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U derm ato log iji postoji nekoliko bolesti koje su često popraćene promjenama 
na sluznici usne šupljine. Neke od njih mogu započeti promjenama u usnoj šu p lji
ni i pe rz is tira ti m jesecima, bez ikakvih kožnih m anifestacija. Najvažnije su one iz 
skupine autoim unih bolesti, kao što su vulgarni pem figus, kronični i s istem ski 
eritem atodes i pem figoid i. Uz dosadašnje mogućnosti njihove d ijagnostike cito- 
loškim  i h is to lošk im  pretragama, u novije se vrijem e rade i im unofluorescentne 
pretrage, koje često igraju presudnu ulogu u njihovoj d ijagnostic i. Budući da su u 
laboratoriju  za im unopatologiju naše klin ike uvedene te suvremene metode, v je 
rujemo da će n jihov prikaz i upoznavanje s indikacijam a za izvođenje tih  pretraga, 
b iti zan im ljiv i prvenstveno stom atolozim a i oralnim  patolozima. Prikazani će b iti 
naši rezultati, postignuti indirektnom  im unofluorescentnom  pretragom, u bolesnika 
s promjenama na oralnoj mukozi.

IMUNOLOŠKE KARAKTERISTIKE

Vulgarni pem figus i bulozni pem figoid i spadaju u skupinu autoim unih bolesti 
specifičn ih  za organ, tj. oštećenje i autoprotutvari su ograničeni na kožni organ i 
to  na međustanične prostore, ako je riječ o pemfigusu, odnosno na zonu bazalne 
membrane ako je riječ  o pem figoidim a ( R o i t t 1). U serumu bolesnika s pemfigu- 
som nalazimo c irku lira juće  protu tvari p ro tiv  in te rce lu la rn ih  prostora (IC Ab), a u 
obo lje lih  od pem figoida, protu tvari p ro tiv  zone bazalne membrane (BMZ Ab). 
B e u t n e r  i J o r d o n 2 su prvi prikazali im unofluorescentnom  metodom IC Ab 
obo lje lih  od vulgarnog pemfigusa, a J o r d o n  i s u r . 3 BMZ Ab u obolje lih  od 
buloznog pemfigoida.

Eritematodes spada u skupinu autoimunih bolesti, u kojih oštećenja i auto
p rotu tvari nisu ograničene na jedan organ, već su rasprostranjene u organizmu u 
obliku oštećenja vezivnog tkiva, s fib rino idnom  nekrozom ( R o i t t 1, J a b l o n s k a
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i C h o r z e l s k i 4, G l i g o r  a5). U obolje lih  od eritem atodesa su primarno d ija
gnostički važne protu tvari p ro tiv  jezgre (antinuklearne protu tvari-AN A), usmjerene 
p ro tiv  njezinih sastavnih dije lova: dezoksinukleoproteina, nukleoproteina, DNK i 
histona (T a n i V a u g h a n8). F r i o u i s u r.7 su prikazali tehniku fluorescentne 
metode prikaza ANA u serumu obolje lih  od eritem atodesa. Osim ANA, u obolje lih  
od eritem atodesa, možemo naći i druge autopro tu tvari: p ro tu tvari p ro tiv  poprečno 
prugastog i glatkog m išićja, antic itop lazm atske pro tu tvari, m itohondrijske i m ikro- 
somske protu tvari (H u g h e s i i L a c h m a n n8).

INDIREKTNA IMUNOFLUORESCENTNA PRETRAGA ( B e u t n e r  i s u  r.9)

