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SPECIFICNOSTI HUMORALNE IMUNOSTI KOD OBOLELIH OD
REKURENTNIH ORALNIH ULCERACIJA

REZIME

UVOD. Humoralni imunitet predstavlja deo adaptivnog imunskog odgovora i
saCinjavaju ga prevashodno B limfociti, ¢ijom aktivacijom nastaju plazmociti, sposobni
da produkuju antitela koja ujedno predstavljaju osnovni efektorski mehanizam
humoralnog imuniteta. Poremecaj u produkciji antitela uo¢en je kod pacijenata sa
razli¢itim imuno-inflamatornim stanjima, u koja se svrstavaju i rekurentne oralne
ulceracije (ROU), gluten senzitivna enteropatija (GSE) i inflamatorne bolesti creva
(IBC). Rekurentne oralne ulceracije predstavljaju inflamantorno oboljenje koje se
karakteriSe pojavom ponavljanih epizoda solitarnih ili multiplih, bolnih ulceracija
oralne sluzokoze. One se javljaju u oko 20% opste populacije. Precizna etiologija
rekurentnih oralnih ulceracija je i dalje nepoznata, ali je dokazano da brojni etioloski
faktori u koje se svrstavaju naslede, stres, trauma, preosetljivost na komponente hrane,
nutritivni deficit i hormonski disbalans imaju zna¢ajnu ulogu u njihovom nastanku.
Gluten senzitivna enteropatija ili celijacna bolest (CD) je imuno-posredovano oboljenje
koje se javlja kod genetski predisponiranih osoba, izazvano unosom glutena, proteina
koji se nalazi u mnogim zitaricama. Klinicki se ispoljava klasi¢nim gastrointestinalnim
simptomima, ali se moze javiti i kao atipi¢na, pritajena ili latentna forma kada je
postavljanje dijagnoze GSE znaCajno otezano. Poslednjih godina, znacajnu ulogu u
dijagnostici imaju i antitela specifi¢na za GSE kao $to su antitela na nativni glijadin
(GL), antitela specificna za tkivnu transglutaminazu (tTG), antitela specifi¢éna za
deaminirane glijadinske peptide (DGP) i antitela specificna za fuzione peptide,
glijadinske analoge (GAF-3X). Inflamatorne bolesti creva su imunski-posredovana,
hroni¢na, recidiviraju¢a oboljenja predstavljena kroz dve osnovne klinicke forme:
Kronovu bolest (KB) i ulcerozni kolitis (UK). Pacijenti oboleli od IBC mogu imati $irok
spektar vancrevnih simptoma medu koje se svrstavaju i oralne ulceracije. Kao pomo¢ni
markeri u dijagnostici IBC koriste se antitela specificna za Saccharomyces cervisiae
(ASCA) i antitela specificna za citoplazmatske antigene neutrofilnih leukocita (ANCA).

Poremecaji oralne tolerancije, mukoznog imuniteta i funkcionalnosti epitelne barijere se



nalaze u etiopatogenezi GSE, IBC, preosetljivosti na pojedine antigene hrane, a takode
mogu posredovati i u nastanku ROU. Imajuéi u vidu slozenu imuno etiopatogenezu
ROU, koja nije sasvim razjasnjena, kao ni povezanost ROU sa GSE i IBC, opravdano je
sprovesti studiju koja bi ispitala prisustvo i koncentracije seroloskih markera kod

pacijenata sa ROU.

PACIJENTI I METODE. Istrazivanje je podeljeno na klinic¢ki 1 laboratorijski deo.
Eksperimentalnu grupu je sacinjavalo 73 odrasla pacijenta Klinike za parodontologiju i
oralnu medicinu Stomatoloskog fakulteta u Beogradu koji su imali ucestale epizode
ROU. Kod svih pacijenata je na osnovu prihvacenih kriterijuma postavljena dijagnoza
afti minor kao jedne bitne podgrupe ROU. Kontrolnu grupu ¢inilo je 89 zdravih
ispitanika, koji nisu imali klini¢ke znakove rekuretnih oralnih ulceracija, niti su imali
gastrointestinalne i alergijske tegobe. Klini¢ki deo istrazivanja je obuhvatao anamnezu i
stomatoloSki pregled. Laboratorijskim ispitivanjima detektovana su prevalenca i
koncentracija antitela visokospecifi¢nih za GSE (antitela protiv tkivne transglutaminaze,
deaminiranog glijadina i fuzionih glijadinskih analoga) u serumu pacijenata sa ROU i
kontrolnoj grupi primenom ELISA (engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
testa. Antitela povezana sa IBC odredivana su ELISA metodom (ASCA), odnosno
metodom indirektne imunofluorescencije (IIF) kada su u pitanju ANCA. Takode,
analizirano je prisustvo antitela specifi¢nih za glijadin (GL) i ukupne proteine kravljeg
mleka (CMP) IgM, 1gG, IgA i IgE klase u serumu pacijenata sa ROU i kontrolnoj grupi.

Svi prikupljeni rezultati su obradeni odgovarajucim statistickim analizama.

REZULTATI. Analiziraju¢i prikupljene podatke, utvrdili smo da je kod 79.5%
pacijenata sa ROU na klinickom pregledu evidentirano dve ili viSe ulceracija, da se kod
80.8% pacijenata u eksperimentalnoj grupi nove ulceracije pojavljuju vise od 6 puta
godisnje, kao i da prose¢no vreme zarastanja ulceracija kod veéine pacijenata (71.2%)
iznosi viSe od 7 dana. IgA ili IgG anti-tTG seropozitivnost je bila prisutna kod 1.8%,
dok je povisena koncentracija anti-GAF-3X detektovana kod 3.6% pacijenata u
eksperimentalnoj grupi $to nije bilo statisti€¢ki zna€ajno u odnosu na kontrolnu grupu.
Seropozitivnost za IgA i/ili 1gG anti-DGP utvrdena je kod 19.6% pacijanata sa ROU
nasuprot 8.3% IgA-DGP i 13.3% IgG-DGP osoba u kontrolnoj grupi sto takode nije bilo



statisticki znacajno. Prevalenca IgA ASCA seropozitivnosti se nije znacajno razlikovala
izmedu grupa (7.5% naspram 3.3%). Nasuprot tome prevalenca IgG ASCA
seropozitivnosti je bila znacajno visa u eksperimentalnoj grupi (p=0.009). Prevalenca
ANCA se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu ecksperimentalne i kontrolne
grupe. Utvrdeno je da su koncentracije IgA i IgG anti-tTG kao i IgA anti-GAF antitela
znacajno vise kod pacijenata sa ROU u poredenju sa kontrolnom grupom (Mann-
Whitney test, p=0.002, p=0.008 i p=0.04). Takode, uoCena je znacajno visa
koncentracija 1gG ASCA u eksperimentalnoj grupi (Mann-Whitney test, p=0.005).
Serumska imunoreaktivnost na nativni glijadin 1gG tipa bila je znacajno visa u grupi
pacijenata sa ROU u poredenju sa kontrolnom grupom (Mann-Whitney test; p<0.0001).
Nasuprot tome, evidentirana je znacajno viSa koncentracija IgM antitela specifi¢nih za
glijadin u kontrolnoj grupi (Mann-Whitney test, p<0.005). Kada su u pitanju ukupni
proteini kravljeg mleka detektovana je statisticki znacajno visa seropozitivnost IgA, IgG
i IgE tipa u eksperimentalnoj u poredenju sa kontrolnom grupom (Mann-Whitney test;
p<0.0001 za sva tri tipa).

ZAKLJUCAK. Poremecaj funkcije oralne mukoze i izloZenost razli¢itim antigenima
moze da bude razlog gubitka imunske tolerancije i povisene produkcije autoantitela.
Cini se da su antitela pre markeri izmenjenog imunskog odgovora nego primarni
etioloski faktor u nastanku ROU. Kod teskih klini¢kih formi ROU, refrakternih na
standardnu terapiju, indikovano je uputiti pacijenta na dalja ispitivanja u smislu
seroloskih markera GSE 1 IBC, kao 1 preosetljivosti na proteine hrane, pre svega na

mleko i glijadin.

Klju¢ne redi: rekurentne oralne ulceracije, afte, glutensenzitivna enteropatija,

inflamatorne bolesti creva, autoantitela, proteini hrane.
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SPECIFICITY OF HUMORAL IMMUNE RESPONSES IN PATIENTS WITH
RECURRENT ORAL ULCERATIONS

ABSTRACT

INTRODUCTION. Humoral immunity as a part of an adaptive immune response is
primary represented by B lymphocytes which differentiate into plasma cells, able to
secrete antibodies, which are basic efector mechanism of humoral immunity. Alterations
in antibody production has been observed in patients with different immune-
inflammatory conditions including recurrent oral ulcerations (ROU), gluten sensitive
enteropathy (GSE) and inflammatory bowel disease (IBD). Recurrent oral ulcerations
represents an inflammatory disease characterized by appearance of repeated episodes of
solitary or multiple painfully ulcerations of oral mucosa, affecting about 20% of the
general population. Precise etiology of recurrent oral ulcerations is still unknown but it
is proven that numerous etiological factors like heritage, stress, trauma, hypersensitivity
to the food components, nutritional deficiency and hormonal imbalance, have important
role in their occurrence. Gluten sensitive enteropathy or celiac disease (CeD) is a
chronic small intestinal immune-mediated enteropathy precipitated by exposure to
dietary gluten in genetically predisposed individuals. GSE can be presented with
classical gastrointestinal symptoms but also as an atypical, silent and latent form with a
wide spectrum of non-gastrointestinal symptoms. In recent years, antibodies against
native gliadin (GL), tissue transglutaminase (tTG), deaminated gliadin peptides (DGP)
and deaminated gliadin analogous fragments (GAF) play a key role in early diagnosis.
Inflammatory bowel diseases (IBD) including Crohn’s disease (CD) and ulcerative
colitis (UC) are chronic inflammatory diseases with primary intestinal involvement.
IBD patients may exhibit a wide range of non-intestinal signs and symptoms, among
which ROU is classified as well. Serologic markers for UC and CD are antineutrophil
cytoplasmic antibodies (ANCA) and antibodies against Saccharomyces cerevisiae
(ASCA) respectively. Modifications in oral tolerance, mucosal immunity and in
epithelial barrier functionality observed in GSE, IBC and food allergens

hypersensitivity, could also influence occurrence of ROU. Based on the presumed



common etiopathogenesis of ROU, GSE and IBD which includes dysregulated mucosal
immunity, the aim of our study was to investigate the presence and concentrations of
new and accepted GSE-specific and IBD-related serologic markers in patients with

ROU free of gastrointestinal symptoms.

PATIENTS AND METHODS. The study was divided in two parts: clinical and
laboratory. Experimental group compromised 73 adult patients consecutively referred to
the Clinic for periodontology and oral medicine, School of Dental Medicine, University
of Belgrade who had frequent episodes of ROU. All patients were diagnosed with
Aphthae minor as one of the most important ROU subgroup based on the accepted
criteria. Control group consisted of 89 healthy adult subjects without clinical signs of
recurrent oral ulceration, gastrointestinal or allergic symptoms. Clinical investigations
included anamnesis and dental examinations. Laboratory analysis were performed in
order to detect prevalence and concentrations of serum antibodies highly specific for
GSE (antibodies against tTG, DGP and GAF) in a group of ROU patients and controls
using the ELISA method (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay). Antibodies
associated with IBC were determined by ELISA (ASCA) and indirectly
immunofluorescence (IIF) method (ANCA). Also, we analyzed the presence of
antibodies (IgM, 1gG, IgA and IgE) specific for native gliadin (GL) and total cow’s
milk protein (CMP) in sera of ROU patients and controls. Data were analyzed using

corresponding statistic methods.

RESULTS. Results obtained by clinical examinations revealed that two or more
ulcerations were detected in 79.5% of the ROU patients. Also, in 80.8% of patients
recurrence rate of ROU was higher than six time per year. Moreover, an average
ulceration healing time was longer than seven days for the most of the patients (71.2%).
Seropositivity for IgA or 1gG anti-tTG was detected in 1.8% and anti-GAF-3X IgA in
3.6% of ROU patients which did not differ significantly comparing to control group.
Seropositivity for IgA and/or IgG anti-DGP was found in 19.6% ROU patients
comparing to 8.3% IgA-DGP and 13.3% IgG-DGP patients in control group which was
also statistically insignificant. Prevalence of IgG ASCA was significantly higher in

experimental group (p=0.009). Also, there was no difference in prevalence of ANCA



between experimental and control group. However, concentrations of IgA and 1gG anti-
tTG and also IgA anti-GAF antibodies were found to be significantly higher in ROU
patients compared to control group (Mann-Whitney test, p=0.002, p=0.008 and p=0.04,
respectively). Furthermore, significantly higher concentrations of IgG ASCA were
found in experimental group (Mann-Whitney test, p=0.005). Serum IgG immuno
reactivity to native gliadin was also significantly increased in a group of ROU patients
in comparison to control group (Mann-Whitney test; p<0.0001). Contrary to that, it was
recorded significant higher IgM antibodies concentration specific for the gliadin in
control group (Mann-Whitney test; p<0.005). Significantly higher concentrations of
IgA, 1gG and IgE antibodies against cow’s milk protein were detected in patients with
ROU than in control group (Mann-Whitney test; p<0.0001 for all three Ig classes).

CONSLUSION. Mucosal barrier dysfunction and the exposure to various antigens can
lead to modified mucosal immunity and loss of humoral tolerance to self and microbiota
antigens resulting in autoantibody production. It seems likely that antibodies are
markers of aberrant immune response, rather than key effectors involved in the
pathogenesis of the ROU. In severe forms of ROU, refractory to standard therapy is
recommended to refer a patient for a further examinations including testing for
serological markers of GSE and IBD and food hypersensitivity first of all to milk and

gliadin.

Key words: recurrent oral ulcerations, apthae, glutensensetive enteropathy,
inflammatory bowel disease, autoantibodies, food proteins.

Scientific areas: Dental Sciences
Special topics: Oral Medicine
UDK: 616.31-002.44:577.27(043.3)
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1. UVOD

Humoralni imunitet je deo adaptivhog imunskog odgovora. Predstavljen je B
limfocitima, c¢ija aktivacija, a potom i sazrevanje do plazmocita uz pomo¢ T-
pomoc¢nickih ¢elija 1 njihovih citokina, ima za posledicu produkciju antitela. Pored
antitela, u humoralnom imunskom odgovoru ucéestvuju i drugi ¢inioci kao $to je sistem
komplementa, opsonini, hemokini i ostali medijatori neophodni za aktivaciju B
limfocita, kao i za ispoljavanje efektorske funkcije antitela. Antitela mogu direktno
neutralisati patogene i njihove toksine, a takode mogu posredovati u uniStavanju
mikroorganizama pomazuci fagocitozu i dejstvo komplementa na obloZena strana tela.
Kod patoloSkog, autoimunskog odgovora dolazi do stvaranja antitela na sopstvene
antigene. Neka od autoantitela u odredenim oboljenjima imaju dijagnosticki, a ponekad
1 prognosticki i prediktivni znacaj u prac¢enju i leCenju pacijenata. Poremecéaj humoralog

imuniteta se manifestuje i kod pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama 2.
1.1. Rekurentne oralne ulceracije

Rekurentne oralne ulceracije (engl. Recurrent oral ulcerations, ROU) predstavljaju
inflamatorno, hroni¢no oboljenje koje karakeriSu ponavljane epizode ulceracija oralne
mukoze. One se svrstavaju u najéesée promene na sluzokozi usne duplje 3. Javljaju se u
oko 20% opste populacije, ¢esto pocinju u detinjstvu, a sa godinama se obi¢no ove
epizode proreduju. Mogu se javljati u vidu solitarnih ili multiplih lezija, a
simptomatologija 1 klini¢ki tok variraju od blagih do teSkih 1 upornih formi koje su
veoma neprijatne za pacijente. Osim kao izolovana patologija, ROU mogu biti i deo
simptomatologije sistemskih bolesti, koje su najceS¢e imunski-posredovane

etiopatogeneze, §to ¢ini etiologiju i dijagnozu ROU jo$ kompleksnijom .
1.1.1. Etioloski faktori nastanka ROU

Etiologija ROU je multifaktorijalna i nije u potpunosti razjasnjena. Ispitivanja su
utvrdila niz predisponirajucih i protektivnih faktora vezanih za pojavu oralnih ulceracija
koji uti¢u na integritet epitelne barijere i mukozni imunitet 2°. Najées¢i etioloski faktori
za nastanak ROU su lokalna trauma °, nutritivni deficit ’, razli¢iti alergeni iz hrane,

8

mikroorganizmi ° i drugi Cinioci koji utiCu na epitelni integritet i imunolosku



homeostazu oralne mukoze. Nijedan od ovih faktora nije samostalan i dovoljan za
nastajanje rekurentnih oralnih ulceracija, ve¢ postoji izvesna predispozicija koja €ini
pacijente sa ROU sklonijim za razvoj lezije prilikom dejstva nekog od navednih
etioloskih ¢inilaca. Familijarna udruzenost ROU je uocena u oko 40% pacijenata, §to
govori u prilog genetske predispozicije °. Imajuéi u vidu multifaktorijalnost i genetsku
predispoziciju, moze se re¢i da su pacijenti sa ROU skloniji da razviju ulceracije oralne
mukoze prilikom dejstva lokalne traume ili nekog drugog faktora u odnosu na individue

bez genetske predispozicije.

1.1.1.1. Genetski faktor

Kod pacijenata sa ROU dokazano je ¢eSce prisustvo HLA-B51 alela, koje je variralo u
odnosu na etnicku pripadnost 1°. Pored toga, uocena je pojava DNK polimorfizama
vezanih za kontrolu mnogobrojnih citokina . Buno i sar. 2 su sproveli studiju u kojoj
su iz uzoraka bioptata ROU pacijenata odredivali nivo mRNK za viSe proinflamatornih
citokina i za anti-inflamatorni citokin IL-10. Na osnovu rezultata su zakljucili da kod
pacijenata sa ROU postoji funkcionalna deficijencija IL-10 S§to onemogucava

suprimiranje inflamatorne reakcije izazvane nekim drugim faktorom.

1.1.1.2. Lokalna trauma

Wray i sar. ® su jos 1981. godine, uo¢ili da je lokalna trauma &est inicirajuéi faktor za
nastanak ROU. Trauma epitela oralne sluzokoze moze biti izazvana oStrom ivicom
zuba, tvrdom hranom, cetkicom prilikom odrzavanja oralne higijene, za vreme
stomatoloskih intervencija 1 na brojne druge nacine. Ovakve povrede mogu inicirati

dalju lokalnu inflamaciju, koja kod odredenih individua moZze zavrsiti kao ulceracija.

1.1.1.3. Nutritivni deficit

Smanjenje nivoa gvozda, folata, vitamina B12 i nekih drugih nutritienata, naruSava
pravilnu epitelizaciju, ¢ine¢i mukozu atroficnom, vulnerabilnom sa smanjenim
odbrambenim sposobnostima 3. Uogeno je da pacijenti sa ROU &e$ée imaju poremecaj
u hematinskom metabolizmu u odnosu na zdrave kontrole "1#, Objasnjenje za ovo moze

biti 1 ¢injenica da su ROU ne tako retko udruZene sa gastrointestinalnim patoloskim



stanjima, poput celijakije i infekcija Helicobacter pylori, koje prati malnutricija i
anemija. Terapijski u¢inak primene suplemenata vitamina B12, gvozda i folata je bio
razli¢it u klini¢kim studijama i nije uvek dovodio do remisije ROU **817 |pak, mnogi
autori se slazu da primena vitamina B12 moze imati terapijski uc¢inak, cak i ako nije

prethodno utvden deficit ovog vitamina kod pacijenta sa ROU 819,

1.1.1.4. Hormonski disbalans

Istrazivanja su dokazala da je hormonski uticaj u vezi sa epitelnim integritetom i
njegovom funkcijom. Naime, lutealna faza menstrualnog ciklusa, koja je pracena padom
progesterona, je u nekim studijama oznacena kao period nesto ucestalijeg javljanja ROU
u grupi ispitanica %. Progesteron uti¢e na stepen keratinizacije i samim tim debljinu
epitela, kao i na funkcije mukoze. U prilog tome, postoje i podaci da se ROU rede
javljaju u trudnoéi, kao i prilikom upotrebe kontraceptivnih pilula . Na osnovu pregleda
ranije objavljenih studija, McCartan i sar. ? su izneli kriticki stav da rezultati
prethodnih istrazivanja nisu sa sigurno$¢u mogli da potvrde uticaj ovarijalnih hormona

na pojavu ROU.

1.1.1.5. Duvan

Smatra se da pusenje duvana smanjuje rizik za nastanak ROU. Shapiro i sar., ?* kao i

23

Axell i Hendricsson < su uocili da je pojava ROU reda kod pusaca. Takode, u

navedenoj studiji 23

, Je utvrdeno da se ROU kod nepusaca javljaju u tezoj formi u
odnosu na pusace. Prekid pusenja je udruzen sa pogorsanjem simptomatologije ROU 24,
a ponovo zapo¢injanje pusenja sa remisijom 2°. lako nije u potpunosti jasno da li je
nikotin glavni efektor, jedno od obrazlozenja za ovu pojavu je stvaranje otpornijeg
epitela, u smislu pojacane keratinizacije kao odgovora na puSenje. Efekat duvana uocen
je i kod pacijenata sa inflamatornim bolestima creva, i to kao protektivni faktor kod
pacijenata sa ulceroznim kolitisom, odnosno kao predisponirajuci faktor za nastanak

26 Ispitivani su

ulceracija crevne sluzokoze kod pacijenata sa Kronovom bolesc¢u
mnogobrojni efekti i nac¢ini administracije nikotina kao i1 nekih drugih sastojaka koji se
mogu na¢i U duvanskom dimu, kako bi se pomoglo boljem shvatanju etiopatogeneze

ovih inflamatornih stanja 27?8, Nije jasno dokazano da li je moguée ostvariti protektivni



efekat i kroz druge vidove administracije nikotina, osim kroz onaj u vidu duvanskog

dima koji je empirijski uocen.

1.1.1.6. Mikrorganizmi

Danas preovladuje misljenje da ROU nisu infektivne etiologije i da ne predstavljaju
kontagiozno oboljenje. Brojne studije su ispitivale uticaj mikrobnih c¢inilaca kod
pacijenata sa ROU, medu kojima su virusi Herpes simplex, Herpes zoster, Epstein-Barr
I Citomegalovirus, ali i bakterijske uzro¢nike kao §to su razliciti sojevi Streptococcus-a,
najée$ée Streptococcus oralis, kao i Helicobacter pylori 222031.32,

ROU se znacajno &esce javljaju kod pacijenata koji su HIV pozitivni 3334, Naime, kod
ovih pacijenata u okviru osnovne bolesti postoji poremecen odnos CD4+ T limfocita
(Ly) naspram CD8+ T Ly, u korist CD8+, koji se kod nekih pacijenata odrzava iako im
se uz anti-virusnu terapiju normalizuje ukupan broj CD4+ T Ly. Za ovu subkategoriju
pacijenata je uocen losiji terapijski odgovor, veéi morbiditet, ali i ¢edéa pojava ROU %,
Odredeni sojevi Streptococcus-a mogu da indukuju imunski odgovor kroz ukr§tenu
reakciju sa epitelnim antigenima, $to je ispitivano u studiji sprovedenoj kod pacijenata
sa oralnim ulceracijama i Beh&etovom boles¢u °. Ipak, streptokokni antigeni, kao ni
ukrStena reakcija sa oralnom mukozom, nisu pronadeni kod veceg broja pacijenata sa
ROU tako da se ovaj mehanizam ne moZe smatrati glavnim i nezavisnim etioloskim
faktorom 3. Hasan i sar. % su kod pacijenata sa ROU ispitivali homologne antigene
mikrobnih i humanih tzv. “heat-shock” proteina (HSP) koji stimuliSu odredene
subpopulacije T limfocita i zakljucili su da prisustvo mikroba na oralnoj mukozi inicira
imunski odgovor tako $to posredstvom mikrobnog 65kD HSP vr$i snazno proliferativno
dejstvo na T ¢éelije, Sto potom dovodi do ukrStene reakcije sa homolognim humanim
epitelnim 60kD HSP.

