciwciał w surowicy (rozcieńczenie 1:10) metodą IIF z użyciem jako sub−
stratu błony śluzowej języka małpy: A – pacjent nr 3 – przeciwciała przeciw desmosomom, B – pacjent nr 13 – świe−
cenie komórkowe homogenne, C – kontrola ujemna. Powiększenie 1250×

Fig. 2. Detection of antibodies in sera diluted 1:10 using primate tongue sections as a substrate for IIF tests (×1250):
A – patient nr 3 – antibodies against desmosoms, B – patient nr 13 – homogenous fluorescence pattern, C – negative
control

A B C



substratu – u 12 chorych stwierdzono obecność
tych przeciwciał (ryc. 3) (p < 0,001). Znacznie
mniejsza liczba dodatnich wyników dla przeciw−
ciał przeciw desmosomom została uwidoczniona
po zastosowaniu błony śluzowej języka małpy ja−
ko substratu (4 pacjentów). Na podkreślenie zasłu−
guje ponadto wykazanie u 3 chorych przeciwciał
ANA na substracie tkankowym z języka małpy,
w tym u 1 z tych pacjentów przeciwciała ANA
wypadły ujemnie we wcześniejszych badaniach na
komórkach HEp−2 (ryc. 2B). Podsumowując, 
u 16 spośród 19 badanych chorych wykryto auto−
przeciwciała, w tym u 4 współwystępowanie
dwóch lub więcej rodzajów przeciwciał. 

Wpływ surowicy 
chorych z aftami nawracającymi 
na metabolizm i proliferację 
komórek HeLa B

Aby sprawdzić, czy wykryte autoprzeciwciała
mają właściwości cytotoksyczne w stosunku do
komórek nabłonkowych, wykonano ocenę prolife−
racji i aktywności metabolicznej komórek HeLa B
w hodowli z surowicami pacjentów będących
w aktywnej fazie choroby. Do badań zastosowano
surowice „świeże” i inaktywowane termicznie, co
powodowało, że inaktywowane zostały składniki
układu dopełniacza, cytokiny i czynniki wzrostu,
a pozostawały jedynie immunoglobuliny.

Wykazano, że na obniżenie proliferacji ko−

mórek HeLa B miały wpływ surowice inaktywo−
wane osób chorych (p < 0,05), a surowice świeże
osób chorych nie wpływały na proliferację ko−
mórek nabłonkowych (ryc. 4). Przeciwnie, surowi−
ce świeże od osób z aftami nawracającymi zwięk−
szały aktywność metaboliczną komórek nabłonko−
wych, mierzoną ilością wewnątrzkomórkowego
ATP (p < 0,05), lecz takiego wpływu nie miały su−
rowice inaktywowane osób chorych (ryc. 5). 

Omówienie

Przełamanie mechanizmów chroniących orga−
nizm przed odpowiedzią immunologiczną w sto−
sunku do własnych antygenów może doprowadzić
do rozwoju autoimmunizacji, w której wiodącą ro−
lę odgrywają autoreaktywne limfocyty T i B. Pro−
duktem pobudzonych autoreaktywnych limfocy−
tów B są przeciwciała skierowane przeciwko wła−
snym antygenom. Takie przeciwciała mogą po−
wstawać pierwotnie, w wyniku przełamania me−
chanizmów tolerancji, i wówczas są przyczyną ni−
szczenia własnych komórek po związaniu do auto−
antygenów. Autoprzeciwciała mogą powstawać
także wtórnie na skutek toczących się procesów
zapalnych lub autoimmunizacyjnych zapoczątko−
wanych przez mechanizmy odpowiedzi komórko−
wej. Dochodzi wówczas do przełamania mechani−
zmu „ignorancji”, ponieważ komórki immuno−
kompetentne w wyniku toczącej się reakcji zapal−
nej mają kontakt z wcześniej niedostępnymi
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Ryc. 3. Przykład wykrywania przeciwciał w surowicy (rozcieńczenie 1:10) metodą IIF z użyciem jako substratu bło−
ny śluzowej przełyku małpy: A – pacjent nr 7 – przeciwciała przeciw błonie podstawnej, B – pacjent nr 6 – przeciw−
ciała przeciw desmosomom, C – kontrola ujemna. Powiększenie 1250×