M a t e r i j a l  i m e t o d e

Za I IF pretragu seruma treba uzeti 10 cc krvi, koja se centrifug ira  10 minuta, 
s 1500 okretaja u m inuti. Serum se pohranjuje u hladnjak na 4 C, gdje može ostati 
do 5 dana. Na nižim tem peraturama, npr. od — 70 C, u hladnjaku može zadržati 
im unopatolccka svojstva i do godinu dana, ali pod uvjetom  da se ne odmrzava više 
nego jedanput ili dva puta, je r može doći do negativizacije  rezultata odnosno pada 
titra  p ro tu tvari. Kao tk ivn i tes t antigen A n d e r s e n  i H a l e  (1973) preporučuju 
jednjak majmuna, što u svojoj eksperim entalnoj s tud iji potvrđuju B e u t n e r  i 
s u r.9 (1973). Mi, međutim , upotrebljavam o humanu nepčanu tonzilu  (G I i g o r a10, 
1977) koju, nakon što smo je zamrznuli sa CO2, odmah po operativnom  zahvatu 
prenosimo na objektnom disku u Cryo-Cut M icro tom e (A O C o B u f f a l o ,  NY,  
USA), i režemo na debljinu od 4 do 6 mikrona, prihvaćamo na nefluorescira juće 
odmašćeno predmetno stakalce (tv rtke  S o c o r e x ,  Švicarska) debljine 0,8 do 1 
mm, držimo na sobnoj tem peraturi 20 m inuta do pola sata, kapamo kontro ln i po
z itivn i i negativni serum i ogledne serume razrijeđene s puferskom  otopinom fos- 
fatne soli (PBS) pH 7,2 —  7,4, držimo u vlažnoj komori pola sata. Nakon toga ispi- 
remo u PBSu 2 puta po 10 minuta, kapamo po liva lentn i konjugat antihumani serum 
obilježen bojom FITC (G lobulines de lapin anti-g lobulinod d ’homme, fa ib lem ent 
marquee, Code No 74521, I n s t i t u t e  P a s t e u r ,  Paris) i ponovo držimo u vlaž
noj komori 30 minuta, ispirem o u PBSu dva puta po 10 minuta, brišemo oprezno 
stakalce, kapamo preparate na g licerin  u PBSu u om jeru 1:10, postavljam o po- 
krovno stakalce, i preparati su spremni za očitavanje. Serume razrjeđujemo 1:10 
do 1:5120.

M i k r o s k o p i r a n  j e  ( P l o e  m11)

F luorom ikroskopija je obavljena na m ikroskopu Z e t o p a n  R e i c h e r t  
(Austria), incidentnom  ilum inacijom , živinom lampom HBO 200, podražajnim fiI- 
torom  BG 12 i narančastim zaštitn im  filte rom , kombiniranom rasvjetom , kondenzo- 
rom za tamno polje, na koji smo nakapali g licorin  —  PBS.

S n i m a n j e

Fotografira li smo Reichert Photoautomatic kamerom na film ovim a EFKE-Izo- 
pan. V rijem e ekspozicije iznosilo je 8 do 15 minuta.
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REZULTATI

U tro jice  bolesnika s pravim pemfigusom, u jednog s buloznim pem figoidom , 
u jednog s kroničnim  diskoidnim  i u jednog bolesnika sa s istem nim  eritem atode- 
som, liječen ih  u našoj k lin ic i u 1976, bile su utvrđene i oralne prom jene. Ind irekt
na im unofluorescentna pretraga svih obolje lih  dala je  pozitivn i rezultat (tab. 1).

Bolesnik "5 -o Dijagnoza Test-antigen Protutvari Titar
C/5 o

I. P. 2. 72 Pemphigus vulgaris Humana nepčana ionzila IC Ab 1:80
J. Nj. M. 71 Pemphigus vulgaris Humana nepčana ionzila IC Ab 1:80
M. M. M. 71 Pemphigus erythematosus Humana nepčana ionzila IC Ab 1:80
M. R. Ž. 77 Bulozni pomfigoid Humana nepo^nq tonzila BMZ Ab 1:160
R. F. Ž. 30 Erythematodes ehr. discoides Usnica zamorca ANA 1:20
R. P. Ž. 34 Erythematodes systemicus Usnica zamorca ANA 1:320

Na tk ivnom  test-antigenu humanoj nepčanoj tonz ili (G I i g o r a10) prikazali smo 
IC Ab (si. u obolje log od vulgarnog pemfigusa i MBZ Ab u obolje log od buloznog 
pem figoida (si. 2), dok smo na usnici zamorca prikazali antinuklearne protu tvari 
(si. 3).

1 2 3
SI. 1. Indirektna IF metoda. Serum bolesnika s vulgarnim pemfigusom. Snažno bojenje 
intercelularnih prostora epitela humane nepčane tonzile polivalentnim konjugatom (anti- 
humani serum obilježen s FITC, I n s t i t u t e  P a s t e u r ,  Paris, Code No 74521, F/P 
molarnog omjera 2—3, IIF C h e s s b o a r d  titracija 1:64, P l a t e a u  titar 1:1280, 
P l a t e a u  a n d p o i n t  1:512, jediničnost 16). — SI. 2. Indirektna imunofluorescencija 
seruma bolesnika s buloznim pemfigoidom. Tktivni test antigen i konjugat kao na slici 1. 
Jasno se vidi linearna fluorescencija zone bazalne membrane. — SI. 3. IIF metoda. Serum 
bolesnika sa sistemnim eritematodesom. Na tkivnom test-antigenu usnice zamorca uočljiva 
je fluorescencija jezgara homogenog oblika. Polivalentni konjugat kao na prethodnim

