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WSTĘP

Atopowe  zapalenie  skóry  to  przewlekła  i  nawrotowa  dermatoza,  u  której  podstaw leży 

zaburzenie równowagi immunologicznej Th1/Th2 oraz nieprawidłowa architektura i komórkowy 

skład skóry. Choroba ta często współwystępuje z innymi chorobami alergicznymi takimi jak: astma 

alergiczna, alergiczy nieżyt nosa, alergia pokarmowa, alergia kontaktowa. O postaci klinicznej AZS 

decyduje także ilość i rodzaj alergenu/ów uczulających. Dodatkowym czynnikiem wpływającym na 

obraz  AZS  jest  komponenta  mikrobiologiczna  oraz  autoagresyjna  odgrywające  istotną  rolę  w 

rozwoju choroby w niektórych przypadkach. Wiedza na temat interakcji różnych molekularnych 

mechanizmów współtworzących postać kliniczną AZS jest nadal słabo poznana.
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I. WSPÓŁCZESNE POGLĄDY O PATOGENEZIE ATOPOWEGO ZAPALENIA SKÓRY 

(AZS)

1.Podłoże genetyczne i obraz kliniczny AZS

Choroby  alergiczne  są  skutkiem  nieprawidłowego  funkcjonowania  układu 

immunologicznego wywołanego przez czynniki genetyczne oraz środowiskowe,  co w rezultacie 

prowadzi  do  nadreaktywności  ustroju  na  substancje  obojętne  dla  zdrowego  organizmu  oraz 

osłabienia  zdolności  obrony  organizmu  przed  patogenami.  Charakterystyczną  cechą  chorób 

alergicznych jest następująca wraz z  wiekiem  zmiana obrazu klinicznego, co określa się mianem 

marszu alergicznego. Zgodnie z klasycznym modelem progresja chorób alergicznych zaczyna się 

od alergii pokarmowej i atopowego zapalenia skóry w okresie niemowlęctwa lub we wczesnym 

dzieciństwie, które stopniowo przechodzą w alergiczny nieżyt nosa i astmę alergiczną.1 Zwolennicy 

teorii  marszu  alergicznego  powołują  się  na  silny związek  mutacji  w genie  filagryny w skórze 

niezbędnej w procesie keratynizacji naskórka i błon śluzowych nosa, a wzrostem ryzyka rozwoju 

AZS.2 Mechanizm  tej  zależności  polegałby  na  aktywacji  komórek  układu  immunologicznego 

obecnych  w  skórze  przez  alergen  łatwo  wnikający  do  uszkodzonej  skóry,  które  migrując  do 

krwioobiegu,  a  potem do płuc mogą być  wchłaniane przez komórki  dendrytyczne prezentujące 

antygeny  limfocytom  T.  W rezultacie   może  dochodzić  do  nadreaktywności  płuc  na  alergeny 

powietrznopochodne.  Tak  więc  zaburzenie  funkcji  skóry  stanowiącej  barierę  ochronną  przed 

środowiskiem zewnętrznym ułatwia wnikanie do ustroju różnych substancji i może być przyczyną 

wczesnego uczulenia, nadreaktywności ze strony płuc, a nawet  autouczulenia na ludzkie białka 

pochodzące ze zniszczonych przez alergiczny stan zapalny tkanek.3 W przypadku  pojawiania się 

chorób alergicznych w innej kolejności stosuje się określenie marszu odmiennego.4  Obserwuje się 

także współistnienie chorób alergicznych  równocześnie w formie różnych fenotypów u dzieci, a w 

szczególności dotyczy to atopowego zapalenia skóry i astmy alergicznej. Z kolei przeciwnicy teorii 

marszu  alergicznego  popierający  hipotezę  równoczesnego  współistnienia  chorób  alergicznych 

opierają  się  nie  tylko  na  obserwacjach  klinicznych,  ale  także   na  fakcie  braku  współistnienia 

wspólnej puli genowej dla atopowego zapalenia skóry i astmy alergicznej, która z kolei występuje 

w  przypadku  AZS  i  innych  niealergicznych  chorób  skóry.5,6,7 Polimorfizmy  genów  (istniejąca 

różnorodnośćCodmianCgenu)CtypoweCdlaCAZSCsąCnastępujące:

� Polimorfizm genu filagryny – obserwuje się obniżenie poziomu tego białka w skórze i w błonie 

śluzowej  nosa  pacjentów z  AZS.3 Uważa  się,  że  do  czynników odpowiedzialnych  za  supresję 

ekspresji  filagryny,  a  także  takich  białek  naskórkowych  jak  inwolukryna  i  lorykryna  należą 
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cytokiny związane z limfocytami Th2, powszechnie przyjętymi za marker chorób atopowych, a 

zwłaszczaCIL-4CiCIL-13.8 

� Polimorfizmy związane  z  AZS w obrębie  genów kodujących cytokiny typu Th2 (IL-4,  IL-5,  

IL-13) oraz GM-CSF9, a także w genach kodujących receptory np. podjednostkę α receptora IL-4 

zaangażowanego w IgE-zależny typ AZS oraz łańcuch β receptora wysokiego powinowactwa dla 

IgE.10 

� Polimorfizmy  genów  w  genach  cząsteczek  kostymulujących  CD80  i  CD8611 oraz  w  genach 

zaangażowanych  w  rozpoznanie  materiału  mikrobiologicznego  takich  jak  CD14  i  TLR.12  

Istniejąca  różnorodność  w obrębie  form genów związanych  z  obroną przed mikroorganizmami 

może oznaczać , że nie tylko brak kontaktu z organizmami patogennymi we wczesnym dzieciństwie 

(zgodnie z teorią nadmiernej higieny)13, ale też osłabienie mechanizmów rozpoznających patogeny 

możecpromowaćcrozwójcmechanizmówcTh2-zależnychcicalergii.  

� Μutacje w genie cytokiny prozapalnej RANTES, która wywołują pojawienie się miejsca wiązania 

dla czynników transkrypcyjnych GATA, co w istotny sposób może wpłynąć na poziom ekspresji tej 

cytokiny.14 

Badania  genomowe  rodzin  ze  stwierdzoną  atopią  doprowadziły  do  wyodrębnienia  regionów 

chromosomowych związanych z rozwojem atopowego zapalenia skóry i astmy alergicznej. Były to 

także geny związane z syntezą IgE i korelujące ze stopniem nasilenia zmian skórnych zgodnie ze 

wskaźnikiem  SCORAD.15-17 Interesujący  jest  fakt,  że  nie  wszystkiecloci  genów 

charakterystycznych  dla  AZS  były  również  typowe  dla  występowania  astmy  alergicznej.5,6,7 

Dlatego też wydaje się, że atopowe zapalenie skóry może rozwijać się zgodnie z mechanizmem 

atopowym razem z astmą alergiczną,  ale może także pojawić się bez udziału astmy alergicznej 

poprzez mechanizmy nieatopowe mające związek z rozwojem niealergicznych chorób skóry takich 

jak:  łuszczyca5,cchorobacNetherna6cicchorobacWiscott-Aldricha7.  Wspólne  podłoże  genetyczne 

dlacAZScicchoróbcnieatopowychcjestcnastępujące:  

� Wspólna pula genowa dla łuszczycy i AZS odpowiedzialna za kontrolę stanu zapalnego skóry 

mająca związek z zaburzonym różnicowaniem komórek epidermy, co może wpływać na jej grubość 

icstopieńcwysuszenia.5 

� W  przypadku  choroby  Netherna  i  w  wybranych  przypadkach  AZS  dochodzi  do  zaburzenia 

funkcjonowania kodowanego przez gen SPINK5 inhibitora proteinaz serynowych  syntezowanych 

wcepiteliumcskóry,cbłoniecśluzowejcnosacictarczycy.6 

� Choroba Wiscott- Aldricha sprzężona z chromosomem X, której polimorficzne formy genu zostały 

znalezione  w  pewnych  przypadkach  AZS  charakteryzuje  się  zaburzeniem  funkcjonowania 
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limfocytówcTcicB,ccocprowadzicdocnawracającychcinfekcjicictrombocytopenii.7 

Te  genetyczne  markery  nie  mające  żadnych  związków z  astmą  mogą  stanowić  połączenie  dla 

przeciwstawnych teorii rozwoju chorób alergicznych. Jak już wspomniano AZS może rozwijać się 

zarówno  na  drodze  atopowej  jak  i  nieatopowej  nie  mającej  związku  z  marszem alergicznym. 

Prawdopodobnie liczba i rodzaj występujących u pacjenta mutacji w znaczącym stopniu decyduje o 

obrazie klinicznym alergii i stopniu jej ciężkości.

 Duża różnorodność obrazów klinicznych atopowego zapalenia skóry przyczyniła  się  do 

opracowania kryteriów diagnostycznych m.in. Hanifina i Rajki. Zgodnie z klasycznym modelem 

atopowego  zapalenia  skóry  lokalizacja  i  obraz  kliniczny zmian  są  zależne  od  wieku  pacjenta. 

MożnacjeCpodzielićCnaCtrzyCfazy:   

� I faza- wyprysk atopowy okresu niemowlęctwa do 2 roku życia- intensywnie swędzące grudki i 

pęcherzykiCzCrumieniemCzlokalizowaneCnaCgłowie,CczoleCiCpoliczkach

� II faza- wyprysk atopowy późnego dzieciństwa do 12 roku życia- grudki i blaszki z lichenizacją 

obecne  na  rękach,  stopach,  wokół  nadgarstków  i  kostek  oraz  w  zgięciach  łokciowych  i 

podkolanowych.

� III faza- wyprysk atopowy okresu młodzieńczego i osób dorosłych- suche, łuszczące się grudki i 

blaszki z rumieniem tworzące rozległe zlichenizowane blaszki w fałdach zgięciowych, twarzy i 

szyi, górnych częściach ramion i pleców, grzbietowych powierzchniach oraz palcach rąk i stóp.

Taki  podział   jednak niejednokrotnie  jest  tylko  umowny i  nie  każdy pacjent  przechodzi  przez 

wszystkie fazy choroby, które mogą pojawić się we wszystkich etapach życia człowieka. W każdym 

wieku oraz w różnym stopniu mogą wystąpić samoistne lub indukowane lekami okresy remisji o 

różnej długości trwania.18

Najpowszechniej  występującym  objawem  AZS  stwierdzonym  w  98%  przypadków  jest 

suchość  skóry  manifestująca  się  okołopłatkowym  złuszczaniem  naskórka  nasilającym  się  ze 

wzrostem  ciężkości  choroby  oraz  towarzyszącym  jej  świądem.18  Zaburzenie  funkcjonalności 

wspomnianego  już  białka  filagryny  hamuje  jego  proteolizę  do   peptydów  i  w  następstwie  do 

higroskopijnych aminokwasów i pochodnych tworzących naturalny czynnik nawilżający skórę. W 

rezultacie  dochodzi  do  redukcji  ilości  naturalnych  hydrofilowych  czynników  nawilżających 

będących  częścią  warstwy rogowej  naskórka  (aminokwasy,  kwas  piroglutaminowy,  mleczany i 

mocznik).19,20 Z kolei brak inhibitora proteazy serynowej LEKTI kodowanego przez gen SPINK5 i 

obecnego  w  warstwie  rogowej  naskórka  prowadzi  do  przedwczesnej  hydrolizy  profilagryny.19 

Zaburzenia  funkcjonalności  filagryny  wiążą  się  z  cięższym  przebiegiem  klinicznym  AZS19, 

nawrotami  nadkażeń  wirusowych  (eczema  herpeticum)21  oraz  rozwojem  alergii  niklowej.22 

Dodatkowo, lipidowa lamellarna macierz składająca się z ceramidów, cholesterolu i jego estrów, a 
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także kwasów tłuszczowych otaczająca strukturę wielu warstw skeratynizowanych keratynocytów 

(korneocyty) warstwy rogowej skóry ulega modyfikacji u chorych z AZS.23 Dochodzi do niedoboru 

ceramidu 1 i  keratyn w tej  warstwie na skutek obniżonej  aktywności  sfingomielinaz biorących 

udział  w  syntezie  ceramidów.  Zmniejszony  jest  też  poziom  frakcji  lipidowej,  fosfolipidowej  

i steroli.23 Nieprawidłowy metabolizm lipidów naskórkowych prowadzi do podwyższenia stężenia 

kwasu linolenowego oraz obniżenia stężenia kwasu γ- linolenowego i arachidonowego w surowicy 

krwi  chorych na  AZS.23,24  Natomiast  w warstwie  rogowej  naskórka  gromadzi  się  w nadmiarze 

sfingofosforylocholina na skutek nadmiernej aktywności deacylazy sfingomieliny.24 Dochodzi także 

do niedoczynności gruczołów łojowych.25  Nadmierna przeznaskórkowa utrata wody prowadzi do 

odwodnienia  skóry i  utraty bariery ochronnej,  co  sprzyja   bezpośredniemu narażeniu  skóry na 

zmieniające  się  warunki  fizykochemiczne  otaczającego  ją  środowiska.  Skóra  łatwo  ulega 

podrażnieniu i pękaniu, co z kolei ułatwia wnikanie cząstek drażniących i o potencjale alergennym 

do jej wnętrza. Świąd towarzyszący wzrostowi suchości skóry, nasilany przez stres, pocenie się, 

czynniki  drażniące  i  infekcje,  prowokuje  drapanie  się  i  rozwój  stanu  zapalnego  w  skórze.26 

Powszechne  występowanie   białego  demografizmu   u  chorych  z  AZS  może  stanowić  objaw 

suchości skóry.27

Na  podstawie  licznych  badań  przyjęto,  że  podwyższony  poziom  immunoglobuliny  E 

występuje w 60-80 % przypadków AZS. W tej grupie chorych ekspresja receptorów wysokiego 

(FcεRI)  i  niskiego  powinowactwa  (FcεRII)  obecnego  na  monocytach  rozpoznających  IgE  jest 

znacznie wyższa niż w drugiej grupie pacjentów. Tę grupę cechuje rodzinne występowanie alergii 

oraz obecność skazy alergicznej w niemowlęctwie i wystąpienie pierwszych objawów alergii przed 

5 rokiem życia.28,29 U 20% chorych z AZS, u których problemy alergiczne rozwinęły się po 20 roku 

życia stężenie IgE jest prawidłowe. W tej grupie z reguły nie obserwuje się rodzinnych skłonności 

do alergii ani objawów skazy alergicznej w niemowlęctwie. Może jednak pojawiać się IgE- zależne 

uczulenie  na  antygeny  drobnoustrojowe,  do  których  zalicza  się  enterotoksyny  Staphylococcus 

aureus,  antygeny  Candida  albicans i  Malassezia  sympodialis.28,29  U dorosłych  spotyka  się  też 

postaci  mieszane  obejmujące  elementy  wyprysku  atopowego,  kontaktowego  i  z  podrażnienia.  

U  dzieci  mogą  wystąpić  przejściowe  postaci  AZS  z  małym  stężeniem  IgE  w  surowicy  i  bez 

wykrywalnego uczulenia,  przechodzące z wiekiem w AZS z wysokim stężeniem IgE we krwi i 

rozwojem  nadwrażliwości  na  alergeny  powietrznopchodne  i  pokarmowe.28,29  Na  tej  podstawie 

wyróżniono trzy typy atopowego zapalenia skóry:13

•IgE- zależny alergiczny typ AZS

•IgE- niezależny (związany z limfocytami T) alergiczny typ AZS

•AZScniealergiczny
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2.Mechanizmy immunologiczne zaangażowane w AZS 

Charakterystyczną  cechą  skóry  atopowej  jest  zaburzona  architektura  oraz  skład  komórkowy. 

Najnowsze koncepcje dowodzą iż, genetyczny defekt prowadzący do osłabienia integralności skóry 

ułatwia przenikanie czynników drażniących i  alergenów do jej  wnętrza,  prowadząc do rozwoju 

stanu zapalnego i pogłębienia utraty ciągłości skóry na skutek zniszczeń wywołanych przez stan 

zapalny.  Tak  więc  utrata  ciągłości  skóry  składa  się  z  trzech  faz:  zewnętrznej-  genetycznej, 

wewnętrznej-zapalnej i zewnętrznej-następczej.30 Zaobserwowano, że naskórkowa warstwa rogowa 

jest  cieńsza u chorych z AZS w porównaniu z osobami zdrowymi,  co może ułatwiać migrację 

alergenów  do  wnętrza  skóry.  Przyczyną  zmniejszenia  grubości  tej  warstwy  wydaje  się  być 

nadmierna proteolityczna aktywność enzymów wydzielanych do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 

które odpowiadają za degradację białek tworzących białkowe połaczenia między keratynocytami 

(desmosomy),  a  także  za  złuszczanie  naskórka  i  odnowę  epidermy31.  Mechanizm  rozwoju 

alergicznego  stanu  zapalnego  wedle  najnowszych  koncepcji  jest  następujący:  

1. Antygeny wnikające przez uszkodzony naskórek są wychwytywane przez komórki prezentujące 

antygen (APC) - Langerhansa stanowiące główną komponentę komórek dendrytycznych skóry oraz 

makrofagi,cktórecpocichcprzetworzeniucprezentującjeclimfocytomcTh0.32

2. Th0 różnicują w następstwie  w komórki Th1 pobudzające komórki efektorowe typu monocyty i 

makrofagi, NK, NKT oraz limfocyty T cytotoksyczne lub Th2 związane z odpowiedzią humoralną i 

produkcjącprzeciwciał.33 Sposób prezentacji antygenów ustrojowi  jest w pewnym stopniu zależny 

od dawki alergenu. Prezentacja małych dawek antygenów zachodzi przy udziale receptora dla IgE o 

wysokim powinowactwie (FcεRI) odgrywającego istotną rolę w odpowiedzi przeciwbakteryjnej i 

przeciwwirusowej, w której uczestniczą makrofagi.34  Natomiast krążące kompleksy białkowe są 

wychwytywane  przez  receptor  IgE  o  niskim  powinowactwie  (FcεRII)  obecny  na  komórkach 

dendrytycznych.35  Limfocyty Th po kontakcie z alergenem tworzą rezerwuar komórek pamięci o 

charakterystycznym fenotypie CD40RO+ zamiast  fenotypu  CD40RA+ charakterystycznego dla 

limfocytów T naiwnych.36  W zdrowej populacji komórki Th0 mają tendencję do różnicowania w 

komórki typu Th1 w węźle chłonnym, natomiast w stanach zaostrzenia AZS obserwowany jest 

podwyższony  poziom  limfocytów  Th2  w  skórze,  rozpoznających  antygeny  pokarmowe  i 

powietrznopochodne.37,38 

W chronicznych zmianach skórnych w AZS obecne są głównie komórki Langerhansa w skórze 

właściwej i makrofagi w naskórku. U młodzieży i osób dorosłych dochodzi do rozległej fibrozy 