Vise studija je ispitivalo povezanost pojave ROU i bakterije Helicobacter pylori (HP),
koja je inace poznat uzro¢nik inflamatornih i ulceroznih lezija Zeluca. Studija koju su
sproveli Birek i sar. *° je pronasla DNK HP u uzorcima briseva uzetih sa mesta
ulceracija kod veéine pacijenata sa ROU. Tas i sar. “° su 2013. godine u klini¢koj studiji
utvrdili poboljsanje klinicke slike ROU, kao i viSe vrednosti vitamina B12 u serumu,
kod pacijenata kojima je uspesno sprovedena eradikaciona terapija za HP u odnosu na

one koji su i nakon eradikacione terapije imali pozitivan izdisajni ureaza test. Medutim,



Fritscher i sar. #! nisu uo¢ili zna¢ajnu povezanost ROU sa HP infekcijom.

Osim patoloskih mikrobnih sojeva, zahvaljuju¢i novim nekultivacionim tehnologijama
identifikacije mikroba, uofeno je da nepatogene, komensalne mikrobne vrste
naseljavaju mukoze u mnogo veéem broju nego §to se to ranije mislilo 2. U tom smislu,
gastrointestinalni trakt predstavlja znacajno prebivaliste ovih komensala koji zajedno sa
domadinom udestvuju u digestivnim, metaboli¢kim i imunoloskim procesima “*%4.
Uoceno je da su mnoga patoloska stanja udruzena sa poremecenim mikrobnim sastavom
komensala. Studija koju su sproveli Bankvall i sar. #° 2014. godine je utvrdila da postoji
drugaciji mikrobni sastav oralne mukoze kod pacijenata sa ROU u odnosu na zdravu
kontrolnu grupu i to sa uzoraka koji nisu zahvaéeni inflamatornim i ulkusnim
promenama. Oni su uo€ili drugaciji mikrobni sastav sa neinflamiranih regija oralne
mukoze narocito kod pacijenata koji su u tom trenutku imali ulcerativne promene u
ustima, te su zakljucili da izmenjena mikroflora moze biti jedan od uzroka nastanka
ulcerativnih lezija, ali i posledica u sklopu inflamacije oralne sluzokoze. Ovakva
razmatranja postoje i kad su u pitanju inflamatorne bolesti creva ¢, a od nedavno i kod

gluten-senzitivne enteropatije *’.

1.1.1.7. Antigeni hrane

Preosetljivost na antigene hrane je takode jedan od mogucih faktora u nastanku ROU. U
viSe studija je dokazano da prekid unoSenja odredenih namirnica moZe dovesti do
smanjivanja tegoba “8. Izvor alergijskih reakcija je veoma Sirok i raznovrstan, ali se
proteini kravljeg mleka 1 Zitarica smatraju najznacajnijim antigenima kod pacijenata sa
ROU “,

Taylor i sar. ®° su jos 1964. godine istrazivali ucestalost povisenog nivoa antitela u
humanom serumu, na proteine mleka i1 gluten, kod pacijenata sa oboljenjima
gastrointestinalnog trakta. Uocili su povecanu incidencu poviSenog nivoa antitela u
humanom serumu, kod pacijenata sa aftoznim ulceracijama, major tipa, dok su Tomas i
sar. °! 1973. godine ustanovili znacajno &e3ée prisustvo antitela na proteine kravljeg
mleka kod pacijenata sa aftama minor. Po prvi put u nau¢noj literaturi, Besu i sar. °2 u
svojoj studiji iz 2009. godine, objavljuju podatak da je u pacijenata sa rekurentnim
aftoznim ulceracijama (RAU) nepoznate etiologije, ustanovljena statisticki znacajno

veca ucestalost poviSene koncentracije antitela (IgA, IgG 1 IgE tipa) na proteine kravljeg



mleka u odnosu na zdrave kontrole.
Osim hrane, i druge supstance koje se unose oralnim putem mogu biti izvor
hipersenzitivnosti i ROU, kao $to je uofeno za natrijum-lauret-sulfat, hemijsko

jedinjenje tipa surfaktanta koji se nalazi u pastama za zube *°.

1.1.2. Etiopatogenetski mehanizmi nastanka ROU

Poremec¢aj humoralog imuniteta koji se manifestuje kod pacijenata sa rekurentnim
oralnim ulceracijama je posledica neadekvatnog T celijskog odgovora i mukoznog
imuniteta. U osnovi imunopatogeneze ROU, centralnu ulogu ima disregulisan ¢elijski
imunitet, u smislu disbalansa izmedu aktivacije mukoznog T-helper (Th) imunskog
odgovora i T regulatornog imuniteta °*. Pored T-¢elijski posredovanog odgovora, mnogi
drugi medijatori mukoznog imuniteta 1 oralne tolerancije imaju ucesa u ovoj

disregulaciji *°.

1.1.2.1. Mukozni imunitet i oralna tolerancija

Oralna mukoza predstavlja deo gastrointestinalnog trakta i uéestvuje u poéetnim fazama
enzimskog obradivanja hrane, ali i u kompleksnim procesima stvaranja tolerancije na
oralno wunete antigene iz spoljasnje sredine, antigene hrane 1 neinvazivne
mikroorganizme *°.

Epitelnu barijeru oralne mukoze ¢ini vise slojeva epitelnih ¢elija, izmedu kojih se nalaze
transmembranski proteini, medu kojima su zonulini, okludini, klaudini i drugi, koji
kontroliSu protok makromolekula 1 nutritienata izmedu celija 1 funkcionalnu
permeabilnost epitelne barijere. Oralna mukoza je, kao i mukoza digestivnog trakta,
izloZena razli¢itim etioloskim faktorima znafajnim za nastanak ulceracija kao $to su
trauma, mikrobi i neke komponente iz hrane, koji mogu uticati na oStecenje epitelne
barijere, ¢ime se stvaraju uslovi za aktivaciju mukoznog imuniteta i inflamaciju *.
Mukozni imunitet Cine epitelne 1 druge celije mukoze specijalizovane za ekspresuju
mnogobrojnih receptora koji vrSe prepoznavanje antigena koji dospevaju na sluzokozu.
Oni zajedno sa razli¢itim celijama urodenog imuniteta, medu kojima su i antigen-
prezentujuce celije, uCestvuju u pokretanju imunskog odgovora. Vise subpopulacija T

¢elija rasporedeno je u razlicitim slojevima mukoze, a na samoj mukozi se nalaze



imunoglobulini klase A, mucini i anti-mikrobni peptidi koji predstavljaju direktan
zastitini film za prodor stranih antigena. Sve ove ¢elije i njihovi proizvodi uéestvuju u
odrZzavanju izbalansiranog mukoznog imuniteta %8,

Oralna tolerancija predstavlja jedan od vidova periferne imunske tolerancije koji se
sprovodi u mukozama, posebno gastrointestinalnog trakta, nad antigenima koji su
oralno uneti, kao $to su antigeni iz hrane i nepatogeni, komensalni mikrobi *°. Cilj
imunske tolerancije je da se izbegne inflamatorni odgovor na sopstvene i neinvazivne
antigene %°. U procesu oralne tolerancije uéestvuju razlidite éelije mukoznog imuniteta,

a medu najvaznijima su CD4+ CD25+ T regulatorne ¢elije >*.

1.1.2.2. T-¢elijski odgovor i polarizacija Th1 odgovora kod pacijenata sa ROU

Imunski odgovor posredovan T cCelijama je u osnovi patogeneze ROU. U prilog tome
govori nalaz T ¢elijskih subpopulacija u oralnim ulceracijama. Imajuci u vidu klini¢ku
progresiju oralnih ulceracija koja podrazumeva prodromalni, pre-ulcerativni, ulcerativni
i isceljujuéi stadijum, Savage i sar. ®* su sproveli studiju u kojoj su analizirali
zastupljenost T ¢elijskih subpopulacija. Naime, oni su uzimali uzorke biopsije sa mesta
lezije oralne mukoze u vreme sva Cetiri klini¢ka stadijuma kako bi ispitali povrSinske T
¢elijske antigene. Imunohistohemijski nalaz je ukazao da se u fazi pre-ulceracije nalazi
veci broj CD4+ T ¢elija uz manji broj CD8+ T ¢elija, u odnosu 2:1. U fazi ulceracije, u
histoloskom nalazu je uocen veliki broj CD8+ T ¢elija, a tek mali broj CD4+ T ¢elija, u
odnosu CD4:CDS8 T ¢elija 1:10. U fazi zaceljenja, u ¢elijskom infiltratu je uoceno da su
opet dominirale CD4+ T ¢elije, uz veoma mali broj CD8+T ¢elija, uz odnos CD4:CD8
¢elija priblizno 10:1. Autori su zakljucili da limfotoksi¢nost ima glavnu ulogu u
patogenezi ROU i potencijalnu ulogu lokalnog imunoregulatornog disbalansa. U
narednoj studiji, isti autori su pokazali redukciju indukovanih supresorskih T ¢elija, koje
su zna¢ajne za odrzavanje mukoznog regulatornog imuniteta 2,

Jos$ jedna vazna subpopulacija T éelija koja naseljava mukozu gastrointestinalnog trakta
su gama-delta T celije (yo-T celije). One predstavljaju malu, ali veoma vaznu
subpopulaciju T ¢elija koja prepoznaje mikrobne antigene 1 vrlo brzim odgovorom
ucestvuje u odrzavanju imunske homeostaze mukoza. Kod ROU je uoceno da je
proporcija yo-T ¢elija u mukozi i perifernoj krvi visa nego kod zdravih kontrola, a da po

stimulaciji produkuju IFN-y i TNF-o, 5364,



Kod pacijenata sa ROU je ustanovljeno da je Thl dominantan tip adaptivnog imunskog
odgovora %%, Ova polarizacija se manifestuje produkcijom Th1 citokinskog profila,
medu kojima su IL-12 i TNF-a. U prilog tome govori i nalaz povisenih vrednosti TNF-a
kod pacijenata sa ROU, te se on smatra mozda i glavnim proinflamatornim citokinom
kod ovih pacijenata. TNF-a je detektovan u znacajno visim koncentracijama u samim
ulcerativnim lezijama pacijenata sa ROU u odnosu na kontrole, a takode i TNF-a
mRNA je prisutna u znacajno vec¢em stepenu kod ROU u odnosu na druge vrste
ulceracija *2.

Uoceno je da faktori koji predisponiraju nastanak ROU (hematinski deficit, stres, neki
lekovi) promovisu Th1 odgovor 7, dok protektivni faktori za ROU, kao $to su pusenje i

trudno¢a, upravo stimuli$u Th2/Treg odgovor .

1.1.2.3. Humoralni imunitet kod pacijenata sa ROU

Pacijenti sa ponavljaju¢im oralnim ulceracijama imaju naglaSen i celularni i humoralni
adaptivni imunski odgovor. Disregulisana produkcija citokina, hiperreaktivnost
neutrofila i povecana koncentracija komplementa su samo neki od mehanizama zasluzni
za povecan broj B limfocita koji se srece kod pacijenata sa ROU. U nekim studijama se
navodi i znacaj Th-2 ¢elijskog odgovora, koji karakteriS§e povecano prisustvo citokina
IL-4, IL-5 i IL-13, i koji se povezuje sa veéom sklono$éu ka stvaranju autoantitela 2°°,

U serumima pacijenata sa ROU ispitivano je prisustvo razli¢itih antitela, usmerenih
kako na egzogeno unete antigene (anti-glijadinska antitela, antitela na proteine kravljeg
mleka) *° tako i na komponente sopstvenog tkiva (antitela na tkivnu-transglutaminazu,
endomizijalna antitela). Znacaj pomenutih antitela kod pacijenata sa ROU nije u
potpunosti razjadnjen, a i rezultati studija o njihovoj prevalenci su raznovrsni '%/%7273,

Zbog toga je neophodno sprovesti vise studija koje ¢e ciljano ispitivati etiopatogenetski

i klini¢ki znacaj razlicitih antitela kod pacijenata sa ROU.

1.1.3. Klinicka slika rekurentnih oralnih ulceracija

major i herpetiformne afte 2.



Afte minor (Aphtae minor, MiRAS), su najcesce (75-85%) i javljaju se u formi aftoznih
ulceracija manjih od 1 cm, u broju obi¢no manjem od 10 koje zarastaju u periodu od 7-
10 dana bez oziljka.

Afte major (Aphtae major, Periadenitis mucosa necroticans, MARAS) su dublje i
obi¢no vece od 1 cm, a javljaju se kod manjeg broja pacijenata (10-15%). Pojava
ovakvih ulceracija je pracena bolom, otezanom ishranom, a u nekim slucajevima i
poviSenom telesnom temperaturom i groznicom. Zarastanje je oziljno i traje do 6
nedelja.

Herpetiformne afte (Aphtae herpetiformis) su plitke ulceracije koje li¢e na afte minor,
ali su daleko brojnije (10-100 afti), zarastaju za dve nedelje bez oziljka i sreu se u 5-
10% pacijenata 2.

Kada je na oralnoj mukozi prisutno viSe od jedne aftozne lezije govorimo o
rekurentnom aftoznom stomatitisu (engl. Recurrent aphtous stomatitis, RAS), a

ukoliko je prisutna jedna promena onda se ona naziva solitarna afta.

1.1.4. UdruZenost ROU sa drugim oboljenjima

Ne mogu se sve rekurentne oralne ulceracije shvatati kao rekurentni aftozni stomatitis
jer se mogu javiti i u sklopu nekih drugih patoloskih stanja, kada su to aftama-sli¢ne
ulceracije. Takode, moguce je i istovremeno prisustvo RAS i drugih oboljenja koja kao
jedan od simptoma mogu dati oralne ulceracije . Zbog toga se u literaturi mogu naéi
termini kao Sto je “pravi RAS” koji podrazumeva iskljucenje svih drugih mogucih
uzroka za pojavu oralnih ulceracija.

Kada su u pitanju druga patoloSka stanja koja imaju slicnu etiopatogenezu ili na neki
drugi na¢in mogu izazvati oralne ulceracije, najceS¢e se u literaturi navode Behcetova
bolest, razliita imunodeficijentna stanja, sistemske i1 reumatoloske bolesti, gluten-
senzitivna enteropatija, inflamatorne bolesti creva i malnutricija ™. Ono Sto je
zajednicko za ova oboljenja je da takode zahvataju mukoze i da im je etiopatogeneza
imuno-inflamatorna, a Cesto i multifaktorijalna. Osim ovih patoloskih stanja, dokazano
je da se ROU mogu javiti i kao toksicna manifestacija na neke lekove, najcesce
nesteroidne anit-inflamatorne lekove (NSAIL) i nikoradil ®"". Pored toga, i
mnogobrojne kozne bolesti (Lichen planus, Pemphigus vulgaris, Pemphigoid, Erythema

exsudativum, Epidermolysis bullosa, Dermatitis herpetiformis Duhring) takode mogu



zahvatati oralnu mukozu. Postoje slucajevi da se ulceracije oralne mukoze pogresno
dijagnostikuju kao RAS, a da se zapravo radi o nekom drugom mukokutanom oboljenju
78

Oralne ulceracije se Cesto javljaju u sklopu imunodeficijentnih stanja, kako urodenih
kao $to je cikli¢na neutropenija ’°, tako i stecenih, kao §to je AIDS **. Pored toga, kod
dece je uocena pojava aftoznih ulceracija oralne mukoze u sklopu PFAPA sindroma
(engl. periodic fever, aphthous stomatitis, pharyngitis and adenitis) .

Takode, oralne ulceracije su jedna od manifestacija vise opisanih sistemskih imuno-
posredovanih sindroma i oboljenja, kao §to su Sweet-ov sindrom, MAGIC ( engl.
“Mouth And Genital ulcers with Inflamed Cartilages”) sindrom, Reiter-ov sindrom
(engl. Reiter syndrome), sistemski lupus eritematodus (engl. Systemic Lupus
Erythematosus, SLE) i Beh&etova bolest 8. U navedenim multisistemskim stanjima se
javljaju razli¢ite muko-kutane lezije, izmedu ostalog i oralne ulceracije, koje je
diferencijalno dijagnosticki tesko razlikovati. Kada su u pitanju teske forme ROU,
refrakterne na konzervativnu terapiju, javljaju se sumnje da se zapravo radi o laksoj
formi Behéetove bolesti 82. Rogers 8 je ustanovio da je ovo slu¢aj kod pacijenata iz
podrucja Azije i Bliskog istoka, u kom se inace ¢es¢e javlja Behcetova bolest. Medutim,
u ostalim delovima sveta kao $to su Evropa i Severna Amerika, to nije bio slucaj i svega
kod 10% pacijenata sa kompleksim ROU se ispostavilo da imaju Beh¢etovu bolest.
GastroenteroloSka oboljenja se takode mogu manifestovati ulceracijama na oralnoj

mukozi, pa ¢ak i da to bude jedan od prvih simptoma tih oboljenja 8.

1.2. Gluten senzitivna enteropatija (GSE)

Gluten-senzitivna enteropatija (engl. Gluten-Sensitive Enteropathy, GSE) ili celija¢na
bolest (engl. Celiac disease, CD) je imuno-posredovano oboljenje koje se javlja kod
genetski predisponiranih osoba, a izazvano unosom glutena, proteina koji se nalazi u
mnogim Zitaricama . Glijadin je imunogena komponenta glutena, a reakcija na glijadin
se moze javiti bilo kada u toku Zivota %,

GSE se cesce javlja u Severnoj Americi i Evropi, gde se zitarice viSe upotrebljavaju u
ishrani, ali je u poslednje vreme ucestalost ovog oboljenja povecana 1 u azijskim
zemljama zbog promena u nacinu ishrane. Ucestalost javljanja GSE za Severnu

Ameriku i Evropu iznosi oko 1% ®7, s tim da postoje regioni, poput Finske i Svedske, u
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kojima je udestalost i nesto preko 2%, dok je u Nemackoj svega 0.2% %. Razlog za ove
razlike medu zemljama sa slicnim dijetalnim navikama i sa slicnim genetskim faktorom,
nije razjasnjen. Pored toga, uocava se globalni porast ucestalosti javljanja GSE, §to se
jednim delom mozZe pripisati boljim dijagnostickim procedurama i ve¢im postojanjem
svesti 0 ovom stanju . Rezultati studije koje su objavili Catassi i sar. ® 2007. godine
pokazali su da je ciljano ispitivanje populacije na seroloske markere specificne za GSE
dalo vecu ucestalost GSE, koja je iznosila 2.25% na grupi od 976 ispitanika koji su
imali neke od tegoba koje se mogu povezati sa GSE. Medutim, smatra se da na ovaj
trend, osim dijagnostickih testova koji su na raspolaganju, utiu i drugi fakotri, kao Sto
su kvalitet i kvantitet unosa glutenskih komponenti, nacin ishrane novorodencadi,
promene u crevnoj flori itd. .

Podaci o ucestalosti celijakije u naSoj populaciji nisu dovoljno precizni, obzirom da nisu
sprovedene adekvatne studije. Jedno istrazivanje je ukazalo de je zastupljenost
manifestne GSE oko 1:1000 dece uzrasta do 15 godina na treitoriji Republike Srbije 9.

1.2.1. Etiopatogenetski mehanizmi nastanka GSE

Etiopatogeneza GSE podrazumeva T c¢elijski odgovor u intestinalnoj mukozi koji
nastaje usled prezentacije glutenskih antigena od strane HLA-DQ2 i HLA-DQ8 antigen-
prezentujuéih éelija *3. Ova imunska reakcija je praéena dominacijom Thl i Thl7
imunskog odgovora, uz produkciju odgovarajuc¢eg seta citokina i aktivacije drugih
efektora u mukozi creva *. Takode, uoden je poremecaj intestinalne epitelne barijere,
¢ime je naruSena regulacija prolaza antigena 1 drugih molekula izmedu epitelnih celija
%, U etiopatogenezi GSE, znacaj dobija i crevna mikroflora zbog interakcije sa
epitelnim i imunskim ¢elijama mukoze creva i uticajem na integritet epitelne barijere 7.
Celijakija je oboljenje sa snaznom genetskom osnovom. Oko 97% pacijenata sa
celijakijom nosioci su HLA-DQ alela i to 90-95% DQ2 dok se HLA-DQ8 nalazi kod
preostalih pacijenata. Medutim, specifi¢nost za ove alele je prili¢no niska i krece se od
36-53%, odnosno svega 2-5% osoba koje nose HLA-DQ?2 i/ili HLA-DQ8 zaista obole

od celijakije .
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1.2.2. Klini¢ka slika i dijagnostika GSE

Pacijenti sa GSE razvijaju inflamatorne promene na mukozi tankog creva, prevashodno
duodenuma i jejunuma, 1 takvo patolosko stanje je okarakterisano kao enteropatija koja
je pracena malapsorpcijom i malnutricijom. Osim toga, kod pacijenata sa GSE se mogu
naéi i vancrevne manifestacije, koje uglavnom nastaju kao posledica malapsorpcije i
malnutricije, kao i usled patolo§kog adaptivnog imunskog odgovora ¥/,

U klinickom smilsu, GSE se moZze prezentovatovati kao klasi¢na, atipi¢na, pritajena i
latentna forma.

Klasi¢na forma GSE podrazumeva gastrointestinalne simptome kao $to su hroni¢na
dijareja, nadutost, konstipacija i gubitak telesne tezine. Ovi simptomi se mogu
preklapati 1 li¢iti na mnoge druge funkcionalne poremecaje digestivnog trakta, kao Sto
su dispepsija, sindrom iritabilnog kolona, ali i razli¢ite intolerancije na hranu i neka
druga inflamatorna oboljenje digestivnog trakta. Kada se uz ove digestivne simptome
nadu neki poremecaji u laboratorijskim parametrima, koji mogu biti znak malapsorpcije
i malnutricije, indikovano je dalje serolosko i endoskopsko ispitivanje u pravcu GSE %,
Atipicna forma GSE se moZe manifestovati razli¢itim ekstraintestinalnim
poremecajima kao S§to su hroni¢na malaksalost, sideropenijska anemija sa sniZenim
folatima i vitaminom B12, osteoporoza, hipoplazija zubne gledi, oralne ulceracije,
poremecaj u hepatogramu, hroni¢ni hepatitis, neuropatije, idiopatska cerebelarna
ataksija, dermatitis herpetiformis, zastoj u rastu uz odloZen pubertet, rekurentni pobacaji
i problemi sa fertilietetom %,

Pritajena forma GSE podrazumeva pozitivan seroloski nalaz GSE-specifi¢nih
markera, pozitivan endoskopski nalaz za GSE, ali odsustvo bilo kakvih klasi¢nih ili
atipi¢nih klinickih simptoma GSE.

