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Streszczenie

Wprowadzenie. Etiologia aft nawracajacych nie jest dostatecznie poznana. Wyniki niektérych badari wskazuja na
autoimmunizacyjny charakter aft nawracajacych z obecnoscia zaréwno mechanizméw humoralnych, jak i komor-
kowych swiadczgacych o autoimmunizacji.

Cel pracy. Ocena obecnosci niektérych autoprzeciwcial w surowicy chorych z aftami nawracajagcymi w aktyw-
nej fazie choroby.

Material i metody. Zbadano 19 chorych z aftami nawracajagcymi w aktywnej fazie choroby oraz 20 oséb zdro-
wych. Technikg immunofluorescencji posredniej oceniono obecnos¢ autoprzeciwcial przeciw btonie podstawnej,
desmosomom warstwy kolczystej oraz przeciwciatl przeciwjadrowych w surowicy chorych. Zbadano ponadto
wplyw surowicy na proliferacj¢ i aktywnos¢ metaboliczng komorek linii ustalonej HeLa B u pacjentow w aktyw-
nej fazie choroby.

Wiyniki. Wynik dodatni na obecnos¢ autoprzeciwciat stwierdzono u 16 sposréd 19 przebadanych pacjentéw. U 13 cho-
rych wykryto przeciwciata przeciw desmosomom (p < 0,001), u 5 chorych stwierdzono obecnos¢ przeciwciat prze-
ciwjadrowych w surowicy, w tym u 2 oséb takze przeciwciala przeciw blonie podstawnej. Wykryte przeciwciata
w surowicach osob z aftami nawracajacymi miaty wptyw na zahamowanie proliferacji komoérek linii HeLa B w ho-
dowli (p < 0,05).

Whioski. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na mozliwos¢ wspétwystepowania podobnego typu przeciw-
cial w chorobach btony sluzowej o odmiennej symptomatologii klinicznej. Obecnos¢ autoprzeciwcial przeciw réz-
nym strukturom nabtonka u chorych z aftami nawracajacymi jest kolejnym dowodem na autoimmunizacyjny cha-
rakter choroby (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 661-669).

Stowa kluczowe: afty nawracajace, autoprzeciwciala, autoimmunizacja.

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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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.

Afty nawracajace (RAU — recurrent aphthous
ulceration) to choroba o niewyjasnione;j etiologii.
Mimo iz badania nad patogenezg choroby sg pro-
wadzone od wielu lat, wyniki nie pozwalaja ani
potwierdzi¢, ani wykluczy¢ autoimmunizacyjnego
podloza choroby. Za tg koncepcja wydaje si¢ prze-
mawia¢ nawrotowy przebieg choroby z tendencja
do selektywnej migracji komérek immunokompe-
tentnych do miejsca rozwoju afty i wybidérczym
niszczeniem nabtonka oraz przewaga profilu cyto-
kin typu Thl u chorych, co predysponuje do roz-
woju autoimmunizacji [1, 2]. Podkresla si¢ ponad-
to rol¢ czynnikdéw zakaZznych w rozwoju aft na-
wracajacych, gdyz bakterie kolonizujgce jame ust-
na, takie jak Streptococcus sanguis i Streptococcus
mutans, a takze wirusy z rodziny Herpesveridae
mogg sta¢ sie celem komoérek uktadu immunolo-
gicznego u os6b predysponowanych, generujac
proliferacje limfocytéw autoreaktywnych [3-5].