(zwłóknienia) górnej warstwy skóry właściwej prowadzącej do pogrubienia skóry.39 Jest to typowa 

cecha  nawracających  stanów  zapalnych  związana  z  nadmierną  aktywnością  fibroblastów 
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próbujących odbudować zniszczoną macierz zewnątrzkomórkową skóry właściwej. Komórki APC 

wcAZScmającniefizjologiczniecwysokącekspresjęcreceptoracwysokiegocpowinowactwacdlacIgEc

wgwiększościgprzypadkówjAZS.40 Podrażnienie skóry przez alergeny, toksyny bakteryjne i inne 

mikroorganizmy  wywołuje  świąd  oraz  drapanie,  co  w  rezultacie  aktywuje  główny  składnik 

naskórka  czyli  keratynocyty  mające  obniżony  próg  pobudliwości  w  przypadku  AZS.13,37  Te 

komórki  uwalniają  prozapalne cytokiny i  chemokiny,  które z  kolei  indukują ekspresję  molekuł 

adhezyjnych na endotelium naczyń krwionośnych, co umożliwia migrację komórek zapalnych do 

skóry.41 W późniejszym okresie dochodzi do migracji do skóry limfocytów posiadających na swojej 

powierzchni  receptor  CLA  reagujący  z  białkiem  adhezyjnym  E-selektyną,  co  umożliwia 

przyleganie limfocytów do śródbłonka naczyń i   migrację do tkanki.42 Dodatkowo, wydzielane 

przez  komórki  zapalne  cytokiny  TNF-α i  IFN-γ  stymulują  ekspresję  cytokiny  prozapalnej 

RANTES,  co  w  rezultacie  zwiększa  wysięk  komórek  zapalnych  do  skóry  i  zapalenie.14 

Keratynocyty wydzielają też czynnik TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin), który wraz z IL-10 

wydzielaną  przez  komórki  dendrytyczne  stymulują  naiwne  limfocyty  Th0  do  różnicowania  w 

kierunku  limfocytów  Th2  i  wydzielania  cytokin  IL-4  i  IL-13.41  Rekrutacja  limfocytów  Th2 

posiadających chemokinowy receptor CCR4 do atopowej, zapalnej skóry odbywa się też dzięki 

wydzielanym  w  nadmiernej  ilości  w  AZS  przez  makrofagi  chemokinom  CCL22/MDC 

(Macrophage-derived  chemokine)  i  CCL17/TARC  (Thymus  and  activation-  regulated 

chemokine).43 Limfocyty występujące w zaostrzeniu AZS są też pochodnymi komórek pamięci 

CD4+ obecnych w skórze właściwej w stanie zaostrzenia. Komórki pamięci CD45+RO+ posiadają 

na swojej powierzchni skórny receptor zasiedlania CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen), który 

umożliwia  przemieszczanie  się  tych  komórek podczas  zaostrzenia  AZS z krwiobiegu do skóry 

poprzez sieć naczyń krwionośnych infiltrujących skórę właściwą.36,42 Komórki te charakteryzują się 

też ekspresją receptora IL-2Rα.43 W stanie zaostrzenia obserwuje się wzrost surowiczego poziomu 

IL-2R, spadek produkcji IFN-γ lub IL-12. W stanie zaostrzenia AZS dochodzi do pojawienia się 

przewagi  limfocytów  Th2  w  stosunku  do  Th144,  natomiast  w  stanie  chronicznym  przeważają 

limfocyty Th1 i Th037,44. W początkowej fazie rozwoju alergicznego stanu zapalnego obserwuje się 

też  jeszcze  nie  do  końca  scharakteryzowane  komórki  Th17  migrujące  do  skóry,  natomiast  w 

późniejszej  fazie  ich  liczba  w  skórze  spada45,  a  wzrasta  liczba  limfocytów  CD4+  i  CD8+ 

produkujących IL-22.44-45
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                          Ryc1: Molekularny mechanizm atopowego zapalenia skóry

Reasumując można przyjąć, że alergiczna odpowiedź zapalna jest inicjowana i utrzymywana przez 

mechanizmy IgE-zależne pobudzane przez alergen, która następnie przechodzi w stan chroniczny 

IgE- niezależny. Za rozwój alergicznego stanu zapalnego związanego z limfocytami Th2 odpowiada 

kilka mechanizmów:

•wrodzony niedobór limfocytów Th1 produkujących IFN-γ u osób z atopią46 

•zwiększona podatność na apoptozę komórek Th1 w porównaniu z Th247

•podwyższona ekspresja supresora sygnalizacji cytokinowej SOCS-3 hamującego aktywność 

komórekcTh1cucchorychczcAZS48 

•podwyższona ekspresja receptora wysokiego powinowactwa dla IgE na komórkach 

dendrytycznych skóry i  mastocytach w AZS ułatwiająca wychwytywanie alergenu, degranulację 

mastocytów i komórek tucznych, co w rezultacie sprzyja rozwojowi stanu zapalnego40

Coraz częściej zwraca się  uwagę na regulację odpowiedzi immunologicznej przez populacje 

komórek regulatorowych T i B, w przypadku których  dochodzi do zaburzenia ich funkcjonowania 

w atopowym zapaleniu skóry.49,50 Limfocyty  regulatorowe pełnią podstawową rolę w procesach 

immunotolerancji  oraz  immunoregulacji.  Wyróżnia  się  limfocyty  T regulatorowe  powstające  w 

grasicy tzw. naturalne nTreg (CD4CD25FoxP3) oraz peryferyjne Treg, wśród których wyodrębia się 

trzy podgrupy.49,51 Są to  Tr1 wydzielające IL-10 i  TGF-ß,  Th3 wydzielające tylko  TGF-ß oraz 

indukowane obecnością antygenu  iTreg wydzielające TGF-ß oraz IL-35. Limfocyty Tr1 obniżają 
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ekspresję cytokin prozapalnych oraz ekspresję MHC II na monocytach, natomiast nTreg oddziałują 

z  komórkami  prezentującymi  antygen  oraz   z  limfocytami  CD8+  Tc  cytotoksycznymi.49,51 

Zaobserwowano, że w atopowym zapaleniu skóry dochodzi do zwiększenia liczby limfocytów Tr1 

w  krwi  oraz   nTreg  w  zmianach  skórnych.49  Natomiast  limfocyty  Th3  są  raczej  związane  z 

tolerancją  pokarmową.49 Wśród  limfocytów  B  wyróżnia  się  grupę  komórek  CD5+B1 

produkujących  autoprzeciwciała.50 Wykazują  one   własności  regulatorowe  poprzez  uwalnianie 

IL-10 (B10), TGF-β (Br3) oraz wykazujące ekspresję FoxP3 (Bregs/BPS). Wykazano, że Br1 oraz 

Br3 indukują immunotolerancję alergenów pokarmowych u chorych z AZS z IgE- niezależnym 

uczuleniem na pokarmy (te komórki ulegają proliferacji pod wpływem kazeiny mleka u pacjentów 

z  AZS  tolerujących  mleko,  w  przeciwieństwie  do  grupy  chorych  z  jego  nietolerancją).13,50  W 

przypadku AZS rozwojowi mechanizmów o charakterze alergii może towarzyszyć nadreaktywność 

immunologiczna o charakterze autoagresji.52 Na skutek niszczenia tkanek w alergicznym procesie 

zapalnym dochodzi do uwalniania wewnątrzkomórkowych białek naskórkowych, śródbłonkowych, 

z  płytek  krwi  i  z  fibroblastów.  W  rezultacie  białka  te  są   wychwytywane  przez  komórki  

dendrytyczne, które prezentują je limfocytom Th2, czego skutkiem jest powstanie autoagresyjnych 

klonów komórek B produkujących autoprzeciwciała klasy IgE specyficzne względem niektórych 

antygenów tkankowych.52  Receptor wysokiego powinowactwa dla IgE występujący na komórkach 

Langerhansa40  wiąże te przeciwciała, co ułatwia prezentację autoantygenów, a w rezultacie może 

dochodzić do powstania klonów Th2 z receptorami TCR specyficznymi dla autoantygenów skóry 

chorego.13,52cAutoprzeciwciałacmogącindukować  pokrzywkę  autoimmunologiczną  wskutek 

degranulacji komórek tucznych wiążąc się na powierzchni tych komórek  z receptorami wysokiego 

i niskiego powinowactwa dla IgE i wpływając na ich reaktywność.35,40,52 Te autoprzeciwciała mogą 

też  wiązać  się  z  receptorami  dla  IgE  obecnymi  na  komórkach  Langerhansa  wpływając  na 

prezentację antygenu i wychwyt IgE.34

3. Charakterystyka interferonu gamma

Receptor  interferonu  gamma  (IFNγ)  składa  się  z  czterech  transbłonowych  łańcuchów 

białkowych, z których dwa odpowiadają za wiązanie cytokiny w domenie V przypominającej swoją 

budową przeciwciała  (IFNGR1),  a  pozostałe  dwa  uczestniczą  w przekazie  sygnału  do  wnętrza 

komórki od związanej cytokiny oraz w sygnalizacji wewnątrzkomórkowej (IFNGR2).53 Regulacja 

wiązania  IFN-  γ do  receptora  ma  związek  nie  tylko  z  ekspresją  samej  cytokiny,  ale  także  z 

gotowością receptora do jej związania. Poziom ekspresji IFNGR2 zależy od stopnia aktywacji i 

zróżnicowania  komórek,  a  więc  jest  także  czynnikiem  regulującym  oddziaływanie  receptora 

IFNGR z cytokiną.53 Powstały kompleks IFNGR1-IFN-γ jest wchłaniany przez komórkę i w dalszej 
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kolejności ulega dysocjacji w endosomie, na skutek czego uwolnione białko receptorowe IFNGR1 

jest  ponownie  umieszczane  w  błonieckomórkowej,caccytokinaculegacdegradacji.53,54  

Ryc.2 Schemat oddziaływania IFNγ z receptorem komórkowym

IFN-γ jest produkowany przez limfocyty CD4+ Th1, CD8+ Tc, NK, NKT, ale także limfocyty B 

oraz  komórki  prezentujące  antygen  (APC).54  Sekrecja  IFNγ  w  tkance  przez  obecne  w  niej 

monocyty,  tkankowe makrofagi oraz komórki dendrytyczne prowadzi do ich autoaktywacji  oraz 

sąsiednich komórek.54 Makrofagi,  komórki  dendrytyczne oraz neutrofile  wydzielają także IL-18 

regulującą ekspresję  IFN-γ.55 Głównym źródłem IFNγ we wczesnej  fazie  rozwoju zapalenia są 

komórki dendrytyczne, makrofagi oraz NK, a z czasem ich miejsce zajmują limfocyty T CD4+ i 

CD8+  chemotaktycznie  przyciągane  do  obszaru  rozwoju  infekcji.56 Negatywnymi  regulatorami 

produkcji IFNγ są cytokiny typu Th2, a więc: IL-4, IL-10 oraz cytokina regulatorowa TGF-ß oraz  

glukokortykosteroidy.56-58

Interferon gamma uczestniczy w obronie  przeciwwirusowej  oraz  zwalczaniu patogenów; 

wpływa na procesy prezentacji antygenów i ich przetwarzania,  uczestniczy w regulacji  migracji 

leukocytów w procesie zapalnym, działa immunomodulująco i hamuje proliferację wybranych grup 

limfocytów T,  uczestniczy w procesach apoptozy leukocytów.54 Podstawowe funkcje tej cytokiny 

opisano w tabeli 1.
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Tabela 1: Biologiczne funkcje IFN-γ 54

•Ηamowaniecreplikacjicwirusów.

•Pobudzanie własności fagocytarnych makrofagów oraz degradację patogenów poprzez nasilanie 

produkcji reaktywnych form tlenu (wybuch tlenowy) przez oksydazę NADPH, tlenku azotu NO 

syntezowanego przez iNOS, oraz dodatniej regulacji ekspresji enzymów lizosomowych. Interferon 

gamma  nasila  także  własności  fagocytarne  poprzez  zwiększanie  ekspresji  receptora  dla 

komplementucnacfagocytach.

•Regulacja  migracji  leukocytów  poprzez  zwiększanie  ekspresji  cytokin  (IP-10,  MCP-1,  MIG, 

MIP-1α/ß, RANTES) oraz białek adhezji komórkowej (ICAM-1, VCAM-1).

•Uczestniczy w zwężaniu światła naczyń krwionośnych wspólnie z NO prowadząc do skurczu 

komórek mięśni gładkich naczyń krwionośnych, zwolnienia przepływu krwi, co ułatwia wysięk 

komórekcdocmiejscaczapalenia.

•Νasilanie ekspresji białek prezentujących antygen MHC II oraz MHCI, co w rezultacie promuje 

aktywacjęclimfocytówcTcCD4+.

•Działanie proapoptoczne w stosunku do limfocytów Th2 oraz hamowanie ich proliferacji.

•Regulacja  funkcjonowania  limfocytów  B  poprzez  antagonistyczne  w  stosunku  do  IL-4 

hamowanie  ekspresji  receptora  FcεRII  dla  IgE  i  promowanie  syntezy  IgG  łączącej  się  z 

komplementem.
  

4. Charakterystyka interleukiny 2

Receptor  interleukiny 2  (IL-2)  składa  się  z  trzech  łańcuchów:  IL-2Rα (CD25),  IL-2Rß 

(CD122) oraz γc (CD132).59 Powstały kompleks jest wchłaniany przez komórki; IL-2rα wraca do 

błony komórkowej, natomiast pozostałe łańcuchy Rß oraz  γc ulegają degradacji w endosomach. 

Łańcuchy Rβ oraz γc są również wykorzystywane do przekazu sygnału od IL-15.60

                                     Ryc.3 Schemat oddziaływania IL2 z receptorem komórkowym                                   

Funkcjonalność receptora dla IL-2 zależy od ekspresji głównie łańcucha α przejściowo obecnego na 
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komórkach - jego ekspresja jest indukowana dopiero po aktywacji antygenem na limfocytach Th 

naiwnych oraz T regulatorowych. Łańcuch  ß wykazuje ciągłą ekspresję na komórkach NK, NKT 

oraz limfocytach T pamięci CD8+ oraz na limfocytach Th naiwnych po aktywacji antygenem. Z 

kolei ekspresja łańcucha γc  jest ciągła na wszystkich limfocytach.59 Do komórek wydzielających 

IL-2  należą:  limfocyty  CD4+ oraz  CD8+ pod  wpływem stymulacji  antygenem,  autoreaktywne 

limfocyty T oraz komórki dendrytyczne.59,61 Sygnalizacja związana z IL-2 uczestniczy w procesach 

tolerancji  immunologicznej  i  autoagresji61  oraz  w  procesach  związanych  z  odpowiedzią 

immunologiczną nabytą 62 i odgrywa istotną rolę w funkcjonowaniu różnych typów komórek.

Tabela 2: Biologiczne funkcje IL259,61-62

�  Limfocyty nTreg grasiczozależne wykazują silną ekspresję receptora IL-2Rα, ponieważ IL-2 

odgrywa  istotną  rolę  w  dojrzewaniu  i  funkcjonowaniu  tych  komórek.  Jest  też  ważna  w 

funkcjonowaniu peryferycznych limfocytów T regulatorowych, jednakże mechanizm jej działania 

jestcsłabocpoznany.

�  Komórki T pamięci wydzielają IL-2, ale także limfocyty T CD4+ oraz CD8+. W przypadku 

komórek T pamięci przypuszcza się, że ta cytokina wpływa na aktywację tych komórek podczas 

ponownego  kontaktu  z  antygenem.  IL-2  należy  także  do  grupy  cytokin  wydzielanych  po 

pobudzeniu  antygenem  przez  limfocyty  Th0/Th1  i  promuje  mechanizm  odpowiedzi  typu 

komórkowego.  Uczestniczy  też  w  końcowym  różnicowaniu  limfocytów  efektorowych 

cytotoksycznychcCD8+.

�  IL-2 hamuje procesy autoagresji. Limfocyty T posiadające receptor TLR specyficzny względem 

własnych  autoantygenów po kontakcie  z  nimi  w grasicy wydzielają  IL-2,  co  pozwala  na  ich 

identyfikację oraz usunięcie poprzez indukcję apoptozy. Przypuszcza się, że komórki dendrytyczne 

prezentujące autoantygeny wydzielają IL-2 działającą chemotaktycznie na limfocyty T.

5. Charakterystyka interleukiny 13

Istnieją dwa rodzaje receptora dla IL-13. Pierwszy z nich to heterodimer składający się z 

łańcucha rozpoznającego również IL-4, stąd też został nazwany IL-4Rα oraz z łańcucha IL-13Rα1. 

Jest  to  funkcjonalny  receptor,  którego  pobudzenie  poprzez  związanie  IL-13  do  łańcucha  α1 

prowadzi  do  aktywacji  syganalizacji  wewnątrzkomórkowej  i  transkrypcji  genów.  Drugi  typ 

receptora dla IL13 zawiera łańcuch IL-13Rα2 zamiast  α1 i nie prowadzi do transdukcji sygnału. 

Pełni on funkcje regulatorowe i występuje zarówno jako białko transbłonowe oraz rozpuszczalne tj. 

nie  związane  z  błoną  komórkową,  które  hamuje  sygnalizację  pochodzącą  od  IL-13  poprzez 

wiązaniectejccytokinycicuniemożliwieniecjejckontaktuczcIL-13Rα1.63
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Ryc.4cSchematcoddziaływaniacIL13czcreceptoremckomórkowym

 Receptory dla IL-13 wykryto na komórkach hematopoetycznych: limfocytach B, monocytach i 

makrofagach, bazofilach,  eozynofilach i  mastocytach oraz na komórkach niehematopoetycznych 

takich jak:  komórki  endotelialne,  fibroblasty,  epitelialnych nabłonka oddechowego i  komórkach 

mięśni gładkich.64-68  Interleukina 13 jest  związana z funkcjonowaniem różnych typów komórek.

Tabela 3: Biologiczne funkcje IL1368

� Εozynofile - promuje ich przeżywanie, aktywację i rekrutację do miejsca zapalenia.

� Μastocyty – aktywacja.

� Κomórki  endotelialne  -  indukuje  ekspresję  molekuły  adhezyjnej  ICAM-1  istotnej  podczas 

rekrutacjickomórekcdocobszaruczapalenia.

� Κomórki mięśni gładkich naczyń krwionośnych – nasilaniecskurczu.c

� Fibroblasty – indukcjacsyntezyckolagenuctypucIcwcfibroblastach.

� Μonocyty i makrofagi- wzmaga ekspresję integryn istotnych podczas adhezji: CD11b, CD11c, 

CD18,  CD29.  Dodatkowo,  indukuje  ekspresję  MHC  II  oraz  CD23.  Hamuje  ekspresję 

prozapalnych mediatorówcprzezcteckomórki:cprostaglandyny,cROS,cNOS,cIL-1,  IL-6,  IL-8, IL-

12, TNF-α.

� Limfocyty B- promuje ich proliferację oraz przełączanie klas na IgG4 i IgE.

6. Gronkowiec złocisty w atopowym zapaleniu skóry

Gronkowiec  złocisty to  gram-dodatnia  bakteria  nie  należąca do ludzkiej  naturalnej  flory 

mikrobiologicznej,  dlatego  też  zasiedlenie  organizmu  przez  szczepy  gronkowca  złocistego 

wywołuje zaburzenia funkcjonowania organizmu w postaci różnych obrazów klinicznych zależnych 

od miejsca  zakażenia  bakterią.69,70 Gronkowiec  złocisty występuje  na  skórze  i  błonie  śluzowej 
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nosa.70 Najwięcej  zakażeń  szpitalnych  jest  powodowanych  przez  metycylinooporne  szczepy  S.  

aureus.71 W  przypadku  zakażeń  gronkowcem  złocistym  w  miejscu  wyprysku  pojawiają  się 

miodowo-żółte strupy, a nasilone sączenie i nawarstwione strupy w obrębie wyprysku są z reguły 

wywoływane  wtórnym  zakażeniem  Staphylococcus  aureus.72 Aż  u  53%  dzieci  cierpiących  na 

atopowe  zapalenie  skóry  wykrywane  są  szczepy  gronkowca  złocistego  produkujące  toksyny. 