Latentna forma GSE se karakteriSe pozitivnim seroloskim nalazom GSE-specifi¢nih
markera, ali bez klini¢kih simptoma i endoskopskih znakova GSE, iako pacijenti unose
hranu koja sadrzi gluten.

| pritajena i latentna forma GSE mogu u nekom momentu pre¢i u manifestnu formu, pa
se ovim pacijentima preporuéuju redovne kontrole kao i dijeta bez glutena 1%,

Obzirom da je simptomatologija kod pacijenata sa GSE raznovrsna i da postoje razli¢iti
stadijumi glutenske enteropatije, dijagnoza se mora zasnivati na preporucenim

algoritmima koji imaju za cilj da pomognu u pravilnom kori§¢enju i tumacenju
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serologkih markera u odnosu na histoloski i endoskopski nalaz . Prilikom
endoskopskog pregleda, normalan izgled sluzokoze ne moze uvek iskljuciti postojanje
GSE. Stoga je za postavljanje dijagnoze GSE narocito vazno da se uzimaju politopske
biopsije iz predela bulbusa i distalnog dela duodenuma. Histoloski nalaz biopsije
duodenuma ne moze zameniti ni serologija ni sama endoskopija. Endoskopski i
histoloski pregled se rade dok je pacijent na normalnoj ishrani koja sadrzi gluten.
Terapijski odgovor na dijetu bez glutena, u smislu poboljsanja klinickih simptoma,
laboratorijskih analiza ili endoskopskog nalaza koji su prethodili primeni dijete,

potvduje dijagnozu GSE ili drugih glutenom-izazvanih poremeéaja %.

1.2.3. GSE-specifi¢ni seroloSki markeri

Pokus$aj da se identifikuju odredeni seroloski markeri koji bi pomogli u dijagnostici
GSE su zapoceti jo§ 1958. godine, kada su Berger i sar. 1% otkrili anti-glijadinska
antitela, koja su pocela da se koriste u dijagnosti¢ke svrhe od 1970. godine. Nakon toga
su detektovana anti-retikulinska antitela, anti-jejunalna i anti-endomizijalna antitela 2.
Dieterich i sar. 1% su ustanovili da je komponenta endomizijuma na koju su usmerena
anti-endomizijalna antitela zapravo tkivna transglutaminaza (tTG) tako da se u
dijagnosticke svrhe ukljucuju i anti-transglutaminska antitela.

Anti-glijadinska antitela klase IgA su pokazala vecu specifi¢nost dok su u klasi IgG ova

antitela imala veéu senzitivnost 19°

. lako se upotrebna vrednost ovog testa moze
povecati istovremenom primenom obe klase antitela, senzitivnost i specifi¢nost je niza u
odnosu na druge, novije seroloSke markere. Osim §to se ova antitela mogu koristiti u
cilju potvrde o primeni apsolutne dijete bez glutena, dijagnosti¢ka vrednost ovih antitela
je pokazala izvesne slabosti. Naime, kod nekih pacijenata sa GSE se javlja IgA
deficijencija ili selektivna deficijencija IgA antitela na glijadin, kada se ovaj seroloski
test prikazuje kao lazno negativan. S druge strane, dijagnosticki problem predstavljaju 1
lazno pozitivni rezultati koji obuhvataju zdrave pacijente ili neka druga
gastrointestinalna patoloSka stanja. Stoga su se prvobitno koris¢ena anti-glijadinska
antitela na nativni glijadin pokazala nedovoljno specificna i senzitivna, te nisu vise
preporu¢ena za dijagnostiku GSE %,

U cilju podizanja specifi¢nosti testa na anti-glijadinska antitela, dizajnirani su novi

deamidovani glijadinski antigeni, u koje spadaju deaminirani glijadinski peptidi (DGP) i
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rekombinantni “glijadin-analogni fuzioni peptid” (GAF-3X) . Ovim “precis¢avanjem”
su uklonjeni mnogi nespecificni imunoreaktivni antigeni koji su bili razlog za lazno
pozitivne rezultate i na taj nacin su se premostili neki od problema u specifi¢nosti testa
107,108

Pored ovih novih deamidovanih anti-glijadinskih antitela u dijagnostici GSE Koriste se i
antitela na komponente sopstvenog tkiva kao §to su anti-endomizijalna antitela (EMA) i
antitela na tkivnu transglutaminazu (anti-tTG antitela). EMA se odreduju metodom IIF,
imaju izuzetno visoku specifi¢nost, uz nesto nizu senzitivnost *°°, sa niskim stepenom
lazno pozitivnih rezultata *°. Jedna studija je pronasla pozitivan nalaz EMA kod
sluajeva sa latentnom, histoloSki normalnom, formom glutenske senzitivnosti, i time
ukazali na dijagnosti¢ki znataj EMA kod ove podgrupe pacijenata 11,

Naknadno je otkriveno da je glavni antigen anti-endomizijalnih antitela, zapravo enzim
t-TG, koja se nalazi u mukozi tankog creva i vrsi proces deamidacije glijadina iz
glutena, ¢ime nastaju deamidovani fragmenti gliadina. Procesom deamidacije se
otkrivaju potentni glijadinski peptidi koji stimuliSu T celije koje se nalaze u lamini
propriji mukoze creva, uz posledi¢nu produkciju antitela na fragmente glijadina *2,
Istovremeno se desava i ukrstena reakcija, Sto ima za posledicu stvaranje autoantitela na
t-TG 1. Studija koju su sproveli Baudon i sar. %4 2004. godine je pokazala da je test na
humanu tTG pouzdan za dijagnozu i za pracenje GSE kod dece i kod odraslih.

Specifi¢nost u ovoj studiji je iznosila 98-99%, a senzitivnost od 91.5 - 98%.

1.3. Inflamatorne bolesti creva (IBC)

Inflamatorne bolesti creva su imunski-posredovana, hroni¢na, recidiviraju¢a oboljenja
predstavljena kroz dve osnovne klinicke forme: Kronovu bolest (KB) i ulcerozni kolitis
(UK). Oba pomenuta oboljenja imaju svoj specifican endoskopski i patohistoloski
nalaz, a u diferencijalnoj dijagnozi od pomoéi mogu biti i seroloski markeri 11°116,

Procenjeno je da u SAD oko 1.4 miliona ljudi boluje od IBC, a u Evropi oko 2.2
miliona ljudi. Najvisa godisnja incidenca u Evropi iznosi za KB 12.7/100.000 osoba-
godina i za UK 24.3/100.000, dok je u Aziji i na Bliskom istoku incidenca za KB
5.0/100.000 osoba-godina, i za UK 6.3/100.000 osoba-godina. Prevalence za IBC su
najviSe u Evropi (ulcerozni kolitis 505/100,000 osoba; Kronova bolest 322/100,000

osoba) i SAD (UK 249/100,000 osoba; KB 319/100,000 osoba) 7. Pored veé opisane
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vise prevalence za IBC u Severnoj Americi i Evropi, u ovim podrucjima se uocava
porast u incidenci i prevalenci IBC u drugoj polovini XX veka. Takode, uocava se
porast prevalence i u drugim delovima sveta koji su do sada smatrani oblastima manjeg
rizika za IBC, kao §to su Japan i Indija. Smatra se da pored genetskog faktora, veliki

znacaj na razvoj IBC imaju i spoljna sredina, naéin ishrane i uslovi zivota 8,

1.3.1. Etiopatogenetski mehanizmi nastanka IBC

Etiologija IBC je slozena, a uklju¢uje neadekvatan imuno-inflamatorni odgovor crevne
mukoze, uz sadejstvo nekog od spoljasnjih faktora, kod imunogenetski predisponiranih
individua '°. Spoljni faktori za koje je uoéeno da imaju najznacajniju ulogu u nastanku
IBC su mikrobi, dijetetske i higijenske navike, kao i stres %°. Patogenetski mehanizam
IBC podrazumeva disregulisan imunski odgovor, koji se odlikuje prekomernom i
neadekvatnom produkcijom proinflamatornih citokina, koji su glavni efektori za
nastanak hroni¢nih zapaljenskih promena i lezija mukoze. Kod KB je uocena
domimacija Th-1 ¢elijskog imunskog odgovora, dok se UK karakterise Th-2 imunskim
odgovorom. Ipak, kako pokazuju novije studije, citokinski profil ovih klini¢kih formi je
daleko slozeniji 2.

Smatra se da u imunoinflamatornom procesu dolazi i do narusavanja epitelne barijere,
Sto ima za posledicu povecanu intestinalnu permeabilnost 1 prodor antigena iz lumena
creva u mukozu 2212 Na kraju, genetska komponenta je takode znacajan etioloski
faktor, a viSe imunogenetskih polimorfizama je ispitivano i1 utvrdeno kod ovih
pacijenata 2%, Ipak, slozena regulacija imunskog odgovora &ini veliku individualnu

varijabilnost u imunogenetskim polimorfizmima obolelih od IBC.

1.3.2. Klinicka slika i dijagnostika IBC

Osim osnovnih klinickih formi IBC kod nekih pacijenata javlja se i nedeterminisana
forma, kada nije moguée odmah razlugiti da li se radi o KB ili UK !,

Kronovu bolest karakterise pojava lezija koje se mogu javiti bilo gde u digestivnom
traktu, poCevsi od oralne mukoze pa sve do anusa, i istovremeno mogu zahvatiti viSe
razlic¢itih segmenata digestivnog trakta. Ove lezije mogu biti transmuralne, te dovesti do

komplikacija u vidu fustula i stenoza.
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Ulcerozni kolitis je ograni¢en samo na kolon i lezije su u kontinuitetu 2. Na osnovu
endoskopskog nalaza opisuju se dve forme: ogranic¢ena i ekstenzivna (pankolitis). Lezije
kod UK zahvataju mukozu u vidu plitkih erozija i ulceracija.

Nedeteminisana forma je prelazna forma, kada nije moguée na osnovu
kolonoskopskog i histopatoloskog nalaza sa sigurnos¢u utvrditi da li se radi o KB ili
UK. Tada su potrebna dodatna gastroenteroloska ispitivanja koja ukljucuju neku od
,»imidzing* metoda pregleda tankog creva, seroloSko ispitivanje i detaljno klinicko
praéenje %°.

Sve tri forme imaju sli¢nu klinicku simptomatologiju, kao i sklonost ka odredenim
ekstraintestinalnim manifestacijama.

Dijagnoza IBC je zasnovana na postojeéim dijagnosti¢kim kriterijumima %, koji se
oslanjaju na endoskopski 1 histoloski nalaz, uz klinicku simptomatologiju. Od
endoskopskih pregleda obavezna je totalna kolonoskopija sa terminalnom ileoskopijom,
uz uzimanje biopsija iz svakog segmenta creva. Endoskopski, a ponekad i radioloski
pregledi, proksimalnih partija digestivnog trakta se takode rade kako bi se iskljucilo
postojanje inflamatornih ili nekih drugih koincidentalnih promena 8.

Osim intestinalnih tegoba, pacijenti sa IBC Cesto imaju i vancrevne manifestacije, koje
mogu nastati usled hroni¢nog inflamatornog stanja, malapsorpcije i malnutricije,
toksi¢nih efekata leCenja, ali i imunski-inflamatornih poremecaja koji zahvataju druge
sisteme organa. NajCeS¢e se javljaju inflamatorne promene hepatobilijarnog sistema,
koze, zglobova i o¢iju, a na oralnoj mukozi se IBC mogu ispoljiti u vidu rekurentnih
oralnih ulceracija, vegetantnog piostomatitisa i granulomatoznih lezija. Pacijenti sa IBC
i ekstraintestinalnim manifestacijama ¢e$¢e imaju i druge imuno-posredovane bolesti,
poput oboljenja Stitaste Zlezde, pankreasa, razli¢itih vaskulitisa i1 sistemskih bolesti

vezivnog tkiva %',

1.3.3. Seroloski markeri povezani sa IBC

Kao jedno od pomoc¢nih sredstava u dijagnostici IBC, naroCito u diferencijalno
dijagnosticke svrhe, koriste se i seroloski markeri, medu kojima su anti-neutrofilna

citoplazmatska antitela (ANCA) i antitela na Saccharomyces cerevisiae (ASCA) 28,
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1.3.3.1. Anti-Saccharomyces cerevisiae antitela (ASCA)

ASCA su usmerena na gljivicu koja se Siroko koristi u industriji hrane. Pokazano je da
je specifi¢an antigen na koji su usmerena ASCA oligomanozni epitop koji se nalazi na
éelijskom zidu gljivica 1%, Ovaj manozni polisaharid je takode komponenta humanog
manoza-vezujuceg lektina, koji ucestvuje u anti-mikrobnom imunskom odgovoru. Kod
pacijenata sa Kronovom boles¢u koji su ASCA pozitivni, ovaj lektin se nalazi u
snizenim koncentracijama, a otkriveno je da ovi pacijenti poseduju i mutacije za
manozni lektin %,

Kod pacijenata sa KB, prevalenca ASCA se kre¢e od 39% do 76% 1132, ASCA IgG i
IgA klase se mogu koristiti kao dijagnosticki markeri za Kronovu bolest, narocito u
diferencijalno dijagnosticke svrhe u odnosu na UK. Senzitivnost je u vecini studija
niska i u jednoj studiji je iznosila 59.1% za ASCA IgA, 44.1% za ASCA IgG *°, au
studiji Linskens i sar. 133 72% za obe klase antitela. Specifi¢nost je u vecini studija visa i
krede se od 82-98.1% za obe klase antitela 3.

Zastupljenost ASCA kod pacijenata sa dijarejom, ali bez dijagnostikovane IBC je
izmedu 5-15%, kod zdravih kontrola od 1-6% !, a kod zdravih srodnika pacijenata sa
KB oko 20% *°.

Vise studija je potvrdilo povezanost nalaza ASCA u viSim koncentracijama, naro€ito
klase IgA, sa progresivnim i ekstenzivnim klini¢kim fenotipom Kronove bolesti 1*, kao
i sa potrebom za operativnim tretmanom u ranijoj fazi bolesti *”. Takode, uoéen je ¢eséi
nalaz ASCA kod mladih pacijenata. Klinicka aktivnost 1 duZina trajanja bolesti nisu
korelirale sa nalazom ASCA, zbog cega se nalaz ASCA povezuje sa genetskom
osnovom 38,

ASCA obe klase su, osim kod pacijenata sa KB, u znacajnijem procentu detektovana i
kod pacijenata sa GSE 1%, Behéetovom boleséu 140, a kod pacijenata sa ankilozirajuéem
spondilitisom je pokazan nalaz ASCA IgA u viSim koncentracijama u odnosu na

kontrole 41,

1.3.3.2. Anti-neutrofilna citoplazmatska antitela (ANCA)

ANCA su autoantitela koja su usmerena na razlicite peptide i enzime neutrofila. Mogu

se odredivati metodom indirektne imunofluorescence (IIF) i ELISA metodom. U
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zavisnosti od neutrofilnog antigena na koja su usmerena kao i njihove lokalizacije u
neutrofilima, ANCA se u IIF mogu prikazati kao citoplazmatska (c-ANCA),
perinuklearna (p-ANCA) i atipi¢na (x-ANCA). Osim toga, IIF nam moze kvantifikovati
ANCA nalaz u vidu titra. Metodom ELISA se ciljano ispituje odredena antigenska
specifi¢nost ANCA i ujedno odreduje i njihova koncentracija.

Kod pacijenata sa UK se najéesée pronalazi p-ANCA, mada se moze naci i x-ANCA. U
literaturi se pominje da se p-ANCA nalaze u 40-78% pacijenata sa UK 42, Specifi¢nost
kod UK se kreée oko 90%, a senzitivnost od 39.6-63% 43144, Stoga se ANCA smatra
jednim od pomo¢nih dijagnosti¢kih markera za UK, a narocito kada je potrebna pomo¢
u razlikovanju sa KB.

Neutrofilni peptidi na koje mogu biti usmerena ANCA obuhvataju mnogobrojne enzime
smesStene u neutrofilnim granulama, ali i razli¢ite proteine koji se nalaze u sastavu jedra.
Tu spadaju proteinaza 3 (PR3), mijeloperoksidaza (MPO), elastaza, katepsin G,
laktoferin, "bactericial-permeability increasing protein™ (BPI), histoni i drugi. Mnogi
od ovih neutrofilnih antigena su angazovani u anti-mikrobnom odgovoru i regulaciji
imunskog odgovora, a neki od njih se produkuju i izvan neutrofila 14,

Iako neke studije nisu pronasle udruzenost ANCA sa klini¢kim karakteristikama UK
146,147 " vige studija je saglasno da se ANCA ¢&esc¢e nalaze kod dugotrajne i refraktorne
forme ove bolesti 1481%° a pokazana je i povezanost ANCA titra i koncentracije sa

aktivnoscu kolitisa.
1.4. Preosetljivost na komponentne hrane

Konzumiranje nekih namirnica, kao §to su ¢okolada, konzervansi, orasasto voce, gluten,
proteini kravljeg mleka, jaja, riba 1 drugo, mogu izazvati hipersenzitivost kod odredenih

individua. Studija Natah-a i sar. 3

iz 2004. godine, je pokazala da neke od ovih
komponenti hrane mogu izazvati proinflamatornu reakciju i1 skolonost ka ucestaloj
pojavi ROU. O'Farelly i sar. 1 su dokazali udruzenost anti-a-glijadinskih antitela kod
pacijenata sa ROU, a Thomas i sar. ! su jo§ 1973. godine pronasli zna¢ajan porast
antitela na proteine kravljeg mleka kod iste kategorije pacijenata. Ipak, rezultati studija
koje su ispitivale uspesnost lecenja ROU eliminacijom odredene vrste hrane i

promenom dijetetskih navika i dalje su kontradiktorne 1°:1°2,
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Etiopatogenetski posmatrano, kod hipersezitivnosti na odredene komponentne hrane
takode ucestvuje vise faktora. Na prvom mestu, kao neophodan ulsov je prodor antigena
hrane u dublje slojeve mukoze i submukozu, Sto se deSava usled narusene epitelne
barijere 3. Postojanje antitela na komponente hrane je pokazatelj pove¢ane mukozne
permeabilnosti °*. Neophodan je i neadekvatan i disregulisan odgovor mukoznog
imuniteta, koji se ogleda u prekomernoj aktivaciji lokalnih mast-¢elija, CD-16, CD-89
¢elija, sa posledicnom produkcijom IgE, IgA, IgG antitela Sto moze dovesti do lezija
¢elija epitela 1 klinicke slike ROU.

U osnovi, proteini kravljeg mleka imaju viSe proteinskih komponenti (a-kazein, B-
kazein, laktalbumin i drugi), a imunska reakcija moze da se usmeri na razliite
antigenske epitope. Varijabilnost u antigenskim determinantama proteina kravljeg

mleka takode mogu biti razlog za individualni imunski i inflamatorni odgovor. ¢

1.5. Radna hipoteza

Oralna mukoza, kao pocetni deo digestivnog sistema, ucestvuje u kompleksnim
procesima stvaranja i odrzavanja imunske tolerancije na oralno unete antigene iz
spoljasnje sredine, kao Sto su antigeni hrane i komensalni mikrobi. Ovi procesi se dalje
intenzivno nastavljaju u ostalim partijama gastrointestinalnog trakta, zahvaljujuci
brojnim digestivnim enzimima, razli¢itim peptidima i limfoidnom tkivu mukoze.
Poremecaji oralne tolerancije, mukoznog imuniteta i funkcionalnosti epitelne barijere se
nalaze u etiopatogenezi GSE, IBC, preosetljivosti na pojedine alergene iz hrane, a
takode mogu posredovati 1 u nastanku ROU. Imaju¢i u vidu slozenu
imunoetiopatogenezu ROU, koja nije sasvim razjasnjena, kao ni povezanost ROU sa
GSE i IBC, opravdano je sprovesti studiju koja bi ispitala prisustvo i koncentracije
seroloskih markera kod pacijenata sa ROU.

Ucestalost prisustva novih deamidovanih antitela specificnih za GSE nije do sada
ispitivana kod pacijenata sa ROU. Takode, ne postoje podaci o vrednostima
koncentracija GSE-specifi¢nih i IBC-povezanih seroloskih markera kod pacijenata sa
ROU. Rezultati studije bi mogli da pokazu dijagnosti¢ku 1 klinicku vrednost novih
GSE-specificnih markera kod ovih pacijenata, ali i da ukazu na dalje smernice po

pitanju etioloskih mehanizama ROU.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je da se u serumu pacijenata sa ROU, u odnosu na zdrave

ispitanike, odredi:

1. Prevalenca i koncentracija visoko specificnih seroloskih markera celijakije
(antitela protiv tkivne transglutaminaze, deaminiranog glijadina i fuzionih

glijadinskih analoga)

2. Prevalenca i koncentracija antitela koja se naj¢es¢e sre¢u u Kronovoj bolesti
(antitela specifi¢na za Saccharomyces cervisiae - ASCA) i ulceroznom kolitisu

(antitela specifi¢na za citoplazmatske antigene neutrofilnih leukocita— ANCA)
3. Imunoreaktivnost na proteine kravljeg mleka i glijadin

4.  Medusobna povezanost izmedu produkcije prirodnih antitela na proteine hrane i

produkcije autoantitela koja se srecu u inflamatornim bolestima creva i celijakiji

20



3. PACIJENTI, MATERIJAL | METODE

Ispitivanje karakteristika humoralnog imunskog odgovora kod pacijenata sa

rekurentnim oralnim ulceracijama podeljeno je na klini¢ki i laboratorijski deo.

3.1. Klinicka ispitivanja

Klini¢ki deo istrazivanja je sproveden na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu,
Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu u periodu od aprila 2011. do maja
2014. godine. Eticki odbor Stomatoloskog fakulteta, svojom odlukom broj 36/13,
odobrio je plan studije, metode prikupljanja podataka, kao i postupak dobijanja

informisanog pristanka pacijenata.

Eksperimentalnu grupu je ¢inilo ukupno 73 pacijenata sa rekurentnim oralnim
ulceracijama Klinike za parodontologiju i1 oralnu medicinu, Stomatoloskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu. Kod svih pacijenata je postavljena dijagnoza aphtae minor na
osnovu prihvacenih kriterijuma 8. U studiju nisu uklju¢ivani ispitanici koji su
anamnesticki izneli podatke o postojanju etioloskih faktora koji mogu izazvati oralne
ulceracije. Svi pacijenti su dobrovoljno dali informisani pristanak o uce$¢u u

istrazivanju, koji podrazumeva klinicki pregled 1 uzimanje uzorka venske krvi.

Kontrolnu grupu je ¢inilo ukupno 89 zdravih osoba, koje su dobrovoljno dale krv na
Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije, Stomatoloskom fakultetu u Beogradu, kao i
na Fakultetu Medicinskih nauka Univerziteta u Kragujevcu. Kontrolna grupa je
regrutovana medu ljudima sli¢ne starosne strukture, kod kojih je anamnezom 1
klini¢kim pregledom ustanovljeno odsustvo rekurentnih oralnih ulceracija i sistemskih

oboljenja.

