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Streszczenie

Wprowadzenie. Afty nawrotowe to choroba btony sluzowej jamy ustnej, charakteryzujaca si¢ wystepowaniem na-
wrotowych bolesnych nadzerek. Etiologia aft nawrotowych jest dotychczas niewyjasniona, nie ma tez skutecznych
srodkéw w leczeniu i zapobieganiu. Udowodniono, ze w patogeneze tej choroby jest zaangazowany uktad immu-
nologiczny. Na podstawie dotychczasowych badain mozna sgdzié, iz neutrofile krwi obwodowej sg zaangazowane
w patogenez¢ aft nawrotowych.

Cel pracy. Celem pracy jest ocena stanu czynnosciowego neutrofili krwi obwodowej, ich wplywu na pojemnos¢
antyoksydacyjng surowicy w patogenezie choroby zaréwno w fazie aktywnej, jak i remisji.

Material i metody. Badaniami obj¢to 20 pacjentéw z aftami nawrotowymi, wystepujacymi przynajmniej raz
w miesigcu oraz 19 zdrowych oséb. Oceniono nastepujgce wskazniki immunologiczne: wytwarzanie reaktywnych
form tlenu (RFT) przez neutrofile metoda chemiluminescencji krwi petnej, catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna
surowicy metodg kalorymetryczng, ekspresje czasteczki adhezyjnej CD11b na neutrofilach oraz ekspresj¢ recepto-
réw TNF-a na neutrofilach metodg cytometrii przeptywowe;j.

Wiyniki. Wykazano wigksze wytwarzanie RFT przez neutrofile spoczynkowe i stymulowane fMLP w poréwnaniu
do grupy os6b zdrowych. Wydzielanie RFT po stymulacji OZ i PMA byto podobne we wszystkich trzech grupach.
Preinkubacja neutrofili z TNF-0 nie wywotata u chorych efektu preaktywacji in vitro. Wykazano obnizenie pojem-
nosci antyoksydacyjnej surowicy u chorych niezaleznie od fazy choroby w poréwnaniu do oséb zdrowych. Stwier-
dzono zwiekszong ekspresj¢ CD11b na neutrofilach spoczynkowych i stymulowanych fMLP u chorych z aftami
w stosunku do grupy poréwnawczej. Wyniki te potwierdzajg przypuszczenie, iz neutrofile oséb chorych znajdujg
si¢ w stanie preaktywacji. Wykazano istotnie nizszg ekspresj¢ receptoréw TNFR-I i TNFR-II na neutrofilach pa-
cjentow z aftami nawrotowymi w poréwnaniu do oséb zdrowych, a takze brak odpowiedzi na dziatanie TNF-a in
vitro w postaci spadku Sredniej ekspresji tych receptoréw na neutrofilach. Nie wykazano istotnych réznic w bada-
nych wskaznikach migdzy fazg aktywng a remisjg choroby.

Whioski. Przeprowadzone badania wskazuja, ze neutrofile krwi obwodowej chorych z aftami nawrotowymi znaj-
dujg si¢ w stanie preaktywacji, co moze by¢ jednym z elementéw przyczyniajgcych si¢ do rozwoju choroby (Dent.
Med. Probl. 2002, 39, 1, 69-77).

Stowa kluczowe: afty nawrotowe, etiologia, neutrofile.

Abstract

Background. Recurrent aphthous ulcers (RAU) is the most common oral disease characterized by repeated deve-
lopment of painful ulcers. The etiology of recurrent aphthous ulcers is still unknown. Many studies have suggested
that this inflammatory disease is the result of abnormal immune response directed toward the oral mucosa. There
is also evidence to suggest that PMN may be activated and may play the role in the RAU pathogenesis.
Objectives. The purpose of the study was to assess peripheral blood neutrophil condition in RAU patients both in
active and in remission stage of the disease.

Material and methods. The study population consisted of 20 RAU patients, who had at least one aphthous lesion
per month and 19 healthy controls. The reactive oxygen intermediates (ROI) production was assessed by means of
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the whole blood luminol-enhanced chemiluminescence, total antioxidant status was analysed in serum using colo-
rimetric method, CD11b and TNFR expression on neutrophils were studied using the flow cytometry method.
Results. The increased ROI production was observed in resting and fMLP stimulated neutrophils of RAU patients
in active and remission stage as compared to healthy controls. OZ and PMA stimulated ROI production was simi-
lar in all groups. After incubation of neutrophils with TNF-a, the phenomen of its priming in vitro was not seen in
RAU. The level of antioxidants was significantly decreased in serum of RAU patients in both active and remission
stage of the disease as compared to controls. The increased expression of CD11b was observed on resting and
fMLP stimulated neutrophils both in active and remission stage of the disease. TNF-receptor expression was de-
creased in resting neutrophils in RAU patients in the two groups as compared to controls. TNF-a did not cause the
decrease of TNFR expression on neutrophils in RAU. No significant changes between active and remission RAU
was found.

