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autoimunih bolesti s oralnim
promjenama
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U dermatologiji postoji nekoliko bolesti koje su Cesto popracene promjenama
na sluznici usne Supljine. Neke od njih mogu zapoceti promjenama u usnoj Suplji-
ni i perzistirati mjesecima, bez ikakvih koznih manifestacija. Najvaznije su one iz
skupine autoimunih bolesti, kao &to su vulgarni pemfigus, kroniéni i sistemski
eritematodes i pemfigoidi. Uz dosadasnje moguénosti njihove dijagnostike cito-
loskim i histoloSkim pretragama, u novije se vrijeme rade i imunofluorescentne
preirage, koje ¢esto igraju presudnu ulogu u njihovoj dijagnostici. Budué¢i da su u
laboratoriju za imunopatologiju nase klinike uvedene te suvremene metode, vje-
rujemo da ¢e njihov prikaz i upoznavanje s indikacijama za izvodenje tih pretraga,
biti zanimljivi prvenstveno stomatolozima i oralnim patolozima. Prikazani ¢e biti
nadi rezultati, postignuti indirektnom imunofluorescentnom pretragom, u bolesnika
s promjenama na oralnoj mukozi.

IMUNOLOSKE KARAKTERISTIKE

Vulgarni pemfigus i bulozni pemfigoidi spadaju u skupinu autoimunih bolesti
specificnih za organ, tj. oSteéenje i autoprotutvari su ograni¢eni na kozni organ i
to na medustani¢ne prostore, ako je rije¢ o pemfigusu, odnosno na zonu bazalne
membrane ako je rije¢ o pemfigoidima (Roitt!). U serumu bolesnika s pemfigu-
som nalazimo cirkuliraju¢e protutvari protiv intercelularnih prostora (IC Ab), a u
oboljelih od pemfigoida, protutvari protiv zone bazalne membrane (BMZ Ab).
Beutner i Jordon® su prvi prikazali imunofiuorescentnom metodom IC Ab
oboljelih od vulgarnog pemfigusa, a Jordon i sur? BMZ Ab u oboljelih od
buloznog pemfigoida.

Eritematodes spada u skupinu autoimunih bolesti, u kojih oSteéenja i auto-
protutvari nisu ograniCene na jedan organ, veC su rasprostranjene u organizmu u
obliku oStecenja vezivnog tkiva, s fibrinoidnom nekrozom (Roitt!, Jablonska
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iChorzelski!, Gligora’). U oboljelih od eritematodesa su primarno dija-
gnosticki vaZzne protutvari protiv jezgre (antinuklearne protutvari-ANA), usmjerene
protiv njezinih sastavnih dijelova: dezoksinukleoproteina, nukleoproteina, DNK i
histona (Tan i Vaughan’). Friou i sur.7 su prikazali tehniku fluorescentne
metode prikaza ANA u serumu oboljelih od eritematodesa. Osim ANA, u oboljelih
od eritematcedesa, mozemo naéi i druge autoprotutvari: protutvari protiv popreéno

somske protutvari (Hughesi i Lachmann?®).

INDIREKTNA IMUNOFLUORESCENTNA PRETRAGA (Beutner i sur?)

Materijal i metode

Za lIF pretragu seruma treba uzeti 10 cc krvi, koja se centrifugira 10 minuta,
s 1500 okretaja u minuti. Serum se pohranjuje u hladnjak na 4°C, gdje moZe ostati
do 5 dana. Na nizim temperaturama, npr. od —70°C, u hladnjaku moze zadrzati
imunopatclcika svojstva i do godinu dana, ali pod uvjetom da se ne odmrzava vise
nego jedanput ili dva puta, jer moze doci do negativizacije rezultata odnosnc pada
titra protutvari. Kao tkivni test antigen Andersen i Hale (1973) preporucuju
jednjak majmuna, $to u svojoj eksperimentalnoj studiji potvrduju Beutner i
sur.? (1973). Mi, medutim, upctrebljavamo humanu nepcanu tonzilu (Gligora®,
1977) koju, nakon $to smo je zamrznuli sa CO:, odmah po operativhom zahvatu
prenosimo na objektnom disku u Cryo-Cut Microtome (AO Co Buffalo, NY,
USA), i rezemo na debljinu od 4 do 6 mikrona, prihvacamo na nefluorescirajuce
odmaséeno predmetno stakalce (tvrtke Socorex, Svicarska) debljine 0,8 do 1
mm, drzimo na sobnoj temperaturi 20 minuta do pola sata, kapamo kontrolni po-
zitivni i negativni serum i ogledne serume razrijedene s puferskom otopinom fos-
fatne soli (PBS) pH 7,2 — 7,4, drzimo u vlaznoj komori pola sata. Nakon toga ispi-
remo u PBSu 2 puta po 10 minuta, kapamo polivalentni konjugat antihumani serum
obiljeZzen bojom FITC (Globulines de lapin anti-globulincd d'’homme, faiblement
marquée, Code No 74521, Institute Pasteur, Paris) i ponovo drzimo u vlaz-
noj komori 30 minuta, ispiremo u PBSu dva puta po 10 minuta, briSemo oprezno
stakalce, kapamo preparate na glicerin v PBSu u omjeru 1:10, postavljamo po-
krovno stakalce, i preparati su spremni za ocitavanje. Scrume razrjedujemo 1:10
do 1:5120.