Svi pacijenti i zdravi ispitanici su bili stariji od 18 godina. Broj ispitanika se razlikovao
prema obavljenim seroloskim testovima, kako je naznaceno u rezultatima. Klinicki deo

istrazivanja je obuhvatao detaljnu anamnezu 1 stomatoloski pregled.
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Od anamnesti¢kih podataka registrovano je sledece:

>
>
>

demografski podaci pacijenta,

glavne tegobe,

sadasnja bolest (koliko se ¢esto promene javljaju, duzinu trajanja, broj ulceracija
po epizodi bolesti, veli¢inu ulceracija i dr.),

licna anamneza (da li postoje neka sistemska oboljenja, da li ima genitalne
ulceracije, da li i koje lekove i sredstva pacijent uzima i u kojim dozama,
postojanje loSih navika, konzumacija alkohola, duvana 1 psihoaktivnih
supstanci),

porodi¢na anamneza (postojanje slicnih tegoba ili nekih sistemskih oboljenja u

porodici pacijenta)

Klinic¢ki pregled je obuhvatao:

>

>

ekstraoralni nalaz (eventualno prisustvo promena na ekstraoralnim strukturama,
kozi, o¢ima, kranijalnim nervima, limfnim ¢vorovima i dr.)
intraoralni nalaz (gde se promena nalazi, lokalizacija, oblik, veli¢ina i broj

promena).

Svi prikupljeni podaci su uneti u istrazivacki karton. Za potrebe ovog istrazivanja

koriséen je istrazivacki karton Klinike za parodontologiju i oralnu medicinu.

Nakon uzimanja anamneze i obavljenog klini¢kog pregleda, istog dana, pacijentima je

intravenskom punkcijom uzimano 10 ml krvi iz koje se centrifugiranjem izdvajao

serum. Uzorci su zamrzavani u vise alikvota na temperaturi od -20°C do analiziranja.
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Datum Broj kartona

ORALNA MEDICINA - PREGLED

OPSTI PODACI O BOLESNIKU

Prezime i ime
Godina rodenja
Adresa
Telefon
Zanimanje
Bracno stanje
Deca

Glavne tegobe (peckanje, Zarenje, suvoca usta, krvarenje....)

Bol da [ ne U

Kvalitet: ostar U tup 0 peku¢i U Trajanje bola:
Lokalizacija: unilateralni U bilatralni U centralni U Vreme pojavljivanja:
Deklansirajuci faktor: Ometasan: dad ne O
Obijektivni znaci: da O ne O Egzacerbacija:

Reakcija na analgetike:

Sadasnja bolest
Pocetak bolesti
Prodromalni simptomi
Tok bolesti (poboljSanja, pogorsanja)

ucestalost recidiva

Prisustvo ekstraoralnih promena (koZa, o€i, genitalna sluzokoza)

Lekovi koje je pacijent uzimao pre pocetka simptoma
Lekovi i lekovita sredstva koje je koristio u cilju olaksanja tegoba
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Li¢na anamneza

NE

DA

KVS

oboljenja srca, hipertenzija,
angina pectoris, sinkopa

operacije srca, reumatska
groznica, endokarditis

poremecaji u krvarenju
antikoagulantna terapija

Anemija

RS

astma, TBC, bronhitis i dr.

GU

bubrezi, besika, polne bolesti

trudnoca, menstruacija,
kontracepcija

Gl

hepatitis, zutica, druga
oboljenja jetre

¢ir na zelicu, celiakija,
Kronova bolest, ulcerozni
kolitis i dr.

CNS

gluvoca

Slog, MS, Parkinsonova
bolest, druge neuroloske
bolesti

psihijatrijski problem

epilepsija, konvulzije
mentalna hendikepiranost

END

Dijabetes mellitus
Tireoidea
druge bolesti

HEM

Granulocitoza
Granulocitopenija i
agranulocitoza

Cikli¢na neutropenija
Kuwvalitativni poremecaji Le
Leukemija, Mijelom, Limfom

Policitemija

Anemija: mikrocitna
hipohromna, Plummer-
Vinson, megaloblastna,
perniciozna itd.

Trombocitopenija
Koagulopatije kao posledica
lekova (dikumarol, aspirin,
heparin...)

Hemofilija Ai B

Von Willebrand
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IMUN

Alergije

Primarne imnunodeficijencije
Sekundarne imunodef:
sarkoidoza, AIDS

Bolesti vezivnog tkiva: lupus,
erythematosus, scleroderma,
RA, DM

Kozne bolesti

Oc¢ne bolesti

Lokomotorni system

Ishrana, unosenje masti

Putovanja

Ljubimci

Lekovi (koliko dugo ih Kkoristi, dnevne doze)

LoSe navike

Disanje na usta

Grickanje stranih predmeta

Sisanje bombona

Alkohol
Duvan

Droga

da Une U
da U ne O
da One 0O

Porodi¢na anamneza

daD
da []
da [

ranije
ranije

ranije

ne ]
ne [J

dald ne U
dald ne U
dad ne O

Potpis pacijenta
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KLINICKI NALAZ

EKSTRAORALNI NALAZ

Normalno | patolo$ki nalaz

Oci

Koza lica

Usne

Limfhe Zlezde

Tireoidna zlezda

T™Z

Pljuvacne zZlezde

Kranijalni nervi

O s
e ] Noki
Temperatura l:l .
Slezina
Mokraéa Jetra
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INTRAORALNI NALAZ

Status localis
Lokalizacija
usne i uglovi usana
gingiva
jezik
nepce
farings

oralna sluzokoza
obraz

usana

vent. p. jezika
pod usta

Odnos prema nivou 0.s.
Macula
Enathema
Papula
Vesicula
Bulla
Pustula
Crusta
Tumor
Tuber
Nodus et nodulus
Plax
Squama
Naslage
Hyperkeratosis

da ne

| da | ne |

Oblik

Boja

Velic¢ina

lvice

Dno (povrsina)
Granica prema
okolnom tkivu
Solitarna
Multipla
Rekurentna
Datum prve epizode
Ucestalost epizoda

Cysta
Abscessus
Oedema
Hypertrophia
Hyperplasia
Erosia

Ulcus
Fissura et rhagas
Atrophia
Fistula
Necrosis
Gangrena
Cicatrix

jasna | nejasna
da ne
da ne
da ne

| da | ne |
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STATUS ZUBA

L L IDDDDD‘DDDDDI L

L L IDDDDD‘DDDDDI L

Oralna higijena
Oboljenja parodoncijuma:  ne O

Ostre ivice zuba: ne U

Parafunkcije grickanje sluzokoze dal

tiskanje jezika dat
Razliciti metali: - amalgam
- zlato
- legure
Protetske nadoknade: - fiksne

pravilna U nepravilna U

da

da

ne U stiskanje zuba dal ne

D bruksizam

ne
da
da
da
da

- mobilne (akrilatne, vizil)  da

Ortodonski aparat: - fiksne

- mobilne

Otezano nicanje zuba:

da
da

Ooodo ooOoaoad

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

dald ne

Oooo0o oob o

DIFERENCIJALA DIJAGNOZA
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TESTIRANJA

1.Oralni testovi

Poz

Neg

Test edema

Test fragilnosti kapilara

Kolorimetrijsko test. inflamacije

Nivo C vitamina

Toluidin plavo

Silerova jodna proba

Nikolski

Vitropresija

2. Klini¢ko laboratorijski testovi
Mikrobiolosko ispitivanje
Antibiogram
Virusoloska dijagnostika
Titar At na viruse (HIV, HSV,
Hepatitis A, B, C, CMV,
Coxackie i dr.)

Kwvalitativni sastav pljuvacke

Titar antitela na HIV u pljuvacci

Eksfolijativno citoloski testovi
Tzankov test

Biopsija

Breningov test
Intenzitet salivacije
Kserostomija

pH pljuvacke
Termoestezijski test
Galvanske struje

Probna terapija

Poz

Neg
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3. Laboratorijska ispitivanja

HematoloSka ispitivanja

Eritrociti

Leukociti

Gr

Li

Mo

Baz

Eoz

Biohemijska ispitivanja

(glikemija, gvozde, i dr.)

Trombociti
Hematokrit
Sedimentacija
Vreme krvarenja
Vreme koagulacije
Hemoglobin

Sedimentacija

Alergoloska ispitivanja

Imunolo$ka ispitivanja

4.Rdg

ORALNO MEDICINSKA DIJAGNOZA

PLAN TERAPIJE

lokalna

opsta
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3.2. Laboratorijska ispitivanja

Laboratorijski deo istrazivanja je obavljen na Klinici za alergologiju i imunologiju
Klinickog centra Srbije, kao i1 u Laboratoriji za modifikatore bioloskog odgovora,
Odeljenja za eksperimentalnu onkologiju na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije.
Na prikupljenim uzorcima krvi pacijenata sa ROU 1 zdravih ispitanika, vrSena su

Ispitivanja navedena u daljem tekstu.

3.2.1. Odredivanje prisustva i koncentracije antitela specifi¢nih za tkivnu

transglutaminazu (t-TG) IgG i IgA klase

Za odredivanje antitela protiv t-TG koriséen je komercijalni ELISA test (engl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) (Euroimmun, Libek, Nemacka). Mikrotitarske ploce
obloZene su rekombinantnom tkivnom transglutaminazom. Serumi pacijenata 1 zdravih
ispitanika razblaZeni su u odnosu 1:201 u puferu. U svaki bunari¢ ploce dodavano je po
100 pL kalibratora koji sadrze poznate koncentracije antitela izrazene u relativnim
jedinicama (RU) po mL (2; 20; 200 RU/mL), pozitivhog i negativnog kontrolnog
seruma i razblazenih seruma pacijenata i zdravih ispitanika. Nakon inkubacije od 30
minuta na sobnoj temperaturi plo¢e su isprane tri puta sa po 300 pL rastvora za
ispiranje. U svaki bunari¢ je potom dodavano po 100 pL anti-humanih IgG i IgA
antitela obelezenih enzimom, peroksidazom (engl. horseradish peroxidase, HRP).
Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi plo¢ice su isprane tri puta sa po
300 pL rastvora za ispiranje. U svaki bunari¢ je zatim dodato po 100 puL enzimskog
supstrata (tetrametilbenzidin-TMB sa H202). Inkubacija sa supstratom je trajala 15
minuta. Reakcija je prekidana dodavanjem 100 uL rastvora koji sadrzi 0.5 M sumpornu
kiselinu. Opticka gustina (absorbancija) odredivana je spektrofotometrijski pri talasnoj
duZzini od 450 nm, uz koriS¢enje referentnog filtra od 620 nm. Na osnovu ocitanih
optickih gustina za kalibratore poznatih koncentracija formirana je kalibraciona kriva.
Koncentracije antitela u serumima pacijenata 1 zdravih ispitanika odredivane su
interpolacijom uz pomo¢ softvera za preracunavanje. Prema preporuci proizvodaca,

gornja granica normalnih vrednosti iznosila je 20 RU/mL za 1gG i IgA antitela.
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3.2.2. Odredivanje prisustva i koncentracije antitela specifi¢nih za deaminirane

glijadinske peptide (DGP) IgG i IgA klase

Antitela specificna za DGP su detektovana uz pomo¢ komercijalnog ELISA testa
(Biosystem, Barselona, Spanija). Mikrotitarske plo¢e obloZene su deaminiranim
glijadinskim peptidima. Serumi pacijenata i zdravih ispitanika razblazeni su u odnosu
1:100 u puferu. U svaki bunarci¢ mikrotitarske ploce dodavano je po 100 pL kalibratora
koji sadrze poznate koncentracije antitela (0; 6; 12; 25; 50 i1 100 U/mL), pozitivnog 1
negativnog kontrolnog seruma i razblazenih seruma pacijenata i zdravih ispitanika.
Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi, plo¢e su isprane tri puta sa po
300 pL rastvora za pranje. U svaki bazenci¢ je potom dodavano po 100 pL anti-
humanih IgG i IgA antitela obeleZenih enzimom, HRP. Nakon inkubacije od 15 minuta
na sobnoj temperaturi, u vlaznoj komori, ploce su isprane tri puta sa po 300 pL rastvora
za ispiranje. U svaki bunarCi¢ je zatim dodato po 100 pL enzimskog supstrata
(tetrametilbenzidin — TMB sa H20.). Inkubacija sa supstratom je trajala 15 minuta.
Obojena reakcija je prekidana dodavanjem 100 pL rastvora koji sadrzi 1 M
hlorovodoni¢nu kiselinu. Opti¢ka gustina (OG) odredivana je spektrofotometrijski pri
talasnoj duzini od 450 nm , uz kori$¢enje referentnog filtra od 620 nm. Prema preporuci
proizvodaca standardni kalibrator sa koncentracijom 0 U/mL koristi se za podeSavanje i
vrednost o€itane OG za ovaj standard ne sme biti visa od 0.150. Na osnovu ocitanih
optickih gustina za kalibratore poznatih koncentracija formirana je kalibraciona kriva.
Koncentracije antitela u serumima pacijenata i zdravih ispitanika odredivane su
interpolacijom uz pomo¢ softvera za preraCunavanje. Prema preporuci proizvodaca,
uzorci seruma koji imaju koncentraciju IgA 1 IgG anti DGP antitela > 10 U/ml smatraju
se pozitivnim.

3.2.3. Odredivanje prisustva i koncentracije antitela specigi¢nih za fuzione peptide,
glijadinske analoge (GAF-3X) IgA klase

Odredivanje prisustva i koncentracije antitela protiv GAF-3X vrSeno je komercijalnim
ELISA testom (Euroimmun, Libek, Nemacka). Mikrotitarske plo¢e obloZene su
fuzionim peptidima dobijenih rekombinantnom tehnologijom koji predstavljaju
glijadinske analoge (GAF), a sastoje se od tri repetitivne sekvence. Serumi pacijenata i

zdravih ispitanika razblazeni su u odnosu 1:201 u puferu. U svaki bunarci¢
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mikrotitarske ploce dodavano je po 100 pL kalibratora koji sadrze poznate
koncentracije antitela specificnih za GAF-3X izrazene u relativnim jedinicama (RU) po
mL (2; 25; 200 RU/mL), pozitivhog i1 negativnog kontrolnog seruma i razblaZenih
seruma pacijenata i zdravih ispitanika. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj
temperaturi bunarci¢i su isprani tri puta sa po 300 uL rastvora za ispiranje. U svaki
bunarci¢ je potom dodavano po 100 pL anti-humanih IgG i IgA antitela obelezenih
enzimom, HRP. Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi bunarci¢i su
isprani tri puta sa po 300 pL rastvora za pranje. U svaki bunar¢i¢ je zatim dodato po 100
pL enzimskog supstrata (tetrametilbenzidin —-TMB sa H20). Inkubacija sa supstratom
je trajala 15 minuta. Obojena reakcija je prekidana dodavanjem 100 pL rastvora koji
sadrzi 1 M sumpornu kiselinu. Opticka gustina odredivana je spektrofotometrijski pri
talasnoj duzini od 450 nm, uz koriS¢enje referentnog filtra od 620 nm. Na osnovu
ocitanih optickih gustina za kalibratore poznatih koncentracija formirana je kalibraciona
kriva. Koncentracije antitela u serumima pacijenata i zdravih ispitanika odredivane su
interpolacijom uz pomo¢ softvera za preraCunavanje. Prema preporuci proizvodaca,

gornja granica normalnih vrednosti iznosila je 25 RU/mL za IgG i IgA antitela.

3.2.4. Odredivanje prisustva i koncentracije antitela specificnih za Saccharomyces
cervisiae (ASCA) 1gG i IgA klase

Specifi¢na antitela za Saccharomyces cervisiae (ASCA) detektovana su komercijalnim
ELISA testom (Orgentec Diagnostika, Mainc, Nemacka). Mikrotitarske ploce obloZene
su mananom iz Celijskog zida gljivice Saccharomyces cervisiae. Antitela se vezuju za
oligomanozidne epitope. Serumi pacijenata i zdravih ispitanika razblazeni su u odnosu
1:100 u puferu. U svaki bunar¢i¢ mikrotitarske ploc¢e dodavano je po 100 pL kalibratora
koji sadrze poznate koncentracije antitela (0; 6.3; 12.5; 25; 50 i 100 U/mL), pozitivnog i
negativnog kontrolnog seruma 1 razblaZzenith seruma pacijenata 1 zdravih ispitanika.
Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi bunarc¢iéi su isprani tri puta sa po
300 pL rastvora za ispiranje. U svaki bunarci¢ je potom dodavano po 100 pL anti-
humanih IgG i IgA antitela obeleZenih enzimom, HRP. Nakon inkubacije od 15 minuta
na sobnoj temperaturi bunarci¢i su isprani tri puta sa po 300 pL rastvora za ispiranje. U
svaki bunarci¢ je zatim dodato po 100 pL enzimskog supstrata (tetrametilbenzidin —

TMB sa H20>). Inkubacija sa supstratom je trajala 15 minuta. Obojena reakcija je
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prekidana dodavanjem 100 pL rastvora koji sadrzi 0.5 M sumpornu kiselinu. Opticka
gustina odredivana je spektrofotometrijski pri talasnoj duzini od 450 nm, uz kori$¢enje
referentnog filtra od 620 nm. Na osnovu ocitanih optickih gustina za kalibratore
poznatih koncentracija formirana je kalibraciona kriva. Koncentracije antitela u
serumima pacijenata i zdravih ispitanika odredivane su interpolacijom uz pomoé
softvera za preraCunavanje. Prema preporuci proizvodaca, gornja granica normalnih

vrednosti iznosila je 10 U/mL za 1gG i IgA antitela.

3.2.5. Odredivanje prisustva antitela specifi¢nih za citoplazmatske antigene
neutrofila (ANCA)

Prisustvo antitela specifi¢nih za citoplazmatske antigene neutrofila (engl. antineutrophil
cytoplasmic antibodies, ANCA) odredivano je metodom indirektne imunofluorescencije
(IIF) u serumima pacijenta i zdravih ispitanika. Koris¢eni su standardni preparati
humanih neutrofilnih leukocita fiksiranih etanolom (Euroimmun, Libek, Nemacka).
Serumi pacijenata, zdravih ispitanika, kao i pozitivni i negativni kontrolni serumi
razblazeni su u fosfatnom puferu (pH=7.2) u odnosu 1:40. Po 20 pL razblaZenih seruma
dodavano je na supstrat neutrofilnih leukocita koji su prethodno bili fiksirani u etanolu.
Plocice su inkubirane tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi i ispirane tri puta u
trajanju od po 5 minuta u fosfathom puferu. U drugom koraku su plocice inkubirane
tokom 30 minuta sa anti-humanim IgG antitelima obelezenim fluorescein
izotiocijanatom (FITC). Nakon toga plo€ice su ispirane rastvorom fosfatnog pufera,
dodavan je glicerolski pufer i pokrivno stakalce. Mesta na kojima su se vezala antitela
vizuelizuju se uz pomo¢ fluorescentnog mikroskopa. Pozitivni uzorci su dalje titrirani u
dvostrukim razblaZenjima. Poslednje razblaZenje koje je davalo pozitivhu reakciju
oznacavano je kao kona¢ni titar. Pozitivni uzorci su definisani i prema tipu bojenja kao:
periferni tip (PANCA, Slika 1.), citoplazmatski tip (CANCA, Slika 2.) i atipi¢an tip
bojenja (xANCA).
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Slika 1. Periferni tip bojenja (p ANCA).

Slika 2. Citoplazmatski tip bojenja (CANCA)
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3.2.6. Odredivanje koncentracije antitela specifi¢nih za glijadin

Odredivanje koncentracije antitela specifi¢nih za glijadin iz pSenice IgM, IgG, IgA i IgE
klase vrSeno je primenom ELISA testa. Radni rastvor glijadina napravljen je
razblazivanjem rastvora glijadina u 1% SDS-u (engl. sodium dodecyl sulfate)
koncentracije 1 mg/mL u 70% etanolu do finalne koncentracije od 50 pg/mL. Koris¢en
je glijadin proizvodaca Sigma-Aldrich (kataloski broj G3375). U bunarice polistirenske
mikrotitarske plo¢e sa 96 bunari¢a (F96 MaxiSorp Nunc™ Immuno Plate, kat. broj
442404, Thermo Fisher Scientific, Denmark) sipano je po 100 pL radnog rastvora
glijadina, i ploce su zatim inkubirane tokom no¢i na sobnoj temperaturi na otvorenom,
kako bi iz rastvora antigena ispario etanol. Sledeceg dana u ploce oblozene glijadinom
sipano je po 200 pL rastvora 1% BSA (engl. bovine serum albumin) u TTBS-u (engl.
tris-buffered saline, TBS). TTBS predstavlja smesu TBS-a i 0.05 % Tween 20. Govedi
serum albumin (BSA) omogucava blokiranje nespecifiénih mesta vezivanja. Nakon 1h
inkubacije na sobnoj temperaturi, plo¢e su isprane 3 puta rastvorom 0.05% Tween 20 u
PBS-u (engl. phosphate buffer saline). Nakon uklanjanja rastvora za ispiranje, u
bunariée ploce je sipano po 50 puL uzoraka seruma razblazenih u 1% BSA u TTBS-u u
odnosu 1:100, i to u kvadriplikatu (duplikat za antigen i duplikat za blank seruma). U
odgovarajuce bunari¢e ploce sipani su serumi kalibratora i to u slede¢im razblazenjima:
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600. Humani serumi koji su imali najvisu koncentraciju
anti-glijadinskih antitela IgM, IgG, IgA i IgE klase su kori$¢eni za kalibraciju. Uzorci
seruma su inkubirani 1h na sobnoj temperaturi, a potom su plo€e isprane 3 puta.
Sekundarna antitela konjugovana sa HRP su kori§¢ena za detekciju primarnih antitela
vezanih za antigen glijadin (anti-humano ov¢ije IgM antitelo, anti-humano ov¢ije IgG
antitelo, anti-humano ovéije IgA antitelo i anti-humano kozje IgE antitelo). Anti-
humana ov¢ija sekundarna antitela bila su proizvod kompanije The Binding Site, dok je
anti-humano kozje antitelo bilo proizvod kompanije Sigma Aldrich. U ploce je sipano
po 50 puL sekundarnih antitela razblaZzenih u 1% BSA u TTBS-u, nakon ¢ega je usledila
inkubacija od 1h. Plo¢e su zatim isprane 5 puta. U bunarice je zatim dodato po 100 pL
rastvora supstrata - 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina. Nakon krace inkubacije u mraku
enzimska reakcija je prekinuta dodatkom 50 pL 2M sumporne kiseline. Neposredno

posle prekidanja, apsorbancija uzoraka je oCitavana na talasnoj duzini od 450 nm
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nacitacu Multiskan EX Thermo Labsystems. Od apsorbancije uzoraka seruma
oduzimana je apsorbancija odgovarajucih blankova.

Nivoi IgG 1 IgA antitela specificnih za glijadin iz pSenice, predstavljeni su u jedinicama
IU/mL. Dok su nivoi IgM i IgE antitela specifi¢nih za glijadin iz pSenice, predstavljeni
u arbitrarnim jedinicama AU/mL. Referentne vrednosti za definisanje poviSenih nivoa
antitela IgM, 19G, IgA i IgE klase dobijene su na osnovu analize seruma zdravih osoba.
Predstavljene su kao srednja vrednost + dvostruka vrednost standardne devijacije (Xav
+ 2SD), pre ¢ega su iz referentnih vrednosti izbacene kontrole €iji je nivo antitela bio

visi od vrednosti Xav + 2,5SD. Referentnevrednosti za nivoe antitela specifi¢nih za

glijadin iz pSenice predstavljene su u Tabeli 1.