Conclusions. The results of this study show that peripheral blood neutrophils are primed in RAU which could ha-

ve an influence on cause of the disease (Dent. Med. Probl. 2002, 39, 1, 69-77).

Key words: recurrent aphthous ulcers, etiology, neutrophils.

Afty nawrotowe to jedna z najczesciej wyste-
pujacych choréb btony sluzowej jamy ustnej, do-
tyczaca 17-50% populacji. Choroba charakteryzu-
je si¢ wystepowaniem bolesnych nadzerek, poja-
wiajacych si¢ zwykle po raz pierwszy w okresie
dziecinstwa lub dojrzewania i nawracajgcych ze
wzrastajacg czestotliwoscig i nasileniem wraz
z wiekiem. Etiologia aft nawrotowych jest dotych-
czas nieznana, pomimo licznych badan zmierzaja-
cych do wyjasnienia. Nie ma tez skutecznych
srodkéw w leczeniu i zapobieganiu tej choroby.
Brane sg pod uwagge czynniki zar6wno miejscowe,
jak i ogdlne, mogace przyczynia¢ si¢ do rozwoju
aft nawrotowych. Wsréd czynnikdw wymienia
si¢: uraz mechaniczny btony Sluzowej, sktad sliny,
dziatanie zwigzkow chemicznych, bakterie, wiru-
sy, srodki spozywcze, niektére choroby ogdlno-
ustrojowe.

W ostatnich latach coraz wigcej badaczy
stwierdza, iz w patogeneze aft nawrotowych jest
zaangazowany ukiad immunologiczny. Potwier-
dza to wiele badan oraz pewna skutecznos¢ nie-
ktérych lekéw immunomodulujgcych w leczeniu
tej choroby. Uwaza si¢, ze czynniki miejscowe
i ogdlne zwigzane z wystgpowaniem aft mogg
przez wplyw na uklad immunologiczny zapoczat-
kowa¢ badZ modulowa¢ przebieg choroby. Do-
tychczasowe badania dotyczace funkcjonowania
uktadu immunologicznego u chorych z aftami sku-
pialy si¢ gléwnie na ocenie wskaznikéw odporno-
Sci swoistej. Zapomina si¢ czg¢sto, ze wazng funk-
cje pelni takze system odpornosci wrodzonej,
ktéry zapoczatkowuje i moduluje pdzniejszg od-
powiedZ nabytg. Neutrofile jako cz¢s¢ odpornosci
wrodzonej, dzigki zdolnosci wytwarzania cytokin,
reaktywnych form tlenu (RFT) i ekspresji antyge-
néw MHC klasy II oddzialujg na pozostate ele-
menty uktadu odpornosciowego, mogg wiec by¢
zaangazowane w rozwdj choroby.

Celem badan byta ocena stanu czynnosciowe-
go neutrofili krwi obwodowej u chorych z aftami
nawrotowymi w fazie aktywnej i remisji choroby.

Material i metody

Badaniami objeto 39 oséb, w tym 20 oséb
z aftami nawrotowymi, pojawiajacymi si¢ przy-
najmniej raz w miesigcu: 11 kobiet i 9 mezczyzn
w wieku 18-56 lat (Srednia wieku 38,2 = 13,08)
oraz 19 zdrowych ochotnikéw, u ktérych nigdy nie
wystepowaly afty nawrotowe.

Chorzy z aftami nawrotowymi byli pacjentami
Zakiadu Choréb Blony Sluzowej Jamy Ustnej
i Przyzebia Instytutu Stomatologii AM w Lodzi
w latach 1999-2000. Dla badanych oséb opraco-
wano specjalng kartg, zawierajacg dane z wywiadu,
badania przedmiotowego i trzymiesi¢cznej obser-
wacji. Na tej podstawie do badait immunologicz-
nych zakwalifikowano osoby, ktére nie zglaszaty
innych choréb i nie przyjmowaty zadnych lekéw.