Kolonizacja w obrębie zmian w AZS waha się od 76-100%, a w obszarach skóry niezmienionej od 

51%- 100%. Dla przykładu nosicielstwo S. aureus u osób zdrowych waha się od 2 do 32%. Gęstość 

kolonizacji  S. aureus koreluje ze stanem zapalnym skóry i zwiększa się aż 1000-krotnie w stanie 

zaostrzenia  choroby  (ponad  10  milionów  bakterii/cm2  w  ostrych,  sączących  zmianach 

nadżerkowych).72-73 Istnieje szereg czynników wpływającyh na kolonizację skóry chorych z AZS 

przezcStaphylococcuscaureus,ccocprzedstawiacponiższactabela:   

Tabela 4: Czynniki wpływające na kolonizację skóry przez S. aureus74-78

� wysuszenie  skóry  oraz  mutacje  w  genie  filagryny  prowadzi  do  pękania  naskórka  i  ułatwia 

wnikaniecpatogenówcdocwnętrzacskóry

� świąd  i  drapanie  zwiększa  ekspozycję  białek  macierzy  zewnątrzkomórkowej  naskórka 

(fibronektyna,  fibrynogen,  elastyna,  laminina  i  kolagen)  i  ułatwia  wiązanie  S.  aureus do  tych 

białek poprzez tzw. adhezyny gronkowcowe specyficzne względem fibronektyny i fibrynogenu 

znajdujące się w ścianie komórkowej bakterii. W rezultacie dochodzi do silnego ich przylegania 

do powierzchni skóry. Produkcja IL-4 przez limfocyty Th2 w stanie zaostrzenia objawów AZS 

pobudza fibroblasty do zwiększonej  produkcji  białek macierzy zewnątrzkomórkowej. Tak więc 

rozwój mechanizmów Th2-zależnych promuje infekcje gronkowcem złocistym

� utrata  wrodzonej  aktywności  przeciwbakteryjnej  na  skutek  zaburzenia  syntezy  peptydów 

antybakteryjnych CLL-37 i β-defensyny przez keratynocyty hamowane przez cytokiny typu Th2

� niedobór  mechanizmów  odpowiedzi  typu  Th1  związanych  z  cytolityczną  aktywnością 

limfocytów  Tc  oraz  obniżenie  poziomu  sekrecji   IL-8  oraz  IFNγ przez  monocyty  w  fazie 

zaostrzenia AZS

Zadaniem  egzotoksyn  wydzielanych  przez  S.  aureus jest  aktywacja  komórek  układu 

odpornościowego do produkcji cytokin.79 Enterotoksyny (SE), które stymulują uwalnianie cytokin z 

limfocytów T CD4+ oraz CD8+ i makrofagów klasyfikuje się  jako: A-E i G-J oraz TSST-1, a także 

białka o podobnej strukturze, u których nie wykryto albo jeszcze nie zbadano ich biologicznych 

właściwości. Te białka określa się jako enterotoksynopodobne (SEL) i należą do nich: K-R, K2, V, 

ET1-5, S-T.74.79,80  Do czynników o potencjale immunogennym należy także peptydoglikan ściany 
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komórkowej  Staphylococcus  aureus.81 W  atopowym  zapaleniu  skóry  wykazano  istnienie 

mechanizmu poliklonalnej nadreaktywności na superantygeny białek bakteryjnych.80 Enterotoksyny 

są to białka o masie od 23 do 29 kDa składające się z dwóch domen o strukturze kartki tj. struktur β  

połączonych α-helikalnym łańcuchem. Poprzez zdolność do równoczesnego łączenia się z HLA-DR 

na komórkach prezentujących antygen oraz częścią receptora TCR na limfocytach CD4+ lub CD8+ 

enterotoksyny indukują pobudzenie tych komórek. Wiążą się poprzez hydrofobowe oddziaływania 

między  enterotoksyną  a  zewnętrzną  częścią  HLA-DR  tzw.  domeną  α  będącą  poza  kieszenią 

prezentującą peptyd na komórkach APC na drodze słabego powinowactwa w przypadku SEB i 

TSST-1.82 Natomiast  SEA dodatkowo oddziaływuje jeszcze na drodze silnego powinowactwa z 

domeną β  HLA-DR przy udziale  jonu cynku.83 W przypadku  limfocytów T CD4+ i  CD8+ z 

enterotoksyną oddziaływuje wchodzący w skład receptora TCR łańcuch V typu α (SEH) lub typu β,  

jeśli są to inne enterotoksyny. Ponieważ wiązanie odbywa się poza miejscem rozpoznania antygenu 

przez receptor TCR, więc jest zależne tylko od rodzaju łańcucha V tego receptora.82 Wykazano, że 

każda enterotoksyna preferuje tylko pewną grupę łańcucha V receptora TCR np. SEB oddziaływuje 

z Vβ: 3,  8,  12,  14 i  17.  Dzięki temu pobudzają one nie  tylko jeden klon limfocytów swoiście 

rozpoznających antygen, tak jak klasyczne antygeny, lecz wszystkie klony limfocytów mające daną 

odmianę  łańcucha  Vβ  receptora  TCR  bez  względu  na  jego  swoistość  (a  więc  różne  klony 

limfocytów  T).  Dzięki  takiemu  niespecyficznemu  mechanizmowi  superantygen  jest  w  stanie 

stymulować do 20% naiwnych limfocytów T, co w rezultacie prowadzi do 10-100 krotnie większej 

liczby pobudzonych limfocytów T w porównaniu z klasycznym antygenem.82 Tak więc widać, że 

S. aureus w pewien sposób może selekcjonować typy klonów limfocytów T obecnych u  nosiciela 

gronkowca złocistego. Wybrane grupy limfocytów T mające odmianę TCR oddziaływującą z daną 

enterotoksyną  produkowaną  przez  szczep  S.  aureus pacjenta  mogą  ulegać  aktywacji  na  skutek 

stymulacji superantygenem, co w rezultacie może zwiększać reaktywność tych limfocytów T  na 

antygeny/alergeny. Wydaje się więc, że enterotoksyny mogą więc modulować reaktywność układu 

immunologicznego  i  wpływać  na  nasilenie  odpowiedzi  na  alergeny.  Keratynocyty  i  komórki 

Langerhansa oddziaływują z enterotoksynami i prezentują je limfocytom T.84,85 Skutkiem aktywacji 

limfocytów T przez enterotoksyny gronkowcowe jest wydzielanie licznych cytokin prozapalnych, w 

tym: TNFα, IL2, IL4, IL5, IL6 oraz IFNγ, IL12.84,85  Wykazano, że u pacjentów z AZS są obecne 

przeciwciała  klasy  IgE  specyficzne  względem enterotoksynom A i  B.86 Te  przeciwciała  mogą 

wiązać się do mastocytów i/lub bazofili i indukować wydzielanie histaminy i rozwój zapalenia87. 

Ponadto enterotoksyny wpływają na zasiedlanie skóry przez komórki jednojądrzaste krwi, sprzyjają 

przełamaniu  tolerancji  immunologicznej  i  rozwojowi  autoagresji.88,89  Enterotoksyny  indukują 

ekspresję  CLA na mononuklearnych komórkach krwi obwodowej  (PBMC), co sprzyja migracji 
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komórek mononuklearnych do skóry i rozwojowi późnej reakcji alergicznej. Uważa się, że zachodzi 

to m.in. przy udziale IL-12.90 Biorą także udział w apoptozie komórek jednojądrzastych krwi.91

Przypuszcza  się,  że  enterotoksyny  mogą  przyczyniać  się  do  rozwoju  mechanizmów 

autoimmunologicznych  poprzez  aktywowanie  limfocytów  T  specyficznych  względem 

autoantygenów.88,89 Aktywacja ta wydaje się mieć charakter losowy i zależeć od tego, czy limfocyty 

specyficzne względem autoantygenów znajdują się w grupie komórek posiadających łańcuch V 

receptora TCR, względem którego enterotoksyny produkowane przez szczepy pacjenta wykazują 

wysokie  powinowactwo.  Dotychczas  jednak  nie  wykazano  istnienia  takich  mechanizmów  w 

atopowym  zapaleniu  skóry.  Jednakże  pokazano,  że  superantygeny  wpływają  na  aktywność 

limfocytów T regulatorowych CD4+CD25+ w AZS.92

Zabserwowano,  że  enterotoksyny  mają  skłonność  do  pobudzania  komórek 

mononuklearnych  do  apoptozy  w  stanach  silnego  nasilenia  objawów  AZS.  Stymulacja  PBMC 

enterotoksyną B in vitro prowadziła do pojawienia się wczesnego markera apoptozy (APO 2.7) w 

przypadku aż 60% komórek oraz dochodziło także do znacznego zahamowania proliferacji PBMC. 

W przypadkach łagodnych zmian AZS  było to już tylko 20%, a u osób zdrowych tylko 5% osób 

wykazywało ekspresję białka APO 2.7.91  Wydaje się więc, że podwójne pobudzanie PBMC przez 

alergeny,cacpotemcsuperantygeny  może  prowadzić  do  zaburzenia  w  sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej, a w rezultacie kierować komórki na drogę programowanej śmierci.

Zaburzenia w sygnalizacji  molekularnej  dotyczącej  receptorów TLR (Toll-like receptors) 

mogą prowadzić m.in. do zwiększonej podatności na infekcje gronkowcem złocistym oraz wirusem 

opryszczki.93 Oba wspomniane patogeny wiążą się z TLR2.94 Aktywacja receptorów TLR następuje 

po  ich  związaniu  do  peptydoglikanu  (PEG)  wchodzącego  w  skład  ściany  komórkowej  gram-

dodatnich  bakterii,  do  których  należy  S.  aureus i  prowadzi  do  aktywacji  m.in  bazofili  oraz 

monocytów.81,87

7. Roztocze kurzu domowego w atopowym zapaleniu skóry

Roztocze kurzu domowego to 8-nożny bezkręgowiec należący do subklasy Acori o długości 

170-  500  µm.  W  klimacie  umiarkowanym  dominują  takie  gatunki  jak:  Dermatophagoides  

pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Euroglyphus maynei.96 Niezależnie od gatunku, roztocza 

kurzu domowego preferują ciemne miejsca o wilgotności od 65 do 80% o temperaturze od 20 do 

30oC.  Takie  warunki  mają  związek  z  fizjologią  roztoczy,  u  których  wymiana  gazowa  i 

osmoregulacja odbywa się poprzez kutikulę, co sprawia, że ich procesy życiowe są zależne od dużej 

wilgotności  otoczenia.97 Żywe  roztocza  kurzu  domowego  nie  są  alergenne,  natomiast  proteazy 
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układu pokarmowego pochodzące z produktów ich rozpadu, odchodów oraz płynu pojawiającego 

się  podczas  przemian  larwalnych  wykazują  silnie  alergizujące  własności.  Do  najsilniejszych 

alergenów roztoczowych należą proteazy serynowe i cysteinowe o masie 25-30 kDa, do których 

należą  wydzielane  przez  Dermatophagoides  pteronyssinus:  Derp1  (papainopodobna  proteaza 

cysteinowa),  Derp2,  Derp3  (trypsyna),  Derp6  (chymotrypsyna)  oraz  Derp9  (kolagenolityczna 

proteaza  serynowa).97 Zgodnie  z  opisem  podanym  przez  Związek  Alergologii  Klinicznej  i 

Immunologii (Association of Allergology and Clinical Immunology) nadwrażliwość na alergeny 

roztocza kurzu domowego pojawia się już od 2  µg Derp1 (100 sztuk  D. pteronyssinus) / 1 gram 

kurzu  u  genetycznie  predysponowanych  osobników  do  syntezy  IgE  specyficznych  względem 

alergenów roztocza kurzu domowego. Powyżej 10 µg Derp1 (500  sztuk D. pteronyssinus)/ 1 gram 

kurzu wzrasta ryzyko ataku astmy alergicznej u pacjentów z nadwrażliwością roztoczową.97 Alergia 

roztoczowa  jest  coraz  częściej  uznawana  za  chorobę  genetyczną  przekazywaną  pokoleniowo  i 

ulegającą  nasilaniu  w  kolejnych  generacjach.  Kliniczny  obraz  alergii  roztoczowej  może  mieć 

związek z rozwojem atopowego zapalenia skóry,  astmy alergicznej, alergicznego nieżytu oczu i 

nosa, pokrzywki.98 Warto w tym miejscu wspomnieć, że aż do 75% pacjentów ze zdiagnozowanym 

AZS ma dodatnie testy punktowe i/lub specyficzne IgE dla Dermatophagoides pteronyssinus99, co 

oznacza, że alergia roztoczowa odgrywa istotną rolę w patogenezie AZS. Wnikające w uszkodzoną 

skórę proteazy roztoczowe  mają zdolność do degradowania połaczeń desmosomowych i białek 

połączeń szczelinowych (tight  junction)   tzw.  okludynę i  klaudynę oraz E-kadherynę łączących 

komórki  epidermy,  co  znacznie  ułatwia  migrację  alergenów  roztoczowych  przez  warstwy 

naskórka.100 Ponadto mutacja w genie SPINK5 kodującym inhibitor proteinaz serynowych, która 

może wystąpić w atopowym zapaleniu skóry, prowadzi do osłabienia ochrony przed aktywnością 

proteaz101,  co  w  rezultacie  ułatwia  degradację  naskórka  przez  enzymy  roztoczowe.   Alergeny 

roztoczowe  kontaktują  się   z  obecnymi  w  skórze  komórkami  rezydentnymi  (keratynocyty, 

fibroblasty, komórki endotelialne) i migrującymi (makrofagi, komórki mastocytarne i Langerhansa 

oraz leukocytami).102-107  Alergeny roztocza kurzu domowego  Dermatophagoides  pteronyssinus i 

farinaecuczestniczącwcaktywacjiclicznychcmolekularnychcmechanizmów.

Ccccccc      Tabela 5: Molekularne mechanizmy aktywowane przez alergeny D. pteronyssinus 103-107

� Αktywacja ekspresji MHC klasy II i CD80 na keratynocytach pozwala na prezentację antygenu 

limfocytom T i indukcję ekspresji ICAM-1 i VCAM-1 oraz E-selektyn na ludzkich komórkach 

endotelialnych, co ułatwia wysięk komórek immunologicznych do skóry. Dodatkowo, alergeny D. 

pteronyssinus i D. farinae stymulują sekrecję leukocytarnego czynnika chemotaktycznego GRO-α 

z keratynocytów.
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� Pobudzenie fibroblastów skóry do wydzielania IL-6, IL-8, MCP-1 oraz M-CSF.

� Pobudzanie  komórek  dendrytycznych  do  produkcji  IL-6  i  IL-12  oraz  ekspresji  takich  białek 

powierzchniowych jak: CD40, CD80, CD86 i MHCII. Pobudzenie komórek dendrytycznych przez 

Derp1 prowadzi do rozwoju populacji limfocytów Th2 w AZS, ale nie u zdrowych osób.

� Αktywacja komórek mastocytarnych i ich degranulacja oraz indukcja eozynofili do sekrecji IL-

1ß, IL-6, IL-10, TNF-α, GM-CSF, a także ekspresja CD18.

�  Na przykładzie linii monocytów THP-1 in vitro wykazano, że alergeny roztoczowe zwiększają 

ekspresję MCP-1, IL-6 oraz IL-8 w tych komórkach.

    Enzymatyczne  własności  alergenów  roztoczowych  prowadzą  do  wzrostu  aktywności 

proteolitycznej  w  surowicy  krwi  na  skutek  inaktywacji  α1  antytrypsyny  przez  te  alergeny.108 

Dodatkowo Derp1 katalizuje hydrolizę receptora IgE typu 2 CD23 i uwalnianie go z powierzchni 

limfocytów B. Wzrost stężenia receptora CD23 w formie rozpuszczalnej tj. nie związanej z błoną 

komórkową  we  krwi  aktywuje  limfocyty  B  do  zwiększonej  produkcji  IgE,  która  jest 

wychwytywana  przez  rozpuszczalną  postać  receptora  (nie  związaną  z  błoną  komórkową 

limfocytów  B).  Z  kolei  niedobór  CD23  na  limfocytach  B,  będący  skutkiem  aktywności 

proteolitycznej  Derp1,  powoduje,  że  nie  dochodzi  do  wysycenia  tego  receptora  obecnego  na 

limfocytach  B,  a  w  rezultacie  nie  jest  hamowana  synteza  tej  immunoglobuliny.  Niedobór 

transbłonowego  CD23 hamuje  też  aktywację  monocytów  i  makrofagów.109  Z kolei  uwalnianie 

receptora dla IL-2 CD25 z błony komórkowej przez Derp1 hamuje proliferację limfocytów Th1 i 

produkcję IFN-γ in vitro.110  Proteinazy  Dermatophagoides pteronyssinus aktywują też receptory 

typu PAR (Protease Activated Receptors) aktywowane przez proteinazy obecne na fibroblastach, 

mastocytach,  neutrofilach, monocytach i makrofagach, limfocytach, komórkach mięśni gładkich 

oraz komórkach endotelialnych naczyń krwionośnych i epitelialnych płuc, neuronach. Aktywacja 

receptorów  PAR  wiąże  się  więc  z  uwalnianianiem  mediatorów  stanu  zapalnego,  zwiększa 

przepuszczalność naczyniową i infiltrację leukocytów do skóry.111-113

8. Nikiel w atopowym zapaleniu skóry

Nikiel należy do grupy metali przejściowych, które dążą do osiągnięcia najniższego, a więc 

najkorzystniejszego  z  punktu  widzenia  zasad  termodynamiki,  stanu  energetycznego  poprzez 

całkowite  wypełnienie  powłok  elektronami  pochodzącymi  od  atomów pierwiastków,  z  którymi 

tworzą wiązania chemiczne. Ten mechanizm tłumaczy wysoką reaktywność niklu prowadzącą do 

formowania  związków  chemicznych  oraz  biologicznych.  Nikiel  należy  do  szeroko 
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rozpowszechnionych  pierwiastków  na  ziemi  i  jest  obecny  w  glebie,  wodzie,  powietrzu  oraz 

biosferzecicpełnicszeregcfunkcjicwcukładachcbiologicznych.

Tabela 6: Biologiczne znaczenie niklu114-115

� Prawidłowe funkcjonowanie roślin i mikroorganizmów - nikiel wchodzi w skład metaloenzymów 

występujących  w  mikroorganizmach,  bezkręgowcach  oraz  roślinach  ureaz,  bakteryjnych 

hydrogenaz np. reduktazy metylowej u metanobakterii, dehydrogenazy tlenku węgla.

� Pobudzanie  enzymów  ludzkich  tkanek  np.  tyrozynazy,  arginazy,  deoksyrybonukleazy, 

fosfoglukomatazy,  kalcyneuryny oraz  enzymów przewodu pokarmowego.  Uczestniczy także w 

zwiększaniu  aktywności  hormonalnej,  stabilizacji  struktur  kwasów  nukleinowych,  wpływa  na 

procesy erytropoezy poprzez uczestnictwo w metaboliźmie witaminy B12 i wchłanianie żelaza z 

przewodu pokarmowego.

� Uczestniczy także w procesie peroksydacji lipidów poprzez formowanie reaktywnych form tlenu 

i rozwój stresu oksydacyjnego. Wzrost peroksydacji lipidów hamuje agregację płytek krwi.