Innym czynnikiem mogacym wskazywaé na
autoimmunizacyjny charakter aft nawracajacych
jest obecnos¢ réznego typu autoprzeciwcial w suro-
wicy 0s6b chorych. W badaniach na grupie 88 cho-
rych u 68% wykryto przeciwciala przeciwko ko-
moérkom nabtonka, w grupie oséb zdrowych nato-
miast nie odnotowano obecnosci tych przeciwcial
[6]. Healy et al. [7] badali obecnos¢ autoprzeciwciat
charakterystycznych dla zapalenia naczyi u cho-
rych z aftami nawracajacymi. Wykazano obecnos¢
przeciwcial przeciwko komérkom  srédbtonka
(AECA - antiendothelial cell autoantibodies) u 19
sposréd 20 badanych pacjentéw z aftami. Ich po-
ziom byl wyzszy w fazie aktywnej choroby. Prze-
ciwciala skierowane przeciwko cytoplazmie neu-
trofiléw (ANCA — antineutrophil cytoplasmic auto-
antibodies) zostaly natomiast wykryte tylko u 1
z 20 badanych os6b z aftami nawracajacymi.
U 17% chorych z aftami wykryto w surowicy takze
przeciwciata przeciwko komérkom migsni gtadkich
(ASMA - antismooth muscule autoantibodies),
ktére nie wystgpowaty u 0séb zdrowych [8].

Choroby o udokumentowanym podtozu auto-
immunizacyjnym w obrebie jamy ustnej, takie jak
pecherzyca i pemfigoid, zostaty zbadane pod katem
obecnosci swoistych autoprzeciwcial i odpowiada-
jacym im autoantygenéw. Przeciwciala te dotyczg
antygen6éw desmosomalnych w pecherzycy i anty-
gendéw zwigzanych z blong podstawng w pemfigoi-
dzie [9]. W zaleznosci od rodzaju autoantygenu, ob-

jawy kliniczne tych chor6b mogg znacznie si¢ roz-
nié, co daje podstawe do postawienia hipotezy, ze
przeciwciata przeciwko réznym strukturom nabton-
ka mogg wystepowa¢ w innych chorobach btony
Sluzowej przebiegajacych z niszczeniem nabtonka,
takze w aftach nawracajacych.

Celem pracy byta ocena obecnosci przeciwciat
skierowanych przeciwko desmosomom warstwy
kolczystej, btonie podstawnej oraz przeciwjadro-
wych (ANA — antinuclear antibodies) w surowicy
chorych z aftami nawracajagcymi w aktywnej fazie
choroby. U chorych wykryto obecnos¢ autoprze-
ciwcial przeciw blonie podstawnej i desmosomom
na substratach malpich z blony sluzowej jezyka
i przetyku, a przeciwciata przeciwjadrowe na ko-
morkach linii HEp-2 (human epithelial cells). Oce-
niono ponadto wptyw surowic pacjentéw w aktyw-
nej fazie choroby na proliferacj¢ i aktywnos¢ meta-
boliczng komorek linii ustalonej HelLa B.

Material i metody

Do badan zakwalifikowano 19 chorych z ma-
tymi aftami nawracajagcymi w aktywnej fazie cho-
roby: 12 mezczyzn, 9 kobiet w wieku 19-56 lat
(srednia wieku 36,8 + 12,31 lat). Wybrani pacjen-
ci byli ogdlnie zdrowi i nie przyjmowali lekéw,
a czestotliwos¢ nawrotéw aft w pétrocznym okre-
sie poprzedzajacym badania nie byta mniejsza niz
jeden epizod w miesigcu. Grupe poréwnawczg do
badan nad proliferacjg i metabolizmem komorek
HeLa B stanowito 20 os6b zdrowych. Od kazdej
osoby badanej zostala pobrana krew z zyty tokcio-
wej do probéwki na skrzep. Prébki wirowano
3000 obr./min przez 10 minut w celu uzyskania su-
rowicy. Na przeprowadzenie badar uzyskano zgo-
de Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medyczne-
go w Lodzi.

Ocena obecnosci autoprzeciwcial
metodg immunofluorescencji
posredniej (IIF — indirect
immunofluorescence)