Do badari pobierano krew zylng z zyty tokcio-
wej systemem zamknietym Vacutiner w objetosci
5 ml do plastikowej proboéwki z heparyng litowg
o koncowym stezeniu 10 U/ml oraz 5 ml na skrzep
do plastikowej probéwki niezawierajgcej antykoa-
gulantéw. Krew do badan od chorych z aftami by-
ta pobierana dwukrotnie: w fazie aktywnej choro-
by (1-3 dziein od chwili pojawienia si¢ zmian)
oraz w fazie remisji (brak zmian).

Badania immunologiczne zostaly wykonane
w Zaktadzie Immunologii Klinicznej Instytutu
Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.

Ocena wytwarzania RFT
przez neutrofile

Badania przeprowadzono metodg chemilumi-
nescencji zaleznej od luminolu w krwi petnej za
pomocg aparatu MLX Microtiter Plate Lumino-
metr (Dynex). Oceniano chemiluminescencj¢ spon-
taniczng oraz stymulowang fMLP (2 x 10 M),
opsonizowanym zymosanem (0,3 mg/ml) i PMA
(200 ng/ml). W celu wywotania efektu preakty-
wacji neutrofili in vitro zastosowano dodatko-
wy uktad, w ktéorym probki byty inkubowane
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z TNF-a (10 ng/ml) przez 15 minut w tempera-
turze pokojowe;j.

Wartosci chemiluminescencji krwi peinej sko-
rygowano o bezwzgledng liczbe neutrofili oraz
stezenie hemoglobiny i wyrazono w umownych
jednostkach luminescencji RLUmax (relative light
units max).

W celu uwidocznienia wpltywu TNF-a na
wielkos¢ wytwarzania RFT w poszczegélnych
grupach, obliczono wartosci procentowych zmian
w wytwarzaniu RFT komoérek poddanych dziata-
niu TNF-a w stosunku do neutrofili nieinkubowa-
nych w obecnosci tej cytokiny. Uzyskane wielko-
Sci pomniejszono o wartos¢ wynikajacg ze stymu-
lujacych wiasciwosci TNF-a, wedtug wzoru:

wskaznik preaktywacji =
— DDCLTNF—G + fMLP + CLspoczynkowe -CL
U CLawp

Ocena calkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej surowicy

Oceng calkowitej pojemnosci antyoksydacyj-
nej surowicy przeprowadzono metoda koloryme-
tryczng opartg na redukcji powstawania kationo-
-rodnika ABTS°* [kation 2, 2’-azydo-bis (3-etylo-
benzotiazolino-6-sulfonowy)], ktéra zachodzi pod
wplywem antyutleniaczy zawartych w przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej. Badanie przeprowadzono
z uzyciem odczynnikéw firmy Randox Lab. UK.
Odczyt absorbancji probek badanych i standardow
przeprowadzono metodg jednopunktowego pomia-
ru przy dlugosci fali 630 nm. Stezenia antyutlenia-
czy wyliczono na podstawie wzorca i réznicy po-
migdzy absorbancja po dodaniu substratu a poczat-
kowg. Wyniki wyrazono w jednostkach mmol/l.

Ocena ekspresji czasteczki
adhezyjnej CD11b oraz
receptorow dla TNF-a TNF-RI
i TNF-RII na neutrofilach

Oceng¢ wykonano metodg immunofluorescen-
cyjnego znakowania petnej krwi. Ekspresj¢ czg-
steczki CD11b oceniano na neutrofilach spoczyn-
kowych i stymulowanych fMLP (10 M przez
20 minut w temperaturze pokojowej). Ekspresje
receptorow TNF-RI i TNF-RII oceniano na neutro-
filach spoczynkowych i inkubowanych z TNF-a
(10 ng/ml przez 15 minut w temperaturze pokojo-
wej). 100 pl krwi mieszano i inkubowano z odpo-
wiednig iloScig przeciwcial monoklonalnych an-
ti-CD11b-FITC (Becton-Dickinson) oraz anti-

spoczynkowe + TNF-a X 10(% _ 100
g

TNF-RI znakowanych fluoresceing lub anti-
TNF-RII znakowanych fikoerytryng (R&D). Ery-
trocyty usuwano przez dodanie do prébek ptynu
lizujacego (Becton-Dickinson), 10-minutowej in-
kubacji 1 wyplukaniu. Nastepnie probki utrwala-
no 1% paraformaldehydem. Analiz¢ prébek prze-
prowadzono cytometrem przeptywowym FACS-
-Calibur z argonowym laserem (Becton-Dickin-
son). Do analizy wynikéw uzyto programu
WinMDI 2.7. Wyniki wyrazono jako Srednig war-
tos¢ immunofluorescencji (MFI — mean fluore-
scent intensity).