Tabela 1. Referentne vrednosti za nivoe antitela specifi¢nih za glijadin iz pSenice

Nivoi IgM antitela IgG antitela IgA antitela IgE antitela
antitela (AU/mL) (lU/mL) (1U/mL) (AU/mL)
specificnih 92.0 126 3.4 25.0
za glijadin

3.2.7. Odredivanje koncentracije antitela specificnih za proteine kravljeg mleka

Odredivanje koncentracije antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka IgM, IgG, IgA
i IgE klase vrSeno je primenom ELISA testa. Radni rastvor proteina kravljeg mleka
napravljen je u bikarbonatnom puferu i njegova koncentracija bila je 100 pg/mL.
KoriS¢eni su proteini kravljeg mleka od proizvodaca ICN Pharmaceuticals. U bunarice
polistirenske mikrotitarske plo¢e sa 96 mesta sipano je po 100 pL radnog rastvora
proteina kravljeg mleka, i plo¢e su zatim inkubirane tokom no¢i na temperaturi od 4°C.
Sledeceg dana ploce su isprane 3 puta, a zatim je u ploCe obloZene proteinima kravljeg
mleka sipano po 200 pL rastvora 1% BSA u TTBS-u. Nakon 1h inkubacije na sobnoj
temperaturi, ploce su isprane 3 puta. Nakon uklanjanja rastvora za ispiranje, u bunarice
ploce je sipano po 50 puL uzoraka seruma razblazenih u 1% BSA u TTBS-u u odnosu
1:100 u kvadriplikatu. U odgovarajuce bunarice ploce sipani su serumi kalibratora i to u
slede¢im razblazenjima: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600. Humani serumi koji su
imali najviSu koncentraciju antitela specificnih za proteine kravljeg mleka IgM, IgG,
IgA 1 IgE klase su koriS¢eni za kalibraciju. Uzorci seruma su inkubirani 1h na sobnoj

temperaturi, a potom su plo¢e isprane 3 puta. Sekundarna antitela konjugovana sa

37



peroksidazom rena su koriS¢ena za detekciju primarnih antitela vezanih za antigen. U
ploce je sipano po 50 puL sekundarnih antitela razblazenih u 1% BSA u TTBS-u, nakon
Cega je usledila inkubacija od 1h. Plo¢e su zatim isprane 5 puta. U bunari¢e je zatim
dodato po 100 pL rastvora supstrata - 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina. Nakon krace
inkubacije u mraku enzimska reakcija je prekinuta dodatkom 50 pL 2 M sumporne
kiseline. Neposredno posle prekidanja, apsorbancija uzoraka je o€itavana na talasnoj
duzini od 450 nm. Od apsorbancije uzoraka seruma oduzimana je apsorbancija
odgovarajuc¢ih blankova.

Nivoi IgM, IgG, IgA i IgE antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka, predstavljeni
su u arbitrarnim jedinicama AU/mL. Referentne vrednosti za definisanje poviSenih
nivoa antitela IgM, 1gG, IgA i IgE klase dobijene su na osnovu analize seruma zdravih
osoba. Predstavljene su kao srednja vrednost + dvostruka vrednost standardne devijacije
(Xav + 2SD), pre Cega su iz referentnih vrednosti izbacene kontrole ¢iji je nivo antitela
bio visi od vrednosti Xav + 2,5SD. Referentne vrednosti za nivoe antitela specifi¢nih za

proteine kravljeg mleka predstavljene su u Tabeli 2.

Tabela 2. Referentne vrednosti za nivoe antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka

Nivoi antitela | IgM antitela 1gG antitela IgA antitela IgE antitela
specifi¢nih za (AU/mL) (AU/mL) (AU/mL) (AU/mL)
proteine
mleka

3.3. Statisticka analiza dobijenih podataka

Podaci koji imaju kontinualnu vrednost izraZeni su kao srednje vrednosti 1 standardne
devijacije srednjih vrednosti. Za ispitivanje slaganja njihove distribucije izmedu
ispitivanih grupa korisc¢en je Studentov T test, Man-Vitnijev (engl. Mann-Whitney) test,
analiza varijanse (ANOVA) test i Kruskal-Volisov (engl. Kruskal-Wallis) test, u
zavisnosti od prisustva normalne raspodele. Za kategorijske varijable koriséen je test
nezavisnosti izmedu dve kategorijske varijable Pirsonov y2 test. Za utvrdivanje
korelacije dve varijable koris¢en je Spirmanov (engl. Spearman) test. U svim testovima
vrednosti verovatnoce, p-vrednosti manje od 0.05 smatrane su znacajnima, a manje od

0.01 visoko znacajnim.
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4. REZULTATI

Rezultate dobijene analizom podataka prikupljenih od 73 pacijenata sa rekurentnim
oralnim ulceracijama (ekspeimentalna grupa) i 89 zdravih osoba (kontrolna grupa)
predstavili smo u 5 kategorija. Pacijenti sa ROU nisu imali gastrointestinalne smetnje,
negirali su prisustvo sistemskih oboljenja i nisu Koristili lekove koji potencionalno
mogu izazvati ulceracije. Kontrolnu grupu ¢inile su zdrave osobe, koje nisu imale

klini¢ke znakove rekuretnih oralnih ulceracija, niti su imale gastrointestinalne tegobe.

4.1. Demografski podaci

Demografski podaci pacijenata eksperimentalne grupe prikazani su u Tabeli 3. i na
Graficima 1. i 3. Najmladi pacijent u eksperimentalnoj grupi je imao 18, a najstariji 76

godina. Osobe mlade od 18 godina nisu bile uklju¢ivane u studiju.

Tabela 3. Demografski podaci pacijenata eksperimentalne grupe

Broj pacijenata u eksperimentalnoj grupi | n =73
Pol (M/Z) 46/27
Starost, srednja vrednost godina + SD 43.7£20.6

Raspon godina u grupi [18-78]

Polna struktura pacijenata

50
45
40
35
30
25
20
15
10

M zZ

Grafik 1. Polna struktura pacijenata eksperimentalne grupe
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Podaci o polnoj i starosnoj strukturi ispitanika kontrolne grupe (C) prikazani su u Tabeli

4. 1 Graficima 2. i 3. Najmladi ispitanik u kontrolnoj grupi je imao 19, a najstariji 62

godine. Prosecna starost eksperimentalne grupe je bila 43.7 godina, dok je prose¢na

starost kontrolne grupe iznosila 36.4 godine (Grafik 3.).

Tabela 4. Demografski podaci ispitanika u kontrolnoj grupi

Broj pacijenata u kontrolnoj grupi
Pol (M/Z)

n=289
36/53

Starost, srednja vrednost godina + SD

Raspon godina u grupi

36.4+9.41
[19-62]

60

50

40

30

20

10

Polna struktura pacijenata

Grafik 2. Polna struktura ispitanika kontrolne grupe
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ProsecCna starost pacijenata
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Kontrolna Grupa Eksperimentalna Grupa

Grafik 3. Prosecna starost pacijenata u eksperimentalnoj i kontrolnoj grupi

4.2. Klinic¢ka ispitivanja

Najznacajniji parametri vezani za klinicku sliku pacijenata sa rekurentnim oralnim
ulceracijama (ucestalost pojave recidiva, broj lezija na klinickom pregledu i prose¢no
vreme zarastanja ulceracija) prikazani su u Tabelama 5, 6 i 7. i na Graficima 4, 5 6.
Kod 67 pacijenata (91.2%), rekurentne oralne ulceracije su se prvi put pojavile pre vise
godina, dok su se kod 6 pacijenata javile u poslednjih godinu dana. Jedan pacijent je
izjavio da probleme sa ROU ima ve¢ 30 godina, §to je ujedno bilo i najduze
pojedinacno trajanje bolesti u eksperimentalnoj grupi. ROU je najkra¢e imao pacijent
kome su se ulceracije prvi put pojavile pre 6 meseci.

Prose¢na duzina trajanja bolesti iznosila je oko 10 godina (9.71 godina).

Neke od oralnih ulceracija sa razli¢itih lokalizacija na oralnoj sluzokozi, fotografisane

su, i prikazane na Slikama 3-8.
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Slika 5. Oralna ulceracija u predelu pokretne
mukoze alveolarnog grebena maksile
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Slika 6. Oralna ulceracija u retromolarnom predelu

Slika 7. Oralne ulceracije poda usta i ventralne strane jezika

Slika 8. Oralne ulceracije poda usta
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4.2.1. Uclestalost javljanja recidiva rekurentnih oralnih ulceracija

Kod svih pacijenata ukljucenih u studiju, oralne ulceracije su se ponavljale vise puta.
Broj recidiva ROU u okviru jedne godine bio je razli¢it. Najveéi broj pacijenata, 59
(80.8%), je izjavio da im se nove ulceracije javljaju vise od 6 puta godisnje, dok su kod
14 pacijenata (19.2%) ulceracije recidivirale od 3 do 6 puta na godisnjem nivou (Tabela
5, Grafik 4.).

Tabela 5. Ucestalost pojave recidiva rekurentnih oralnih ulceracija (ROU)

Ucestalost pojave recidiva
3-6 puta godisnje 14 (19.2%)
vise od 6 puta godisnje 59 (80.8%)

Ucestalost pojave recidiva

UIgp Od ’ . : g‘:'dignje _
3-6 putagodisnje -

Grafik 4. Ucestalost pojave recidiva rekurentnih oralnih ulceracija (ROU) u
eksperimentalnoj grupi
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4.2.2. Broj rekurentnih oralnih ulceracija
Kod 58 pacijenata (79.4%), klini¢ckim pregledom je utvrdeno istovremeno postojanje
dve i/ili vise ulceracija na oralnoj sluzokozi (multiple ulceracije), dok je kod 15

pacijenata (20.6%) u trenutku pregleda bila prisutna samo jedna (solitarna) ulceracija
(Tabela 6, Grafik 5.).

Tabela 6. Broj rekurentnih oralnih ulceracija na klini¢kom pregledu

Broj lezija na klinickom pregledu
Solitarne lezije 15 (20.5%)
Multiple lezije 58 (79.5%)

Broj lezija na klinickom pregledu

Solitarne lezije -

hhlltiple IeZije _

Grafik 5. Broj rekurentnih oralnih ulceracija
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4.2.3. Vreme zarastanja rekurentnih oralnih ulceracija

Analizirajuéi prosecno vreme zarastanja oralnih ulceracija u eksperimentalnoj grupi

uocili smo da je kod 21/73 (28.8%) nasih pacijenata ono iznosilo vise od nedelju dana

(Tabela 7, Grafik 6.), iako su sve dijagnostifikovane ulceracije bile tipa afte minor.

Tabela 7. Prose¢no vreme zarastanja rekurentnih oralnih ulceracija

60

50

40

30

20

10

Prosecno vreme zarastanja ulceracija
<1 nedelja

>1 nedelje

21 (28.8%)
52 (71.2%)

ProseCno vreme zarastanja ulceracija

<1 nedelja, 21

<1 nedelja

>1 nedelje, 52

>1 nedelje

Grafik 6. Prose¢no vreme zarastanja ulceracija.
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4.3. Ispitivanje humoralne imunosti pacijenata sa ROU

Prikupljeni rezultati laboratorijskih analiza seruma pacijenata sa ROU podeljeni su u 4
grupe: prevalenca i koncentracija antitela visoko specifi¢nih za celijakiju, prevalenca i
koncentracija antitela koja su karakteristi¢na za inflamatorne bolesti creva, humoralna
imunost specifi¢na za mleko i glijadin i korelacije izmedu antitela na proteine hrane i

seroloskih markera celijakje.

4.3.1. Prevalenca i koncentracija antitela visoko specifi¢nih za celijakiju

Rezultati dobijeni obradom prikupljenih podataka o prevalenci i koncentraciji cetiri
grupe seroloskih markera novije generacije koji su visoko specifi¢ni za GSE prikazani

su u daljem tekstu.

4.3.1.1. Prisustvo i koncentracija antitela specifi¢nih za tkivnu transglutaminazu

(tTG) 1IgG i IgA klase

Povisena imunoreaktivnost IgA tipa na tkivnu transglutaminazu evidentirana je kod
(1.8%) pacijenata sa ROU, dok u kontrolnoj grupi nije bilo poviSenih antitela ove klase.
Koncentracija anti-tTG IgA antitela kod pacijenata sa ROU bila je znaéajno visa u
poredenju sa koncentracijom istih antitela kod ispitanika iz kontrolne grupe (Mann-
Whitney test, p=0.002) (Grafik 7.).

Povisena serumska imunoreaktivnost IgG tipa (Grafik 8.) specificna za tkivnu
transglutaminazu uocena je kod 2 pacijenta, dok u kontrolnoj grupi nije bilo poviSenih
vrednosti. Nivo anti-tTG IgG antitela bio je statistiCki znacajno visi kod pacijenata sa

ROU u odnosu na kontrolnu grupu (Mann-Whitney test, p=0.008).
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Grafik 7. Nivoi IgA antitela specifi¢nih za tkivnu transglutaminazu (tTG) u serumu
pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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Grafik 8. Nivoi IgG antitela specifi¢nih za tkivnu transglutaminazu (tTG) u serumu
pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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4.3.1.2. Prisustvo i koncentracija antitela specifi¢nih za deaminirane glijadinske
peptide (DGP) IgG i IgA klase

Na osnovu rezultata dobijenih iz seruma zdravih kontrola, grani¢ne vrednosti (srednja
vrednost+2SD) su postavljene na 12.5 U/ml za IgA i 26 U/ml za IgG anti DGP antitela.
Imunoreaktivnost IgA i/ili 1gG tipa je utvrdena kod (19.6%) ROU pacijenata i kod
(8.3%) IgA-DGP, odnosno (13.3%) IgG-DGP zdravih kontrola $to nije predstavljalo
statisti¢ki znacajnu razliku (p=0.067 i p=0.253).

Uporedujuc¢i rezultate koncentracija anti-DGP  IgA 1 1gG antitela izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe nije uocena statisticki znacajna razlika (Grafik 9. i
10.).
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Grafik 9. Nivoi IgA antitela specifi¢nih za deaminovane peptide glijadina (DGP) u
serumu pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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Grafik 10. Nivoi IgG antitela specifi¢nih za deaminovane peptide glijadina (DGP) u
serumu pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)

4.3.1.3. Prisustvo i koncentracija antitela specifi¢nih za fuzione peptide, glijadinske

analoge (GAF-3X) IgA klase

PoviSene vrednosti serumskih anti-GAF-3X antitela IgA klase evidentirane su kod
(3.6%) pacijenata sa ROU. U kontrolnoj grupi niko od ispitanika nije imao povisen nivo
anti-GAF-3X IgA antitela.

Koncentracija anti-GAF-3X IgA antitela u grupi pacijenata sa ROU bila je statisticki
znacajno visa u poredenju sa grupom zdravih individua (Mann-Whitney test, p=0.04)
(Grafik 11.).
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Grafik 11. Nivoi IgA antitela specifi¢nih za fuzione peptide, glijadinske analoge
(GAF-3X) u serumu pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i
kontrolnoj grupi (C)

4.3.1.4. Korelacije izmedu koncentracija antitela visoko specifi¢nih za celijakiju

Uporedivanjem dobijenih rezultata uoceno je postojanje statisticki visoko znacajne
(Spearman-ov test, (p=0.36; p=0.007) pozitivne korelacije koncentracija anti-tTG i anti-
GAF-3X antitela IgA klase (Grafik 12.) u serumu pacijenata eksperimentalne grupe.
Nasuprot tome, koncentracija IgA anti DGP nije korelirala sa IgA t-TG i IgA GAF-3X
antitelima (p>0.05).
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Grafik 12. Korelacija koncentracije antitela IgA klase specifi¢nih za tkivnu
transglutaminazu (tTG) i antitela specifi¢nih za fuzione peptide, glijadinske analoge
(GAF-3X)

4.3.2. Prevalenca i koncentracija antitela koja su karakteristicna za inflamatornu

bolest creva

Analizirajué¢i nivoe antitela specificnih za Saccharomyces cervisiae (ASCA) koja su
karakteristiéna za Kronovu bolest, odnosno antitela specificnih za citoplazmatske
antigene neutrofilnih leukocita (ANCA) koja mogu biti znak ulceroznog Kolitisa u

serimima pacijenata sa ROU i kontrolnoj grupi, dosli smo do sledecih rezultata.

4.3.2.1. Prisustvo i koncentracija antitela specifi¢énih za Saccharomyces cervisiae
(ASCA) IgA i 1gG klase

Prevalenca, kao i koncentracija IgA ASCA seropozitivnosti (Grafik 13.) se nije bitno
razlikovala izmedu grupe pacijenata sa ROU i grupe zdravih osoba (7.5%) naspram
(3.3%), (p> 0.05). Nasuprot tome, pojava 1IgG ASCA seropozitivnosti je bila visa u
eksperimentalnoj grupi u poredenju sa kontrolnom grupom (25%) naspram (0%).
Koncentracija IgG antitela specificnih za Saccharomyces cervisiae je bila statisticki
znacajno visa u grupi pacijenata sa ROU u odnosu na kontrolnu grupu (Mann-Whitney
test, p= 0.005) (Grafik 14.).
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Grafik 13. Nivoi IgA antitela specifiénih za Saccharomyces cervisiae (ASCA) u
serumu pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj

grupi (C)
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Grafik 14. Nivoi IgG antitela specifi¢nih za Saccharomyces cervisiae (ASCA) u

serumu pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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4.3.2.2. Prisustvo antitela specifi¢nih za citoplazmatske antigene neutrofila
(ANCA)

Utvrdeno je da ucestalost pojave ANCA nije bila visa kod pacijenata sa ROU. Naime,
atipicna ANCA (XANCA) su detektovana kod 3 ROU pacijenta i kod jedne osobe iz
kontrolne grupe (Slika 9.). Titar ANCA je bio nizak, u rasponu od 1:20 do 1:80.

Slika 9. Atipi¢na (XANCA).

4.3.3. Humoralna imunost specifi¢na za mleko i glijadin

Analizom prikupljenih podataka o nivoima antitela specifiénih za glijadin (GL) i
ukupne proteine kravljeg mleka (CMP) IgM, 1gG, IgA i IgE klase u serumu pacijenata

sa ROU 1 kontrolnoj grupi dobijeni su slede¢i rezultati.

4.3.3.1. Humoralna imunost specifi¢na za glijadin

Imunoreaktivnost IgA tipa na glijadin je evidentirana kod (9.6%) pacijenata sa ROU i
kod (6.7%) osoba iz kontrolne grupe. Nije uoceno prisustvo statisticke znacajne razlika
u nivoima IgA antitela specificnih za glijadin izmedu grupe pacijenata sa ROU i
kontrolne grupe (Grafik 15.).
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Grafik 15. Nivoi IgA antitela specifi¢nih za glijadin (GL) u serumu pacijenata sa
rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolne grupe (C)

Imunoreaktivnost 1gG tipa na glijadin (Grafik 16.) utvrdena je kod (19.2%) pacijenata
I kod (2.2%) ispitanika u kontrolnoj grupi. U eksperimentalnoj grupi je utvrden
statistiki znacajno visi nivo IgG antitela specifiénih za glijadin u odnosu na kontrolnu
grupu (Mann-Whitney test; p<0.0001).

1104 p<0.0001
100 '
I 90-
£ go-
= 70-
¢ 604
2 50 .
=1 40-
(? 0‘0
£ 5] . .t
© 7] ™ o*
104 "ogy By P, T T
ol o888888808  {4dgqMRR
C ROU

Grafik 16. Nivoi IgG antitela specifi¢nih za glijadin (GL) u serumu pacijenata sa
rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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Na graficima koji prikazuju nivoe antitela IgA i IgG klase specifiénih za prirodni
glijadin (Grafik 15. i 16.) se uocava da jedan pacijent sa ROU ima visoku koncentraciju
ovih antitela. Kod istog pacijenta dokazana je visoka koncentracija svih ispitivanih
antitela specifi¢nih za celijakiju kako je prethodno prikazano (Grafici 7-11.).

U eksperimentalnoj grupi je evidentirana povisena imunoreaktivnost IgE tipa
specificna za glijadin kod (21.8%) pacijenata, dok je u kontrolnoj grupi kod (9%)
utvrden povisen nivo antitela (Grafik 17.). Nije postajala statisticki znacajna razlika
kada je u pitanju koncentracija antitela specificnih za glijadin IgE klase izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe.

Niti jedan pacijent sa ROU nije imao povisenu imunoreaktivnost IgM tipa specifi¢nu
za glijadin. Suprotno tome, kod ispitanika (4%) u kontrolnoj grupi evidentirana je
povisena imunoreaktivnost. Statistickom analizom (Mann-Whitney test) je utvrden
znacajno visi nivo IgM antitela specificnih za glijadin u kontrolnoj grupi u odnosu na

eksperimentalnu grupu (p<0.005) (Grafik 18.).
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Grafik 17. Nivoi IgE antitela specifi¢nih za glijadin (GL) u serumu pacijenata sa
rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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Grafik 18. Nivoi IgM antitela specifi¢nih za glijadin (GL) u serumu pacijenata sa
rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i zdravih kontrola (C)

4.3.3.2. Humoralna imunost specifi¢na za proteine kravljeg mleka

Humoralna imunoreaktivnost IgA tipa specifi¢éna za ukupne proteine kravljeg mleka
(Grafik 19.) evidentirana je kod (45.2%) pacijenata sa ROU, kao i kod (7.6%) zdravih
kontrola.

Pacijenti sa ROU su imali statisticki znacajno visi nivo IgA antitela specifiénih za

proteine kravljeg mleka u odnosu na kontrolnu grupu (Mann-Whitney test; p<0.0001).
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Grafik 19. Nivoi IgA antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka (CMP) u serumu
pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)

Statisticki zna€ajna razlika izmedu eksperimentalne 1 kontrolne grupe utvrdena je 1 kada
je u pitanju imunoreaktivnost IgG tipa specificna za ukupne proteine kravljeg mleka
(Grafik 20.). Naime, (49.3%) ispitanika iz eksperimentalne grupe odnosno (5.7%)
zdravih kontrola imalo je povisen nivo IgG antitela specifi¢nih za ukupne proteine
kravljeg mleka. Grupa pacijenata sa ROU imala je statisticki znacajno visi nivo IgG
antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka u odnosu na kontrolnu grupu (Mann-
Whitney test; p<0.0001).
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Grafik 20. Nivoi IgG antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka (CMP) u seumu
pacijenata sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)

Imunoreaktivnost IgE tipa specificna za ukupne proteine kravljeg mleka je
konstatovana kod (58.3%) pacijenata sa ROU i kod (4.6%) osoba u kontrolnoj grupi
(Grafik 21.).

Nivo IgE antitela specificnih za proteine kravljeg mleka bio je statisticki znacajno visi
kod pacijenata sa ROU u poredenju sa kontrolnom grupom (Mann-Whitney test;
p<0.0001).