Do badari metodg immunofluorescencji posre-

dniej wykorzystano materialy i odczynniki firmy
Euroimmun AG, Luebeck, Germany. Badanie
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przeciwcial skierowanych przeciw desmosomom
i blonie podstawnej przeprowadzono z wykorzy-
staniem dwéch rodzajéw substratéw: btony sluzo-
wej jezyka i1 przetyku malpy. Skrawki substratéw,
naniesione na szkietka podstawowe, inkubowano
przez 30 minut w temperaturze pokojowej z suro-
wicg badang rozciericzong w PBS-Tween (1 : 10).
Odptukane substraty (PBS-Tween) inkubowano
z poliwalentng surowicg skierowang przeciwko
ludzkiej immunoglobulinie (kozia immunoglobu-
lina znakowana fluoresceing — FITC, rozcieficzona
w stosunku 1:10 w PBS-Tween). Zastosowanie
poliwalentnej surowicy jako reagenta wykrywajg-
cego przeciwciala zwigzane z substratem pozwoli-
to na wykrycie swoistych przeciwcial w klasie
IgA, IgG oraz IgM. Kontrolg¢ dodatnig stanowity
surowice zawierajgce przeciwciala przeciw btonie
podstawnej oraz desmosomom.

Ocena obecnosci przeciwcial przeciwjadro-
wych wykonano technika IIF z wykorzystaniem
jako substratu komdrek nabtonkowych linii ustalo-
nej HEp-2, wyprowadzonej z komérek raka krtani.
Komoérki HEp-2, naniesione na szkietka podsta-
wowe, inkubowano 30 minut w temperaturze po-
kojowej z surowicg badang, rozciericzong w PBS-
-Tween (1:100). Odptukany substrat inkubowano
z poliwalentng surowicg skierowang przeciwko
ludzkiej immunoglobulinie (kozia immunoglobu-
lina znakowana FITC, rozcienczona 1 : 10 w PBS-
-Tween). Kontrole dodatnig stanowila surowica
zawierajgca przeciwciata przeciwjagdrowe o homo-
gennym typie Swiecenia. Miano graniczne metody
wynosito 1:100. Oceng obecnosci zwigzanych au-
toprzeciwcial  wykonano mikroskopem fluore-
scencyjnym z przystawka do archiwizacji obrazu
(Carl Zeiss Jena, ,,Junalumar”™).

Hodowla
komorek HelLLa B

Linia komérkowa HelLa B (komorki nabtonko-
we z raka szyjki macicy) zostala pozyskana z Cen-
trum Wirusologii i Mikrobiologii Polskiej Akademii
Nauk w Eodzi. Komérki HeLLa inkubowano z suro-
wicami ,,Swiezymi” oraz inaktywowanymi (56°C,
30 min). Inaktywacja surowicy (heat inactivation)
polegajaca na ogrzaniu surowicy do 56°C przez 30
minut, niszczy sktadniki uktadu dopelniacza, cytoki-
ny i czynniki wzrostu, pozostawiajac nienaruszone
immunoglobuliny klas IgA, IgG 1 IgM, ktére w tem-
peraturze 56—60°C sg stabilne [10]. Komérki HelLa
B zawieszono w ptynie hodowlanym o skladzie:
ptyn Parkera (45% v/v) (BioMed, Lublin), ptyn
Hanksa (45% v/v) (BioMed), surowica cielgca (10%
v/v) (BioMed), anybiotyki (1% penicylina oraz
streptomycyna (Sigma-Aldrich). Zawiesing ko-

moérek HeLa B o ggstosci 5 x 10* kom./ml inkubo-
wano wraz z badanymi surowicami (§wiezymi oraz
podanymi uprzednio inaktywacji cieplnej) przez
72 godziny (37°C, 5% CO,) na 96 celkowych plyt-
kach (Nunc A/S, Roskilde, Dania) w stosunku
100 pl zawiesiny komoérek do 10 pl surowicy.