W celu uwidocznienia wptywu TNF-a na po-
ziom ekspresji jego receptorow na neutrofilach
w poszczegllnych badanych grupach, obliczono
wartosci procentowych zmian w ekspresji TNF-R
komérek poddanych dziataniu TNF-0 w stosunku
do neutrofili nieinkubowanych w obecnosci tej cy-
tokiny wedlug wzoru:

wskaznik spadku ekspresji TNF-R =

_ TNF-R po inkubacji z TNF-a

=100 TNE-R

x 100.

Analiza statystyczna

Dla wszystkich ocenianych wskaznikéw w ob-
rebie grup badanych obliczono wartos¢ srednig,
odchylenie standardowe (SD). Do weryfikacji sta-
tystycznej wartosci oczekiwanych zastosowano
nastepujace testy: #-Studenta (wariancje jednako-
we), Cohrana-Coxa (wariancje rézne), Manna-
-Whitne’a dla rozktadéw nieparametrycznych oraz
-Studenta dla zmiennych powigzanych.

Za poziom istotny statystycznie przyjeto
p < 0,05. Analize statystyczng przeprowadzono
programem Statistica 5.0 PL.

Wyniki

Wydzielanie reaktywnych form
tlenu przez neutrofile

Badania oceniajace stan aktywacji neutrofili
na podstawie produkcji reaktywnych form tlenu
przeprowadzono na komoérkach spoczynkowych
i stymulowanych w uktadzie bez i po preaktywa-
cji z TNF-a. Wyniki wyrazone w jednostkach
RLUmax przedstawiono w tabeli 1.

Analiza wartosci wykazata, iz neutrofile spo-
czynkowe i stymulowane fMLP os6b chorych
w fazie aktywnej i okresie remisji wytwarzaty
wieksze ilosci RFT w poréwnaniu do oséb zdro-
wych. Wartosci chemiluminescencji po stymulacji



72

N. LEwkKowICZ et al.

Tabela 1. Analiza wartosci wytwarzania reaktywnych form tlenu przez neutrofile spoczynkowe i stymulowane fMLP, OZ
i PMA pacjentéw w fazie aktywnej i remisji choroby oraz oséb zdrowych

Table 1. The average values of reactive oxygen intermediates production by resting or stimulated neutrophils in patients and

controls
Bez inkubacji Neutrofile fMLP (074 PMA
TNF-a niestymulowane
Inkubacja
TNF-a
Osoby zdrowe - 0,43%0,24 0,73£0,32 3,96+1,46 2,93+0,99
+ 0,73£0,34 21,42+0,50 3,96+1,20 3,09+1,13
Pacjenci z aftami nawrotowymi - *0,9440,61 *1,51+0,89 3,66+1,75 2,49+1,21
— faza aktywna choroby + *1,33+0,62 1,68+1,02 4,09+2,18 2,79+1,97
Pacjenci z aftami nawrotowymi - *0,64+0,24 *1,33+0,73 4,56+2,83 2,32+2,14
— faza remisji choroby + *#1,03+0,68 1,25+0,80 3,83+2,12 *2,11+1,46

“p < 0,05 réznica istotna statystycznie pomigdzy komérkami spoczynkowymi a inkubowanymi z TNF-a i stymulowanymi

fMLP w obregbie grupy.

*p < 0,05 w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych.
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Ryc. 1. Analiza wptywu TNF-a na wytwarzanie RFT przez neutrofile stymulowane fMLP 0s6b chorych na afty nawrotowe

w fazie aktywnej i remisji choroby oraz oséb zdrowych

Fig. 1. Effect of TNF-a on ROI production by fMLP stimulated neutrophils in active and remission RAU and controls

opsonizowanym zymosanem (OZ) i PMA byly
zblizone we wszystkich trzech grupach.