Nikiel zaliczany jest do grupy ksenobiotyków obecnych w środowisku na skutek skażenia, co może 

prowadzić  do  zatruć  ostrych  i  przewlekłych,  chorób  nowotworowych  dróg  oddechowych  i 

przewodu  pokarmowego,  zmian  alergicznych  typu  I  i  IV  manifestujących  się  jako  AZS,  AK, 

pokrzywki  współistniejącej  z  objawem  brzusznym,  limfoidalnego  zapalenia  kontaktowego 

(lymphomatoid contact dermatitis) lub o charakterze zawodowym tj.alergiczna astma na metale i 

nieżyt nosa oraz spojówek tj.  hard metal asthma i hard metal rhinitis. Z kolei ekspozycja śluzówki 

jamy ustnej na nikiel u ludzi uczulonych na ten pierwiastek może wywołać odpowiedź systemową 

(SystemiccContactcDermatitis),cktórejcujawnieniucdodatkowocsprzyjacalergiacdrógc

oddechowych.114  Do czynników ryzyka rozwoju alergii niklowej oprócz płci żeńskiej  i noszenia 

sztucznej biżuterii należy też palenie papierosów, natomiast wpływ atopii jak również czynników 

genetycznych na rozwój alergii niklowej nadal pozostaje niejasny.116-120  Natomiast kontakt błony 

śluzowej  jamy  ustnej  z  niklem  np.  w  przypadku  noszenia  aparatów  ortodontycznych 

prawdopodobnie  zmniejsza  ryzyko  rozwoju  alergii  skórnej  na  ten  pierwiastek  w  późniejszym 

okresie życia.117 Do grup wysokiego ryzyka rozwoju alergii niklowej należy młodzież i kobiety, 

które uczulają się 4-krotnie częściej niż  mężczyźni, co wydaje się mieć związek z tzw. piercingiem 

u młodzieży oraz noszeniem biżuterii przez kobiety.116-117 Uczulenie na ten metal stwierdza się u 13-

17% dorosłych, 10% nastolatków oraz u 8% dzieci.120 Nikiel wchodzi w skład sztucznej biżuterii, 

zegarków i metalowych elementów odzieży np. guzików i sprzączek. Jest też obecny w protezach 

stawowych,  gwoździach  śródkostnych,  stymulatorach serca,  protezach dentystycznych i  dlatego 
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może być przyczyną odrzucania implantów stomatologicznych i ortopedycznych. Wchodzi też w 

skład igieł do wstrzyknięć i akupunktury, metalowych opakowań żywnościowych, uwalnia się także 

z narzędzi i naczyń kuchennych zwłaszcza podczas gotowania pokarmów o niskim pH.114,120 Jego 

obecność wykryto również w warzywach, a w szczególności w ziemniakach, pomidorach, marchwi, 

sałacie,  szpinaku, cebuli,  rabarbarze,  kukurydzy,  szparagach,  fasoli  i  grochu.  Jest  też obecny w 

kakao, czekoladzie, orzechach, śledziach, ostrygach i grzybach oraz wodzie z kranu, herbacie, winie 

i piwie, a także w proszku do pieczenia ciast i grubo mielonej mące.115  Nikiel wnika do organizmu 

przez skórę, drogi oddechowe i przewód pokarmowy w ilości 300-600 mikrogramów/dzień, z czego 

tylko 5-10% jest wchłaniana w przewodzie pokarmowym, natomiast reszta jest usuwana z kałem.114 

Mechanizmy  alergii  na  nikiel  są  bardzo  zróżnicowane,  co  determinuje  obraz  kliniczny 

wielopostaciowej  alergii  na nikiel,  który m.in.  zależy od rodzaju cytokin produkowanych przez 

poszczególne podklasy limfocytów. W reakcji systemowej na nikiel,  alergicznym nieżycie nosa, 

alergicznej  astmie  oskrzelowej,  wyprysku  rozproszonym  istotną  rolę  odgrywa   aktywacja 

limfocytów Th2 i  ich cytokiny:  IL-4, IL-5 i  IL13. Dojrzewające komórki efektorowe podlegają 

regulacji  przez  mediatory  zapalenia,  ale  również  są  zależne  od  środowiska  cytokinowego. 

Nagromadzenie  komórek  efektorowych  w  wybranym  narządzie  prowadzi  do  rozwoju  w  nim 

zapalenia alergicznego. Nikiel stymuluje ekspresję białek kostymulujących CD83 i CD86, a także 

chemokin  CXCL8,  CCL5,  CCL17,  CCL20,  co  sugeruje,  że  nikiel  sprzyja  oddziaływaniom 

międzykomórkowym oraz ułatwia migrację komórek do narządów.121-123 Uważa się, że nikiel może 

zapoczątkowywać  reakcję  alergiczną  na  drodze  kilku  mechanizmów  podczas  prezentacji 

białkowego kompleksu niklu przez komórki Langerhansa limfocytom T CD4+ lub CD8+.

Tabela 7: Molekularne mechanizmy działania niklu121-125, 127

� Νikiel będący haptenem tworzy wiązania koordynacyjne z białkami zewnątrzkomórkowymi lub 

wewnątrzkomórkowymi  tworząc  płaskie,  prostokątne  kompleksy  z  resztami  histydyny  lub  z 

grupami  aminowymi  tworząc  z  nimi  ośmiościenne  kompleksy.  W  przypadku  białek 

zewnątrzkomórkowych powstałe kompleksy są prezentowane przez cząsteczki MHC II obecne na 

komórkach dendrytycznych.

� W przypadku wchłaniania niklu przez komórki prezentujące antygen i wiązania się tego metalu z 

białkami wewnątrzkomórkowymi powstałe kompleksy są prezentowane przez cząsteczki MHC I.

� Podejrzewa się też, że nikiel może niespecyficznie wiązać równocześnie cząsteczki MHC oraz 

receptor TCR limfocytów T CD4+ oraz CD8+cpodobniecjakcsuperantygeny

� Ζaburzenie homeostazy oksydoredukcyjnej  i  formowanie nadmiernej  ilości  reaktywnych form 

tlenu  i  azotu,  co  może  prowadzić  do  rozwoju  stresu  oksydacyjnego,  niszczenia  tkanek  oraz 
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zaburzenia sygnalizacji komórkowej oraz sekrecji cytokin.

Pobudzone  przez  APC  limfocyty  CD4+  i  CD8+  poprzez  aktywację  receptora  TLR126 

wydzielają cytokiny uczestniczące w tworzeniu obrazu klinicznego alergii niklowej.
Tabela 8: Kliniczne obrazy alergii na nikiel128

�  Miejscowa lokalizacja zmian typowa dla alergicznego kontaktowego zapalenia skóry wywołana 

przez  odczyn  zapalny  z  przewagą  monocytów,  w  którym  uczestniczą  makrofagi  tkankowe  i 

limfocyty Th1.  Wydzielane są takie cytokiny jak IFN-γ, IL-1, IL-2, TNF-α. Ten typ reakcji łączy 

się często z IVc tworząc obraz kliniczny alergicznego, kontaktowego zapalenia skóry- typ IV a

�  Zmiany grudkowo-plamiste wywołane przez zapalenie eozynofilowe, w którym uczestniczą też 

limfocyty Th2 wydzielające takie cytokiny jak:  IL-4, IL-5, IL-13- typ IV b

�  Reakcje pęcherzowe charakteryzujące się apoptozą keratynocytów na skutek  nagromadzenia się 

w skórze limfocytów T CD8+ cytotoksycznych oraz komórek NK kierujących keratynocyty na 

drogę programowanej śmierci poprzez oddziaływanie Fas-FasL, perforynę oraz granzym B – typ 

IV c

�  Ζmiany krostkowe wywołane przez odczyn zapalny z przewagą neutrofilów. W przypadku tego 

obrazu  klinicznego  również  są  istotne  monocyty  oraz  limfocyty  T CD4+ i  CD8+.  Głównymi 

mediatorami zapalenia są  IL-8 oraz GM-CSF – typ IV d

Poszczególne typy mechanizmów zachodzą na siebie, jednakże w większości przypadków jeden z 

nich dominuje. Jak pokazały badania przeprowadzone na mysim modelu kompleksy białkowe niklu 

mogą  wiązać  się  z  resztami  histydynowymi  receptora  TLR-4  (obecnego  na  makrofagach) 

zaangażowanego w zwalczanie patogenów, co w rezultacie może prowadzić do rozwoju reakcji 

zapalnej.126  Receptory typu TLR występują również na limfocytach T regulatorowych,  co może 

oznaczać, że patogeneza alergii na nikiel może mieć również związek z modulacją funkcjonowania 

limfocytów  T  regulatorowych,  a  więc  wpływać  na  procesy  tolerancji  antygenów  i 

autoantygenów.129
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II. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY

1. 1. Przesłanki do podjęcia badań

Terapie  stosowane  w  leczeniu  atopowego  zapalenia  skóry  powinny  dążyć  do  utrzymania 

molekularnych mechanizmów immunologicznych charakterystycznych dla  fazy remisji  choroby, 

dlatego też badanie mechanizmów komórkowych przejścia z fazy zaostrzenia w fazę remisji jest 

istotne w celu tworzenia farmakoterapii  stymulujących molekularne mechanizmy dominujące w 

remisji AZS. Niestety, duża niejednorodność obrazów klinicznych AZS tj. współwystępowanie z 

AZS innych chorób alergicznych, uczulenie na wiele/kilka różnych alergenów utrudnia stworzenie 

właściwego  modelu  patogenezy  AZS,  a  stosowane  dotychczas  terapie  niejednokrotnie  nie 

przynoszą oczekiwanego skutku leczniczego.  Okazuje się,  że  terapia  IFNγ  zmniejsza nasilenie 

zmian skórnych, ale nie usuwa przyczyny – poziom surowiczej IgE nie ulega zmianie. Odczulająca 

immunoterapia swoista  (SIT) stosowana przy leczeniu alergii  na roztocze kurzu domowego nie 

zawsze  jest  skuteczna.  Szczepionka  alergenem  przesuwa  równowagę  immunologiczną  puli 

limfocytarnej Th2 przeważającej w zaostrzeniu choroby w kierunku puli Th1 dominującej w remisji 

AZS. Skoro jednak nie zawsze SIT umożliwia odczulenie pacjenta, to w takim razie nadal istnieje 

potrzeba badania oddziaływań limfocytów Th1 i Th2 w atopowym zapaleniu skóry. Okazuje się 

także, że autoszczepionki  gronkowcowe również nie przynoszą oczekiwanych efektów w leczeniu 

infekcji gronkowcowych u chorych z AZS. Powszechność kontaktowej alergii niklowej u chorych z 

AZS nasuwa przypuszczenie, że ten czynnik może być istotny w patogenezie choroby, modulując 

molekularne mechanizmy leżące u jej podstaw. 

                   2. Cel pracy

Badanie reaktywności PBMC pobranych od chorych z AZS w zaostrzeniu i remisji oraz od osób 

zdrowych  –  kontrolnych  na  siarczan  niklu,  antygen  D1  (a.D1)  roztocza  kurzu  domowego 

Dermatophagides pteronyssinus oraz enterotoksyny A i B gronkowca złocistego  Staphylococcus  

aureus in vitro. 

2.  3. Cele szczegółowe

1.Porównanie profili cytokinowych (IFNγ, IL2, IL13) fazy zaostrzenia i remisji AZS  

2.Porównanie profili cytokinowych (IFNγ, IL2, IL13) obu faz AZS i osób zdrowych-kontrolnych

3.Zbadanie  wpływu  mechanizmów  IgE-zależnych  na  profile  cytokinowe  w  obu  fazach  AZS

4.Zbadanie wpływu dawkozależności siarczanu niklu i a. D1 na profile cytokinowe obu faz AZS
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III. MATERIAŁY I METODY

Pacjenci

Badanie  przeprowadzono u 30 chorych z  atopowym zapaleniem skóry (AZS)  w okresie 

zaostrzenia  objawów  i  remisji  choroby,  leczonych  w  Zakładzie  Alergologii  Klinicznej  i 

Środowiskowej Katedry Toksykologii i Chorób Środowiskowych UJCM oraz u 30 osób zdrowych 

stanowiących grupę kontrolną. Rozpoznanie AZS oparto o wywiad i badanie kliniczne oparte na 

kryteriach Haniffina i Rajki w okresie nawrotu zmian chorobowych. U chorych w okresie remisji 

wykonano  testy  skórne punktowe (STP) z  inhalantami i pokarmami oraz testy płatkowe z 10 

podstawowymi alergenami kontaktowymi tzw. zestawem europejskim. Nasilenie zmian skórnych 

ocenianych  w  okresie  zaostrzenia  objawów  choroby  podawano  jako  wartość  uśrednioną  na 

podstawie znajomości historii choroby pacjenta i oceniano w skali SCORAD. Pacjentów w fazie 

zaostrzenia i remisji AZS kwalifikował lekarz - alergolog/dermatolog. Grupa kontrolna to osoby 

zdrowe  bez  objawów  alergicznych  i  z  ujemnym  wywiadem  rodzinnym  w  kierunku  alergii  i 

skórnych chorób dermatologicznych. Badania wchodzące w zakres niniejszej pracy były wykonane 

za  zgodą  uczestników  i  uzyskały  akceptację  Komisji  Etycznej  Uniwersytetu 

JagiellońskiegocNrcKBET/61/B/2009.  W grupie  kontrolnej  wykonano  skórne  testy  punktowe  z 

antygenem Dermatophagoides pteronyssinus (D1) produkcji Allergopharma oraz testy płatkowe z 

5%  siarczanem  niklu  (Chemotechnique)  oraz  z  autoszczepionkami  z  S.  aureus.  W surowicy 

badanych oznaczono poziom całkowitej  IgE (tIgE) i  poziom swoistych IgE dla roztoczy (asIgE 

D1),  enterotoksyn A i  B gronkowca złocistego (asIgE SEA i  SEB),  autoprzeciwciała  dsDNA i 

ANA*  metodą  fluoroenzymatyczną  (  UniCAP 100,  Pharmacia  Upjohn).  Te  wyniki  w  grupie 

chorych  z  AZS  były  już  znane  i  na  ich  podstawie  dokonano  klasyfikacji  chorych  do  grupy 

badawczej.

Hodowleckomórkowe

 Celem oceny reaktywności komórek jednojądrzastych krwi (PBMC) chorym z AZS  oraz 

osobom  z  grupy  kontrolnejc cpobierano  15  ml  krwi  (na  EDTA), 

izolowano  PBMC metodąc iigradientu  gęstości  nacFicollu. 

Komórki  liczono  w  komorzec iiBürkera  i  wysiewano  na  płytki 

hodowlane.cŻywotnośćcckomórek coceniano  przy  pomocy 

błękituctrypanuc(100µl r-ru PBMCi cw  mediumchodowlanym  

+  100  µl  barwnika)cprzycużyciuc cmikroskopucświetlnego.c

 Ryc.5:  PBMC  w  komorze  Bürkera  po  wyizolowaniu  na  gradiencie  Ficollu.  

                                          Rozdzielczość: 2500x Fot.cwłasnac(mikroskopcOlympuscSC30)
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Hodowle komórkowe przeprowadzono w inkubatorze (37oC, 5%CO2, 95% RH). PBMC hodowano 

na płytkach U- dennych 96 dołkowych w trzech powtórzeniach dla każdego stymulanta przez 24 

godziny indukując je  badanymi substancjami:  1.  antygenem D1 roztocza kurzu  domowego (0.4 

μg/ml oraz 1.0 μg/ml), 2.siarczanem niklu NiSO4 (25 μM i 50 μM) i 3.gronkowcową enterotoksyną 

A oraz  B  w  stężeniu  500  ng/ml.  W  kontroli  dodatniej  PBMC  stymulowano  mitogenem  L-

fitohemaglutyną  (L-PHA)  o  stężeniu  10  μg/ml  dla  oznaczenia  sekrecji  IL-2  oraz  5  μg/ml  dla 

oznaczenia wydzielania IFN-γ i IL-13. Jako kontroli negatywnej użyto niestymulowanych PBMC 

dla oceny spontanicznej  sekrecji  cytokin.  Kontrolę  specyficzności  barwienia stanowi membrana 

opłaszczona przeciwciałami, wypełniona płynem hodowlanym bez komórek. Hodowle komórkowe 

indukowane  stymulantami  były  przenoszone  na  96  dołkowe  płytki,  w  których  dna  studzienek 

stanowiły membrany ze  związanymi  przeciwciałami  wychwytującymi  wydzielane  przez  PBMC 

badane cytokiny. Szczegółowy protokół barwienia zamieszczono na stronie 33. Surowicę uzyskaną 

po odwirowaniu na gradiencie Ficollu od pacjentów z AZS w zaostrzeniu choroby oraz od osób 

kontrolnych zamrażano w temperaturze – 20oC w celu oznaczenia poziomu przeciwciał klasy IgE 

oraz autoprzeciwciał. 

 Diagnostyka in vivo

Testy  skórne  punktowe-  stosowane  przy testowaniu  alergii  na  alergeny wziewne  i  pokarmowe 

wykrywające mechanizm alergii  typu I.  Standaryzowany ekstrakt  alergenu (Allergopharma)  był 

nakładany na skórę przedramienia chorego i igłą dokonywano nakłucia naskórka na głębokość ok. 1 

mm, tak aby nie spowodować krwawienia. Odczytu testu dokonywano po 10 minutach. Notowano 

średnią  średnicę  bąbla  i  rumienia  w  mm porównując  je  z  odczynem kontroli  negatywnej  (sól 

fizjologiczna) i pozytywnej (histamina).  

Testy płatkowe (naskórne) wykonywane  w celu  potwierdzenia  alergii  kontaktowej  (mechanizm 

alergii typu IV) na chemiczne związki małocząsteczkowe. Badane substancje standaryzowanych 

ekstraktów  (Chemotechnique)  oraz  szczepionki  z  zabitego  Staphylococcus aureus**  (szczep 

wzorcowy oraz dziki od pacjentki ze zdiagnozowanym atopowym zapaleniem skóry – szczepionki 

przygotowane w Centrum Badań Mikrobiologicznych i  Autoszczepionek im.  dra Jana Bobra w 

Krakowie)  nakładano na  skórę  pleców lub  przedramienia  w przypadku  Staphylococcus  aureus. 

Komory  były  nasączane  roztworami  przyklejanymi  do  skóry  plastrem  hipoalergicznym  i 

pozostawiane w okluzji na 48 godzin. Po tym czasie komory były odklejane od skóry i dokonywano 

pierwszego odczytu na skórze. Kolejnego odczytu (będącego zarazem odczytem diagnostycznym) 

dokonywano  po  96  godzinach  po  wykluczeniu  podrażnienia,  które  może  pojawić  się  przy 

pierwszym odczycie. Skala nasilenia dodatniego odczynu była zgodna z przyjętymi standardami: 

(+): rumień, (++): rumień i grudki, (+++): rumień, grudki i obrzęk i/lub nadżerka.  
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Badanie nosicielstwa   Saphylococcus aureus  

Badanie  na  nosicielstwo gronkowca  złocistego  Staphylococcus  aureus przeprowadzano  poprzez 

zakładanie  hodowli  bakteryjnych  na  selektywnych  płytkach  agarowych.  Materiał  do  badania 

pochodzi z wymazu z nosa oraz ze zmian skórnych. Testy na nosicielstwo Staphylococcus aureus 

przeprowadzano w Centrum Badań Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im. dra Jana Bobra w 

Krakowie.