Ocena proliferacji
komorek Hel.a

Komérki HeLa B inkubowano z badanymi su-
rowicami w warunkach opisanych powyzej. Po
okresie inkubacji oceniono proliferacj¢ komorek
HeLa B metodg kolorymetryczng inkorporacji i re-
dukcji enzymatycznej soli WST-8 za pomocg ze-
stawu Cell Counting Kit 8 firmy Alexis, USA. Po-
miar proliferacji wykonano dodajac do badanej ho-
dowli 10 pl WST-8 (s6l sodowa — 2-2-metoksy-
-4-nitrofenylu)-5-(2,4-disulfofenylu)-2H tetrazoli-
ny) i dokonujac pomiaru ekstynkcji w czterech
punktach czasowych (po 1, 2, 3 14 godzinach inku-
bacji, 37°C, 5% CO,). Metoda ta jest oparta nare-
dukcji enzymatycznej WST-8, pod wptywem dzia-
tania wewngtrzkomérkowej dehydrogenazy, w roz-
puszczalny w wodzie z6tty farmazon. Ilos¢ po-
wstalego barwnego farmazonu jest proporcjonalna
do aktywnosci enzymu, ktérego aktywnos¢ enzy-
matyczna jest proporcjonalna do liczby komoérek.
Ilos¢ z6éttego farmazonu zmierzono kolorymetrycz-
nie spektrofotometrem (Labsystems) przy A — 460
nm (filtr odczytu) i 600 nm (filtr referencyjny).

Ocena aktywnosci metabolicznej
komorek HeLa

Komérki HeLLa B inkubowano z badanymi su-
rowicami w warunkach opisanych wyzej. Po okre-
sie inkubacji oceniono aktywnos¢ metaboliczng
komoérek Hela B, mierzac poziom wewnatrzko-
moérkowego 5’adenozyno trifosforanu (ATP)
z uzyciem zestawu CytoPro Kit firmy Thermo
Labsystems, Helsinki, Finland. Metoda jest oparta
na zatozeniu, iz wzrost wydzielania ATP jest cha-
rakterystyczny dla komérek aktywowanych i pro-
liferujacych. Do 100 pl zawiesiny komoérkowej
dodawano 100 pl enzymu samolyzyny i inkubo-
wano przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie do 180 pl ekstraktu zawierajacego ko-
moérkowy ATP dodano 20 pl ATP monitoring rea-
gent (Thermo Labsystems). W reakcji egzoergicz-
nej utleniania D-lucyferyny do oksylucyferyny,
produktem ubocznym sg kwanty Swiatta, ktérych
liczba jest wprost proporcjonalna do ilosci ATP.
Chemiluminescencja reakcji enzymatycznej utle-
niania D-lucyferyny zostata zmierzona luminome-
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trem MLX Microtiter Plate Luminometr, Dynex,
USA. Wartos¢ ATP wyrazono w nM.

Analiza statystyczna

Analizg statystyczng autoprzeciwcial w bada-
nej grupie dokonano testem X z przyjetym zatoze-
niem, iz w populacji oséb zdrowych obecnos¢
tych przeciwciat jest < 1%. Z tego wzgledu dla tej
grupy badan za istotne statystycznie przyjeto war-
tosci p < 0,001.

Weryfikacje statystyczng wplywu surowicy
0s0b z aftami nawracajacymi na metabolizm i pro-
liferacj¢ komoérek HelLLa B w stosunku do oséb
zdrowych przeprowadzono testem t-Studenta
z przyjetym zatozeniem, iz otrzymany rozktad jest
zgodny z rozktadem normalnym. Wartosci p < 0,05
uznano za istotne statystycznie.

Wyniki

Obecnos¢ autoprzeciwcial
w surowicy chorych
z aftami nawracajacymi

Badanie obecnosci przeciwcial w surowicy
skierowanych przeciw strukturom nabtonka btony
Sluzowej zostal oceniony metodg immunofluore-
scencji posredniej. Do oceny przeciwcial na
substratach tkankowych matpich zastosowano roz-
cieficzenie surowicy 1:10, a w przypadku oceny
ANA rozcieficzenie wynosito 1:100. Zestawienie
wynikéw badan IIF przedstawiono w tabeli 1.