Neutrofile oséb chorych inkubowane z TNF-
o w uktadzie bez stymulacji generowaly wigksze
ilosci RFT w poréwnaniu do grupy oséb zdro-
wych. Powyzsze obserwacje dotyczyly oséb cho-
rych, niezaleznie od fazy choroby. Wartosci che-
miluminescencji neutrofili stymulowanych fMLP
lub OZ w powyzszym uktadzie badawczym nie
r6znity si¢ istotnie u wszystkich badanych. Po sty-
mulacji PMA neutrofili inkubowanych z TNF-
o zaobserwowano spadek wytwarzania RFT
w grupie oséb chorych w fazie remisji w poréw-
naniu do 0s6b zdrowych, wartosci w grupie os6b
chorych w fazie aktywnej nie réznily si¢ nato-
miast istotnie od wartosci w grupie oséb zdro-
wych.

W warunkach prawidlowych TNF-a powodu-
je zwigkszong odpowiedZ granulocytéw na fMLP.

Poréwnanie wartosci chemiluminescencji neutrofi-
li stymulowanych fMLP z wartosciami CL po in-
kubacji komoérek z TNF-a i stymulacji fMLP dla
poszczegblnych badanych grup umozliwia oceng
zdolnosci neutrofili do przejsScia w stan preaktywa-
cji. W tym celu wyliczono wskaznik oceniajacy
zdolnos¢ neutrofili do preaktywacji pod wptywem
TNF-a. U 0séb zdrowych wytwarzanie RFT po in-
kubacji neutrofili z TNF-a i stymulacji fMLP
wzrasta 0 54,1% w poréwnaniu do neutrofili bez
preaktywacji, podczas gdy u os6b chorych w fazie
aktywnej zaobserwowano spadek wydzielania
RFT 0 12,9%, a w fazie remisji 0 22,8 % (ryc. 1).

Calkowita pojemnosé
antyoksydacyjna surowicy

Analiza catkowitej pojemnosci antyoksydacyj-
nej surowicy wykazata obnizone wartosci w grupie
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chorych zaréwno w fazie aktywnej (p < 0,0001),
jak 1 w fazie remisji (p = 0,009) w poréwnaniu do
0s6b zdrowych. Srednia wartosé catkowitej pojem-
nosci antyoksydacyjnej jest nieznacznie wyzsza
u pacjentdw w fazie remisji choroby w poréwnaniu
do wartosci obserwowanej w fazie aktywnej, nie sg
to jednak réznice istotne statystycznie. Zestawienie
Srednich wartosci catkowitej pojemnosci antyoksy-
dacyjnej surowicy * SD w badanych grupach
przedstawiono na rycinie 2.

Ekspresja czasteczki adhezyjnej
CD11b na neutrofilach

Oceniajac ekspresj¢ CD11b na neutrofilach spo-
czynkowych i stymulowanych fMLP, zaobserwowa-
no zwiekszong ekspresje¢ czasteczki adhezyjnej na
neutrofilach  spoczynkowych 1 stymulowanych
fMLP 0s6b chorych w obu grupach w poréwnaniu

do grupy oséb zdrowych (tab. 2). Ekspresja
CD11b na neutrofilach spoczynkowych w fazie ak-
tywnej wyniosta 1263,4+447.33, w fazie remisji
1244,1 + 492,06 i w grupie 0s6b zdrowych 895,0 +
+455,00. Po stymulacji fMLP ekspresja CD 11b wy-
niosta 2757,1 + 526,75 w fazie aktywnej, 3241,6 £
+ 298,52 w fazie remisji i 1825,0 = 1025,00 w grupie
0s6b zdrowych.

W celu oceny wptywu fMLP na ekspresje
CDI11b na neutrofilach dla badanych grup, obli-
czono wskaznik wzrostu ekspresji czasteczki ad-
hezyjnej po stymulacji fMLP. WskaZnik ten miat
najwyzsze wartosci w grupie os6b chorych w fazie
remisji choroby (2,93+0,944). U chorych w fazie
aktywnej wskaznik byt takze znaczaco wyzszy
w poréwnaniu do oséb zdrowych (2,390,809 vs
2,04+0,500). Zestawienie Srednich wartosci + SD
w badanych grupach wraz z poziomami istotnosci
przedstawiono na rycinie 3.
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1,9 1
g *
B 1,8 1
©
=S
2 1,7 1
= 1,6
£
BE 15
ZE
5 14;
o
o
S 1,3 1
B
=< 121
©
o
1,1
1,0

osoby z aftami nawrotowymi osoby z aftami nawrotowymi osoby zdrowe

— faza aktywna

— faza remisji

Ryec. 2. Analiza srednich wartosci catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej surowicy pacjentéw chorych na afty nawrotowe

i 0s6b zdrowych

Fig. 2. The average values of total antioxidant status of serum in RAU and controls
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Ryec. 3. Analiza srednich wartosci wskaznika CD11b fMLP/CD11b u chorych na afty nawrotowe i u oséb zdrowych
Fig. 3. The average values of CD11b fMLP/CD11b index in RAU and controls
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Ekspresja receptorow TNF-a
TNF-RI i TNF-RII
na neutrofilach