slikama.
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DISKUSIJA

U prošlosti je laboratorijska d ijagnostika opisanih autoim unib bolesti bazirala 
na h isto loškim  nalazima. U novije vrijem e, im unofluorescentno isp itivan je  seru
ma znatno pridonosi d ijagnostic i autoim unih bo lesti. To je posebice važno za bo
les ti, koje se prim arno jav lja ju  na mukozama usne šupljine, u kojih je i h istološka 
d ijagnostika, zbog specifičn ih  uvjeta, bila znatno teža, nego na samom kožnom or
ganu. Treba naglasiti, da se in traep ite lne akanto litičke  bule mogu ja v iti i p rilikom  
drugih bolesti, kao što su bulozni ob lik morbusa D a r i e r i, neke prolazne akanto li
tičke  dermatoze, pyoderma vegetans i H a i l e y -  H a i l e y  bolest. No, n iti jedna 
od tih  bolesti ne daje karakterističan fluorescentn i nalaz, n iti d irektnom  n iti ind i
rektnom  metodom, koji je inače karakterističan baš za vulgarni pemfigus.

Možemo reći, da su rezultati postignuti ind irektnom  im unofluorescentnom  
pretragom  bolesnika liječen ih  u našoj k lin ic i u 1976, a u kojih su bile utvrđene i 
oralne prom jene, veoma dobri. UF je u svih bolesnika dala pozitivan nalaz. Sma
tram o da treba osobito naglasiti, da je u naših bolesnika, prvi put dokazano da hu
mana nepčana tonzila  može poslužiti kao tk ivn i te s t antigen pemfigusa, za doka
zivanje IC Ab i buloznog pem figoida za BMZ AB, što će u mnogome pojednostaviti 
prim jenu te metode u spomenutih bo lesti. Antinuklearne antitvari su dokazane na 
već poznati način upotrebom usnice zamorca, kao tkivnog te s t antigena.

Usprkos izvrsnim  rezultatim a pretraga IIF u naših bolesnika, napominjemo da 
te  metode nisu za sve autoimune bolesti jednako pouzdane. Tako s u J a b l o n s k a  
i s u  r.12 dokazali na većem broju bolesnika da se IC Ab, u obo lje lih  od vulgarnog 
pem figusa, jav lja ju  u više od 95% bolesnika. U obo lje lih  od diskoidnog eritem ato
desa se ANA nalaze u serumu 15% do 40% obo lje lih , a u obo lje lih  od sistemnog 
eritem atodesa, u 84% obo lje lih , s dijagnostičkom  vrijednošću titra  1:160 ili više 
( N i s e n g a r d  i s u r . 13). Istina je da ANA mogu naći i u obo lje lih  od drugih 
auto im unih bolesti (reum atoidni a rtr itis , S j ö g r e n o v  sindrom , progresivna skle- 
roderm ija) pa čak i u zdravih ljud i, ali nikad u t itru  većem od 1:160 ( N i s e n g a r d  
l s u r.14). U obolje lih  od eritem atodesa postoje i osta li im unopatološki param etri 
d ijagnostičke vrijednosti, npr. nalaz LE-stanica i zrnatih depozita imunoglobulina 
l komplementa u bioptičkom  m aterija lu ruba lezije u obo lje lih  od kroničnog disko
idnog eritem atodesa, odnosno dorzalne strane neprom ijenjene karpalne regije ili 
kože leđa i to  na epidermo-kutanoj granici (C o r m a n e15). Depoziti Ig iC se nalaze 
i u oralnim  lezijama ( N i s e n g a r d  i s u  r.13).

Intercelu larna an titije la  se u početnim  fazama bo lesti, u obo lje lih  od pem fi
gusa, teže dokazuju, osobito ako se radi o početnim  lezijama lokaliz iranim  samo 
na sluznici usne šupljine. Tada se indirektna im unofluorescentna pretraga ponavlja 
svakih 10 do 20 dana. Ako se radi o titru  do 1:20, bez klin ičkog tip ičnog nalaza, 
treba izvrš iti d irektnu im unofluorescentnu pretragu. T itar 1:40 i v iš i, važan je čak 
i ako su k lin ičk i i h is to loški nalazi a tip ičn i. V isina titra  obo lje lih  od-pem figusa va
rira  prema težin i bolesti, a komparacija titra , u određenom vrem enskom razdoblju, 
može poslužiti kao indikator stanja bolesnika i kao vodić u provođenju terap ije .