Przeciwciata przeciwjadrowe zostalty wykryte
u 5 sposréd 19 badanych pacjentéw, w tym
u 4 stwierdzono typ swiecenia jgderkowy (ryc. 1).
Przeciwciata przeciwko blonie podstawnej, przy

Tabela 1. Wykaz przeciwcial wykrytych metodg immunofluorescencji posredniej w surowicy pacjentéw z aftami nawra-

cajacymi w aktywnej fazie choroby

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

Numer Rodzaj substratu Obecnosé
pacjenta (Type of substrate) autoprze-
(Number | pep2 — miano graniczne btona sluzowa przetyku btona sluzowa jezyka malpy ciwcial
of >1:10 malpy — 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 Swiecenia | blona desmosomy | blona desmosomy | Swiecenie
(fluorescence | podstawna (desmosoms)| podstawna | (desmosoms) | komérkowe
pattern) (basement (basement (cell
membrane) membrane) fluorescence)
1 + jaderkowe - - - - - +
2 + homogenne |- + - - - +
3 - - + - + - +
4 - - + - - - +
5 _ _ - - - _ _
6 - - + - - - +
7 + jaderkowe + - - + + (homo- +
genny)
8 - - + - - - +
9 _ _ - - - _ _
10 + jaderkowe - - - - + (jaderkowy) | +
11 - - + - - - +
12 + jaderkowe + - - - - +
13 - - + - - + (homo- +
genny)
14 - - + - - - +
15 - - + - + - +
16 - - - - - - -
17 - - + - - - +
18 - - + - - - +
19 - - + - - +
b2 5 2 12 0 4 3 16

(+) — obecne przeciwciala, () — przeciwcial nie wykryto.

(+) — antibodies, (-) — no antibodies detected.
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A B C

Ryec. 1. Przyktad wykrywania przeciwcial przeciwjgdrowych w surowicy (rozciericzenie 1:100) na komérkach Hep-2
jako substrat, metodg IIF: A — pacjent nr 2 (wg tab. 1) — typ Swiecenia homogenne, B — pacjent nr 1 — typ swiecenia
jaderkowe, C — kontrola ujemna. Powigkszenie 1250x

Fig. 1. Detection of antinuclear antibodies in sera diluted 1:100 using Hep-2 cells as a substrate for IIF tests (x1250):
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. Przyktad analizy wykrywania przeciwcial w surowicy (rozcieficzenie 1:10) metodg IIF z uzyciem jako sub-
stratu btony sluzowej jezyka malpy: A — pacjent nr 3 — przeciwciata przeciw desmosomom, B — pacjent nr 13 — swie-
cenie komérkowe homogenne, C — kontrola ujemna. Powigkszenie 1250x

Fig. 2. Detection of antibodies in sera diluted 1:10 using primate tongue sections as a substrate for IIF tests (x1250):
A — patient nr 3 — antibodies against desmosoms, B — patient nr 13 — homogenous fluorescence pattern, C — negative
control

wykorzystaniu blony sluzowej przetyku matpy ja-
ko substratu, stwierdzono u 2 chorych, natomiast
na substracie z blony sluzowej jezyka malpy prze-
ciwciata te byly ujemne u wszystkich badanych
(ryc. 2, 3). Nalezy zaznaczy¢, ze u tych samych
2 pacjentéw wykryto wczesniej przeciwciata prze-

ciwjadrowe, a u jednego z nich takze przeciwciata
przeciw desmosomom na substracie pochodzacym
z jezyka malpy.

Najwiecej dodatnich wynikow uzyskano
w przypadku przeciwcial przeciw desmosomom
z uzyciem blony sluzowej przetyku malpy jako
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Ryec. 3. Przyktad wykrywania przeciwcial w surowicy (rozciericzenie 1:10) metoda IIF z uzyciem jako substratu bto-
ny Sluzowej przetyku malpy: A — pacjent nr 7 — przeciwciala przeciw btonie podstawnej, B — pacjent nr 6 — przeciw-
ciala przeciw desmosomom, C — kontrola ujemna. Powigkszenie 1250x

Fig. 3. Detection of antibodies in sera diluted 1:10 using primate oesophagus sections as a substrate for IIF tests
(x1250): A — patient nr 7 — antibodies against basement membrane, B — patient nr 6 — antibodies against desmosoms,