Fig. 3. Detection of antibodies in sera diluted 1:10 using primate oesophagus sections as a substrate for IIF tests
(×1250): A – patient nr 7 – antibodies against basement membrane, B – patient nr 6 – antibodies against desmosoms,
C – negative control

A B C



(ukrytymi) autoantygenami [11]. Zgodnie z tym
autoprzeciwciała wtórne mogą nie być bezpośre−
dnią przyczyną powstawania objawów chorobo−
wych w przebiegu autoimmunizacji. W ostatnich
latach powiększyła się liczba chorób jamy ustnej,
w patogenezie których udział biorą autoprzeciw−
ciała. Oprócz wcześniej poznanych chorób
o podłożu autoimmunizacyjnym, takich jak: pę−
cherzyca, pemfigoid, choroba Sjögrena czy toczeń
rumieniowaty układowy, dodać można chorobę
Behceta, przewlekłe wrzodziejące zapalenie błony
śluzowej jamy ustnej (CUS), liszaj płaski oraz,
prawdopodobnie, afty nawracające [1, 12].

Obecne badania zmierzały do oceny obecno−
ści autoprzeciwciał skierowanych przeciwko róż−
nym strukturom nabłonka u chorych z aftami na−
wracającymi w aktywnej fazie choroby. Zastoso−
wane metody miały charakter przesiewowy, bez
uwzględnienia zarówno klas wykrywanych prze−
ciwciał, jak i ich swoistości w stosunku do po−

szczególnych antygenów nabłonka. Badania IIF
były wykonywane w najniższych, dopuszczalnych
przez metodę, rozcieńczeniach surowic. W wyni−
ku przeprowadzonych badań wykazano wystę−
powanie przeciwciał przeciwko desmosomom
u 13 z 19 przebadanych osób z aftami nawracają−
cymi (p < 0,001). Przeciwciała klasy IgG przeciw
desmosomom są swoiste dla pęcherzycy i w zależ−
ności od postaci klinicznej choroby mogą reago−
wać z różnymi komponentami desmosomów: de−
smogleiną 1, 2 lub 3, enwoplakiną czy periplakiną
[12]. Przeciwciała przeciw błonie podstawnej,
charakterystyczne dla pemfigoidu, były obecne
tylko u 2 pacjentów. Przeciwciała ANA, które mo−
gą występować w przebiegu wielu chorób o podło−
żu autoimmunizacyjnym, takich jak: toczeń ru−
mienowaty układowy, mieszana choroba tkanki
łącznej (MCTD), reumatoidalne zapalenie sta−
wów, twardzina układowa, zespół Sjögrena, wrzo−
dziejące zapalenie jelit [13], wykryto u 6 chorych
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Ryc. 4. Analiza proliferacji komórek HeLa B hodowa−
nych z surowicami pacjentów z aftami nawracającymi
w aktywnej fazie choroby, u których wykryto auto−
przeciwciała oraz z surowicami osób zdrowych (war−
tości średnie ± SD). Komórki HeLa B inkubowano
przez 72 godz., 37°C, 5% CO2 z surowicami „świeży−
mi” oraz inaktywowanymi (56°C, 30 min). Kontrolę
ujemną stanowiła surowica cielęca (Fetal Calf Serum;
FCS) świeża oraz inaktywowana w takich samych wa−
runkach jak surowica badana

Fig. 4. Effect of sera from RAU patients in the active
stage of the disease with detected autoantibodies and
healthy individuals on HeLa B cell proliferation (mean
± SD). HeLa B cells were incubated for 72 hours,
37°C, 5% CO2 with fresh and inactivated (56°C, 30 min)
sera. Fresh and inactivated fetal calf serum (FCS) was
used as negative control
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* p < 0,05 − różnica istotna statystycznie w porównaniu do grupy kontrolnej
p < 0.05 − statistical significance compared to control group*

Ryc. 5. Analiza aktywności metabolicznej komórek
HeLa B oparta na pomiarze wewnątrzkomórkowego
stężenia ATP, hodowanych z surowicami pacjentów
z aftami nawracającymi w fazie aktywnej choroby,
u których wykryto autoprzeciwciała oraz surowicami
osób zdrowych (wartości średnie ± SD). Komórki He−
La B inkubowano przez 72 godz., 37°C, 5% CO2 z su−
rowicami „świeżymi” oraz inaktywowanymi (56°C, 
30 min). Kontrolę ujemną stanowiła surowica cielęca
(FCS) świeża oraz inaktywowana w takich samych
warunkach jak surowica badana