Diagnostyka in vitro

UNICAP – test na obecność przeciwciał IgE

Pomiary  stężenia  całkowitego  IgE  i  specyficznych  IgE  w  surowicy  dokonywano  przy 

wykorzystaniu automatycznego analizatora immunologicznego UniCAP 100, CAP System firmy 

Phadia.  Aparat  ten  umożliwia  oznaczanie  poziomu  przeciwciał  IgE  w  surowicy  metodą 

fluoroenzymo  -  immunologiczną  (FEIA).  Zasada  pomiaru  metodą  FEIA  przedstawia  się 

następująco: wzorcowy znany alergen jest opłaszczony na powierzchni plastiku (ImmunoCAP). 

Jeśli surowica badana zawiera swoiste IgE skierowane przeciw alergenowi wiążą się one z jego 

cząsteczkami  i  pozostają  w  probówce.  Pozostałe  IgE  są  odpłukiwane.  W  następnym  etapie 

dodawane  są  przeciwciała  antyIgE  znakowane  β-galaktozydazą   emitujące  fluorescencję.  Jeśli 

swoiste IgE są związane z alergenem, to znakowane anty-IgE łączą się z nimi podczas inkubacji. 

Ilość emitowanej przez te kompleksy fluorescencji jest proporcjonalna do stężenia przeciwciał w 

badanej próbce. Metody oznaczania IgE są kalibrowane przy użyciu standardu IgE WHO 75/502, a 

wyniki wyraża się w ilościowych jednostkach U/ml (KU//l); 1U odpowiada 2,44 ng IgE. Wyniki 

oznaczeń  wyraża  się  również  w  sposób  półilościowy,  w  skali  od  0  (oznacza  nieobecność 

wykrywanego  swoistego  IgE)  do  6  (wykrywane  przeciwciało  obecne  w  dużym  stężeniu).  W 

przypadku  całkowitego  IgE  (tIgE)  jako  normę  przyjmuje  się  stężenie  150  kU/L.  Czułość 

analityczna metod oznaczania IgE wynosi 0,1-0,35 U/ml.

Eksperymentalne oznaczenia in vitro

ELISpot:  [  Enzyme-linked  Immunospot  Assay  ]    jest  nową  techniką  laboratoryjną  pozwalającą  na 

ocenę  rodzaju  i  natężenia  odpowiedzi  immunologicznej  komórek  [wydzielanie  cytokin]  wobec 

określonych substancji.  Jednojądrzaste  leukocyty krwi  obwodowej  (PBMC)  izolowane metodą 

wirowania w gradiencie gęstości na Ficollu są hodowane na płytkach 96-dołkowych (w których dna 

poszczególnych  studzienek  stanowi  membrana  ze  związanymi  przeciwciałami  specyficznie 

rozpoznającymi  badane  cytokiny)  w  medium  z  dodatkiem  antygenów.  Największą  zaletą  tej 

techniki jest wysoka czułość metody. Dzięki niej można wykryć pojedynczą komórkę wydzielającą 

dane  białko  wśród  106 komórek  w  hodowli.  Hodowle  są  zakładane  na  4  dni,  po  tym  czasie 

przeprowadzana  jest  analiza  profilu  wydzielanych  cytokin  [IFNγ,  IL2,  IL-13]  oznaczonych  w 
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otoczeniu hodowli PBMC. Badana jest tzw. spontaniczna sekrecja cytokin (bez użycia stymulanta) 

oraz sekrecja po stymulacji in vitro. Jeżeli interesujące nas białko jest  wydzielane przez pobudzone 

limfocyty,  to  wychwytywane  jest  ono w bezpośrednim sąsiedztwie  komórek  przez  specyficzne 

przeciwciała  związane  do  membrany.  Pozwala  to  uniknąć  zafałszowania  wyniku  na  skutek 

konsumpcji  analizowanego  białka  przez  komórki  w  hodowli.  Po  usunięciu  komórek,  obecność 

wydzielonego  białka  wykrywana  jest  za  pomocą  reakcji  immunoenzymatycznej.  W  wyniku 

katalizowanej przez enzym konwersji w nierozpuszczalny barwny produkt w miejscach uprzedniej 

obecności  komórek  wydzielających  interesujące  nas  białko  powstają  obserwowane  na  obrazie 

plamki  [spots].  Z  wykorzystaniem  systemu  komputerowej  analizy  obrazu  uzyskane  wyniki 

poddawane są analizie cyfrowej, której przedmiotem jest zarówno ilość plamek, jak i ich parametry 

stanowiące  odzwierciedlenie  natężenia  aktywności  wydzielniczej  poszczególnych  komórek. 

Zintegrowany  system  do  skanowania  płytek  ELISpot  Eli.Scan  firmy  A.EL.VIS  składa  się  ze 

skanera do membran, płytek ELISpot, komputera z zainstalowanym oprogramowaniem do analizy 

obrazu oraz drukarki. Skaner wyposażony jest  w specjalną ramkę do pozycjonowania membran 

ELISpot. Sekrecję cytokin wyrażano  jako zmianę (wzrost/spadek) liczby PBMC wydzielających 

badaną cytokinę, co przedstawia wzór:

Za dodatni przyjęto wynik przynajmniej 2-krotnego wzrostu liczby PBMC wydzielających badaną 

cytokinę.  Podawano  również  tzw.  spontaniczną  sekrecję  każdej  cytokiny  wydzielanej  przez 

niestymulowane PBMC in vitro, co przedstawia wzór:

Wyniki dla obu parametrów podawano jako medianę z trzech powtórzeń dla każdego oznaczenia.
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Ryc.  6:  Schemat  metody ELISpot  (po  prawej  stronie)  oraz  zdjęcie  dołka płytki  hodowlanej  (po lewej  stronie)  po  
wybarwieniu na obecność IFNγ (Α), IL2 (B), IL13 (C) w hodowli PBMC in vitro

Analiza statystyczna:

Analizy statystyczne przeprowadzono przy pomocy następujących testów:

•normalność rozkładu: test W Shapiro-Wilka

•różnice  pomiędzy grupą chorych z  AZS (zaostrzenie  lub remisja)  oraz  kontrolną:  test  Manna-

Whitneya

•różnice pomiędzy zaostrzeniem a remisją AZS: test Wilcoxona dla par powiązanych

•korelacje pomiędzy parametrami: korelacja Spearmana

Za  istotny  statystycznie  uznawano  wynik:  p<0,05,  testowanie  jednostronne.  Do  obliczeń 

statystycznych użyto programu STATISTICA 9.0 oraz GraphPad PRISM 5.01

*, **  Wyniki dla tych oznaczeń były ujemne u wszystkich badanych osób, dlatego nie uwzględniano ich w analizach 
opisanych w tej pracy.
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Protokół barwienia hodowli PBMC techniką ELISpot
1 dzień

Separacja komórek jednojądrzastych krwi obwodowej (PBMC)

1. Do probówki 50 ml wlać 15 ml Ficollu.

2. Delikatnie nawarstwić krew na Ficoll.

3. Wirować 15 min przy prędkości 2300 obr/min (RCF). HAMOWANIE WYŁĄCZONE.

4. Delikatnie wyjąć z wirówki i za pomocą pipety pasteurowskiej odciągnąć PBMC widoczne w 

postaci białej warstwy pomiędzy żółtą surowicą a przeźroczystym Ficollem.

5. Po zebraniu PBMC dopełnić do 50 ml roztworem PBS-0.1% BSA.

6. Wirować 10 min przy prędkości 1800 obr/min (RCF). HAMOWANIE WŁĄCZONE.

7.  Odessać  ssakiem  płyn  z  probówki,  delikatnie  roztrząsnąć  zlepek  komórek  na  dnie

 i zawiesić komórki w 25 ml PBS-0.1% BSA.

8. Wirować 5 min przy prędkości 1400 obr/min (RCF). HAMOWANIE WŁĄCZONE.

9.  Odessać  ssakiem  płyn  z  probówki,  delikatnie  rozstrząsnąć  zlepek  komórek  na  dnie  

i zawiesić komórki w płynie hodowlanym (10 ml).

10. Sprawdzić żywotność komórek (100 µl błękitu trypanu + 100 µl r-ru PBMC) pod mikroskopem. 

Przeliczyć komórki i dopełnić płynem hodowlanym tak, aby uzyskać pożądane zagęszczenie.

WZÓR NA LICZBĘ PBMC W KOMORZE BÜRKERA:

N= c*v*r*104

c- liczba komórek w 25 polach
v-objętość zawiesiny wyjściowej komórek [ml]
r-krotność rozcieńczenia w błękicie trypanowym

MEDIUM HODOWLANE: IMDM + 50 U/ml Penicylina + 50 µg/ml Streptomycyna 
       + 7.8 µg/ml DTT

10.Doprowadzić  komórki  do  odpowiedniej  gęstości  (50  000 PBMC/ml  dla  oznaczenia  IFNγ),  

(500 000  PBMC/ml dla oznaczenia IL2 i IL13).

11.Założyć hodowlę komórek w odpowiedniej gęstości w 96 dołkowej U-dennej płytce dodając  

200 µl roztworu komórek/dołek płytki.

12.Do zawiesiny komórek dodać stymulanty.

13.Płytkę umieścić w cieplarce (5% CO2, 37oC, 95% RH) na 24 godziny.
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Protokół barwienia hodowli PBMC techniką ELISpot

2 dzień

Przygotowanie płytki ELISpot i transfer komórek

1. Rozcieńczyć przeciwciała I-rzędowe (Sanquin)*** (rozc.1:100) w jałowym PBS 1x.

2. Aktywować płytkę poprzez dodanie 50 µl etanolu (40%) na ok. 1 min.

3. Wypłukać płytkę 200 µl PBS 1x 5-krotnie do każdego dołka.

4. Rozpipetować po 50 µl przeciwciał I-rzędowych na dno membrany płytki.

5. Inkubować w cieplarce przez 2 godziny.

6. Z płytki ELISpot usunąć roztwór przeciwciał I-rzędowych i 5-krotnie przepłukać płytkę 200 µl 

PBS 1x do każdego dołka.

7.cPo  kilkukrotnym  pipetowaniu  komórek  w  płytce  U-dennej  przenieść  komórki  pipetą 

wielokanałową do płytki 96-dołkowej z membraną opłaszczoną przeciwciałami I-rzędowymi. Do 

trzech  dołków  dla  każdej  cytokiny  dodać  sam  płyn  hodowlany  bez  komórek  jako  kontrolę 

specyficzności (tło: przeciwciało I-rzędowe -II rzędowe).

8. Hodowlę umieścić w cieplarce na 3 dni w przypadku oznaczenia IFNγ oraz 4 dni w przypadku 

oznaczania IL2 i IL13.

4 lub 5 dzień
 

Barwienie wydzielonych przez PBMC cytokin

1. Przygotować 50 ml roztworu buforu PeliSPOT Sanquin 1x (rozcieńczyć 5-krotnie roztwór 

wyjściowy).

2. Przygotować roztwór myjący: 25 µl Tween20 + 500 ml PBS 1x bez wapnia i magnezu.

3. Przygotować roztwór przeciwciał II-rzędowych (Sanquin)*** (rozc.1:100).

4. Wyrzucić komórki z płytki jednym, płynnym ruchem.

5. Wypłukać płytkę 5 razy 200 µl buforem myjącym do każdego dołka.

6. Dodać po 100 µl przeciwciał II-rzędowych.

7. Inkubować przez 1 godz, a w tym czasie przygotować roztwór strept-poly-HRP (1 µl poly-HRP + 

6 ml bufor Pelispot).

8. Usunąć przeciwciała II-rzędowe i wypłukać płytkę 5-krotnie 200 µl roztworem myjącym do 

każdego dołka.

9. Rozpipetować po 50 µl roztworu poly-HRP.

10. Inkubować 30 min.

11. Wypłukać płytkę 5x roztworem myjącym po 200 µl do każdego dołka.
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12. Rozpipetować po 50 µl substratu TMB i pozostawić do pojawienia się plamek tj. do 1 min).

13. Przerwać reakcję przez wypłukanie płytki wodą destylowaną.

Odczynniki:

Allergopharma: roztwór alergenu D1 Dermatophagoides pteronyssinus (nr. kat: 725)

Biomed: roztwór ludzkiej albuminy 5%

Biowhittaker-Lonza: medium hodowlane IMDM (nr kat: BE12-915F),  roztwór błękitu trypanu(nr 
kat: 17-942E)

Chemotechnique: zestaw europejski do testów płatkowych(S-1000)

GE Healthcare: Ficoll- pakiet (nr kat: 17-1440-02)

LGCstandards: szczep Staphylococcus aureus (nr kat:  ATCC-8095)

NunclonTM: płytki U-denne 96-dołkowe (nr kat: 163320)

Millipore: płytki z membraną do ELISpot 96 dołkowe (nr kat. MSIPS 4510)
Phadia: ImmunoCAP:tIgE, D1, SEA, SEB, dsDNA, ANA (nr kat:14-4889-01, 14-4890-01, 14-
4107-01, 14-4509-01)

Riedel-de Haën: NiSO4* 6H20 (nr kat: 31483)

Sanquin: odczynniki do metody ELISpot-kit  (nr kat:  M9433, M9402, M9413, M2540, M2051, 
M2521)

Sigmaaldrich: glutamina (G6392-1VL), 1,4-dithiotreitol (nr kat: 43815-5G), Tween 20 (nr kat: 
P1379),  gronkowcowe enterotoksyny A i  B z S.  aureus  (nr kat:  S9399-1MG, S4881-1MG),  L-
fitohemaglutynina (L2769-2 MG), Penicylina-Streptomycyna (P4458)

Thermoscientific: PBS 10x bez wapnia i magnezu (nr kat. SH30258)

*** Wykonywano także próbne barwienia  przeciwciałami firmy Mabtech, R&D Systems. Nie zaobserwowano różnic 
w jakości barwień.
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IV  WYNIKI

1. Charakterystyka badanej grupy chorych z AZS i kontrolnej

Badania  reaktywności  komórek jednojądrzastych  krwi  (PBMC) wydzielających  cytokiny 

typu Th1 (IFNγ, IL2) i Th2 (IL13) przeprowadzono u chorych z atopowym zapaleniem skóry w 

okresie zaostrzenia i remisji objawów chorobowych, a także osób zdrowych-kontrolnych. Tabela nr 

1 przedstawia kliniczną charakterystykę analizowanych grup.

Tabela 9: Kliniczna charakterystyka badanych
 

Rodzaj 
grupy 

badanej

K 
%

M
%

Wiek tIgE
(kIU/ml)

asIgE:
D1,

 m80, 
m81
%

+ test 
płatkowy

na Ni
%

+ test 
punktowy 

D1
%

+ wywiad 
rodzinny

%

SCORAD + DE

%

Inne choroby
%

AZS 80,0
0%

20,0
0%

36,77
+/-

14,2

wartości 
graniczne:
23,8-6140

 >200 kIU/ml
:35 %%

<200kIU/ml : 
65 %%

D1:
54,5

m80: 
19

m81: 
24

63,00
%:

(++): 
33
%

(+++): 
30%

64,00% 65,00% (1-4)

średni:
3

67,00% AK: 53
ANN: 23
ANO: 3
AA: 20
AP: 20
Has:3

Kontrole 80,0
0%

20,0
0%

36,77
+/-

11,2

wartości 
graniczne:
2,06-21,0

D1: 
0% 0,00% 0,00%

------- -------- ------- -------------

Jak wynika z danych zawartych w tabeli 1 wzrost stężenia całkowitego IgE (tIgE) wykazano 

u  35%  badanych.  Natomiast  wzrost  stężenia  asIgE  dla  Dermatophagoides  pteronyssinus (D1) 

zaobserwowano  u  54,5%  chorych  z  AZS,  asIgE  dla  enterotoksyny  gronkowcowej  A u  19% 

badanych z AZS, a  także u 24% chorych z  AZS wykazano obecność asIgE dla  gronkowcowej 

enterotoksyny B. Dodatni test płatkowy z siarczanem niklu zaobserwowano u 63% chorych z AZS. 

U 33% badanych nasilenie odczynu było średnie (++), u 30 % silne, wg przyjętej skali (+++). U 

osób z grupy kontrolnej test płatkowy z siarczanem niklu był ujemny. Dodatni test punktowy z a. 

roztoczy (a.D1) wykazano u 64% chorych. Dane z wywiadu ujawniły obecność skazy alergicznej 

(DE) w dzieciństwie u 67% chorych z AZS, a dodatni wywiad rodzinny wystąpił u 65% pacjentów 

z  tej  grupy.  U  chorych  z  AZS  współwystępowały  inne  choroby  alergiczne,  a  więc  głównie 

kontaktowe zapalenie skóry (AK) u 53% chorych, alergiczny nieżyt nosa (ANN) u 23% chorych, 

astma  alergiczna  (AA)  i  alergia  pokarmowa  (AP)  u  20%  chorych.  U  pacjentów  z  AZS 

zdiagnozowano także chorobę Hashimoto (Has) (3%) oraz alergiczne zapalenie spojówek (AZO) 

(3%). Wspomniane powyżej parametry były ujemne w grupie kontrolnej. Nie wykazano korelacji 

pomiędzy występowaniem u chorych z AZS dodatniego testu płatkowego z 5% siarczanem niklu, a 

dodatnim  testem  punktowym  z  a.D1  (korelacja  Spearmana  p>0,05).  Podobnie  nie  wykazano 
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korelacji  pomiędzy wysokim stężeniem tIgE (>200 kIU/ml),  a  dodatnim wywiadem rodzinnym 

(p>0,05). Natomiast znaleziono korelację pomiędzy wysokim stężeniem tIgE w surowicy chorych, 

a  obecnością  skazy  alergicznej  (DE)  w  dzieciństwie  (korelacja  Spearmana  r=  0,45  p<  0,05). 

Pozwala to  wnosić,  iż chorzy z AZS stanowią grupę zróżnicowaną pod względem badanych,  a 

często uznawanych za typowe dla AZS parametrów.

Przeprowadzona analiza porównawcza sekrecji cytokin (IFNγ, IL2, IL13) po stymulacji 

NiSO4  (25  µM i 50  µM) u chorych z AZS nie wykazała różnic pomiędzy grupą chorych z AZS 

(n=30)  i  grupą  kontrolną  osób  zdrowych  (n=30)  (p>0,05).  Jednakże  analiza  danych  w Tab.  2 

pokazuje, że wydzielanie cytokin jest różnorodne w zależności od użytego antygenu do stymulacji 

(mediana sekrecji analizowanej cytokiny waha się od 0,77 – krotnej zmiany dla IFNγ  po stymulacji 

1.0  µg/ml a.D1 do 1,5-krotnej zmiany dla IFNγ  po stymulacji SEA u chorych z AZS). Natomiast w 

grupie kontrolnej sekrecja waha się od 0,48- krotnej zmiany dla IFNγ po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1 

do 1,6- krotnej dla IL13 po stymulacji SEA w zaostrzeniu atopowego zapalenia skóry. W remisji 

AZS (tabela 3) najwyższa sekrecja występuje dla IFNγ po stymulacji SEB,  natomiast najniższa w 

przypadku IL2 po stymulacji 25  µM NiSO4.  Zwraca uwagę również fakt dużej różnorodności w 

obrębie podgrup dla każdego antygenu, o czym świadczy szeroki przedział wartości minimum i 

maksimum dla każdej z analizowanych cytokin. Świadczy to o dużej niejednorodności wyników w 

obrębie badanych podgrup. Wykonano także analizę porównawczą  spontanicznej (niestymulowane 

PBMC) sekrecji cytokin, w celu uzyskania informacji czy  pobudzenie  tych komórek jest inne u 

chorych z AZS niż w grupie osób kontrolnych-zdrowych in vivo. Odmienna spontaniczna sekrecja 

w grupie chorych z AZS w porównaniu do kontroli sugerowałaby, że typ profilu cytokinowego po 

stymulacji  alergenem in  vitro  jest  w  dużym stopniu  zależny nie  tylko  od  rodzaju  użytego  do 

stymulacji  alergenu,  ale  i  środowiska  cytokinowego,  w  którym znajdowały  się  komórki  przed 

pobraniem  krwi.  To  tłumaczyłoby  dużą  różnorodność  odpowiedzi  na  alergen  w  obrębie 

analizowanej  podgrupy.  Jednakże przeprowadzona analiza porównawcza nie  wykazała istotnych 

statystycznie różnic w spontanicznej sekrecji każdej z 3 cytokin (p>0,05) pomiędzy grupą chorych 

z AZS i zdrowych-kontrolnych.
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Tabela 10: Reaktywność PBMC na siarczan niklu, a. D1 roztocza kurzu domowego oraz 
enterotoksyny gronkowcowe A i B  w zaostrzeniu AZS 

(wartości umieszczone w tabeli podano jako medianę +/- maksimum i minimum)

AZS:
n=30

IFNγ
spont

IL2
spont.