Imunoreaktivnost IgM tipa (Grafik 22.) specifi¢na za ukupne proteine kravljeg mleka
predstavlja jedini tip humoralne imunoreaktivnosti specificne za mleko koje smo
ispitivali, a da nije uocena statisticki znaajna razlika izmedu eksperimentalne i

kontrolne grupe (28.8% naspram 30.1%; p> 0.05).
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Grafik 21. Nivoi IgE antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka (CMP) u serumu

pacijenata
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Grafik 22. Nivoi IgM antitela specifi¢nih za proteine kravljeg mleka (CMP) u serumu

pacijenata

sa rekurentnim oralnim ulceracijama (ROU) i kontrolnoj grupi (C)
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4.3.4. Korelacije izmedu antitela na proteine hrane i seroloSkih markera GSE

Rezultati analize postojanja korelacija izmedu koncentracije antitela specifiénih za
proteine hrane (glijadin i mleko) i seroloskih markera GSE novije genracije u serumu
pacijenata sa ROU prikazani su u Tabelama 8.1 9.

Evidentirano je je postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije nivoa IgG antitela
specificnih za glijadin 1 IgG antitela specificnih za deaminovane peptide glijadina u
grupi pacijenata sa ROU (Tabela 8.). Koeficijent korelacije ukazuje na umerenu

pozitivnu korelaciju ovih parametara.

Tabela 8. Koeficijenti korelacije izmedu antitela IgG klase specifi¢nih za glijadin ili

proteine kravlljeg mleka i antitela IgG klase specifi¢nih za deaminovani glijadin kod

pacijenata sa ROU
Koeficijent anti-DGP IgG
korelacije (p)
anti-GL IgG 0.4585*
anti-CMP 1gG 0.1844

* Spirmanov test korelacije p=0.0004

Uoceno je postojanje statisticki znacajne linearne povezanosti izmedu nivoa IgA antitela
specificnih za glijadin 1 IgA antitela specificnih za demaminovane peptide glijdina u
grupi pacijenata sa ROU (Tabela 9.). Koeficijent korelacije ukazuje na slabu pozitivnu
korelaciju ovih parametara. Dokazano je i prisustvo statistiCki znaéajne pozitivne
korelacije izmedu nivoa IgA antitela specificnih za glijadin 1 nivoa IgA antitela
specifi¢nih za tkivnu transglutaminazu. Koeficijent korelacije ukazuje na umeren stepen

linerane povezanosti ovih parametara.

61



Tabela 9. Koeficijenti korelacije izmedu antitela IgA klase specifi¢nih za glijadin ili
proteine kravlljeg mleka i antitela IgA klase specifi¢nih za deaminovani glijadin ili

tkivnu transglutaminazu kod pacijenata sa ROU

Koeficijent anti-DGP IgA | Anti-tTG IgA
korelacije (p)
anti-GL IgA 0.3257* 0.4027**
anti-CMP IgA -0.1131 0.0742

* Spirmanov test korelacije p= 0.0152

** Spirmanov test korelacije p= 0.0021

Nije uoceno postojanje znacajne linearne povezanosti ni jedne od ispitivanih klasa
antitela specificnih za ukupne proteine kravljeg mleka 1 antitela koja predstavljaju

serumske markere celijakije.

4.4. Korelacija klini¢kih parametara oboljenja sa koncentracijama antitela

Nije uocena znaajna povezanost izmedu karakteristika ROU kao S§to su srednja
vrednost duzine trajanja bolesti, vrsta 1 broj ulceracija i1 ucestalost pojave recidiva sa

dobijenim koncentracijama ispitivanih antitela.

4.5. Dijagnosticki postupci i klini¢ko pracenje pacijenta sa utvrdenim pozitivnim

seroloskim markerima za GSE

Jedan pacijent koji je imao izrazito visoke koncentracije antitela specificne za tTG
(IgA), GAF-3X (IgA) i DGP (IgA i 1gG), bez prisutnih gastrointestinalnih simptoma,
upucen je na dalji gastroenteroloski pregled. On je bio podvrgnut endoskopskoj biopsiji
duodenalne mukoze. HistopatoloSki nalaz je bio karakteristican za celijakiju, sa
prisutnom viloznom atrofijom wuz kriptalnu hiperplaziju 1 povecanje broja
intraepitelijalnih limfocita (Marsh tip I11) (Slika 10.). Nakon bezglutenske dijete u
trajanju od dva meseca primeceno je znacajno poboljSanje klinicke slike ROU, dok su

oralne ulceracije u potpunosti nestale nakon Sest meseci od prestanka unosenja glutena.
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Slika 10. Histopatoloski nalaz kod pacijenta sa visokim titrom antitela specifi¢nih za
celijakiju ( Marsh 111).

Pacijentima sa visokom koncentracijom ASCA IgG (>50 U/ml) predlozena je dalja
dijagnostika kojom bi se iskljucilo postojanje IBC. Pacijenti nisu bili motivisani za dalja
ispitivanja jer nisu imali gastroenteroloSke simptome, a endoskopska procedura nije

sprovedena zbog nelagodnosti i straha pacijenta od same endoskopije.
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5. DISKUSIJA

Rekurentne oralne ulceracije su hroni¢no, inflamatorno oboljenje, karakterisano
recidivirajuéim solitarnim ili multiplim bolnim oralnim lezijama. One predstavljaju
jedno od najc¢escih patoloskih stanja na oralnoj mukozi. Etioloski se povezuju sa
brojnim predisponiraju¢im faktorima, ali sama patogeneza joS uvek nije u potpunosti
razjasnjena 3.

Kao jedan od mogucih patofizioloskih mehanizama u nastanku ROU navodi se
disregulisan imunski odgovor indukovan razli¢itim spoljnim ¢iniocima kod genetski
podloznih individua °. Ispitivanje lezija oralne mukoze u toku epizoda ROU je pokazalo
da postoji poremecaj mukoznog imuniteta, disbalans mukoznog T-helper i T-
regulatornog odgovora, uz poremecenu produkciju proinflamatornih i anti-inflamatornih
citokina, $to sve ima za posledicu i neadekvatnu aktivaciju humoralnog imuniteta *. U
prilog tome govori i prisustvo razliitih antitela koja su uocena kod nekih pacijenata sa
ROU 154155

Dijagnoza ROU se naj¢eS¢e postavlja na osnovu oralnog i nalaza i anamnestickih
podataka °°. Obzirom na mnogobrojne etioloske faktore koji mogu udestvovati u
nastanku ROU, veoma je vazno prikupiti detaljne anamnesticke podatke kako bi se
iskljucila druga stanja koja se mogu prezentovati oralnim ulceracijama. Neki od
predisponirajucih faktora se mogu saznati anamnesticki od pacijenta, kao $to su podaci
o skoraSnjoj lokalnoj traumi, puSenju, stresu 1 alergiji na hranu koja je prisutna od
ranije. Medutim, neki drugi mogu¢i etioloSki faktori ROU, kao S$to su deficijencija
nutritijenata, hormonski disbalans, nedijagnostikovano sistemsko oboljenje il
intolerancija na odredenu vrstu hrane, mogu se utvrditi jedino ciljanim dijagnosti¢kim
procedurama koje ukljucuju razlicite laboratorijske analize, ali 1 druge specificne
preglede.

Analizirajuéi prikupljene podatke, na osnovu anamneze i klinickog pregleda, utvrdili
smo da su svi pacijenti imali afte minor, kao jednu bitnu podgrupu ROU, nepoznate
etiologije. Vecina pacijenata je imala multiple lezije kojima je trebalo viSe od nedelju
dana da zarastu. Klinicki rezultati naSe studije su saglasni sa podacima iz literature.
Naime, afte minor su najces¢a klinicka forma ROU 1 zastupljene su u oko 80%
pacijenata . Treba napomenuti da smo dva pacijenta kod kojih smo postavili dijagnozu

afti major iskljucili iz studije jer su anamnesticki izjavili da su ulceracije nastale
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neposredno nakon lokalne traume, tj. nakon oralnohirurskih intervencija. Takode, vreme
zarastanja koje je uoceno kod pacijenata u eksperimentalnoj grupi se poklapa sa
nalazima drugih studija kada su u pitanju afte minor "%,

Na osnovu anamnestickih podataka koje smo prikupili, prose¢na duzina trajanja bolesti
kod nasih pacijenata iznosila je oko 10 godina, dok su se recidivi ROU kod veéine
pacijenata javljali vise od 6 puta godiSnje, §to govori o aktivnosti bolesti. Prema studiji

Gurkan i sar.1®®

srednja vrednost broja afti koje su se javljale kod pacijenata na
godisnjem nivou iznosila je 12.8 £ 8.5. Ista studija iznosi podatak da je prose¢no vreme
trajanja bolesti u grupi pacijenata sa ROU iznosilo oko 4 godine $to je krace u odnosu
na naSu eksperimentalnu grupu. Ova razlika se moze objasniti razlikom u starosnoj
strukturi pacijenata sa ROU u dve odvojene studije.

Poznato je da ROU mogu biti jedan od simptoma drugih mukokutanih oboljenja koja se
manifestuju lezijama na razli¢itim lokalitetima, a medu njima i na oralnoj mukozi .
Pored toga, i sistemske i neke imuno-inflamatorne bolesti takode mogu imati ROU kao
jedan od simptoma ™. U slu¢ajevima kada se ROU karakteridu udestalim recidivima,
refrakternim na konzervativnu terapiju, trebalo bi ispitati postojanje drugih patoloskih
stanja i poremecdaja, ¢iji bi tretman obezbedio adekvatan terapijski efekat 160,

Kada su u pitanju pridruzena sistemska i inflamatorna oboljenja, posebna paznja se
pridaje vezi izmedu ROU i inflamatornih oboljenja gastrointestinalnog trakta, medu
kojima su GSE i IBC, kao 1 razli¢ite vrste senzitivnosti na komponente hrane. Za to
postoji viSe obrazloZenja, medu kojima se isti¢e to da je oralna mukoza, kao prva
barijera gastrointestinalnog trakta, mesto ulaza spoljnih antigena, koji mogu biti
etioloski faktor za razvoj ovih patoloskih stanja 84,

Na osnovu dostupnih podataka o etiopatogenezi, ¢ini se da ROU, GSE 1 IBC dele
osnovne patofizioloske mehanizme u svom razvoju. Naime, sva tri stanja se povezuju sa
neadekvatnim mukoznim imunskim odgovorom genetski podloznih individua na neke
spoljne faktore, medu njima najveéi zna¢aj imaju mikrobni ¢inioci i hrana %123,
Senzibilizacija ovim antigenima imunogenetski podloznih individua se deSava na nivou
mukoze, a u osnovi se nalazi poremecaj imunske tolerancije .

U klinickom pogledu, ROU se kod pacijenata sa dijagnostikovanom GSE ili IBC
smatraju ekstraintestinalnom manifestacijom ovih hroni¢nih oboljenja i obi¢no prate

klinicki tok osnovne bolesti, &ije leGenje povoljno uti¢e i na ROU 161, ROU se mogu
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javiti i kao prvi simptom inflamatornih oboljenja digestivnog trakta i zbog toga je vise
studija ispitivalo prevalencu GSE-specificnih seroloskih markera, kao i proteina
kravljeg mleka kod pacijenata sa ROU %7152, Medutim, prema dostupnoj literaturi, kod
pacijenata sa ROU nisu sprovedene studije koje su ispitivale seroloske markere
povezane sa IBC, kao §to su ASCA i ANCA.

Nasa studija je ispitivala specifiCan humoralni imunitet, odreduju¢i GSE-specifi¢ne
seroloske markere, IBC-povezana antitela, kao i antitela vise Ig klasa na nativni glijadin
1 proteine kravljeg mleka, kod pacijenata sa ROU bez klinickih znakova za neko od
navedenih oboljenja tj. bez gastrointestinalnih i alergijskih tegoba. Cilj je bio da se
ispita prevalenca i koncentracija ovih antitela kod pacijenata sa ROU u odnosu na
zdrave kontrole, kako bi se ustanovilo da li prisustvo ROU moze ukazivati na postojanje
neke od ovih imuno-inflamatornih bolesti, u cilju brze dijagnostike, ali i u svrhu

razotkrivanja etiopatogenetske prirode ROU.

5.1. GSE-specifi¢ni seroloski markeri

Oralne ulceracije se kao jedan od simptoma javljaju kod 3-61% pacijenata sa GSE i
navodi se da ROU predstavljaju peti po udestalosti klini¢ki simptom GSE °2. Narogiti
problem predstavljaju pritajene i atipicne forme GSE, kada se oralne ulceracije mogu
javiti kao prvi i i jedini simptom, pre bilo kakvih gastrointestinalnih tegoba . Podaci
sprovednih studija 0 povezanosti ROU i GSE su razliCiti, tako da jo§ uvek nije
razja$njena tatna klinicka i etiopatogenetska veza ova dva patoloska stanja 1% Nasa
studija je ispitivala prevalencu GSE-specificnih markera, i to: anti-tTG antitela klase
IgA i 1gG, kao i nova viskoko specificna deamidovana anti-glijadinska antitela anti-
DGP IgG i IgA i anti-GAF-3X IgA klase. Na osnovu dostupne literature, nijedna studija
nije prikazala vrednosti koncentracija GSE-specificnih seroloSkih markera, niti je
ispitivala prisustvo novih deamidovanih anti-glijadinskih antitela kod pacijenata sa
ROU.

Dobijeni rezultati pokazuju da je ucestalost pozitivnosti za visoko specifi¢na IgA anti-
tTG i anti-GAF-3X antitela iznosila 1.8% i 3.6%, dok u kontrolnoj grupi nije bilo
pozitivnih nalaza. Samo je jedan pacijent sa visoko pozitivnim antitelima podvrgnut
endoskopiji. Histoloskim pregledom sluznice duodenuma dokazano je postojanje GSE.

Stoga je ucestalost GSE u nasoj grupi ispitanika sa ROU iznosila 1.8%, uz ogranicenje
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da endoskopska ispitivanja nisu radena asimptomatskim pacijentima sa ROU koji nisu
bili seropozitivni. Nazalost, za sada nema dostupnih podataka o ucestalosti GSE u naSoj
zemlji. Prema rezultatima objavljenih epidemioloskih studija ucestalost u evropskim
zemljama je oko 1% ¥'.

Studije koje su se bavile ispitivanjem seroloskih markera GSE kod pacijenata sa ROU
su metodoloski vrlo raznolike. Naime, ispitivana su razli¢ita antitela koja se sre¢u u
GSE, medu kojima je veliki broj studija koristilo nativna anti-glijadinska antitela "2,
koja se ve¢ neko vreme smatraju nedovoljno specifi¢nim za GSE %, Neke studije su
ispitivale i utvrdivale postojanje GSE endoskopskim i patohistoloskim pregledom
sluznice duodenuma tako §to su obavljali pregled svim pacijentima sa ROU ***, dok su
druge studije ove specifi¢ne gastroenteroloske preglede vrsili samo kod onih pacijenata
koji su imali pozitivan serologki nalaz za specifi¢na antitela *°. Poznato je da postoji
znaajan procenat latentnih, pritajenih i atipicnih formi GSE koje mogu ostati
neprepoznate bez endoskopske i patohistoloske dijagnostike . Takode, pojedine
studije su pratile klini¢ku sliku nakon uvodenja bezglutenske dijete '°. Stoga se sve ove
¢injenice o metodologiji studija moraju uzimati u obzir prilikom razmatranja njihovih
rezultata.

Ferguson i sar. 1% su prvi ispitivali postojanje prethodno nedijagnostikovane GSE kod
pacijenata sa ROU i utvrdili su prisustvo GSE kod 24% pacijenata sa ROU. Autori ove
studije su svim pacijentima sa ROU radili patohistoloski pregled jejunalne mukoze, a
potom su i pacijente kod kojih su utvrdili prisustvo GSE podvrgli dijeti bez glutena i
dobili povoljan terapijski odgovor u pogledu javljanja oralnih ulceracija. Ovo je bila
jedna od prvih studija koja je ukazala da senzitivnost na gluten moze biti etioloski
faktor za nastanak ROU, kao 1 da se medu pacijentima sa ROU mogu nalaziti oni sa
neprepoznatom GSE. Ipak, ova studija je obuhvatila svega 33 pacijenta, Sto se moZe
smatrati jednim od znacajnih nedostataka. Ubrzo zatim, ista grupa autora je obavila
istrazivanje koje je obuhvatilo 50 pacijenata sa ROU i pronasla GSE u svega 2 slucaja
(49%) 167,

Primetili smo da je ve¢ina studija kod pacijenata sa ROU rede ispitivala anti-tTG
antitela, dok su uglavnom koriS¢ena endomizijalna antitela (EMA) kao specifiCan

seroloski marker za GSE. EMA su pouzdan i prvi seroloski marker koji se primenjuje u
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dijagnostici GSE, a naknadno je otkriveno da je tkivna transglutaminaza (tTG) glavni
antigen EMA.

Studija Olszewske i sar. *°

je analizirala prisustvo IgG i IgA EMA kod pacijenata sa
ROU i kod zdrave kontrolne grupe, a potom su kod dva pacijenta u grupi sa ROU, kod
kojih su pronasli povisen titar EMA, obavili endoskopski i patohistoloski pregled
duodenalne mukoze i utvrdili postojanje GSE. Zanimljivo je da su oba pacijenta nakon
sprovodenja dijete bez glutena bila bez novih epizoda ROU. Na osnovu dobijenih
rezultata, autori su zakljuc¢ili da bi sve pacijente sa ROU koji imaju bilo kakve
gastrointestinalne tegobe ili simptome trebalo podvrgnuti skriningu na EMA.

Sli¢ne rezultate su objavili i Aydemir i sar. ™ koji su kod svih pacijenata sa ROU
sproveli analizu EMA, 1gG i IgA nativnih anti-glijadinskih antitela, ali i endoskopski i
patohistoloski pregled duodenuma. Njihovi rezultati su takode pokazali da je EMA IgA
bila visoko senzitivna, jer su kod 2/41 pacijenta sa ROU koji su imali pozitivan nalaz na
EMA potvrdili GSE patohistoloskim nalazom duodenuma. U njihovoj studiji,
senzitivnost 1 specifi¢nost anti-glijadinskih antitela je bila niza, naroCito za IgG klasu
antitela.

S druge strane, nekoliko studija koje su takode ispitivale prisustvo GSE-specifi¢nih
seroloskih markera kod pacijenata sa ROU, nije naslo povezanost izmedu ROU i GSE.
Robinson i sar. ™ su ispitivali IgA EMA i IgA anti-retikulinska antitela kod 87
pacijenata sa minor aftama, ali nisu nasli znacajno visu prevalencu ovih seroloskih
markera kod pacijenata sa ROU u odnosu na kontrolnu grupu. Jedan pacijent koji je
imao povisene vrednosti ispitivanih antitela nije imao pozitivan nalaz za GSE na
gastroenteroloskom pregledu.

Sli¢ne rezultate je dobila i studija Yasar-a i sar. ’?, koja je ispitivala prisustvo IgA i 1gG
EMA i nativnih anti-glijadinskih antitela kod 82 pacijenata sa ROU i kod istog broja
zdravih kontrola. Istovremeno, oni su svim pacijentima obavili endoskopski i
patohistoloski pregled duodenuma, uz pracenje anamnestickih podataka o
gastrointestinalnim tegobama. U njihovoj studiji, kod 1/82 pacijenta sa ROU je
dijagnostikovana GSE, koja je potvrdena seroloski i patohistoloski. Na osnovu ovih
rezultata, zakljuceno je da ispitivanje EMA i nativnih anti-glijadinskih antitela kod svih

pacijenata sa ROU nije od klinickog znacaja.
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Studija koju su sproveli Shakeri i sar. ° je dodatno ukazala na sloZenost i tezinu pitanja
povezanosti ROU i GSE. Oni su na vecoj grupi pacijenata sa ROU ispitivali prisustvo
IgA EMA i anti-TG antitela, a potom kod slu¢ajeva sa pozitivnom serologijom obavili i
endoskopski 1 patohistoloski pregled duodenuma. Njihovi rezultati su pokazali da je
1/247 imao pozitivan nalaz IgA EMA i anti-tTG antitela, dok je 6/247 imalo pozitivan
nalaz samo IgA anti-tTG. Od ovih sedam pacijenata sa pozitivnom serologijom, 4
pacijenta su imala patohistoloski nalaz koji odgovara Mars I stepenu, 2 pacijenta su
imala GSE Mars II stepena, dok je pacijent sa istovremeno pozitivnim nalazom EMA i
anti-tTG antitela je imao GSE Marsh 111 stepena. U navedenoj studiji, 4/7 pacijenata sa
pozitivnim seroloSkim nalazom za GSE su sprovodili dijetu bez glutena i imali su
pozitivan terapijski uéinak i na pojavu ROU. Autori ove studije su razmatrali ulogu

anti-tTG u ranom otkrivanju GSE i moguc¢nosti za postojanje lazno negativnih rezultata.

Tabela 10. Prikaz studija koje su ispitivale GSE-seroloske markere kod pacijenata sa

ROU
Autor God. |Studij. Kontrol | IgA anti-Gl IgA IgA | Uradena | GSE |Primena
studije grupa | grupa % EMA anti- | EGD*i | (%) | dijete
(n) (n) % tTG | PHd** bez
(%) gluten
Ferguson 1976 | 33 ‘ - ‘ - - ; + 2a% |+
Ferguson |1980 | 50 ‘ - ‘ - . - + 4% +
Olszewska 2006 | 42 42 - 4.7vs 0% - EMA + 4.7% | +
Aydemir 2004 | 41 49 | 73vs4% | 4.8vs 0% - + 4.8% +
Robinson 2004 | 87 87 - 1.1%vs 0% - EMA + | 0% -
Yasar 2011 | 82 82 [24vs1.2% | 1.2 vs 0% - + 1.2% -
Shakeri 2009 | 247 - - 0.4% 2830 |t anti- 2 83% n
TG
Bijeli¢ 2017 | 57 60 1.8 vs .
9.6 vs 6.7% - +antl- 0
o | tte |8t

* - EGD - ezofagogastroduodenoskopija
** - PHd - patohistolologija duodenuma

*** anti-GL At - nativna anti-glijadinska antitela

69



Mnoge studije su odbacile moguénost da ROU predstavlja fakor rizika za nastanak GSE
"L72 3 postoje i stanovista da se ROU mogu smatrati indikatorom tj. prediktivnim
markerom za nastanak GSE ®8. OteZavajuéi faktori u dijagnostici GSE su $irok
dijapazon simptoma 1 klini¢kih formi, nekonkluzivni endoskopski i histoloski nalazi i
slucajevi sa opre¢nim histoloskim i seroloskim nalazima koji se najcesce javljaju kod
nedovoljno razvijenih ili atipi¢nih formi GSE ®%. Pored toga, senzitivnost na gluten ima
Siroku lepezu simptoma, koju je Cesto u praksi tesko definisati, te se joS uvek
dijagnostikuju na osnovu subjektivnih tegoba pacijenta i terapijskog odgovora na
primenu odgovarajuée dijete °°.