C — negative control

substratu — u 12 chorych stwierdzono obecnosé
tych przeciwciat (ryc. 3) (p < 0,001). Znacznie
mniejsza liczba dodatnich wynikéw dla przeciw-
cial przeciw desmosomom zostala uwidoczniona
po zastosowaniu btony Sluzowej jezyka malpy ja-
ko substratu (4 pacjentéw). Na podkreslenie zastu-
guje ponadto wykazanie u 3 chorych przeciwcial
ANA na substracie tkankowym z jezyka malpy,
w tym u 1 z tych pacjentow przeciwciala ANA
wypadtly ujemnie we wczesniejszych badaniach na
komérkach HEp-2 (ryc. 2B). Podsumowujac,
u 16 sposréd 19 badanych chorych wykryto auto-
przeciwciata, w tym u 4 wspétwystepowanie
dwdch lub wigcej rodzajow przeciwcial.

Wplyw surowicy

chorych z aftami nawracajacymi
na metabolizm i proliferacje
komorek HelLa B

Aby sprawdzié, czy wykryte autoprzeciwciata
maja wlasciwosci cytotoksyczne w stosunku do
komoérek nabtonkowych, wykonano ocen¢ prolife-
racji i aktywnosci metabolicznej komoérek HelLLa B
w hodowli z surowicami pacjentéw bedacych
w aktywnej fazie choroby. Do badan zastosowano
surowice ,,swieze” i inaktywowane termicznie, co
powodowalo, ze inaktywowane zostaly sktadniki
uktadu dopelniacza, cytokiny i czynniki wzrostu,
a pozostawaty jedynie immunoglobuliny.

Wykazano, ze na obnizenie proliferacji ko-

moérek HeLLa B miaty wplyw surowice inaktywo-
wane 0s6b chorych (p < 0,05), a surowice Swieze
0s6b chorych nie wptywaty na proliferacje ko-
morek nabtonkowych (ryc. 4). Przeciwnie, surowi-
ce swieze od os6b z aftami nawracajacymi zwigk-
szaty aktywnos¢ metaboliczng komoérek nabtonko-
wych, mierzong iloscia wewngtrzkomoérkowego
ATP (p < 0,05), lecz takiego wptywu nie miaty su-
rowice inaktywowane 0s6b chorych (ryc. 5).

Omowienie

Przetamanie mechanizméw chronigcych orga-
nizm przed odpowiedzig immunologiczng w sto-
sunku do wtasnych antygenéw moze doprowadzi¢
do rozwoju autoimmunizacji, w ktérej wiodaca ro-
le odgrywajg autoreaktywne limfocyty T i B. Pro-
duktem pobudzonych autoreaktywnych limfocy-
tow B sg przeciwciata skierowane przeciwko wta-
snym antygenom. Takie przeciwciala moga po-
wstawaé pierwotnie, w wyniku przelamania me-
chanizmoéw tolerancji, i woéwczas sg przyczyna ni-
szczenia wiasnych komérek po zwigzaniu do auto-
antygendéw. Autoprzeciwciala mogg powstawad
takze wtérnie na skutek toczacych si¢ procesow
zapalnych lub autoimmunizacyjnych zapoczatko-
wanych przez mechanizmy odpowiedzi komérko-
wej. Dochodzi wéwczas do przetamania mechani-
zmu ,ignorancji”’, poniewaz komoérki immuno-
kompetentne w wyniku toczacej si¢ reakcji zapal-
nej majg kontakt z wczesniej niedostepnymi
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proliferacja komérek HeLa B (absorbancja CCK-B; A = 450 nm)
proliferation of the cells HeLa B (absorbance CCK-B; A = 450 nm)
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*p <0,05 - r6znica istotna statystycznie w poréwnaniu do grupy kontrolnej
*p <0.05 - statistical significance compared to control group

Ryc. 4. Analiza proliferacji komérek HeLLa B hodowa-
nych z surowicami pacjentow z aftami nawracajgcymi
w aktywnej fazie choroby, u ktérych wykryto auto-
przeciwciata oraz z surowicami os6b zdrowych (war-
tosci Srednie £ SD). Komérki HelLa B inkubowano
przez 72 godz., 37°C, 5% CO, z surowicami ,,Swiezy-
mi” oraz inaktywowanymi (56°C, 30 min). Kontrole
ujemng stanowita surowica cielgca (Fetal Calf Serum;
FCS) swieza 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 HeL.a B cell proliferation (mean
+ SD). Hela B cells were incubated for 72 hours,
37°C, 5% CO, with fresh and inactivated (56°C, 30 min)
sera. Fresh and inactivated fetal calf serum (FCS) was
used as negative control