IL13
spont.

IFNγ
NiSO4

IL2
NiSO4

IL13
NiSO4

IFNγ
D1

IL2
D1

IL13
D1

IFNγ
SE

IL2
SE

IL13
SE

IFNγ
PHA

IL2
PHA

IL13
PHA

25 µMNiSO4 

0.4  D1 µg/ml
SEA

61,5
+/-

8-646

18
+/-

3-295

11
+/-

4-82

1,01
+/-

0,3-5,6

1,07
+/-
0,1-
10,6

1,0
+/-

0,1-4,3

0,79
+/-

0,1-4,0

0,87
+/-
0,2-
10,0

0,83
+/-
0,2-
3,25

1,5
+/-

0,07-
33,8

1,39
+/-
0,4-
33,8

1,14
+/-
0,1-
2,8

0,83
+/-

11,4
-0,03

1,31
+/-
7,6
-0,3

1,12
+/-
5,7
-0,150 µMNiSO4 

1.0 D1 µg/ml
SEB

0,93
+/-

0,1-5,2

1,03
+/-
0,3-
11,6

1,03
+/-

0,2-6,2

0,77
+/-

0,03-5,5

0,89
+/-
0,2-
5,4

1,23
+/-

0,3-6,7

1,33
+/-
0,1-
13,9

1,43
+/-
0,3-
34,4

1,04
+/-
0,3-
5,9

Kontrola
n=30

IFNγ
spont

IL2
spont.

IL13
spont.

IFNγ
NiSO4

IL2
NiSO4

IL13
NiSO4

IFNγ
D1

IL2
D1

IL13
D1

IFNγ
SE

IL2
SE

IL13
SE

IFNγ
PHA

IL2
PHA

IL13
PHA

25 µMNiSO4 

0.4  D1 µg/ml
SEA 118

+/-
10-579

42
+/-

3-259

9
+/-

4-133

1,0
+/-

0,1-4,3

0,89
+/-
0,1-
9,3

0,93
+/-

0,07-
4,8

0,63
+/-

0,1-3,1

0,97
+/-
0,1-
5,7

0,91
+/-

0,09-
5,14

0,92
+/-
0,1-
12,6

1,58
+/-
0,2-
8,6

1,6
+/-
0,4-
14,3

0,7
+/-

14,9
-0,16

1,02
+/-
5,3
-0,3

1,4
+/-
9,5
-0,250 µMNiSO4 

1.0 D1 µg/ml
SEB

0,93
+/-

0,06-
21,4

0,86
+/-

0,06-
18,0

0,91
+/-

0,1-6,7

0,48
+/-

0,01-5,3

0,93
+/-
0,2-
8,0

1,25
+/-

0,2-8,2

0,94
+/-

0,09-
11,8

1,35
+/-

0,07-
4,9

1,54
+/-
0,4-
6,8

Tabela 11: Reaktywność PBMC na siarczan niklu, a.D1 roztocza kurzu domowego oraz 
enterotoksyny gronkowcowe A i B  w remisji AZS

(wartości umieszczone w tabeli podano jako medianę +/- maksimum i minimum)

AZS:
n=22

IFNγ
spont

IL2
spont.

IL13
spont.

IFNγ
NiSO4

IL2
NiSO4

IL13
NiSO4

IFNγ
D1

IL2
D1

IL13
D1

IFNγ
SE

IL2
SE

IL13
SE

IFNγ
PHA

IL2
PHA

IL13
PHA

25 µMNiSO4 

0.4  D1 µg/ml
SEA

47
+/-

272-
2

20,5
+/-

203-
3

7,5
+/-
57-
3

1,06
+/-

22,25-
0,17

0,8
+/-

3,86-
0,19

0,81
+/-

2,64-
0,14

0,94
+/-

14,0-
0,34

0,92
+/-
4,0-
0,17

1,42
+/-
3,4-
0,14

1,55
+/-

35,7-
0,04

0,92
+/-

3,25-
0,32

1,15
+/-

2,05-
0,23

1,04
+/-

12,0-
0,15

1,1
+/-

2,83-
0,29

1,3
+/-

6,64-
0,4

50 µMNiSO4 

1.0 D1 µg/ml
SEB

0,91
+/-

2,37-
0,22

0,85
+/-
2,4-
0,19

1,06
+/-
2,7-
0,12

0,69
+/-

8,37-
0,2

0,97
+/-
7,5-
0,12

1,71
+/-

3,37-
0,25

1,72
+/-

26,0-
0,06

1,07
+/-
5,0-
0,27

0,97
+/-

2,86-
0,15

 2. Analiza alergii na nikiel w zaostrzeniu atopowego zapalenia skóry

2.1  : Wpływ współwystępowania innych chorób na profil cytokinowy powstały w odpowiedzi na  
siarczan niklu u chorych z atopowym zapaleniem skóry

Analiza porównawcza sekrecji IFNγ, IL2, IL13  po stymulacji siarczanem niklu pomiędzy 

grupą chorych z AZS (n=30) i grupą osób zdrowych-kontrolnych (n=30) dopasowanych wiekowo i 

płciowo opisanych w tabeli 2 nie wykazała różnic w odpowiedzi na siarczan niklu in vitro (p>0,05). 

Jak pokazuje tabela 10 odpowiedź komórek jednojądrzastych krwi (PBMC) na siarczan niklu w 

hodowli  in  vitro  jest  niejednorodna  (duża  rozbieżność  pomiędzy  minimalną  a  maksymalną 
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odpowiedzią  na siarczan niklu  w badanych grupach).  Dlatego też dokonano podziału  w grupie 

chorych  z  AZS  pod  względem  rodzaju  chorób  współistniejących  z  AZS,  ponieważ   

jednym z czynników różnicujących odpowiedz na siarczan niklu może być współwystępowanie 

innych  chorób  z  AZS.  Analiza  porównawcza  przeprowadzona  u  chorych  z  AZS z  kontaktową 

alergią  niklową bez chorób współistniejących  (n=6) i  w grupie kontrolnej  (n=6) nie  wykazała 

istnienia  różnic  w  sekrecji  cytokin  (IFNγ,  IL2,  IL13)  in  vitro  po  stymulacji  siarczanem niklu 

(p>0,05 ).  Po dołączeniu do badanej grupy chorych tylko z AZS dodatkowych osób, u których 

współwystępowała astma alergiczna (n= 1) lub astma alergiczna i alergia pokarmowa (n= 2) lub 

alergiczny nieżyt  oczu  (n=1),  alergiczny nieżyt  nosa  i  alergia  pokarmowa (n=1),  cechy alergii 

kontaktowej (n=3), cechy alergii kontaktowej z alergią pokarmową (n=1) oraz choroby Hashimoto 

(n=2) również nie wykazano różnic w porównaniu do grupy kontrolnej (p>0.05). 
Tabela 12: Chorzy  z AZS z kontaktową alergią niklową i grupa kontrolna 

(wartości podano jako medianę +/- maksimum i minimum) 

NiSO4 IFNγ
25 µΜ

IL2
25 
µΜ

IL13
25 
µΜ

IFNγ
50

 µΜ

IL2
50 
µΜ

IL13
50 
µΜ

IFN 
kontrola
25 µΜ

IL2
kontrola
25 µΜ

IL13 
kontrola
25 µΜ

IFN 
kontrola
50 µΜ

IL2
kontrola
50 µΜ

IL13 
kontrola
50 µΜ

AZS 1,03
+/-

5,65 -0,68

0,95
+/-

10,6-
0,4

1,04
+/-

4,33-
0,39

0,66
+/-

5,19-
0,36

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,84
+/-

3,17-
0,22

0,68
+/-

1,84
-0,12

0,73
+/-

1,86
-0,15

0,49
+/-

0,11
-1,25

0,82
+/-

1,62-
0,06

0,6
+/-

1,39-
0,06

0,65
+/-

1,62-
0,15

AZS  i
AZS + AA

1,13
+/-

5,65-
0,68

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,02
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,48
+/-

0,11-
1,25

0,87
+/-

1,62-
0,06

0,8
+/-

1,39-
0,06

0,56
+/-

1,62-
0,15

AZS i AZS 
+AA + AP 

1,03
+/-

5,65-
0,68

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,16

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-
0,33

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,49
+/-

0,11-
1,88

0,91
+/-

1,62-
0,06

0,7
+/-

1,39-
0,06

0,87
+/-

2,88-
0,15

AZS i 
AZS + ANO

1,04
+/-

5,65-
0,68

0,9
+/-

10,6-
0,11

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,49
+/-

0,11-
1,25

0,75
+/-

1,62-
0,06

0,8
+/-

1,39-
0,06

0,56
+/-

2,88-
0,15

AZS i
AZS + ANN + 

AP

1,03
+/-

5,65-
0,38

0,9
+/-

10,6-
0,29

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-0,84

0,92
+/-

3,17-0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,49
+/-

1,38-
0,11

0,75
+/-

1,62-0,06

0,71
+/-

1,39-
0,06

0,75
+/-

2,88-
0,15

AZS i
AZS + AK

1,03
+/-

5,65-
0,38

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,14

0,67
+/-

5,19-
0,14

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

3,14-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,51
+/-

1,25-
0,07

0,82
+/-

21,38-
0,06

0,67
+/-

2,33-
0,06

0,53
+/-

2,88-
0,15

AZS i
 AZS +AK 

+ANN

1,03
+/-

5,65-
0,35

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,54
+/-

1,25-
0,11

0,75
+/-

21,38-
0,06

0,57
+/-

2,33-
0,06

0,75
+/-

2,88-
0,15

AZS  i
AZS + AK + 

AA  

1,03
+/-

5,65-0,35

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,63
+/-

5,2-0,4

0,83
+/-

11,6-0,33

0,67
+/-

3,17-0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,54
+/-

1,25-
0,11

0,84
+/-

21,38-
0,06

0,74
+/-

2,33-
0,06

0,53
+/-

2,88-0,15

AZS   i 
AZS +AK + 

AP  

1,03
+/-

5,65-0,35

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,54
+/-

1,25-
0,11

0,9
+/-

21,38-
0,06

0,78
+/-

2,33-
0,06

0,56
+/-

2,88-
0,15

AZS  i
AZS + Has

1,03
+/-

5,65-0,35

0,9
+/-

10,6-
0,4

1,0
+/-

4,33-
0,39

0,67
+/-

5,19-
0,66

0,84
+/-

11,6-
0,6

0,92
+/-

3,17-
0,22

0,79
+/-

1,84-
0,12

0,75
+/-

1,86-
0,15

0,54
+/-

4,83-
0,11

0,91
+/-

21,38-
0,06

0,84
+/-

2,33-
0,06

0,87
+/-

2,88-
0,15
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Przeprowadzone analizy sugerują więc, że współwystępowanie innych chorób alergicznych 

wraz  z  AZS u chorych z  kontaktową alergią  niklową nie  wydaje się  wpływać na  molekularny 

mechanizm odpowiedzi na NiSO4 in vitro w zaostrzeniu atopowego zapalenia skóry. Wniosek ten 

wymaga jednak potwierdzenia i dalszych badań.

W dalszej  kolejności przeprowadzono analizę porównawczą sekrecji  cytokin (IFNγ,  IL2, 

IL13) po stymulacji NiSO4 (25µM i 50µM) w grupie chorych z AZS z kontaktową alergią niklową 

(n = 7), chorych z AZS bez kontaktowej alergii niklowej (n=7) oraz w grupie kontrolnej (n=7).  

Pacjenci z AZS w grupach AZS Ni(+) i AZS Ni(-) różnili się tylko wynikiem testu płatkowego na 

nikiel, natomiast mieli ten sam zestaw chorób współtowarzyszących AZS w parze tj. AZS Ni(+) i  

Ni(-).  W  ten  sposób  różnice  między  grupami,  które  teoretycznie  pojawiłyby  się  byłyby 

spowodowane tylko przez obecność kontaktowej alergii niklowej. Nie zaobserwowano różnic w 

sekrecji cytokin pomiędzy grupami AZS Ni(+) i AZS Ni(-), AZS Ni(+) i kontrolą (p>0,05). Wydaje 

się więc, że obecność kontaktowej alergii niklowej w AZS nie wpływa na sekrecję analizowanych 

cytokin przez PBMC pod wpływem siarczanu niklu in vitro. 

2.2: Wpływ występowania kontaktowej alergii niklowej na nasilenie zmian skórnych w atopowym 
zapaleniu skóry (wskaźnik SCORAD)

Poszukiwano, czy istnieje związek między spontaniczną sekrecją cytokin (IFNγ, IL2, IL13), 

a nasileniem zmian skórnych wg wskaźnika SCORAD u chorych z AZS (n=30). Nie wykazano 

korelacji pomiędzy spontaniczną sekrecją badanych 3 cytokin a wskaźnikiem SCORAD (p>0,05). 

Wydaje się więc, że  profil sekrecji cytokin wydzielanych przez PBMC spontanicznie w hodowli in 

vitro  (na  skutek  kontaktu  z  różnymi  alergenami  in  vivo)  nie  decyduje  bezpośrednio  o  stopniu 

nasilenia zmian skórnych (SCORAD) w AZS lub inne, nie badane w tym projekcie cytokiny są 

bezpośrednio związane z nasilaniem zmian skórnych w AZS. W dalszej kolejności poszukiwano, 

czy modyfikacja profilu cytokinowego przez dominujący w danym momencie alergen, tj. będący w 

dużej  ilości  w  ustroju,  może  wpływać  na  nasilenie  zmian  skórnych  (SCORAD).  W tym  celu 

poszukiwano  korelacji  w  modelu  in  vitro  pomiędzy  profilem  cytokinowym   powstałym  po 

stymulacji  siarczanem niklu  (dominujący alergen)  a  wskaźnikiem SCORAD u chorych z  AZS. 

Zaobserwowano  istnienie  ujemnej  korelacji  pomiędzy  liczbą  PBMC  wydzielających  IFNγ po 

stymulacji 50 µM siarczanem niklu a SCORAD (rs=-0,79 p<0,05).
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Ryc. 7: Sekrecja IFNγ po stymulacji 50 µM siarczanem niklu a SCORAD u chorych tylko z AZS z kontaktową 
alergią niklową. Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ 

Wydaje się więc, że u chorych z kontaktową alergią niklową w AZS nasileniu zmian skórnych 

towarzyszy  spadek  sekrecji  IFNγ, co wydaje  się  mieć  związek  ze  stymulacją  siarczanem niklu 

komórek jednojądrzastych krwi. Następnie przeprowadzono analizę korelacji wskaźnika SCORAD 

i  profilu  cytokinowego  po  stymulacji  siarczanem niklu  in  vitro  w grupach  chorych  z  AZS  z 

dodatnim i ujemnym  wynikiem testu płatkowego na nikiel. Ze względu na potencjalną możliwość 

wpływu  współwystępowania  innych  chorób  na  profil  cytokinowy  w  AZS   do  badanych  grup 

włączono  tylko  pacjentów,  u  których  współwystępowały  te  same  choroby  alergiczne,  a  grupy 

różniły się tylko wynikiem testu płatkowego na nikiel.  Analiza korelacji  pokazała,  że w grupie 

chorych z  AZS  z  dodatnim wynikiem testu  płatkowego na nikiel  (Ni≥ ++)  występuje  ujemna 

korelacja pomiędzy sekrecją  IFNγ po stymulacji  50µM NISO4cacwskaźnikiemcSCORAD (rs= - 

0,72 p<0,05). Natomiast analiza korelacji w grupie chorych z ujemnym wynikiem testu płatkowego 

na nikiel pokazała, że występuje ujemna korelacja pomiędzy sekrecją IFNγ po stymulacji 25  µM 

siarczanem niklu a wskaźnikiem SCORAD (rs= - 0,82 p< 0,05).

Ryc.8: Sekrecja  IFNγ  po stymulacji 50 µΜ siarczanem niklu u chorych z AZS z kontaktową alergią niklową 
(wykres po lewej stronie) oraz sekrecja  IFNγ  po stymulacji 25 µΜ siarczanem niklu u chorych z AZS z 

ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel (wykres po prawej stronie) a SCORAD. 
Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ
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Wydaje  się  więc,  że  spadek  sekrecji  IFNγ po  stymulacji siarczanem  niklu  prowadzący  do 

pobudzenia  mechanizmów  związanych  z  nasilaniem  zmian  skórnych  (SCORAD)  wiąże  się  z 

reaktywnością  na  nikiel  komórek układu immunologicznego zdolnych do migracji  do skóry,  w 

której  odpowiadają za dodatni  wynik testu płatkowego (przy wyższej  dawce siarczanu niklu in 

vitro) oraz nie migrujących do skóry (ujemny wynik testu płatkowego) i obecnych w krwiobiegu 

(niższa dawka siarczanu niklu in vitro).

2.3: Czy  wynik testu skórnego płatkowego na nikiel odzwierciedla potencjał komórek PBMC do 
reagowania na siarczan niklu in vitro – analiza porównawcza dwóch typów testów: płatkowy in 

vivo oraz immunobarwienie w teście in vitro ELISpot.

Test  płatkowy na  nikiel  informuje  o  obecności  leukocytów w skórze  i/lub  obecnych  w 

krwiobiegu  posiadających  receptory  kierujące  do  skóry  (Cutaneous  Lymphocyte  Antigen  tzw. 

CLA).  Te  komórki  mają  zdolność   reagowania   na  siarczan  niklu  zgodnie  z  mechanizmem 

immunologicznym  typu  IV  (mechanizm  typu  późnego).  Test  ELISpot  informuje  o  obecności 

leukocytów w krwiobiegu o potencjale reagowania na siarczan niklu in vitro. Te komórki mogą, ale 

nie muszą posiadać zdolność migracji do skóry.