Fig. 5. Effect of sera from RAU patients in the active
stage of the disease with detected autoantibodies and
healthy individuals on HeLa B cell metabolism mea−
sured as ATP level (mean ± SD). HeLa B cells were
incubated for 72 hours, 37°C, 5% CO2 with fresh and
inactivated (56°C, 30 min) sera. Fresh and inactivated
fetal calf serum (FCS) was used as negative control
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z aftami nawracającymi. U jednego z pacjentów
przeciwciała te zostały wykryte tylko na substracie
tkankowym, z jednoczesnym ujemnym wynikiem
na komórkach HEp−2. Tego typu przeciwciała są
opisywane w przypadku rzadko występującej (rzad−
ko wykrywanej) choroby błony śluzowej jamy ust−
nej, nazwanej chronic ulcerative stomatatis [14]. 

Wykryte autoprzeciwciała mogą mieć charak−
ter przeciwciał pierwotnych, odpowiedzialnych za
powstawanie zmian na błonie śluzowej jamy ust−
nej i będących głównym czynnikiem etiologicz−
nym. Wydaje się jednak bardziej prawdopodobne,
że wykazane przeciwciała mają charakter wtórny,
jako odpowiedź układu immunologicznego na po−
jawienie się nowych autoantygenów na skutek ni−
szczenia błony śluzowej jamy ustnej powodowane
przez inne czynniki etiologiczne. Autoprzeciwcia−
ła powstające wtórnie będą charakteryzować się
niższym mianem i mogą nie brać bezpośredniego
udziału w niszczeniu tkanek. Tłumaczy to brak
objawów podobnych do pęcherzycy w przebiegu
aft nawracających, mimo obecności przeciwciał
przeciw desmosomom.

Do oceny cytotoksyczności przeciwciał obe−
cnych w surowicy osób z RAU w stosunku do ko−
mórek nabłonkowych wykonano testy proliferacji
i metabolizmu komórek HeLa B. Częściowe zaha−
mowanie proliferacji komórek HeLa przez surowi−
ce inaktywowane termicznie, zawierające tylko
immunoglobuliny, wskazuje na niewielką cytoto−
ksyczność przeciwciał chorych z aftami nawraca−
jącymi w stosunku do linii komórek nabłonko−
wych HeLa B. Jest to zgodne z rodzajem wykry−

tych autoprzeciwciał, ponieważ u większości pa−
cjentów wykryto przeciwciała przeciw desmoso−
mom, które wiążą antygeny powierzchniowe ko−
mórek. Obserwowany wzrost metabolizmu we−
wnątrzkomórkowego pod wpływem surowic świe−
żych może być m.in. wynikiem wysokiego stęże−
nia składników układu dopełniacza obserwowany
u tych pacjentów, a także obecności cytokin
i czynników wzrostu w surowicy [15]. Potwierdza
to brak wzrostu ATP w badaniach tych samych su−
rowic, poddanych uprzednio inaktywacji, ponie−
waż składniki dopełniacza, cytokiny i czynniki
wzrostu są białkami wrażliwymi na cieplną inak−
tywację i w badanym układzie doświadczalnym są
nieaktywne. Na podstawie przeprowadzonych ba−
dań trudno jest jednoznacznie odpowiedzieć na
pytanie czy obecność wykrytych autoprzeciwciał
wpływa destrukcyjnie na komórki błony śluzowej
jamy ustnej w warunkach in vivo.

Wyniki badań wskazują na możliwość współ−
występowania niektórych autoprzeciwciał w cho−
robach błony śluzowej jamy ustnej o całkowicie
odmiennym przebiegu klinicznym. Dalsze, bar−
dziej szczegółowe badania z oceną dokładnego
miana przeciwciał, ich klas i swoistości w stosun−
ku do docelowych autoantygenów, przyczynią się
do wyjaśnienia znaczenia autoprzeciwciał w pato−
genezie aft nawracających. 
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