U obo lje lih  od buloznog pemfigoida, kao što je već i spomenuto, nalazimo 
an titva ri p ro tiv  zone bazalne membrane, u više od 80% slučajeva, s aktivn im  pro
mjenama. T itar je često v iš i od 1:160. Budući da vis ina t itra  obo lje lih  od buloznog
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pem figoida ne ovisi o težin i bolesti, t ita r  se ne može upo trijeb iti kao ind ika to r 
stanja bolesnika. Protutvari, naime, preostaju često i nakon nestanka svih k lin ičk ih  
m anifestacija.

U obo lje lih  od benignog pem figoida mukoza (c ika tr ic ijsk i pem figoid), postotak 
serološki pozitivn ih  slučajeva je znatno niži, nego u obo lje lih  od buloznog pem fi
goida pa se zbog toga, u obo lje lih  od te bolesti, često služim o i d irektnom  imuno
fluorescentnom  pretragom ( D a n t z i g 10, 1973).

ZAKLJUČAK

Indirektna im unofluorescentna pretraga obo lje lih  od autoim unih bolesti, s 
promjenama na oralnoj mukozi, ima veliku d ijagnostičku vrijednost. No ipak, nje
zina vrijednost n ije jednaka za sve spomenute bolesti. I IF metoda je najpouzda
nija u obo lje lih  od vulgarnog pemfigusa, sistem nog eritem atodesa i buloznog pem- 
figoida, dok je manje pouzdana ako je riječ o diskoidnom eritem atodesu i cika- 
tr ic ijskom  pem figoidu (benigni pem figus mukoza). V isina t itra  u obo lje lih  od po
jedin ih bolesti (pem figus i s istem ni eritem atodes), može b iti važna, ne samo u 
postavljanju dijagnoze, već i kao ind ikator stanja bolesti i vodić u provođenju te 
rapije.

S a ž e t a k

Opisane su mogućnosti dijagnostike indirektnom imunofluorescentnom pretragom 
oboljelih od autoimunih bolesti, s promjenama na oralnoj mukozi. Izneseni su rezultati in
direktne imunofluorescentne pretrage u prvih šest bolesnika (pemfigus vulgaris, bulozni 
pemfigoid, eritematodes kronikus diskoides i eritematodes sistemikus). Kao tkivni tes t 
antigen prvi puta je upotrijebljena humana nepčana tonzila, za oboljele od pemfigusa za 
IC Ab, a za oboljele od buloznog pemfigoida, za BMZ Ab. Usnica zamorca je poslužila za 
antinuklearne antitvari.

G u m m a r y

DIAGNOSTICAL POSSIBILITIES OF INDIRECT IMUNOFLUORESCENT EXAMINATION IN 
SOME AUTOIMMUNE DISEASES WITH CHANGES OF THE ORAL MUCOSE

Described are the diagnostical possibilities of the indirect immunofiuorescent 
examination in some autoimmune diseases with changes of the oral mucose. Given are 
results of the I IF examination in the firs t six patients Gp&mphigus vulgaris, bullous pem
phigoid, lupus erythematodes chronicus discoides and lupus erythematodes systemicus). 
The tissue test antigen was the epithel of the human tonsil used in pemphigus for IC Ab, 
and in bullous pemphigoid for BMZ Ab. The lip of guinea-pig was used for the antinuclear 
antibodies.
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DIAGNOSTISCHE MÖGLICHKEITEN DER INDIREKTEN IMMUNOFLUORESZENTEN 
UNTERSUCHUNG VON MANCHEN AUTOIMMUNEN ORALEN 
ERKRANKUNGEN

Es wurde die Möglichkeit der Diagnostik mit indirekter immunofluoreszenter Unter
suchung bei autoimmunen Erkrankungen mit Veränderungen an der Mundschleimhaut, 
beschrieben. Die Resultate dieser Untersuchungen bei den ersten sechs Patienten (Pem
phigus vulgaris, bulöses Pemphygoid, Erythematodes chronicus discoides, und Erythema
todes systematicus), sind mitgeteilt. Als Gewebstest-Antigen wurde zum ersten Mal die 
menschliche Gaumentonsille bei Pemphigus für IC Ab, beim bulösen Pemphigoid für BMZ 
Ab, verwendet. Die Lippe eines Kaninchens diente als antinukleärer Gegenkörper (ANA).
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