Mikroskopiranje (Ploem!)

Fluoromikroskopija je obavijena na mikroskopu Zetopan Reichert
(Austria), incidentnom iluminacijom, Zivinom lampom HBO 200, podraZajnim fil-
torom BG 12 i narangastim za8titnim filterom, kombiniranom rasvjetom, kondenzo-
rom za tamno polje, na koji smo nakapali gliccrin — PBS.

Snimanije

Fotografirali smo Reichert Photoautomatic kamerom na filmovima EFKE-Izo-
pan. Vrijeme ekspozicije iznosilo je 8 do 15 minuta.
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REZULTATI

U trojice bolesnika s pravim pemfigusom, u jednog s buloznim pemfigoidom,
u jednog s kroni¢nim diskoidnim i u jednog bolesnika sa sistemnim eritematode-
som, lije¢enih u na$oj klinici u 1976, bile su utvrdene i oralne promjene. Indirekt-
na imunofluorescentna pretraga svih oboljelih dala je pozitivni rezultat (tab. 1).

Bolesnik —8. 2 Dijagnoza Test-antigen Protutvari Titar
» Qa
. P. Z 72 Pemphigus vulgaris Humana nepcana tonzila 1C Ab 1:30
J. Nj. M. 71 Pemphigus vulgaris Humana nepcana tonzila IC Ab 1:30
M. M. M. 71 Pemphigus erythematosus Humana nepcana tonzila IC Ab 1:80
M. R. Z. 77 Bulozni pomfigoid Humana nepc¢ana tonzila BMZ Ab 1:160
R. F. Z. 30 Erythematodes chr. discoides Usnica zamorca ANA 1:20
R. P. Z. 34 Erythematodes systemicus Usnica zamorca ANA 1:320

Na tkivhom test-antigenu humanoj nepcanoj tonzili (G 1i g o ra') prikazali smo
IC Ab (sl. u oboljelog od vulgarnog pemfigusa i MBZ Ab u oboljelog od buloznog
pemfigoida (sl. 2), dok smo na usnici zamorca prikazali antinuklearne protutvari
(sl. 3).

Sl. 1. Indirektna IF metoda. Serum bolesnika s vulgarnim pemfigusom. Snazno bojenje
intercelularnih prostora epitela humane nep¢ane tonzile polivalentnim konjugatom (anti-
humani serum obiljezen s FITC, Institute Pasteur, Paris, Code No 74521, F/P
molarnog omjera 2—3, IIF Chessboard titracija 1:64, Plateau titar 1:1280,
Plateau andpoint 1:512, jediniénost 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 tkivhom test-antigenu usnice zamorca uo&ljiva
je fluorescencija jezgara homogenog oblika. Polivalentni konjugat kao na prethodnim
slikama.
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DISKUSIJA

U proSlosti je laboratorijska dijagnostika opisanih autoimunih bolesti bazirala
na histoloskim nalazima. U novije vrijeme, imunofluorescentno ispitivanje seru-
ma znatno pridonosi dijagnostici autoimunih bolesti. To je posebice vazno za bo-
lesti, koje se primarno javljaju na mukozama usne Supljine, u kojih je i histoloska
dijagnostika, zbog specificnih uvjeta, bila znatno teza, nego na samom koznom oi-
ganu. Treba naglasiti, da se intraepitelne akantoliticke bule mogu javiti i prilikom
drugih bolesti, kao $to su bulozni oblik morbusa D arieri, neke prolazne akantoli-
ticke dermatoze, pyoderma vegetans i Hailey - Hailey bolest. No, niti jedna
od tih bolesti ne daje karakteristian fluorescentni nalaz, niti direktnom niti indi-
rektnom metodom, koji je inate karakieristiCan bas za vulgarni pemfigus.

MoZemo reéi, da su rezultati postignuti indirektnom imunofluorescentnom
pretragom bolesnika lije€enih u na$oj klinici u 1976, a u kojih su bile utvrdene i
oralne promjene, veoma dobri. {IF je u svih bolesnika dala pozitivan nalaz. Sma-
tramo da treba osobito naglasiti, da je u nasih bolesnika, prvi put dokazano da hu-
mana nepana tonzila moZe posluziti kao tkivni test antigen pemfigusa, za doka-
zivanje IC Ab i buloznog pemfigoida za BMZ AB, Sto ¢e u mnogome pojednostaviti
primjenu te metode u spomenutih bolesti. Antinuklearne antitvari su dokazane na
veC poznati nacin upotrebom usnice zamorca, kao tkivnog test antigena.