(ukrytymi) autoantygenami [11]. Zgodnie z tym
autoprzeciwciata wtérne moga nie by¢ bezposre-
dnig przyczyng powstawania objawOw chorobo-
wych w przebiegu autoimmunizacji. W ostatnich
latach powigkszyla si¢ liczba choréb jamy ustnej,
w patogenezie ktérych udzial biorg autoprzeciw-
ciala. Oprécz wczesniej poznanych chordb
o podlozu autoimmunizacyjnym, takich jak: pe-
cherzyca, pemfigoid, choroba Sjogrena czy toczen
rumieniowaty uktadowy, doda¢ mozna chorobe
Behceta, przewlekte wrzodziejace zapalenie btony
Sluzowej jamy ustnej (CUS), liszaj ptaski oraz,
prawdopodobnie, afty nawracajace [1, 12].
Obecne badania zmierzaly do oceny obecno-
Sci autoprzeciwcial skierowanych przeciwko réz-
nym strukturom nabtonka u chorych z aftami na-
wracajacymi w aktywnej fazie choroby. Zastoso-
wane metody mialy charakter przesiewowy, bez
uwzglednienia zaréwno klas wykrywanych prze-
ciwcial, jak i ich swoistosci w stosunku do po-

ATP (nM)
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sk
; |

.
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surowica surowica inaktywowana
serum inactivated serum

grupa kontrolna (osoby zdrowe) RAU (faza aktywna)
:] control group (healthy m RAU (active stage)

m HeLa + FCS (,,$wiezy” lub inaktywowany)
HeLa + FCS (fresh, inactivates)

*p < 0,05 - réznica istotna statystycznie w poréwnaniu do grupy kontrolnej
*p <0.05 - statistical significance compared to control group

Ryc. 5. Analiza aktywnosci metabolicznej komérek
HeLa B oparta na pomiarze wewnatrzkomérkowego
stezenia ATP, hodowanych z surowicami pacjentéw

z aftami nawracajacymi w fazie aktywnej choroby,

u ktérych wykryto autoprzeciwciata oraz surowicami
0s6b zdrowych (wartosci Srednie = SD). Komérki He-
La B inkubowano przez 72 godz., 37°C, 5% CO, z su-
rowicami ,,Swiezymi” oraz inaktywowanymi (56°C,
30 min). Kontrolg ujemng stanowita surowica cieleca
(FCS) swieza 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 HeL.a B cell metabolism mea-
sured as ATP level (mean + SD). HelLa B cells were
incubated for 72 hours, 37°C, 5% CO, with fresh and
inactivated (56°C, 30 min) sera. Fresh and inactivated
fetal calf serum (FCS) was used as negative control

szczegOlnych antygenéw nablonka. Badania IIF
byty wykonywane w najnizszych, dopuszczalnych
przez metodg, rozcieficzeniach surowic. W wyni-
ku przeprowadzonych badain wykazano wyste-
powanie przeciwcial przeciwko desmosomom
u 13 z 19 przebadanych os6b z aftami nawracajg-
cymi (p < 0,001). Przeciwciata klasy IgG przeciw
desmosomom sg swoiste dla pecherzycy i w zalez-
nosci od postaci klinicznej choroby moga reago-
wacé z réznymi komponentami desmosoméw: de-
smogleing 1, 2 lub 3, enwoplaking czy periplaking
[12]. Przeciwciata przeciw btonie podstawnej,
charakterystyczne dla pemfigoidu, byty obecne
tylko u 2 pacjentéw. Przeciwciata ANA, ktére mo-
g3 wystgpowacé w przebiegu wielu choréb o podto-
zu autoimmunizacyjnym, takich jak: toczef ru-
mienowaty uktadowy, mieszana choroba tkanki
tacznej (MCTD), reumatoidalne zapalenie sta-
woOw, twardzina uktadowa, zesp6t Sjogrena, wrzo-
dziejace zapalenie jelit [13], wykryto u 6 chorych
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z aftami nawracajacymi. U jednego z pacjentow
przeciwciata te zostalty wykryte tylko na substracie
tkankowym, z jednoczesnym ujemnym wynikiem
na komoérkach HEp-2. Tego typu przeciwciala sg
opisywane w przypadku rzadko wystepujacej (rzad-
ko wykrywanej) choroby btony sluzowej jamy ust-
nej, nazwanej chronic ulcerative stomatatis [14].