Ekspresje receptoréw TNF-RI i TNF-RII oce-
niono na neutrofilach spoczynkowych i uprzednio
inkubowanych z TNF-a. Wykluczono mozliwos¢
wplywu inkubacji neutrofili z TNF-a na blokowa-
nie dostgpu przeciwcial monoklonalnych do
miejsc wigzacych receptory.

Wykazano istotnie nizsza ekspresje recepto-
row TNF-RI i TNF-RII na neutrofilach spoczyn-
kowych pacjentéw z aftami nawrotowymi w obu
grupach w poréwnaniu do oséb zdrowych (tab. 2).
Inkubacja komoérek z TNF-0 wywolata spadek
ekspresji receptorow we wszystkich grupach. Po
inkubacji neutrofili z TNF-a poziom ekspresji re-
ceptora TNF-RI byt podobny we wszystkich
trzech grupach, ekspresja receptora TNF-RII
w grupie pacjentéw z aftami byta natomiast istot-
nie nizsza, w porownaniu do os6b zdrowych. Obli-
czono procentowy spadek ekspresji receptoréw

TNF-a po zadziataniu tej cytokiny w stosunku do
komoérek spoczynkowych dla poszczegdlnych
grup (ryc. 4). Zaobserwowano, ze najwigkszy spa-
dek sredniej ekspresji tych receptoréw nastapit
u 0séb zdrowych (o 36,2% receptora TNF-RI
i 24,2% receptora TNF-RII), u 0s6b chorych eks-
presja receptoréw obnizyla si¢ natomiast zaledwie
0 18,4% w fazie aktywnej i 15,6% w fazie remisji
—receptora TNF-RI oraz 0 9,4% w fazie aktywnej
i4,7% w fazie remisji — receptora TNF-RIL.

Omowienie

Etiologia aft nawrotowych jest nieznana, dla-
tego tez leczenie zmian jest objawowe i niewystar-
czajaco skuteczne. W powstawaniu choroby upa-
truje si¢ znaczgcy udzial uktadu immunologiczne-
go. Neutrofile sg istotnym elementem wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej organizmu. Sg one
zdolne nie tylko do indukcji i modulacji odpowie-
dzi immunologicznej, ale réwniez do aktywacji
nabytej odpowiedzi immunologicznej. Dowie-

Tabela 2. Analiza srednich wartosci ekspresji receptorow CD11b, TNF-RI i TNF-RII na komérkach spoczynkowych
i stymulowanych pacjentéw z aftami nawrotowymi i 0séb zdrowych

Table 2. The expression of CD11b, TNF-RI and TNF-RII on resting and stimulated neutrophils in RAU and controls

Pacjenci z aftami nawrotowymi Pacjenci z aftami nawrotowymi Osoby zdrowe
— faza aktywna choroby — faza remisji choroby
CDl11b 1263,4+447,33% 1244,1+492,06* 895,0+455,01
CD11b/fMLP 2757,1£526,75%* 3241,6+298,52* 1825,0+1025,24
TNF-RI 24,0+3,30* 23,3+3,82% 28,3+4,32
TNF-RI/TNF-a 19,1+2,82 19,0+2,21 18,0+2,96
TNF-RIL 59,7+21,80* 61,5+11,08* 98,45+10,12
TNF-RII/TNF-a 58,8+11,42%* 58,0+10,87* 74,6+8,43
* p<0,05 w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych.

5 457 *p < 0,05 w poréwnaniu do

[ grupy os6b zdrowych
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Ryec. 4. Analiza procentowego spadku ekspresji receptoréw TNF-RI i TNF-RII na neutrofilach po inkubacji z TNF-a
w poréwnaniu do komérek spoczynkowych u 0séb zdrowych i pacjentéw z aftami nawrotowymi w fazie aktywnej

i remisji choroby

Fig. 4. Effect of TNF-a on percentage decrease of TNF-RI and TNF-RII expression on eutrophils in RAU and controls
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dziono, ze od stanu czynnosciowego neutrofili za-
lezy zar6wno poprawnos¢ odpowiedzi organizmu
na patogeny, jak i prawidlowos¢ funkcjonowania
uktadu immunologicznego w stosunku do wtas-
nych antygenéw. Wynika to z faktu, iz neutrofile
przez system cytokin, reaktywnych form tlenu
i azotu oraz substancji zawartych w ziarnisto-
Sciach mogg indukowaé odpowiedZ zalezng od
limfocytéow [1-3].