Usprkos izvrsnim rezultatima pretraga IIF u nasih boiesnika, napominjemo da
te metode nisu za sve autoimune bolesti jednako pouzdane. Tako su Jablonska
i sur.t dokazali na veéem broju bolesnika da se IC Ab, u oboljelih od vulgarnog
pemfigusa, javljaju u vise od 95% bolesnika. U oboljelih od diskoidnog eritemato-
desa se ANA nalaze u serumu 15% do 40% oboljelih, a u oboljelih od sistemnog
eritematodesa, u 84% oboljelih, s dijagnostickom vrijednoscéu titra 1:160 ili viSe
(Nisengard i sur.t). Istina je da ANA mogu naéi i u oboljelih od drugih
autoimunih bolesti (reumatoidni artritis, Sjo grenov sindrom, progresivna skle-
rodermija) pa ¢ak i u zdravih ljudi, ali nikad u titru veéem od 1:160 (Nisengard
i sur.). U oboljelih od eritematodesa postoje i ostali imunopatoloski parametri
dijagnosticke vrijednosti, npr. nalaz LE-stanica i zrnatih depozita imunoglobulina
i komplementa u bioptiCkom materijalu ruba lezije u oboljelih od kroni¢nog disko-
idnog eritematodesa, odncsno dorzalne sirane nepromijenjene karpalne regije ili
koze leda i to na epidermo-kutanoj granici (C o r m a n e'®). Depoziti g iC se nalaze
i u oralnim lezijama (Nisengard i sur.t).

Intercelularna antitijela se u pocetnim fazama bolesti, u oboljelih od pemfi-
gusa, teze dokazuju, osobito ako se radi o pocetnim lezijama lokaliziranim samo
na sluznici usne Supljine. Tada se indirektna imunofluorescentna pretraga ponavlja
svakih 10 do 20 dana. Ako se radi o titru do 1:20, bez klinickog tipicnog nalaza,
ireba izvrsiti direktnu imunofluorescentnu pretragu. Titar 1:40 i visi, vazan je ¢ak
i ako su klinicki i histoloski nalazi atipi¢ni. Visina titra oboljelih od-pemfigusa va-
rira prema tezini bolesti, a komparacija titra, u odredenom vremenskom razdob!ju,
moze posluziti kao indikator stanja bolesnika i kao vodi¢ u provodenju terapije.

U oboljelih od buloznog pemfigoida, kao to je ve¢ i spomenuto, nalazimo
antitvari protiv zone bazalne membrane, u vise od 80% sluCajeva, s aktivnim pro-
mjenama. Titar je Gesto visi od 1:160. Buduci da visina titra oboljelih od buloznog
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pemfigoida ne ovisi o teZini bolesti, titar se ne moZe upotrijebiti kao indikator
stanja bolesnika. Protutvari, naime, preostaju esto i nakon nestanka svih klinickih
manifestacija.

U oboljelih od benignog pemfigoida mukoza (cikatricijski pemfigoid), postotak
seroloski pozitivnih sluCajeva je znatno nizi, nego u obacljelih od buloznog pemfi-
goida pa se zbog toga, u oboljelih od te bolesti, ¢esto sluZzimo i direktnom imuno-
fluorescentnom pretragom (Dantzig', 1973).

ZAKLJUCAK

Indirektna imunofluorescentna pretraga oboljelih od autoimunih bolesti, s
promjenama na oralnoj mukozi, ima veliku dijagnosticku vrijednost. No ipak, nje-
zina vrijednost nije jednaka za sve spomenute bolesti. [IF metoda je najpouzda-
nija u oboljelih od vulgarnog pemfigusa, sistemnog eritematodesa i buloznog pem-
figoida, dok je manje pouzdana ako je rije¢ o diskoidnom eritematodesu i cika-
tricijskom pemfigoidu (benigni pemfigus mukoza). Visina titra u oboljelih od po-
jedinih bolesti (pemfigus i sistemni eritematodes), moZe biti vazna, ne samo u
postavljanju dijagnoze, veé¢ i kao indikator stanja bolesti i vodi¢ u provodenju te-
rapije.

Sazetak

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

Cummary

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

Described are the diagnostical possibilities of the indirect immunofluorescent
examination in some autoimmune diseases with changes of the oral mucose. Given are
results of the IIF examination in the first six patients (pemphigus 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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Zusammenfassung

DIAGNOSTISCHE MOGLICHKEITEN DER INDIREKTEN IMMUNOFLUORESZENTEN
UNTERSUCHUNG VON MANCHEN AUTOIMMUNEN ORALEN
ERKRANKUNGEN

suchung bei autoimmunen Erkrankungen mit Veradnderungen an der

Es wurde die Mdglichkeit der Diagnostik mit indirekter immunofluoreszenter Unter-

Mundschleimhaut,

beschrieben. Die Resultate dieser Untersuchungen bei den ersten sechs Patienten (Pem-
phigus vulgaris, buléses Pemphygoid, Erythematodes chronicus discoides, und Erythema-
todes systematicus), sind mitgeteilt. Als Gewebstest-Antigen wurde zum ersten Mal die
menschliche Gaumentonsille bei Pemphigus fiir IC Ab, beim bulésen Pemphigoid fiir BMZ
Ab, verwendet. Die Lippe eines Kaninchens diente als antinukleédrer Gegenkorper (ANA).
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