Badano,  czy  reakcja  skóry  na  nikiel  w  teście  płatkowym  zależy  od  środowiska 

cytokinowego we krwi.  Publikacje  z  zakresu immunologii  sugerują,  że  środowisko cytokinowe 

m.in.  wpływa  na  ekspresję  receptora  CLA na  powierzchni  PBMC,  a  więc  może  wpływać  na 

migrację komórek do skóry, w której mogą one odpowiadać na nikiel w teście płatkowym. Aby 

sprawdzić,  czy  istnieje  związek  pomiędzy  reaktywnością  skóry  na  nikiel,  a  środowiskiem 

cytokinowym w krwiobiegu  poszukiwano czy istnieje zależność pomiędzy spontaniczną sekrecją 

badanych  cytokin,  a  wynikamictestucpłatkowegocnacnikiel. Niecwykazanocistnienia  zależności 

(p>0,05) pomiędzy spontaniczną sekrecją badanych cytokin, a wynikami testu płatkowego na nikiel 

u  chorych  z  AZS  z  dodatnim  i  ujemnym  wynikiem  testu  płatkowego.  W  dalszej  kolejności 

sprawdzano więc, czy wynik testu płatkowego na nikiel zależy od obecności komórek reagujących 

na nikiel we krwi (PBMC). W tym celu poszukiwano czy istnieje zależność pomiędzy sekrecją  

badanych cytokin po stymulacji siarczanem niklu in vitro, a wynikami testu płatkowego na nikiel u 

chorych z AZS z dodatnim  i ujemnym wynikiem tego testu. Zaobserwowano, że sekrecja IFNγ po 

stymulacjic50µMcNiSO4cspadaczecwzrostemcreaktywnościcskórycnacsiarczancniklucwcteściec

płatkowymc(rs=c-0,39cp<0,05). 
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Ryc.9: Sekrecja IFNγ po stymulacji 50 µM NiSO4 a reaktywność skóry na  5% NiSO4  w teście płatkowym 

                 u chorych z AZS z dodatnim i ujemnym wynikiem testu płatkowego

Wyniki analizy sugerują, że ze wzrostem nasilenia odczynu skórnego w teście płatkowym na nikiel 

maleje sekrecja IFNγ. Wydaje się więc, że reaktywność skóry na nikiel  jest zależna od PBMC – 

spadek sekrecji IFNγ po stymulacji siarczanem niklu wydaje się wiązać ze wzrostem reaktywności 

układu immunologicznego na nikiel w skórze. Ta obserwacja sugeruje, że test płatkowy na nikiel 

odzwierciedla potencjał PBMC do reagowania na nikiel  in vitro.

W dalszej kolejności sprawdzano, jaki typ profilu cytokinowego powstałego w odpowiedzi 

na siarczan niklu dominuje u chorych z AZS z dodatnim wynikiem testu płatkowego. Wykazano, że 

ze wzrostem reaktywności skóry na siarczan niklu w teście płatkowym na nikiel wzrasta sekrecja 

IL2 po stymulacji 50  µM siarczanem niklu w grupie chorych tylko z AZS z kontaktową alergią 

niklową (rs= 0,83 p< 0,05).

Ryc.10: Sekrecja IL2 po stymulacji 50 µM siarczanem niklu in vitro a wynik testu płatkowego 
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS. 

Kolor: niebieski – wynik testu płatkowego na NiSO4, czerwony – sekrecja ΙL2

Po włączeniu do grupy chorych tylko z AZS pacjentów z AZS z kontaktową alergią niklową ze 

współwystępującym  alergicznym  nieżytem  nosa  (ANN)  i  alergią  pokarmową  (AP)  (n=1)  ze 
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wzrostem  reaktywności  skóry  na  siarczan  niklu  w  teście  płatkowym  wzrasta  sekrecja  IL2  po 

stymulacji 25 µM siarczanem niklu (rs= 0,72 p<0,05) oraz po stymulacji 50 µM siarczanem niklu 

(rs=  0,87  p=0,01).  Z  kolei  po  włączeniu  do  grupy chorych  tylko  z  AZS  pacjentów  z  AZS  z 

kontaktową alergią  niklową ze  współwystępującą  chorobą Hashimoto  (Has)  (n=2) ze wzrostem 

reaktywności skóry na siarczan niklu w teście płatkowym obserwuje się wzrost sekrecji IL2  po 

stymulacji 50 µM siarczanem niklu (rs= 0,65 p<0,05). Natomiast po włączeniu do grupy chorych 

tylko z AZS pacjenta z AZS z alergicznym zapaleniem spojówek (ANO)  (n=1) obserwuje się, że ze 

wzrostem reaktywności  skóry  na  siarczan niklu  w teście  płatkowym wzrasta  sekrecja  IL2 po 

stymulacji 25 µM siarczanem niklu(rs= 0,72 p<0,05).

Ryc.11:  Sekrecja IL2 po stymulacji 50 µM siarczanem niklu a wynik testu płatkowego 
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentów ze współwystępującymi wraz z 

AZS: ANN i AP (pacjent 3)  oraz chorobą Hashimoto (pacjent: 4,5). 
Kolor: niebieski - wynik testu płatkowego na NiSO4, czerwony – sekrecja IL2

Ryc.12: Sekrecja IL2 po stymulacji 25 µM siarczanem niklu in vitro a wynik testu płatkowego 
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentów ze współwystępującymi wraz z 

AZS: ANN i AP (pacjent 2)  oraz AZO (pacjent 3).
Kolor: niebieski - wynik testu płatkowego na NiSO4, czerwony – sekrecja IL2

W  przypadku  dołączenia  do  grupy  chorych  tylko  z  AZS  dodatkowych  pacjentów  z 

współwystępującą astmą alergiczną (AA) (n= 1) lub astmą alergiczną (AA) i alergią pokarmową 
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(AP) (n= 2) lub AZS z cechami alergii kontaktowej (n=3) lub AZS z cechami alergii kontaktowej 

(AK)  i alergią pokarmową (AP) (n= 1) zanika korelacja (p>0,05 ) pomiędzy reaktywnością skóry 

na siarczan niklu w teście płatkowym, a sekrecją IL2 po stymulacji 25  µM i 50  µM siarczanem 

niklu. W przypadku pozostałych dwóch cytokin (IFNγ, IL13) także nie wykazano istnienia korelacji 

ich sekrecji z reaktywnością skóry na siarczan niklu w teście płatkowym (p>0,05).

Ryc.13: Sekrecja IL2 po stymulacji 50 µM siarczanem niklu in vitro a wynik testu płatkowego 
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentów ze współwystępującymi wraz z 

AZS: AK i AP (pacjent 3), AK (pacjent: 4,5,6), AA i AP (pacjent: 7, 8) , AA (pacjent 11).
Kolor: niebieski - wynik testu płatkowego na NiSO4, czerwony – sekrecja IL2

Ryc.14: Reaktywność PBMC na 25 µM siarczan niklu in vitro a wynik testu płatkowego 
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do grupy pacjentów z AZS ze współwystępującymi: 

AK i AP (pacjent 3), AK (pacjent: 4,5,6), AA i AP (pacjent: 7, 8), AA (pacjent 11).
Kolor: niebieski - wynik testu płatkowego na NiSO4, czerwony – sekrecja IL2

Przeprowadzone  analizy  sugerują,  że  profil  reaktywności  PBMC na  nikiel   w  astmie  i  alergii 

kontaktowej jest inny niż w atopowym zapaleniu skóry, ponieważ współwystępowanie tych chorób 

alergicznych z AZS powoduje zanik korelacji  pomiędzy sekrecją IL2 po stymulacji  siarczanem 

niklu in vitro, a wynikiem testu płatkowego na nikiel. Wydaje się więc, że na różnorodność profili  

cytokinowych powstałych po stymulacji PBMC siarczanem niklu in vitro obserwowanych wśród 

chorych na AZS może wpływać współobecność innych chorób alergicznych. W ramach dodatkowej 
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obserwacji  znaleziono  grupę  pacjentów z  ujemnymi  wynikami  testów płatkowych  na  nikiel,  u 

których  był  przynajmniej  dwukrotny  wzrost  liczby  PBMC  wydzielających 

analizowaneccytokinycpocstymulacjicsiarczanemcniklucincvitro.

Tabela 13: Reaktywność PBMC na nikiel u osób z ujemnym testem płatkowym na nikiel – wybrane przypadki

stężenie NiSO4 IFNγ IL2 IL13 choroby

Pacjent 1 25 µM 22,25 0,81 1,14 AA, ANN, AP

Pacjent 1 50 µM 2,38 0,31 1 AA, ANN, AP

Pacjent 2 25 µM 2,5 3,85 0,44 ANN, AP

Pacjent 2 50 µM 1,87 0,95 0,56 ANN, AP

Pacjent 3 25 µM 1,27 1,05 2,64 AK, ANN, AA

Pacjent 3 50 µM 0,9 0,87 2,18 AK, ANN, AA

Wydaje  się,  że  PBMC reagujące na siarczan niklu  in  vitro  u osób z  ujemnym wynikiem testu 

płatkowego mogą mieć związek z występowaniem alergii pokarmowej (pacjent: 1,2) w ramach tzw. 

reakcji  krzyżowej  niklu  obecnego  w  pokarmach.  Natomiast  u  trzeciego  pacjenta  jest  obecne 

alergiczne zapalenie kontaktowe oraz astma alergiczna. Podejrzewa się, że ta reaktywność może 

mieć związek z tzw. systemową alergią niklową i nasilaniem stanu zapalnego w astmie alergicznej.  

Podsumowując więc, wydaje się, że wyniki testu skórnego płatkowego na nikiel i ELISpot 

potwierdzają  się,  ale  współwystępowanie  innych chorób alergicznych (astma alergiczna,  alergia 

pokarmowa)  może  powodować  negatywizację  wyniku  testu  płatkowego  na  nikiel,  pomimo 

obecności w krwiobiegu komórek reagujących na nikiel.
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3.  Alergia  na  roztocze  kurzu  domowego  Dermatophagoides  pteronyssinus w  zaostrzeniu 

atopowego zapalenia skóry

3.1: Wpływ współwystępowania innych chorób  na profil cytokinowy powstały w odpowiedzi na 
a.D1 u chorych z atopowym zapaleniem skóry

Analiza statystyczna porównująca sekrecję  IFNγ, IL2, IL13  w  grupach chorych z AZS w 

zaostrzeniu (n=30) i zdrowych-kontrolnych (n=30) nie wykazała istnienia  różnic w odpowiedzi 

komórek na  stymulację antygenem D1 (a.D1) o stężeniu 0.4  µg/ml  i  1.0  µg/ml  (p>0,05).  Jak 

pokazuje tabela 11 na stronie 38 odpowiedź PBMC na a.D1 w hodowli in vitro jest niejednorodna 

(duża rozbieżność pomiędzy minimalną i maksymalną odpowiedzią na a.D1 w badanych grupach). 

Dlatego  też  w  dalszej  kolejności  sprawdzano,  czy  współwystępowanie  innych  chorób  może 

modyfikować  profil  cytokinowy  otrzymywany  po  stymulacji  PBMC  a.D1  u  chorych  z  AZS. 

Przeprowadzona analiza  statystyczna  wykazała  wzrost  sekrecji   IFNγ i  IL13 po stymulacji  1.0 

µg/ml a.D1 (IFNγ: p< 0,05 i IL13: p<0,05) w grupie chorych z AZS bez chorób współistniejących 

w porównaniu do kontroli. Wykazano także wzrost sekrecji IL2 po stymulacji 0.4 µg/ml i 1.0 µg/ml 

a.D1 u chorych tylko z AZS bez chorób współistniejących w porównaniu do kontroli (0.4  µg/ml 

a.D1: p<0,05 i 1.0 µg/ml a.D1 p< 0,05).

Ryc.15a: Sekrecja IFNγ  (wykres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1 u 
chorych z AZS bez chorób współistniejących z dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej.

Kolor: czerwony – AZS, niebieski – kontrola

Ryc. 15b: Sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) oraz 1.0 µg/ml a.D1 (wykres po prawej stronie) 
u chorych tylko z AZS z dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 bez chorób współistniejących oraz w 

grupie kontrolnej. Kolor: czerwony – AZS, niebieski - kontrola
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Po  dołączeniu  do  badanej  grupy  chorych  tylko  z  AZS  dodatkowych  osób,  u  których 

współwystępowały  inne  choroby poszukiwano,  które  z  nich  najbardziej  modyfikują  otrzymany 

profil cytokinowy w stosunku do profilu otrzymanego u chorych tylko z AZS. Zaobserwowano, że 

najbardziej odbiegające od profilu cytokinowego otrzymanego tylko dla AZS są profile cytokinowe 

otrzymane dla: AZS + AA, AZS + ANN + AA + AP, AZS+ AK, AZS + AK + AA, AZS + AK +  

ANN + AA, AZS + AK + AP.

Tabela 14: Profil cytokinowy u chorych tylko z AZS bez chorób współistniejących z dodatnim wynikiem testu 
punktowego na a.D1 po dołączeniu do tej grupy chorych z AZS z różnymi chorobami współistniejącymi oraz 

profil cytokinowy w grupie kontrolnej  
obraz kliniczny wynik analizy porównawczej *

AZS (n=6) i AZS + ANO (n=1) IL2 AZS> IL2 K      p= 0,0364     0.4 µg/ml a. D1
IFNγ AZS> IFNγ K p=0,0364      1.0  µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K      p = 0,0131    1.0  µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K  p = 0,0487    1.0  µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AA (n=2) IL2 AZS> IL2 K      p = 0,019      1.0  µg/ml a. D1
IFNγ, IL2, IL13      p>0,05          1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + ANN + AA + AP (n=1) IL13 AZS> IL13 K p = 0,0275    0.4 µg/ml a. D1
IFNγ AZS> IFNγ K p= 0,087       1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K  p= 0,0087     1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS+ AK (n=2) IFNγ, IL2, IL13      p>0,05          0.4 µg/ml a. D1
IL2 AZS>IL2 K       p=0,0202      1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K  p=0,0415      1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + AA (n= 1) IFNγ, IL2, IL13      p>0,05          0.4 µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K      p=0,0415      1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K  p=0,0415      1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + ANN (n= 1) IL2 AZS>IL2 K       p=0,0364      0.4 µg/ml a. D1
IFNγ ΑΖS> IFNγ Κ p=0,0487      1.0 µg/ml a. D1
IL2 AZS>IL2 K       p=0,0265      1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS>IL13 K   p=0,0265      1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + ANN + AA (n= 1) IFNγ, IL2, IL13       p>0,05         0.4 µg/ml a. D1
IFNγ AZS> IFΝγ      p=0,0364     1.0 µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K       p=0,0131     1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K   p=0,0364     1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + AP (n=1) IL13 AZS> IL13 K  p=0,0367    0.4 µg/ml a. D1
IFNγ ΑΖS> IFNγ K  p=0,0265     1.0 µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K       p=0,0087     1.0 µg/ml a. D1
IL13 AZS> IL13 K   p=0,0265     1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + ANN + AP (n=1) IL2 AZS> IL2 K       p=0,0364     0.4 µg/ml a. D1
IFNγ ΑΖS> IFNγ K  p=0,0265     1.0 µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K       p= 0,0265    1.0 µg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + Has (n=2) IL2 AZS> IL2 K       p= 0,0249    0.4 µg/ml a. D1
IFNγ ΑΖS> IFNγ K  p= 0,0249    1.0 µg/ml a. D1
IL2 AZS> IL2 K       p= 0,0178    1.0 µg/ml a. D1

*Wcpozostałychcnieumieszczonychcwctabelicprzypadkachcróżnicecwcsekrecjiccytokin:cp>0,05
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Te obserwacje  wydają  się  pokazywać,  że  najbardziej  skrajny  i  modyfikujący  wpływ  na  profil 

cytokinowy w AZS mają astma alergiczna i alergiczne zapalenie kontaktowe. W przypadku astmy 

alergicznej  wartości  sekrecji  cytokin  Th1  (IFNγ,  IL2,IL13)  są  niskie.  Natomiast  w  przypadku 

pacjentów z  alergią  kontaktową wartości  sekrecji  IL2 są  różne  (wyższe  dla  jednego pacjenta  i 

niższe dla drugiego pacjenta).  Natomiast trudno stwierdzić, jaki jest wpływ alergicznego nieżytu 

nosa  i  alergii  pokarmowej  na  profil  cytokinowy w AZS powstały po stymulacji  a.D1,  gdyż w 

badanej grupie nie znaleziono pacjentów z AZS z alergią roztoczową tylko ze współwystępującą 

alergią pokarmową. Jednakże analiza wykresów pokazuje, że u pacjenta z obrazem klinicznym AZS 

+ ANN + AA +  AP (ryc.16a) obserwuje się bardzo silną sekrecję IFNγ w porównaniu z resztą 

pacjentów po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1.

 
Tabela 15: Profil cytokinowy po stymulacji a.D1 u chorych tylko z AZS oraz AZS z astmą alergiczną, 

AZS z cechami alergii kontaktowej

Pacjent Obraz 
kliniczny

a.D1 (µg/ml) IFNγ IL2 L13

Pacjent 1 AZS 0.4 0,37 0,89 0,8

Pacjent 1 AZS 1 0,25 1,02 0,6

Pacjent 2 AZS 0.4 0,53 0,95 1,57

Pacjent 2 AZS 1 0,68 0,98 0,86

Pacjent 3 AZS 0.4 2,03 2,67 0,94

Pacjent 3 AZS 1 1,07 2,22 3,09

Pacjent 4 AZS 0.4 0,44 1,46 1

Pacjent 4 AZS 1 0,33 1,15 0,89

Pacjent 5 AZS 0.4 0,29 5,63 0,62

Pacjent 5 AZS 1 0,19 2,63 1,23

Pacjent 6 AZS 0.4 0,72 0,66 1,5

Pacjent 6 AZS 1 0,3 0,54 0,5

Pacjent 7 AZS+AA 0.4 0,13 0,27 0,58

Pacjent 7 AZS+AA 1 0,28 0,9 1

Pacjent 8 AZS+AA 0.4 0,25 0,89 1

Pacjent 8 AZS+AA 1 0,25 0,78 1,44

Pacjent 9 AZS+AK 0.4 1,22 0,32 3,25

Pacjent 9 AZS+AK 1 0,68 0,36 6,25

Pacjent 10 AZS+AK 0.4 0,29 5,63 0,62

Pacjent 10 AZS+AK 1 0,03 2,63 1,23

49



Ryc.16a: Sekrecja IFNγ (wykres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) po stymulacji 1.0 µg/ml 
a.D1 u chorych tylko z AZS po włączeniu chorych z AZS z chorobami współistniejącymi. 

Kolor: czerwony – AZS, niebieski – kontrole

Ryc.16b: Sekrecja IL2 po stymulacji 1.0  µg/ml a.D1. Kolor: niebieski – AZS, czerwony - kontrola (wykres po 
lewej stronie). Sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 µg/ml a. D1 (wykres po prawej stronie) u chorych tylko z AZS po 
włączeniu chorych z AZS z chorobami współistniejącymi. Kolor: czerwony – AZS, niebieski - kontrola

Wstępne obserwacje wydają się sugerować, że współobecność innych chorób alergicznych może 

modyfikować  profil  cytokinowy powstały po  stymulacji  a.D1 w AZS poprzez  zwiększanie  lub 

zmniejszanie  sekrecji  cytokin  typu  Th1  (IFNγ,  IL2)  i  Th2  (IL13).  Wpływ współwystępowania 

innych chorób alergicznych na profil  cytokinowy powstały po a.D1 w AZS wydaje się  jednak 

niewystarczający w przypadku obrazów klinicznych: AZS + ANO, AZS + AK, AZS + AK + ANN, 

AZS + AK + ANN + AP, AZS + Has), aby w pełni wyjaśnić dużą niejednorodność w odpowiedzi  

PBMC na a.D1 u chorych z dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 w AZS.