Badanie wytwarzania RFT przez neutrofile
jest jednym z najwazniejszych testdéw czynnoscio-
wych oceniajacych prawidlowos¢ funkcjonowania
tych komérek. Ocena receptoréw powierzchnio-
wych neutrofili w badaniach diagnostycznych mo-
ze by¢ miarg aktywacji komdrki. Badania wtasne
wybranych wskaznikéw neutrofili byty prowadzo-
ne z zastosowaniem metod umozliwiajacych ich
ocen¢ we krwi pelnej, co w przypadku tych nie-
zwykle czulych na czynniki zewng¢trzne komoérek
eliminowato mozliwos¢ ich aktywacji w czasie
izolacji.

Jak wynika z uzyskanych danych, neutrofile
krwi obwodowej chorych z aftami znajdujg si¢
w stanie preaktywacji. Przemawiajg za tym wyz-
sze wartosci wydzielania RFT przez neutrofile
spoczynkowe i stymulowane fMLP os6b chorych,
a takze brak odpowiedzi na TNF-0 w warunkach
in vitro.

Weczesniejsze badania dotyczgce poziomu wy-
twarzania O, przez neutrofile krwi obwodowej
wykazaly obnizong produkcje u oséb chorych
w poréwnaniu z osobami zdrowymi [4]. Przeciw-
stawne wyniki otrzymane przez Ueta moga wyni-
ka¢ z zastosowanej metodyki badan, opartej na
ocenie produkcji O, przez neutrofile izolowane.
Wykazano bowiem, ze sam proces izolacji ko-
morek doprowadza do ich aktywacji [5-7]. Zwa-
Zywszy na to, ze niestymulowane neutrofile krwi
obwodowej wydzielajg zwigkszone ilosci RFT, ich
izolacja, a nastepnie stymulacja fMLP lub PMA
mogg doprowadzi¢ do braku wzrostu wydzielania
RFT i w stosunku do neutrofili os6b zdrowych na
skutek ,,wypalenia si¢” komorek.

Aby okreslic wptyw wysokich wartosci RFT
wytwarzanych przez neutrofile chorych z aftami na-
wrotowymi na barier¢ antyoksydacyjng krwi obwo-
dowej, wykonano badania oceniajace catkowitg po-
jemnos¢ antyoksydacyjng osocza. Obnizone warto-
sci pojemnosci antyoksydacyjnej u pacjentéw
z aftami sg prawdopodobnie skutkiem przewlekle
utrzymujacego si¢ niezaleznie od fazy choroby,
podwyzszonego stezenia RFT.

Bezposrednie nastepstwa zwigzane ze zwigk-
szonym wydzielaniem RFT i zalamaniem bariery
antyoksydacyjnej dotyczg peroksydacji lipidow
zar6wno elementéw Scian komorkowych, jak
i frakcji lipoprotein osocza, uszkodzenia bialek

poprzez modyfikacj¢ reszt aminokwasowych,
agregacje lub fragmentacje czasteczek biatko-
wych, uszkodzenia zasad nukleinowych, reszt cu-
krowych lub powstawania peknigé nici kwaséw
nukleinowych. Procesy te doprowadzaja do zabu-
rzenia funkcji komoérek, zmian antygenéw po-
wierzchniowych oraz mutacji. Posrednie dziatanie
RFT polega na oddziatywaniu ich dalszych form,
powstatych w toku przemian wolnorodnikowych
(chloraminotauryny, kwasu podchlorowego, jonu
nadtlenoazotynowego, trdjtlenku azotu), na trans-
dukcje sygnalu wewnagtrzkomérkowego komorek
immunokompetentnych, m.in. komérek prezentu-
jacych antygen, limfocytéw B i T [2, 8, 9]. Dziata-
nie to zwigzane jest m.in. z aktywacja jadrowych
czynnikéw transkrypcyjnych NF-KB, AP-1 odpo-
wiedzialnych za indukcj¢ wytwarzania cytokin pro-
zapalnych: IL-1, IL-6, IL-8, INF-a, TNF-a [10-12].