Kao $to smo na pocetku naveli, nasa studija je po prvi put ispitivala vrednosti
koncentracija seroloskih markera kod pacijenata sa ROU. Nasi rezultati su pokazali da
su prosecne vrednosti koncentracija anti-tTG IgA i IgG antitela bile znacajno vise kod
pacijenata sa ROU u odnosu na kontrolnu grupu, Sto zahteva dodatna razmatranja
imajuci u vidu slozenost dijagnostickog tumacenja anti-tTG antitela kod nekih grupa
pacijenata sa GSE.

Naime, kod pacijenata sa GSE, anti-tTG i EMA se smatraju markerima jejunalnog
ostecenja, a pokazana je i pozitivna korelacija izmedu koncentracije anti-tTG i stepena
histopatoloskog nalaza GSE (Marsh klasifikacija) 1’°. Stoga nije iznanadujuée §to su
neke studije pokazale da su ovi markeri bili predominantno negativni kod odraslih
pacijenata sa blagom i po¢etnom formom GSE, kao i kod atipi¢nih formi GSE 6%,
Negativan nalaz anti-tTG antitela ne moze biti dovoljan za iskljuéenje GSE %, jer je
pokazano da postoje slucajevi sa negativnom serologijom, a pozitivnim histopatoloSkim
nalazom koji govori u prilog GSE. Zanimljiv je i podatak iz studije koji su sproveli
Kurppa i sar. 12 u kojoj je dokazano da u ranoj fazi celijaéne bolesti anti-DGP antitela
imaju i ve¢i senzibilitet u odnosu na anti-tTG antitela.

Na osnovu dostupne literature, deamidovana glijadinska antitela nisu do sad ispitivana
kod pacijenata sa ROU, ve¢ uglavnhom kod pacijenata sa GSE. Prema tome, u
sprovedenoj studiji smo prvi put ispitali prevalencu, kao i koncentraciju novih anti-
GAF-3X i anti-DGP antitela kod pacijenata sa ROU, uz istovremeno odredivanje i
nativnih anti-glijadinskih antitela. U naSoj studiji, u grupi pacijenata sa ROU, pozitivan

nalaz anti-DGP IgA i/ili 1gG klase je imalo 19.6% pacijenata, dok je anti-GAF-3X IgA
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imalo 3.6%. U odnosu na kontrolnu grupu, ovi rezultati nisu bili statisticki znacajno
poviseni.

U dijagnostici GSE, nativna anti-glijadinska antitela su ve¢ nekoliko godina unazad
zamenjena novim deamidovanim anti-glijadinskim antitelima, anti-DGP antitelima i jos
novijim  anti-GAF-3X  antitelima sa visoko senzitivnim i  specifiénim
imunodominantnim epitopima. Anti-DGP antitela i anti-GAF-3X su ispitivana u
nekoliko studija kod pacijenata sa GSE 173174 Pokazano je da anti-DGP imaju visu
senzitivnost i specifiénost za detekciju GSE u odnosu na nativna anti-glijadinska
antitela. U pogledu diferencijalne dijagnoze GSE, Lutteri i sar. 1" su ispitivali vise vrsta
deamidovanih anti-glijadinskih antitela i pokazali su njihovu superiornost u odnosu na
konvencionalna anti-glijadinska antitela.

Izolovano postojanje anti-glijadinskih antitela, pa ¢ak i novih deamidovanih antitela,
nije dovoljno za postavljanje dijagnoze GSE, obzirom da postoje slucajevi sa
pozitivnim seroloskim nalazom na glijadin koji nemaju nalaz enteropatije prilikom
endoskopskog 1 patohistoloskog pregleda tankog creva. Na osnovu pregledane
literature, mnoge studije koje su ispitivale prisustvo GSE-specifi¢nih seroloSkih
markera, najces¢e su pronalazili veéu ucestalost pozitivnog nalaza nativnih anti-
glijadinskih antitela u odnosu na EMA ili anti-tTG, §to nije bilo praceno
gastroenterolokim nalazom koji bi govorio u prilog GSE *72, Jedno od objasnjenja za
ovakve nalaze je da prodor glijadina kroz mukozu moZze indukovati stvaranje anti-
glijadinskih antitela kod nekih individua, ali ne mora uvek rezultovati i pojavom
inflamacije i jejunalnog o$tecenja u smislu celija¢ne enteropatije % Prednost novih
deamidovanih anti-glijadinskih antitela se nalazi u tome §to detektuju upravo one
toksi¢ne epitope glijadina koji su povezani sa patoloSkim odgovorom mukoznog
imuniteta, te se oni smatraju specifiénijim u odnosu na nativna anti-glijadinska antitela.
U tom smislu, Tonutti i sar. 1% su sugerisali da je pozitivan test na anti-DGP IgG
antitela indikacija za detaljno ispitivanje ¢ak iako su EMA i anti-tTG negativna. Nisku
koncentraciju anti-tTG kod blagih i pocetnih formi GSE smo ve¢ komentarisali, u
smislu lazno negativnog nalaza. Stoga su od znacaja preporuke vise studija koje su
iznele da je najvisa dijagnosticka preciznost postignuta istovremenim odredivanjem
anti-GAF 3X IgG antitela i anti-tTG IgA antitela. Anti-GAF 3X u visokom titru

narocito ima dijagnosticki znacaj kada su anti-tTG antitela grani¢no povisena. IgG anti-
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GAF-3X imaju znacaja za dijagnostiku kod pacijenata sa GSE i IgA deficijencijom
177,178

Zanimljiva je studija Lu i sar. ® koja je ispitivala prisustvo anti-DGP antitela kod
pacijenata sa sindromom iritabilnog kolona, koji su patili od probavnih smetnji,
nadutosti i problema sa praznjenjem. U njihovoj studijskoj grupi, prevalenca anti-DGP
antitela je bila znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu, a svi anti-DGP pozitivni
pacijenti su ujedno imali i pozitivan terapijski efekat na primenu dijete bez glutena.
Takode, znacajna veéina pacijenata sa anti-DPG antitelima je imala pocetne znake
karakteristicne za celijatnu bolest na histoloSkom pregledu duodenalne mukoze.
Njihovi rezultati su ukazali na moguénost neprepoznate celijacne bolesti medu
pacijentima sa sindromom iritabilnog kolona, te da anti-DGP pozitivan nalaz moze
govoriti u prilog rane celija¢ne bolesti.

U naSoj studiji smo ispitivali i koncentraciju navedenih antitela, i uoceno je da je
srednja vrednost koncentracija anti-GAF-3X IgA klase bila zna¢ajno visa kod pacijenata
sa ROU u odnosu na kontrolnu grupu. Zanimljiv je rezultat naSe studije koji je pokazao
da su vise koncentracije IgA anti-tTG i anti-GAF-3X antitela medusobno korelirale, dok
nije postojala korelacija izmedu anti-tTG IgA i anti-DGP IgA.

Prihvac¢eni GSE-specifi¢ni markeri, anti-tTG i nova deamidovana glijadinska antitela,
osim svog dijagnostickog znacaja, pomogli su i u boljem razumevanju patofizioloskog
mehanizma nastanka GSE 8. Ova saznanja takode mogu biti od znagaja u razmatranju
povezanosti ROU i GSE. Objasnjenja za rezultate poviSenih vrednosti koncentracije
IgA anti-tTG antitela i IgA anti-GAF-3X antitela, kao i njihovu medusobnu korelaciju,
koji su pronadeni u ovoj studiji medu pacijentima sa ROU, mogli bi se potraziti u
patofizioloskoj ulozi enzima tkivne transglutaminaze i glijadina. U tom smislu, uloga
mukoznog imuniteta i epitelne barijere, od oralne mukoze pa nadalje duz mukoza celog
digestivnog trakta, se ogleda u prodoru spoljnih antigena i generisanju imunskog
odgovora, §to je od zna¢aja u imunopatogenezi ROU, kao i kod GSE 2.

Smatra se da prodor glijadinskih peptida u intestinalni epitel inicira imunski odgovor u
lamini proprii, dovode¢i do sekrecije GSE-specificnih antitela. Uloga deamidovanih
glijadin-peptidnih antitela IgA klase u patogenezi GSE nije sasvim razjasnjena, mada
postoje indicije da oni doprinose poremecaju intestinalnog permeabiliteta, translokaciji

glijadina kroz epitelne celije i povecanju aktivnosti enzima transglutaminaze, S$to su
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pokazali Rauhavirta i sar 8. Zanimljivo je da anti-DGP antitela mogu ukrsteno da
reaguju sa TG, ¢ime se povecéava transepitelni prolaz glijadina 82, Znadaj patogenetske
uloge TG i glijadina kod GSE je potvrdila ve¢ pomenuta grupa autora (Rauhavirta i sar.)
183 koja je koristila ex vivo inhibitore TG2 i pokazala njihov anti-proliferativni efekat
na T ¢elije, kao 1 protektivni efekat na epitelnu barijeru.

Rauhavirta i sar. 18 su utvrdili i interesantne podatke da se narusena epitelna barijera i
povecana intestinalna permeabilnost, osim kod razvijene forme GSE, nalaze i kod ranih
oblika ove bolesti. Ovo je demonstrirano ispitujuéi proteine “tesnih spojnica” epitelnih
¢elija, pokazavsi njihovu smanjenu ekspresiju cak i kod pacijenata bez evidentnih
histoloskih promena mukoze u smislu GSE. Imaju¢i u vidu da glijadin direktno dovodi
do promena u epitelnoj barijeri, postojanje anti-DGP i anti-GAF-3X antitela mogu
ukazivati na povecanu translokaciju glijadina 1 pove¢anu mukoznu permeabilnost, a
moguce i pocetne epitelne promene na molekularnom nivou.

Narus$ena epitelna barijera u sklopu nekih akutnih gastrointestinalnih infektivnih stanja
ili drugih imuno-inflamatornih patologija moZze omogudéiti prodor spoljnih antigena,
medu njima 1 glijadina koji je Siroko zastupljen u hrani u formi glutena, i na taj nacin
stvoriti uslove za generisanje imunskog odgovora. Ipak, za razvoj patoloskog imunskog
odgovora na glijadinske peptide potrebni su i drugi faktori, medu kojima je i
imunogenetska predispozicija. U prilog tome govori i podatak da je povecana
intestinalna permeabilnost uocena i kod pacijenata sa dermatitis herpetiformisom Koji
nisu imali histologke promene na tankom crevu 84,

Imajuc¢i u vidu patogenu ulogu glijadinskih peptida na epitelnu barijeru i deamidovanih
anti-glijadinskih antitela, sam nalaz seropozitivnosti na ova antitela kod pacijenata sa
ROU opravdava dalja ispitivanja funkcionalnosti epitelne barijere i promena na mukozi.
Pozitivan nalaz anti-glijadinskih antitela uz prisustvo atipi¢nih ekstraintestinalnih
simptoma, u koje spadaju i ROU, mogu biti sasvim opravdani razlozi za sumnju na GSE
i za adekvatno gastroenterolo§ko prac¢enje. Obzirom na podatak da se ROU kao prva i
jedina manifestacija javlja u oko 5% pacijenata sa GSE %161 i da se uoc¢ava sve veca
zastupljenost atipicnih formi GSE, koje nemaju jasno prezentovane gastrointestinalne
simptome bolesti 8% upravo ove atipi¢ne i blage forme predstavljaju najveéi izazov za

pravovremeno dijagnostikovanje.
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Dijagnostikovanje GSE kod naseg pacijenta ukazuje na znacaj ispitivanja GSE-
specificnih seroloskih markera kod pacijenata sa ROU, cak i bez gastrointestinalnih
tegoba ili drugih znakova koji bi upucivali na GSE. Nakon uvodenja dijete bez glutena
kod naSeg pacijenta je doslo do znacajnog poboljSanja, da bi se afte potpuno izgubile
posle 6 meseci. Pokazano je da u sluc¢ajevima ROU refrakternim na standardnu terapiju,
dijeta bez glutena moze dovesti do klini¢kog poboljsanja ", iako pojedine studije ne
potvrduju da dijeta bez glutena moze dovesti do remisije ROU 1%0:186.187

Iako nalazi naSe, kao 1 mnogih drugih studija ne opravdavaju analizu GSE-specifi¢nih
markera kao metod za skrining GSE kod svih pacijenata sa ROU, potrebno je istac¢i koji
to patoloski nalazi kod ROU mogu predstavljati sumnju na GSE %, U tom smislu,
ukoliko pacijent sa ROU prijavljuje ¢ak i blage, nespecificne gastrointestinalne tegobe,
ili ukoliko se sluc¢ajno otkrije poremecaj u hepatogramu, treba biti upucen
gastroenterologu, uz obavljanje specificnih seroloskih analiza. Pored toga, opsti
simptomi, poput umora, malaksalosti, gubitka telesne tezine mogu biti jedan od znakova
malnutricije i malapsorpcije. Treba imati na umu da znakovi nutritivnog deficita mogu
ostati duze vremena neprepoznati te to zahteva ciljano ispitivanje "%, Hematoloski
poremecaj u vidu anemije takode moze biti jedan od izolovanih poremecaja, koji je
uocen kod pacijenata sa ROU, ali i kod pacijenata sa GSE. Takode, i hormonski
disbalans koji je opisan kod nekih pacijenata sa ROU kao predisponirajuci faktor, moze
se videti 1 kod pacijenata sa GSE. Endokrini poremecaji kod GSE mogu biti posledica
malnutricije i poremecaja metabolizma, ali mogu se javljati i pridruzena oboljenja
imuno-posredovane etiopatogeneze, poput dijabetes melitusa tip 1 ili oboljenja Stitaste
Zlezde. Uoceno je da se GSE javlja u 3-10% pacijenata koji imaju diabetes melitus tip |
188,189 Osim sistemskih znakova, neophodno je pomenuti ¢est stomatoloski nalaz koji
prati GSE, a to je nalaz dekolorizacije zuba i hipoplazije zubne gledi. Smatra se da ovi
pacijenti imaju vecu ucestalost za GSE u odnosu na opStu populaciju. Na kraju, postoje
primeri pacijenata sa ROU koji imaju pozitivnu porodi¢énu anamnezu za GSE, iako oni
sami nemaju jasne tegobe koje bi upucivale na GSE. Takve pacijente je apsolutno

indikovano uputiti na dalji skrining u pravcu GSE &’
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5.2. IBC-povezani seroloski markeri

Oralne manifestacije su jedna od najées¢ih ekstraintestinalnih lokalizacija kod
pacijenata sa IBC 8. Javljaju se u vidu oralnih ulceracija, a pored toga se mogu
manifestovati kao vegetantni piostomatitis i u vidu granulomatoznih lezija kod KB.
Prema izveStajima studija, ulceracije oralne mukoze se mogu nac¢i kod 10% pacijenata
sa ulceroznim kolitisom, a u 20-30% pacijenata sa Kronovom boleséu 3. U studiji
sprovedenoj medu turskim pacijentima sa IBC, prevalenca za oralne ulceracije je bila
daleko visa i iznosila je 39.7% kod pacijenata sa KB i 33.1% kod pacijenata sa UK, pri
¢emu su autori iskljucili druga stanja povezana sa pojavom oralnih ulceracija, kao Sto su
Behéetova bolest, Reiterov sindrom, HIV i HSV infekcija 1%. Pretpostavlja se da su
drugi faktori za nastanak ROU uticali na ¢e$¢u pojavu ulceracija kod IBC pacijenata u
ovoj studiji. Neke studije su primetile da se ROU javljaju ¢eS¢e kod pacijenata sa IBC
koji ve¢ imaju neku pridruzenu ekstraintestinalnu manifestaciju.

Iako se oralne manifestacije ¢eSée javljaju nakon razvoja intestinalne bolesti, u oko 5-
10% pacijenata promene u usnoj duplji prethode intestinalnoj bolesti " i tada mogu
pobuditi sumnju na IBC. U odnosu na klini¢ki nalaz IBC, zapaZeno je da su ucestalije
kod pacijenata sa KB kojima je bolest lokalizovana u gornjim partijama digestivnog
trakta, kao i da se &e§c¢e javljaju kod dece nego kod odraslih 1°1. ROU se kod pacijenata
sa KB mogu javiti kao jedan od simptoma bolesti kako u sklopu recidiva, tako i u
fazama remisije 2. Kod pacijenata sa UK, kod kojih je intestinalna bolest ograni¢ena
na debelo crevo, pojava promena oralne mukoze se smatra ekstraintestinalnom
manifestacijom, u vidu rekurentnih oralnih ulceracija 1%,

Kod oba ova stanja je uo¢eno da vise egzogenih i endogenih faktora mogu dovesti do
narusavanja integriteta epitelne barijere i imunizacije razli¢itim antigenima Koji su

prisutni na mukozi 2

. Seroloski markeri koji se povezuju sa IBC su antitela na
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) koja se ¢eS¢e nalaze kod pacijenata sa KB i anti-
neutrofilna citoplazmatska antitela (ANCA) koje se mogu naéi kod pacijenata sa UK 1%,
Imajuéi u vidu sli¢ne patofizioloSke karakteristike ROU 1 IBC, ispitivali smo prisustvo
ASCA i ANCA kod pacijenata sa ROU kako bi istrazili njihov potencijalni patoloski i
klini¢ki znacaj kod ROU. Pored toga, nije poznata ucestalost dijagnostikovanja novih

slu¢ajeva IBC kod pacijenata sa ROU.
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Na osnovu pregledane literature, prisustvo ASCA i ANCA do sada nije ispitivano kod
pacijenata sa ROU. Nasi rezultati ukazuju na potencijalni Klinicki znac¢aj ASCA
seroloskog markera kod ROU. Naime, ASCA antitela IgG klase su bila znacajno ¢esce
prisutna kod pacijenata sa ROU u odnosu na zdrave kontrole, §to je prvi put dokazana
povezanost ASCA i ROU. Obzirom na ovakav rezultat, neophodno je, na osnovu
dosadasnjih saznanja o patogenezi ROU, razmotriti patofizioloski mehanizam koji bi
mogao biti odgovoran za pojavu ASCA kod ROU.

Do sada, ASCA su koriS¢ene kao dijagnosti¢ki marker za Kronovu bolest (KB), a
naroéito u diferencijalno-dijagnosticke svrhe u slu¢aju nedeterminisanih formi IBC 32,
Iako etiopatogentska uloga ASCA kod KB nije razjasnjena, jedna od pretpostavki je da
je pojava ovih antitela u vezi sa povefanom intestinalnom permeabilno$éu koja je
uocena kod ovih pacijenata. Smatra se da naruSen integritet epitelne barijere omogucava
poveéanu izloZenost mukoze antigenima hrane, medu kojima je gljivica Saccharomyces
cervisiae jedna od veoma zastupljenih komponenti koja se koristi u industriji hrane %4,
U prilog tome govori i podatak da se ASCA mogu naéi i kod pacijenata sa GSE 1%,
kojima je takode u patogenezi poremecena crevna permeabilnost, a uoceno je njihovo
prisustvo i kod pacijenata sa Beh&etovom boleséu 1%. Kod pacijenata sa ROU nije do
sada sprovedena studija koja je istrazivala funkcionalnost oralne epitelne barijere, ali
ovi nalazi ukazuju da bi takva studija bila od znacaja kako bi se ustanovilo mesto
prodora antigena u mukozu.

Osim poremecaja epitelne barijere i povecane propustljivosti za spoljne antigene,
prisustvo ASCA moze ukazivati i na gubitak imunske tolerancije 1**. Gubitak imunske
tolerancije na oralno unete antigene je dokazan kod pacijenata sa ROU, u vidu
poremecaja funkcionalnosti T regulatornih ¢elija koje su glavne za odrzavanje imunske
tolerancije **7. U regulaciji imunskog odgovora i odrzavanju homeostaze mukoznog
imuniteta, mikrobni sastav mukoza ima izuzetno zna¢ajnu ulogu, narocito komensalni
mikrobi koji su u intenzivnoj 1 sloZenoj interakciji sa ¢elijama mukoznog imuniteta.
Svojim metabolitima mikrobi na mukozama uti¢u na proliferaciju imunskih celija,
diferencijaciju subpopulacija T limfocita i balans u produkciji citokina %.

Postoje sumnje da disbalans oralne mikrobiote moZze u€estvovati u etiopatogenezi ROU,
iako nijedna specifi¢na bakterijska vrsta nije identifikovana do sada . Poslednja

saznanja ukazuju da se sastav oralne mikrobiote kod pacijenata sa ROU razlikuje u
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odnosu na mikrobioloski sastav kod zdravih kontrola 2%, Ovakvi rezultati bi mogli da
indikuju da promene u mikrobioloskom sastavu oralne mukoze imaju etiolosku ulogu u
nastanku hroni¢nih inflamatornih promena mukoze. Poremecen mikrobni sastav
digestivnog trakta, to jest disbioza, se smatra znacajnim faktorom za nastanak mnogih
imunsko-posredovanih inflamatornih oboljenja gastrointestinalnog trakta 2%, ali i
alergija, pa cak i metabolickih oboljenja. U kreiranju mikrobnog sastava na mukozama,
osim priliva mikroba iz spoljne stredine 1 kroz hranu, znacajnu ulogu imaju i receptori
za prepoznavanje mikroba, a medu najvaznijima su tzv. “toll-like receptori” (TLR). Ovi
receptori se nalaze u formi vise podtipova koji su specijalizovani za odredene grupe
mikroba. Aktivacija odredenog TLR preko signalnih puteva pokreée odgovarajuéi tip
adaptivnog T-celijskog odgovora, uz balansiranje Th1/Th2, kao i T regulatornog puta.
Jedan od patogenih mehanizama disbioze je neadekvatna indukcija i funkcionalnost T
regulatornih ¢elija 1 njihovih efektora, Sto moze uticati na odrzavanje oralne tolerancije
202

Kod pacijenata sa ROU, Lewkowicz i sar. ¥ su ustanovili da postoji snizen broj
CD4+CD25+ T regulatornih Celija u perifernoj krvi, kao 1 njihova disfunkcija. Isti autori
su utvrdili i smanjenu aktivnost TLR-2 receptora kod ROU pacijenata. Interesantno je
da se upravo na CD4+CD25+ Treg ¢elijama eksprimira i TLR-2 i to je jedan od nacina
kojim se ostvaruje imunosupresivni, regulatorni efekat. Stoga, deficit TLR-2 signalnog
puta uti¢e na disfunkciju T regulatornih ¢elija, §to je uo¢eno kod ROU, a sve to ima za
posledicu i naruSavanje oralne tolerancije i stanje disregulacije imunskog odgovora, uz
polarizaciju T-helper (Th) éelijskog odgovora u pravcu Thi profila >,

Disbalans Th1/Th2 odgovora u korist Thl profila je prisutan i kod drugih imunski-
posredovanih oboljenja. Disregulacija T regulatornih ¢elija je pokazana i kod pacijenata
sa IBC, kao 1 kod ROU, i dovodi se u vezu sa mukoznim mikrobioloskim sastavom i
interakcijom ovih c¢elija 1 mikroba koji aktivno ucestvuju u kreiranju imunskog
odgovora mukoze “%4’. Kod IBC, hroni¢na inflamacija mukoze se moze smatrati
posledicom neadekvatnog mukoznog imunskog odgovora na komensalne mikrobe i
druge oralno unete antigene kod genetski podloznih individua. Narusena epitelna
barijera 1 povecana intestinalna permeabilnost mukoze omogucava prodor spoljnih
antigena u mukozu, $to uz disregulisan imunski odgovor i gubitak tolerancije dovodi do

nalaza anti-mikrobnih antitela i antitela na antigene hrane 123203204,
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Kada su u pitanju klini¢ki podaci, mozemo uociti da stanja u kojima se javljaju ASCA
imaju zajedniCko obelezje, a to je naruSen integritet epitelne barijere i povecana
permeabilnost. Tako su ASCA pronadena u odredenom broju pacijenata sa po¢etnom
formom GSE, i to istovremeno sa nalazom nekih anti-mikrobnih antitela, $to se dovodi
u vezu sa poremecenim imunskim odgovorom na komensalne mikrobe kod ovih
pacijenata 2%°. Studija koju su sproveli Frehn sar. 2% je ispitivala vise anti-mikrobnih
antitela 1 antitela na razliCite antigene iz hrane, uporedujuci njihov nalaz u serumu i u
fecesu kod pacijenata sa KB, UK, akutnim gastroenteritisom i kod ne-inflamatornih,
zdravih kontrola. Oni su pronasli povisene vrednosti ASCA i nekih anti-mikrobnih
antitela u serumu pacijenata sa KB, kao i fekalnih anti-mikrobnih i antitela klase 19G na
antigene hrane (iz mleka, pSenice itd.), kod istih pacijenata. Sve ovo govori u prilog
uloge integriteta epitelne barijere i gubitka oralne tolerancije na oralno unete egzogene
antigene kod pacijenata koji uz odredeno imuno-inflamatorno oboljenje mukoza imaju i
nalaz ASCA. Pored toga, interesantan je podatak da se ASCA ce$c¢e nalazila kod
pacijenata sa KB koji imaju inflamatorne lezije u proksimalnim delovima digestivhog
trakta, a da je prevalenca ASCA opadala kod inflamacije ileuma i najniza je bila kod
inflamatornih lezija u kolonu *4 Moguce je i da mikrobni sastav u interakciji sa
mukoznim imunitetom odredenih segmenata digestivnog trakta ¢ini gornje partije
podloznijim prodoru antigena ASCA.