Wykryte autoprzeciwciala moga mie¢ charak-
ter przeciwcial pierwotnych, odpowiedzialnych za
powstawanie zmian na btonie sluzowej jamy ust-
nej i bedacych gtéwnym czynnikiem etiologicz-
nym. Wydaje si¢ jednak bardziej prawdopodobne,
ze wykazane przeciwciata majg charakter wtérny,
jako odpowiedZ uktadu immunologicznego na po-
jawienie si¢ nowych autoantygenéw na skutek ni-
szczenia btony sluzowej jamy ustnej powodowane
przez inne czynniki etiologiczne. Autoprzeciwcia-
ta powstajace wtérnie bedg charakteryzowac si¢
nizszym mianem i mogg nie bra¢ bezposredniego
udzialu w niszczeniu tkanek. Ttlumaczy to brak
objawéw podobnych do pecherzycy w przebiegu
aft nawracajacych, mimo obecnosci przeciwcial
przeciw desmosomom.

Do oceny cytotoksycznosci przeciwcial obe-
cnych w surowicy oséb z RAU w stosunku do ko-
morek nablonkowych wykonano testy proliferacji
1 metabolizmu komoérek HelLa B. Czgsciowe zaha-
mowanie proliferacji komdrek HelLa przez surowi-
ce inaktywowane termicznie, zawierajace tylko
immunoglobuliny, wskazuje na niewielkg cytoto-
ksycznos¢ przeciwcial chorych z aftami nawraca-
jacymi w stosunku do linii komérek nabtonko-
wych HeLa B. Jest to zgodne z rodzajem wykry-

Pismiennictwo

tych autoprzeciwcial, poniewaz u wigkszosci pa-
cjentéw wykryto przeciwciata przeciw desmoso-
mom, ktére wigzg antygeny powierzchniowe ko-
morek. Obserwowany wzrost metabolizmu we-
wnatrzkomdrkowego pod wptywem surowic Swie-
zych moze by¢ m.in. wynikiem wysokiego steze-
nia sktadnikéw uktadu dopeiniacza obserwowany
u tych pacjentéw, a takze obecnosci cytokin
i czynnikéw wzrostu w surowicy [15]. Potwierdza
to brak wzrostu ATP w badaniach tych samych su-
rowic, poddanych uprzednio inaktywacji, ponie-
waz skladniki dopetniacza, cytokiny i czynniki
wzrostu sg biatkami wrazliwymi na cieplng inak-
tywacj¢ i w badanym uktadzie doswiadczalnym sg
nieaktywne. Na podstawie przeprowadzonych ba-
dari trudno jest jednoznacznie odpowiedzie¢ na
pytanie czy obecnos¢ wykrytych autoprzeciwciat
wplywa destrukcyjnie na komoérki btony sluzowej
jamy ustnej w warunkach in vivo.

Wryniki badann wskazuja na mozliwos¢ wspot-
wystepowania niektérych autoprzeciwcial w cho-
robach blony sluzowej jamy ustnej o catkowicie
odmiennym przebiegu klinicznym. Dalsze, bar-
dziej szczegélowe badania z oceng doktadnego
miana przeciwcial, ich klas i swoistosci w stosun-
ku do docelowych autoantygenéw, przyczynig si¢
do wyjasnienia znaczenia autoprzeciwciat w pato-
genezie aft nawracajacych.
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