Wykazana w obecnych badaniach wysoka
ekspresja CD11b na neutrofilach spoczynkowych
i stymulowanych fMLP u chorych obydwu grup
wskazuje rowniez na preaktywacj¢ komorek in vi-
vo. Czasteczka CDI11b jest podjednostkg wcho-
dzaca w sklad receptora dla sktadnika C3 dopet-
niacza. Wysoka ekspresja CR3 na powierzchni
neutrofili przyczynia si¢ do wzrostu adhezji ko-
morek i ich zdolnosci fagocytarnych.

Weczesniejsze prace z tego zakresu wskazywa-
ty, Ze migracja spontaniczna i chemotaksja neutro-
fili jest podobna w grupie chorych z RAU i 0s6b
zdrowych [13], a adherencja stymulowanych neu-
rofili jest wigksza u chorych z aftami nawrotowy-
mi [14]. Pé7Zniejsze doniesienia sugerowaty zabu-
rzenie funkcji neutrofili polegajace na obnizonej
migracji spontanicznej i ostabionej fagocytozie
u chorych zar6wno w fazie aktywnej, jak i w fazie
remisji choroby [15]. Wymienione badania funkcji
neutrofili byly prowadzone na komérkach izolo-
wanych, ktére ponadto byly poddawane diugim
okresom inkubacji (18-24 h), co w przypadku
neutrofili oséb chorych moglo wplynagé na wy-
czerpanie mozliwosci czynnosciowych komoérek
i ich stabg odpowiedZ w warunkach in vitro.

W badaniach wilasnych wykazano obnizong
ekspresje receptorow dla TNF-a na powierzchni
neutrofili, co moze si¢ wigza¢ z ekspozycjg in vi-
vo tych komoérek na czynniki aktywujace np.:
TNF-a, LPS, IL-8, w wyniku czego dochodzi do
zluszczenia bad7 internalizacji receptoréw. Ten
mechanizm regulacyjny powoduje ograniczenie
dziatania TNF-a na neutrofile [16-19].

Analiza wybranych wskaznikéw czynnosci
neutrofili krwi obwodowej u chorych zaréwno
w fazie aktywnej, jak i w remisji choroby pozwo-
lita na potwierdzenie hipotezy o zaangazowaniu
wrodzonych mechanizméw obrony organizmu
w patogeneze choroby o podtozu zapalnym. Brak
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powrotu ocenianych wskaznikéw immunologicz-
nych w fazie remisji do wartosci obserwowanych
u 0s6b zdrowych moze wynikac z przebiegu cho-
roby u oséb zakwalifikowanych do badan, gdyz
byly to osoby ze szczegdlnie cigzkg postacig aft
nawrotowych. Wydaje sie, iz faza bezobjawowa
u badanych chorych jest okresem zapoczgtkowa-
nia kolejnego rzutu choroby. Brak poprawy wska-
Znikoéw immunologicznych pomigdzy okresem re-
misji a fazg aktywna choroby moze ponadto
Swiadczy¢ o nieprawidlowym dziataniu mechaniz-
mow supresyjnych, biorgcych udziat w samoogra-
niczaniu si¢ procesu zapalnego.

Niezaleznie od tego, czy brak normalizacji
wskaznikéw immunologicznych w fazie remisji
choroby jest nastepstwem zbyt krotkiego czasu
miedzy kolejnymi rzutami choroby, czy tez pier-
wotnoscig dysfunkcji niektérych elementéw obro-

iz neutrofile krwi obwodowej biorg udziat w pato-
genezie aft nawrotowych, a ich aktywnos¢ z pew-
noscig nie jest prawidtowa i adekwatna do charak-
teru choroby.

Whioski

1. Neutrofile krwi obwodowej sa w stanie pre-
aktywacji u pacjentéw z aftami nawrotowymi za-
réwno w fazie aktywnej, jak i w fazie remisji cho-
roby.

2. Zwigkszonemu wytwarzaniu reaktywnych
form tlenu przez neutrofile towarzyszy obnizona
pojemnos¢ antyoksydacyjna surowicy u chorych
z aftami nawrotowymi.

3. Zaobserwowane zmiany wskaznikéw im-
munologicznych u chorych moga by¢ zwigzane
z patomechanizmem choroby.

ny organizmu, mozna zaryzykowac stwierdzenie,
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