Studija Seoudi i sar. 2%

je ispitivala salivarni i oralni mukozni mikrobni sastav kod
pacijenata sa Behc¢etovom boles¢u, ROU i kod zdravih kontrola. Oni su ustanovili
razlike u mikrobnom sastavu oralne mukoze izmedu pacijenata sa Beh¢etovom boles¢u
1 sa ROU, a koje mogu biti etioloske ili reaktivne prirode u sklopu inflamacije. Studija
koja je ispitivala ASCA kod pacijenata sa Beh¢et-ovom boles¢u, pronasla je znacajno
viS§i nivo ASCA kod ovih pacijenata. Zanimljivo je Sto su u dve odvojene studije
(Krause i sar.) 0 i (Rhee i sar) Y7 | koji su ispitivali ASCA kod pacijenata sa
Behc¢etovom bolescu, koristili pacijente sa ROU kao kontrolnu grupu i u obe studije su
uocili prisustvo ASCA u viskom vrednostima titra, kod 1/10 u prvoj, odnosno 1/12
ROU pacijenata u drugoj studiji. Pored toga, Monselise i sar. * su pronasli pozitivnu
korelaciju izmedu titra IgG ASCA i ucestalih epizoda oralnih ulceracija kod zdravih

srodnika pacijenata sa Behcetovom bolescu. Behcetova bolest je retko oboljenja koje se

manifestuje pojavom ROU, genitalnih ulceracija i uveitisa. lako etiopatogeneza nije
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potpuno razjasnjena, smatra se da u nastanku bolesti posreduje imunogenetska
patogeneza, a kao dodatni spoljni faktor se uocava uloga mikroba koji pokrecu
neadekvatan imunski odgovor. Stoga nije iznenadujuce Sto su ASCA otkrivena u
znaCajnom broju ovih pacijenata. U sklopu Behcetove bolesti, ulcerogene lezije mogu
zahvatati i tanko i debelo crevo, a endoskopski nalaz li¢i na UK. Procenjeno je da je
gastrointestinalni trakt zahvacen kod 3%-25% pacijenata sa Behéetovom boleséu, Sto
varira u odnosu na geografski region 27,

Osim prevalence, nasa studija je ispitivala i koncentracije ASCA. Utvrdene su znacajno
viSe srednje vrednosti ASCA klase 1gG kod nasih pacijenata sa ROU u odnosu na
kontrolnu grupu. Znacajno ces$¢i nalaz ASCA, sa znacajno viSim koncentracijama
zahteva viSe razmatranja, kao i nova istrazivanja u pravcu moguce etiopatogenetske
uloge ASCA u nastanku ROU.

Vise studija je potvrdilo povezanost nalaza ASCA u viSim koncentracijama, narocito
klase IgA, sa progresivnim i ekstenzivnim klini¢kim fenotipom KB *® kao i
slucajevima refraktarnim na medikamentnu terapiju i potrebu za operativnim tretmanom
u ranijoj fazi bolesti *7. Studija Teml i sar. 2% je ispitivala vrednosti koncentracija kod
pacijenata sa KB tokom leCenja kortikosteroidima i utvrdila opadanje vrednosti
koncentracija IgG i IgA klase ASCA. Zanimljivo je da je u studiji Viitasalo i sar. **® kod
pacijenata sa GSE uo¢eno smanjenje seropozitivnosti na ASCA i anti-mikrobna antitela
nakon primene dijete bez glutena.

Ovi nalazi sugeriSu da oporavak mukoze 1 integriteta epitelne barijere smanjuju
1zloZzenost mukoznog imuniteta egzogenim antigenima, $to je u saglasnosti sa teorijom
da ASCA nastaju kao posledica povecane permeabilnosti 1 prodora antigena u mukozu.
Nalaz znacajno vise prevalence i srednje koncentracije ASCA IgG antitela koje smo
pronasli u nasoj studijskoj grupi pacijenata sa ROU ukazuje da su potrebne dodatne
studije, koje bi ispitale funkcionalnost epitelne barijere kod ovih pacijenata. Takode,
potrebne su prospektivne studije koje bi pratile vrednosti ASCA 1 klini¢ki nalaz kod
veée grupe pacijenata, $to je od znafaja imaju¢i u vidu nedovoljnu specifi¢nost i
senzitivnost ASCA. Naime, ASCA je zastupljena kod 5-15% pacijenata sa dijerejom
bez dijagnostikovane IBC, kod zdravih kontrola od 1-6% 2, a kod zdravih srodnika
pacijenata sa KB oko 20% %,
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Kod IBC, ANCA se smatraju seroloskim markerom povezanim sa UK, a uocena je i
njihova pojava kod pacijenata sa Kron-kolitisom %2, Takode, ANCA se ¢esée sreéu kod
pacijenata sa pridruzenim ekstraintestinalnim manifestacijama, a medu njima su i oralne
manifestacije 3. Iako je uodena pojava oralnih ulceracija kod pacijenata sa UK, nijedna
studija do sada nije ispitivala prisustvo ANCA kod pacijenata sa ROU. Imajuéi u vidu
kompleksnu etiologiju ROU, koja se dovodi u vezu sa inflamacijom i mikrobnim
faktorom, kao i da se aftozne lezije Cesto srecu i kod drugih stanja sa pozitivnim ANCA

209

nalazom <*°, opravdano je bilo ispitati prevalencu ANCA kod pacijenata sa ROU. Inace,

ANCA su prvobitno uocena kod wvaskulitisa, gde predstavljaju dijagnosticki i

prognostic¢ki marker 21

, a u manjem procentu i kod Behcetove bolesti, hroni¢nog
bronhitisa, bronhiektazija, cisticne fibroze 1 kod HIV infekcije. Ono §to je od znacaja je
da se sva ova stanja karakteriSu hroni¢nom inflamacijom i neadekvatnim imunskim
odgovorom na mikrobe 211:212.213,

Iako rezultati nase studije nisu pokazali znacajno prisustvo ANCA kod ROU u odnosu
na grupu zdravih kontrola, od znacaja je pomenuti odredene Cinjenice vezano za nalaz
ANCA kod UK. Naime, kada su ANCA otkrivena kao znacajan serolosSki marker kod
pacijenata sa UK, velina istrazivaca je smatrala da ova antitela predstavljaju
epifenomen bolesti i da nemaju patogenetski znacaj kod UK *7. Neke studije nisu
mogle da utvrde povezanost ANCA nalaza sa klini¢ckim karakteristikama bolesti kod
pacijenata sa UK 146, Ipak, nekoliko studija je pokazalo da se ANCA &esée nalaze kod
dugogodisnjeg UK. Takode je pokazano i da se ANCA uglavnom javljaju kod
pacijenata koji imaju ve¢ refraktarnu 1 kompleksnu formu UK, prac¢enu razli¢itim
komplikacijama i pridruzenim inflamatornim bolestima 4814,

Kod pacijenata sa UK, uloga ANCA i mehanizam njihovog nastanka nije razjasnjen,
medutim prisustvo ANCA se sve viSe dovodi u vezu sa patoloSkim imunskim
odgovorom na komensalne mikrobe !4, Pretpostavlja se da je kod pacijenata sa UK u
pitanju selektivni gubitak tolerancije ?** na odredene bakterijske antigene koji imaju
specifi¢an uticaj na lokalizaciju i klini¢ki tok bolesti 2!, Novija istrazivanja su ukazala
da pacijenti sa UK imaju poremeéen mikrobni sastav, smanjen diverzitet mikrobnih

vrsta, za koji se takode joS§ uvek ne zna da li je uzrok disbalansa mukoznog imuniteta ili

je posledica hroni¢ne inflamacije 2*'.
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Vrednosti titra ANCA medu pacijentima sa ROU u naSoj studiji koji su imali pozitivan
nalaz ANCA su bile niske i kretale su se ispod 1:80. Imajuci u vidu nalaze ANCA titra i
koncentracija u odnosu na klinicku aktivnost pacijenata sa UK, verovatno je da bi nalaz
ANCA u viSem titru tek mogao biti od klinickog znacaja. U tim slucajevima je
preporucljivo ispitati prisustvo patoloskih stanja koja su pracena ANCA nalazom.
Pacijentima sa ROU koji imaju vrednosti titra ANCA vis§im od 1:80 je opravdano
ispitati antigensku specificnost ANCA, obzirom da etiopatologija neutrofilnih enzima u

imunskom odgovoru na mikrobe tek treba da se razjasni.

5.3. Hipersenzitivnost na antigene hrane

Medu najc¢es¢im oblicima preosetljivost na hranu, srecu se hipersenzitivnost na gluten i
na proteine kravljeg mleka. Preosetljivost na ove antigene hrane prepoznati su kao jedni
od etiologkih faktora za nastanak ROU 482,

Hipersenzitivnost na gluten ima S$irok dijapazon klinickih simptoma i patoloskih
promena, koje se mogu manifestovati gastrointestinalnim, ali 1 razliitim
ekstraintestinalnim simptomima i predstavljaju grupu glutenom-izazvanih poremecaja.
Patogenetski mehanizmi ovih razlli¢itih glutenom-izazvanih poremecaja je takode
drugaciji 28

Povezanost ROU i hipersenzitivnosti na gluten bez gastrointesinalnih abnormalnosti je
sugerisao Wray ¥’ u studiji u kojoj je na osnovu reultata razmatrao moguénost da
hipersenzitivnost na gluten moze biti uvertira za GSE. Antitela na glijadin su analizirali
O'Farrelly i sar. ¥ kada su uodili pove¢anu ucestalost ovog seroloskog markera kod
pacijenata sa ROU.

U nasoj studiji smo utvrdili poviSene vrednosti nativnih anti-glijadinskih antitela 19G
klase kod 19.2% pacijenta sa ROU u odnosu na 2.2% kod zdravih kontrola, §to je imalo
statisticku znacajnost. Takode, nalaz IgG anti-glijadinskih antitela i 1gG anti-DGP
antitela je korelirao. UcCestalost IgA nativnih anti-glijadinskih antitela je kod pacijenata
sa ROU iznosila 9.6%, a kod kontrolne grupe 6.7%. Takode, nalaz IgA anti-glijadinskih
antitela je korelirao sa nalazom IgA anti-DGP i anti-tTG antitela.

Anti-glijadinska antitela, naroCito nativna, se mogu pronaci kod izvesnog broja zdravih
individua . Pored toga, poslednje decenije su stru¢njaci iz oblasti gastroenterologije

pokusali da kategorizuju klini¢ke forme glutenske senzitivnoisti bez enteropatije, pa su
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definisali kao poseban klinicki entitet ne-celijacnu glutensku senzitivnost (NCGS).
NCGS nije imunski posredovano stanje i ne postoje patoloske promene u mukozi creva
219 Vec¢ina studija se slaze da pacijenti sa NCGS uglavnom imaju povisene vrednosti
anti-glijadinskih antitela 1gG klase, poneki i IgA klase, dok su ostali seroloski markeri,
poput EMA, tTG i novih deamidovanih anti-glijadinskih antitela kod ovih pacijenata
dominantno negativni ??°. U prilog tome govori i to §to je negativan nalaz EMA i tTG
antitela kod pacijenata sa NCGS korelirao sa urednim nalazom na crevnoj mukozi.
Pacijenti sa NCGS imaju raznovrsnu simpomatologiju koja se obi¢no povlaci na
primenu dijete bez glutena, medutim nije sprovedena studija o ucestalosti ROU kod ove
grupe pacijenata. Imajuci u vidu da neki pacijenti sa ROU imaju terapijski uc¢inak na
primenu dijete bez glutena, a da im pritom nije postavljena dijagnoza GSE 0187
moguce je da postoji udruzenost pojave ROU kod pacijenata sa glutenskom
senzitivnoscu bez celijatne enteropatije.

Obzirom na $irok dijapazon simptoma i otezanog dijagnostickog postupka poremecaja
izazvanih glutenom, dodatna istrazivanja su neophodna, koja bi obuhvatila ispitivanje
nativnih, ali i novih deamidovanih anti-glijadinskih antitela kod pacijenata sa
glutenskom senzitivnoscu.

Hipersenzitivnost na proteine kravljeg mleka je prvi put dovedena u vezu sa pojavom
ROU kod pacijenata sa oboljenjima gastrointestinalnog trakta, 1964. godine u studiji
Taylor i sar. ®. Potom su Thomas i sar. °! ispitivali antitela na proteine kravljeg mleka
kod pacijenata sa minor aftama i drugim akutnim i hroni¢nim ulcerativnim lezijama
usta, a poviSeni titar antitela na proteine hrane su objaSnjavali povecanom
permeabilnosc¢u sluzokoze. Prema zastupljnenosti razli¢itih klasa Ig anti-CMP antitela,
hipersenzitivnost na proteine kravljeg mleka se deli na IgE-posredovane, non-IgE i
kombinovane 224222,

Studija Besu i sar. %2 je po prvi put ispitivana imunoreaktivnost na proteine kravljeg
mleka kod pacijenata sa rekurentnim aftoznim ulceracijama (RAU) nepoznate
etiologije, kod kojih su iskljuceni svi ostali etioloSki faktori koji bi mogli dovesti do
nastanka ulceracija. Autori navode da proteini kravljeg mleka, mogu biti uzrocnici RAU
nepoznate etiologije, jer je njihova studija pokazala udruzenost pojave RAU sa

povisenim titrom antitela na proteine kravljeg mleka.
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U nasoj studiji, IgE anti-CMP je imalo najvisu prevalencu, ¢ak 58.3% medu pacijentima
sa ROU, naspram 4.6% kod zdravih kontrola, $to je od visoke statisticke znacajnosti.
Od non-IgE anti-CMP antitela, medu nasim pacijentima sa ROU, klasa IgA je bila
zastupljena kod 45.2%, a 1gG kod 49.3% i oba nalaza su imala statisticku znacajnst u
odnosu na zdrave kontrole.

Ve¢ pomenuta studija Besu i sar. °2 je kod nekoliko pacijenata pratila vrednosti
koncentracija Ig klasa anti-CMP antitela tokom perioda dijetetskog rezima bez proteina
kravljeg mleka. Oni su ustanovili pad anti-CMP antitela i remisiju RAU tokom
pridrzavanja dijete, kao i ponovni porast ovih seroloSkih markera pri ponovnom unosu
proizvoda kravljeg mleka.

U nastanku hipersenzitivnosti na kravlje mleko, takode se pominje znacaj
funkcionalnosti epitelne barijere i gubitka imunske tolerancije za ove antigene, kod
genetski podloznih individual 222?2%, U tom smislu, za generisanje patolo§kog imunskog
odgovora, neophodno je saucestvovanje i aktivacija odredenih ¢elija u mukozi, kao $to
su mastociti, CD16+, CD89+ ¢elije, za koje se vezuju Ig i koje potom produkuju
razli¢ite zapaljenske i druge éelijske medijatore 2%°,

Drugi znacajan faktor u nastanku hipersenzitivnosti na proteine kravljeg mleka je nacin
ishrane, narocito u prvim danima i nedeljama zivota. Kroz klinicke studije je dokazano
da ishrana novorodencadi humanim mlekom smanjuje rizik za pojavu alergija i
hipersenzitivnosti na hranu, kao i druge atopijske manifestacije 2%. Pored toga,
McCullough i sar. 2 su pokazali redu pojavu ROU kod onih koji su hranjeni maj¢inim
mlekom. Ishrana humanim mlekom u prvim danima Zivota takode ima veliki znacaj u
formiranju crevne flore 228, Uz to, sami komensalni mikrobi koji adheriraju na mukoze
intereaguju sa ¢elijama mukoznog imuniteta i odrZzavaju imunski odgovor domacina u
homeostazi. Stoga se i nastanak hipersenzitivnosti na hranu dovodi u vezu sa
poremeéenim mikrobnim sastavom mukoza ??°. Neophodna su detaljnija istrazivanja
vezano za prodor proteina kravljeg mleka kroz epitelnu barijeru, u odnosu na aktivnost
mukoznog imuniteta i efekata mikrobiote, kako bi se bolje razumeo patofizioloski
mehanizam kod ovih pacijenata.

Na osnovu rezultata nase, a i drugih studija, ispitivanje humoralnog imuniteta na
proteine kravljeg mleka kod pacijenata sa ROU je opravdano u cilju otkrivanja

potencijalnog predisponirajuceg faktora, a time efikasne prevencije i leCenja ROU.
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Na osnovu dosadasnjih saznanja, jasno je da mukozni imunitet oralne i crevne
mukoze ima znacajnu ulogu u odrzavanju balansiranog imunskog odgovora, narocito u
stvaranju i1 odrzavanju oralne tolerancije, kao veoma vaznog mehanizma sveukupne
imunske tolerancije. Oralna mukoza predstavlja prvu barijeru digestivnog sistema, i
samim tim, disfunkcija epitelne barijere moze dovesti do poremecaja mukoznog
imuniteta i gubitka humoralne tolerancije na strane i sopstvene antigene. Nalaz
specificnih markera humoralnog imuniteta kod ROU ukazuje na imunski-posredovanu
patogenezu ovog oboljenja, medutim sama patogenetska uloga i klinicki znacaj
razli¢itih antitela u serumu pacijenata sa ROU jos uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Prospektivna studija koja bi obuhvatila ve¢u grupu pacijenata sa ROU, uz laboratorijsko
i klinicko pracenje je neophodna, kako bi se bolje razumeo poremecaj mukoznog

imuniteta, epitelne barijere 1 udruzenost sa drugim inflamatornim oboljenjima.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu kompletne analize dobijenih podataka, a prema postavljenim ciljevima

istrazivanja, do§li smo do sledecih zakljucaka:

1. Prevalenca i koncentracija visoko specifi¢nih seroloskih markera celijakije:

GSE-specificni seroloSki markeri (antitela protiv tkivne transglutaminaze,
deaminiranog glijadina 1 fuzionih glijadinskih analoga) nisu znacajno CeSce

prisutni kod pacijenata sa ROU u odnosu na zdrave kontrole.

Srednje vrednosti koncentracija anti-tTG IgA i 1gG, kao i anti-GAF-3X IgA su
znacajno vise kod pacijenata sa ROU u odnosu odnosu na zdrave kontrole.
(p<0.005).

Vrednosti koncentracija IgA anti-GAF-3X i IgA anti-tTG antitela su imale
znacajno Visoku pozitivnu korelaciju (p<0.005). Nasuprot tome, koncentracija
IgA anti DGP nije korelirala sa IgA anti-tTG i IgA GAF-3X antitelima.

2. Prevalenca i koncentracija antitela koja se najcéesée sre¢u u IBC:

ASCA IgG su utvrdena kod znacajno veceg broja pacijenata sa ROU u odnosu
na zdrave kontrole (25% vs 0%, p<0.005). Takode, srednja vrednost
koncentracije IgG ASCA je bila znacajno viSa kod pacijenata sa ROU u odnosu
na zdrave kontrole (p<0.005). Prevalenca i koncentracija ASCA IgA kod
pacijenata sa ROU nisu se razlikovale u odnosu na kontrolnu grupu.

Ucestalost pojave ANCA nije bila vi$a u eksperimentalnoju odnosu na kontrolnu

grupu.

3. Imunoreaktivnost na proteine kravljeg mleka i glijadin:

Nativna anti-glijadinska antitela klase IgG su bila znacajno ¢esce prisutna kod
pacijenata sa ROU u odnosu na kontrolnu grupu (19.2% vs 2.2%, p<0.0001),
dok za anti-glijadinska antitela klasa IgA, IgE i IgM nije utvrdena znacajna

razlika.
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Pacijenti sa ROU su imali znacajno ¢e$¢i nalaz antitela specificnih za proteine
kravljeg mleka u odnosu na zdrave individue: klase IgA (45.2% vs 7.6%), 1gG
(49.3% vs 5.7%) i IgE (58.3% vs 4.6%), (p<0.0001). Prevalenca IgM antitela na
proteine kravljeg mleka nije bila znacajno visa kod studijske u odnosu na

kontrolnu grupu.

4. Medusobna povezanost izmedu produkcije prirodnih antitela na proteine hrane

i produkcije autoantitela koja se srecu u inflamatornim bolestima creva i celijakiji:

Nije uoCeno postojanje znacajne linearne povezanosti ni jedne od ispitivanih
klasa antitela specificnih za ukupne proteine kravljeg mleka i GSE-specifi¢nih

antitela.

Kod pacijenata sa ROU je postojala znacajna pozitivna korelacija izmedu IgG
anti-glijadinskih antitela i 1gG anti-DGP antitela (koeficijent korelacije p =
0.4585), kao i blaga pozitivna korelacija izmedu IgA anti-glijadinskih antitela i
IgA anti-DGP antitela (koeficijent korelacije p = 0.3257). Uoc¢ena je i umerena
pozitivna korelacija izmedu IgA anti-glijadinskih antitela i IgA anti-tTG
(koeficijent korelacije p = 0.4027).

Poremecaj funkcije oralne mukoze 1 izloZenost razli¢itim antigenima moze da bude

razlog gubitka imunske tolerancije i povisene produkcije autoantitela. Cini se da su

antitela pre markeri izmenjenog imunskog odgovora nego primarni etioloski faktor u

nastanku ROU. Kod teskih klini¢kih formi ROU, refrakternih na standardnu terapiju,

indikovano je uputiti pacijenta na dalja ispitivanja u smislu seroloskih markera GSE 1

IBC, kao i preosetljivosti na proteine hrane, pre svega na mleko i glijadin.
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