Sprawdzano, czy profile cytokinowe otrzymane po stymulacji a.D1 u chorych z dodatnim i 

ujemnym  wynikiem  skórnego  testu  punktowego  na  a.D1  różnią  się.  Przeprowadzono  analizę 

porównawczą  sekrecji  analizowanych  trzech  cytokin  w  grupach  chorych  z  AZS  z  ujemnym  i 

dodatnim wynikiem testu  punktowego  na  antygen  D1  oraz  w  grupie  kontrolnej.  Aby  uniknąć 

zafałszowania wyniku w postaci różnic między grupami na skutek  potencjalnie modyfikującego 

wpływu innych chorób, do obu grup przydzielono pacjentów z tym samym "zestawem" chorób 
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alergicznych  (podobnym  obrazem  klinicznym)  różniących  się  tylko  w  parze  wynikiem  testu 

punktowego na antygen D1. Zaobserwowano wzrost sekrecji IFNγ w grupie D1(-) w porównaniu z 

D1(+)  (p<  0,05),  ale  nie  kontrolą  (p>0,05)  po  stymulacji  0.4  µg/ml  a.D1.  Podobną  zależność 

wykazano po stymulacji PBMC 1.0 µg/ml a.D1 (AZS: IFNγ D1(-)> IFNγ D1(+) p< 0,05, kontrola 

p<0,05 dla każdej cytokiny). W przypadku IL2 obserwuje się wzrost sekrecji tej cytokiny w grupie 

D1(-) w porównaniu do grupy D1(+) (p<0,05) oraz kontroli (p<0,05) po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1. 

W  przypadku  wyższego  stężenia  alergenu  D1  użytego  do  stymulacji  (1.0  µg/ml  D1) 

zaobserwowano wzrost sekrecji IL13 w grupie D1(+) w porównaniu do kontroli (p<0,05), ale nie 

grupy D1(-) (p>0,05). Wydaje się więc,  że w grupie AZS D1(-) przeważa odpowiedź typu Th1 

(IFNγ, IL2) na a.D1 w porównaniu z grupą  AZS D1(+) przy niskich dawkach alergenu, natomiast 

przy wyższych dawkach alergenu w grupie AZS z D1(+) jest tendencja do odpowiedzi związanej z 

limfocytami Th2.

Ryc.17a: Sekrecja IFNγ  po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 (wykres  po lewej stronie) oraz 1.0 µg/ml a.D1 (wykres po 
prawej stronie) u chorych z AZS z ujemnym D1(-) oraz dodatnim D1(+) wynikiem testu punktowego na a.D1 

                                                         oraz w grupie kontrolnej

Ryc.17b: Sekrecja IL2 po stymulacji  0.4 µg/ml D1 (wykres po lewej stronie) i sekrecja IL13 po stymulacji 1.0 
µg/ml a.D1 (wykres po prawej stronie) u chorych z AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim D1(+) wynikiem testu 

punktowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej

Otrzymane wyniki sugerują więc, że w AZS odpowiedź na a.D1 może być zarówno Th1-zależna 

orazcTh2-zależna. Jednakże u chorych z AZS ze skórą reagującą na a.D1 zgodnie z mechanizmem 
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typu wczesnego,  w teście punktowym na a.D1 reagują zarówno Th1 oraz Th2 tylko przy wyższych 

dawkach  alergenu.  Natomiast  u  chorych  z  AZS,  których  skóra  nie  reaguje  na  a.D1  w  teście 

punktowym,  obserwuje  się  tylko  aktywację  limfocytów  Th1  przy  niższych  dawkach  alergenu. 

Wydaje się więc, że w rozwoju alergii roztoczowej w AZS odgrywają rolę mechanizmy Th1 i Th2 

zależne. 

3.2: Współoddziaływanie alergenów –  wpływ modyfikacji środowiska cytokinowego przez nikiel 
na profil cytokinowy PBMC stymulowanych a.D1

Zakłada się, że modyfikacja środowiska cytokinowego przez nikiel może wpływać na profil 

cytokinowy PBMC reagujących na a.D1. Pobudzone in vivo PBMC przez alergen niklowy (model 

in vitro reakcji PBMC na siarczan niklu naśladuje  zjawisko zachodzące in vivo) odpowiadające na 

a.D1 in vitro prezentują profil cytokinowy będący wypadkową działania tych dwóch alergenów.  

Przeprowadzona analiza porównawcza wykazała, że w grupie chorych z AZS z ujemnym wynikiem 

testu płatkowego na nikiel Ni(-) obserwowano wzrost sekrecji IL13 po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 w 

porównaniu  do  chorych  z  AZS  z  dodatnim  wynikiem  testu  płatkowego  na  nikiel  Ni(+)

(p<0,005) oraz kontroli  (p<0,05). Nikiel  wydaje się więc przeciwdziałać rozwojowi odpowiedzi 

typu Th2 (IL13) na a.D1. Natomiast w przypadku stymulacji 1.0 µg/ml a. D1 obserwowano wzrost 

sekrecji IL2 w grupie AZS z Ni(+) w porównaniu do grupy AZS z Ni(-) (p<0,05) oraz kontroli 

(p=0,01). Ta obserwacja sugeruje więc, że nikiel może promować odpowiedź typu Th1 na a.D1.

Ryc.18: Sekrecja IL13 po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie)  oraz IL2 po stymulacji 1.0  µg/ml 
a.D1 (wykres po prawej stronie) w grupie chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i dodatnim Ni(+) wynikiem testu 

płatkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej

W dalszej kolejności sprawdzono, czy istnieją zależności w sekrecji cytokin po stymulacji a.D1 i 

siarczanem niklu. Zaobserwowano istnienie następujących korelacji:
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Tabela 16: Korelacja pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji a.D1 i NiSO4 u chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i 
dodatnim Ni(+) wynikiem testu płatkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej

Grupa AZS Ni(-): asIgE dla D1: 2- 4 klasa,  (+) test punktowy a. D1: 83%

–stymulacja 0.4 µg/ml a.D1: IFNγ ΝiSO4 - IFNγ a. D1 rs= 0,8286 p=0,0292

–stymulacja 0.4 µg/ml a.D1: IL2  ΝiSO4- IFNγ  a. D1 rs=0, 8286  p=0,0208

–stymulacja 0.4 µg/ml a.D1: IL13 NiSO4-IFNγ a. D1 rs= 0,8697 p=0,0167

W pozostałych przypadkach nie wykazano istnienia korelacji (p>0,05).

Grupa AZS Ni(+): asIgE dla D1: 3-6 klasa (+) test punktowy a. D1: 83%

−stymulacja  0.4 µg/ml a.D1: IL2  ΝiSO4 - IFNγ a. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

–stymulacja  1.0 µg/ml a. D1: IFNγ ΝiSO4 - IFNγ  a. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

–stymulacja  1.0 µg/ml a. D1: IL2 NiSO4 – IL2 a. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

W pozostałych przypadkach nie wykazano istnienia korelacji (p>0,05).  

Kontrola: p>0,05   asIgE dla D1: 0 klasa (+) test punktowy a. D1:0%

W przypadku  grupy kontrolnej  nie  zaobserwowano  istnienia  korelacji,  co  sugeruje,  że  nie  ma 

związku pomiędzy reaktywnością PBMC u zdrowych na siarczan niklu i antygen D1 roztocza kurzu 

domowego. Natomiast w grupach AZS wykazano istnienie korelacji, co może oznaczać, że komórki 

reagujące  na  a.D1  również  mogą  reagować  na  nikiel,  co  może  odgrywać  istotną  rolę  w 

kształtowaniu środowiska cytokinowego istotnego w różnicowaniu limfocytów T oraz ich aktywacji 

i migracji. W  grupie AZS Ni(+) są to głównie synergistyczne zależności pomiędzy cytokinami typu 

Th1, co mogłoby tłumaczyć wzrost sekrecji IL2 w grupie AZS Ni(+) w porównaniu z pozostałymi 

grupami.   W grupie  AZS Ni(-)   zaobserwowano,  że  oprócz  wspomnianych powyżej  dodatnich 

korelacji dla cytokin Th1, wzrost sekrecji IFNγ po stymulacji a.D1 wiąże się ze wzrostem sekrecji 

IL13 po stymulacji siarczanem niklu.

3.3: Wpływ występowania alergii roztoczowej potwierdzonej dodatnimi wynikami testu 
punktowego na a.D1 na nasilenie objawów skórnych w atopowym zapaleniu skóry 

(wskaźnik  SCORAD)  

Poszukiwano czy istnieje związek między spontaniczną sekrecją cytokin (IFNγ, IL2, IL13), 

a nasileniem zmian skórnych wg wskaźnika SCORAD, aby wykazać, że nasilenie zmian skórnych 

jest  zdeterminowane  przez  środowisko  cytokinowe  tworzone  przez  różne  alergeny,  z  którymi 

PBMC mają kontakt w ustroju. Analizę korelacji wskaźnika nasilenia zmian skórnych SCORAD i 

profilu  cytokinowego  po  stymulacji  a.D1  in  vitro  przeprowadzono  w grupach  chorych  z  AZS 

(n=30)  z  dodatnim  D1(+)  i  ujemnym  D1(-)  wynikiem  skórnego  testu  punktowego  na  a.D1. 

Zaobserwowano ujemną korelację pomiędzy sekrecją IFNγ po stymulacji 0.4 µg/ml oraz 1.0 µg/ml 
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a.D1 a SCORAD (0.4 µg/ml a.D1: rs= - 0,29 p<0,05 ,1.0 µg/ml a.D1: rs= - 0,33 p<0,05).

Ryc. 19 Sekrecja IFNγ a SCORAD u chorych z AZS po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) i 
1.0 µg/ml a.D1 (wykres po prawej stronie)

To sugeruje,  że  istnieje  związek pomiędzy reaktywnością  PBMC na a.  D1 a nasilaniem zmian 

skórnych. Dalszą analizę przeprowadzono w grupie chorych tylko z AZS D1(+) w celu sprawdzenia 

czy  ta  zależność  ma  związek  z  klasyczną  alergią  roztoczową  w  AZS  potwierdzoną  dodatnim 

wynikiem testu punktowego na D1 tj. AZS z D1(+). Zaobserwowano ujemną korelację pomiędzy 

wskaźnikiem SCORAD a sekrecją IFNγ po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1 (rs= -0,83 p<0,05).

Ryc.20: Sekrecja IFNγ a SCORAD u chorych tylko z AZS bez chorób współistniejących z dodatnim wynikiem 
testu punktowego na a.D1 po stymulacji  1.0 µg/ml a.D1. Kolor: niebieski -SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ 

Wydaje się więc, że w atopowym zapaleniu skóry z klasyczną alergią roztoczową z D1(+) dochodzi 

do  zmniejszania  się  liczby  PBMC  w  krwi  wydzielających  IFNγ ze  wzrostem  nasilenia  zmian 

skórnych.  W kolejnej analizie sprawdzono czy opisana powyżej zależność występuje również u 

chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu punktowego na a.D1. Aby wykluczyć  zafałszowanie 

wyników  przez  potencjalnie  modyfikujący  wpływ  współwystępowania  chorób  z  AZS,  badania 

przeprowadzono na grupach z tym samym "zestawem" chorób alergicznych w parze różniących się 

tylko wynikiem testu punktowego na a.D1. Nie wykazano istnienia korelacji SCORAD – sekrecja 

cytokin (p>0,05) w żadnej z badanych grup tj. AZS D1(+) i AZS D1(-).
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Tabela 17: Reaktywność PBMC na a.D1 a SCORAD u chorych z AZS i chorobami współistniejącymi  z dodatnim 
D1 (+) i ujemnym D1(-) wynikiem testu punktowego na a.D1

D1(+) a. D1
(µg/ml)

Obraz kliniczny IFNγ IL2 IL13 SCORAD D1(-) Obraz 
kliniczny

IFNγ IL2 IL13 SCORAD

Pac1 0.4 AZS 0,44 1,46 1 1 Pac7 AZS 0,75 1 2,67 2

Pac1 1 AZS 0,33 1,15 0,89 1 Pac7 AZS 2,56 0,2 1,67 2

Pac2 0.4 AZS+AA 0,13 0,27 0,58 1 Pac8 AZS+AA 0,9 2,33 0,42 1

Pac2 1 AZS+AA 0,28 0,9 1 1 Pac8 AZS+AA 1,08 0,67 0,42 1

Pac3 0.4 AZS+AK 0,29 5,63 0,62 4 Pac9 AZS+AK 0,49 10 0,2 2

Pac3 1 AZS+AK 0,19 2,63 1,23 4 Pac9 AZS+AK 0,03 4,67 0,6 2

Pac4 0.4 AZS+AK 0,31 0,5 1,31 3 Pac10 AZS+AK 1 1,8 1,25 3

Pac4 1 AZS+AK 0,44 0,67 1,69 3 Pac10 AZS+AK 1,42 2,6 6,75 3

Pac5 0.4 AZS+AK 1,22 0,32 3,25 1 Pac11 AZS+AK 1 5 0,43 3

Pac15 1 AZS+AK 0,68 0,36 6,25 1 Pac11 AZS+AK 1,38 2,2 0,43 3

Pac6 0.4 AZS+AK+ANN 0,65 0,75 0,59 3 Pac12 AZS+AK+ANN 0,84 0,8 0,8 1

Pac6 1 AZS+AK+ANN 0 0 0 3 Pac12 AZS+AK+ANN 0 0 3,4 1

Zaistniała  zależność  między  SCORAD  a  sekrecją  IFNγ u  chorych  z  AZS  bez  chorób 

współistniejących zanika, gdy analizę przeprowadzono u chorych z AZS D1(+) z różnymi obrazami 

klinicznymi.  Wydaje  się  więc,  że  współwystępowanie  chorób  alergicznych  z  AZS  może 

modyfikować  profil  cytokinowy  w  odpowiedzi  na  a.D1,  a  w  rezultacie  może  wpływać  na 

molekularne mechanizmy związane z pojawianiem się atopowych zmian na skórze.

3.4: Czy wynik testu skórnego punktowego na a.D1 odzwierciedla potencjał PBMC do reagowania 
na a. D1 in vitro – analiza porównawcza dwóch typów testów: skórny punktowy in vivo oraz 

immunobarwienie w teście in vitro ELISpot

Test punktowy na a.D1 informuje o obecności leukocytów w skórze posiadających receptory 

kierujące  do  skóry  (Cutaneous  Lymphocyte  Antigen  tzw.  CLA).  Te  komórki  mają  zdolność 

reagowania na antygen D1 zgodnie z mechanizmem immunologicznym typu I (wczesna reakcja 

immunologiczna). Test Elispot informuje o obecności leukocytów w krwiobiegu, w tym przypadku 

o potencjale  reagowania  na a.D1 in vitro.  Te komórki  mogą,  ale  nie  muszą posiadać  zdolność 

migracji do skóry.  

Przeprowadzono analizę zależności  pomiędzy spontaniczną sekrecją badanych cytokin,  a 

wynikami testu punktowego na a.D1 w celu wykazania, że pojawienie się odpowiedzi skóry na a. 

D1 zależy od środowiska cytokinowego we krwi, które m.in. może regulować ekspresję receptora 

CLA (receptor  zasiedlania skóry obecny na  leukocytach).  Leukocyty migrujące do skóry mogą 

dawać dodatni wynik skórnego testu punktowego na a.D1.  Ze względu na ryzyko wystąpienia 

różnic między grupami AZS D1(+) i D1(-) związanych z dodatkowym wpływem różnych chorób 

alergicznych na profil cytokinowy w AZS analizę przeprowadzono na pacjentach z tym samym 
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zestawem chorób alergicznych w parze, różniących się tylko wynikiem skórnego testu punktowego 

na a.D1. Zaobserwowano niedobór IL2 w  grupie D1(-) w stosunku do grupy D1(+) i kontroli (IL2 

D1(-)  < IL2 D1(+) p< 0,05 i  IL2 D1(-)  < IL2 K p<0,005).  W grupie D1(+) wykazano wzrost 

sekrecji  IL13 w stosunku do grupy AZS z D1(-)  (IL13 D1(+) > IL13 D1(-)  p=0,008),  ale  nie 

kontroli  (p>0,05).  Dodatkowo  w  grupie  D1(+)  zaobserwowano  niedobór  IFNγ w  stosunku  do 

kontroli (IFNγ D1(+) < IFNγ K p<0,005).

Ryc 21a: Spontaniczna sekrecja IL2 (wykres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) u chorych z 
AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim D1(+) wynikiem testu płatkowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej

Ryc. 21b: Spontaniczna sekrecja IFNγ u chorych z AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim D1(+) wynikiem testu 
płatkowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej

Widoczne jest więc, że u chorych z AZS z D1(+) przeważa sekrecja IL2 oraz IL13, natomiast spada 

sekrecja IFNγ wydzielanego głównie u chorych z AZS z D1(-).

W dalszej kolejności sprawdzano, czy  wynik testu punktowego jest zależny  od obecności  

komórek  we krwi  reagujących  na  a.D1 i  w rezultacie  wydzielających  cytokinę/y.  W tym celu 

sprawdzono czy PBMC reagujące na a.D1 in vitro występują tylko w grupie AZS z D1(+), AZS z 

D1(-) oraz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano, że przynajmniej dwukrotny wzrost liczby PBMC 

wydzielających  analizowane  cytokiny  po  stymulacji  antygenem  D1  in  vitro  występują  we 

wszystkich 3 badanych grupach.
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Tabela 18: Wybrane przypadki silnej reaktywność PBMC na a.D1 u chorych z AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim 
D1(+) wynikiem testu punktowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej

Pacjent a. D1
(µg/ml)

Obraz 
kliniczny

IFNγ IL2 IL13

Pacjent1 0.4 AZS 0,75 1 2,67

Pacjent1 1 AZS 2,56 0,2 1,67

Pacjent2 0.4 AZS+AK 2,03 0,29 0,5

Pacjent2 1 AZS+AK 0,79 0,16 0,33

Pacjent3 0.4 AZS+AK 1 0,75 1,1

Pacjent3 1 AZS+AK 1,25 1,25 2,2

Pacjent4 0.4 AZS+AK 0,49 10 0,2

Pacjent4 1 AZS+AK 0,03 4,67 0,6

Pacjent5 0.4 AZS+AK 1 1,8 1,25

Pacjent5 1 AZS+AK 1,42 2,6 6,75

Pacjent6 0.4 AZS+AK 1 5 0,43

Pacjent6 1 AZS+AK 1,38 2,2 0,43

Pacjent7 0.4 AZS+AK 3,38 1,05 0,86

Pacjent7 1 AZS+AK 5,54 1,37 1,28

Pacjent8 0.4 AZS+AK+ANN 0,84 0,8 0,8

Pacjent8 1 AZS+AK+ANN 0,74 0,6 3,4

Konrtola1 0.4 zdrowy 0,69 0,82 0,8

Konrtola1 1 zdrowy 0,89 1 2,6

Konrtola2 0.4 zdrowy 0,27 1,06 2

Konrtola2 1 zdrowy 0,36 0,89 3,33

Konrtola3 0.4 zdrowy 0,63 0,2 2,1

Konrtola3 1 zdrowy 0,53 2,2 8,2

Wydaje się więc, że nie zawsze skórny test punktowy informuje o obecności PBMC o potencjale 

reagowania na a.D1.
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4. Reaktywność PBMC na enterotoksyny A i B gronkowca złocistego Staphylococcus aureus

4.1: Wpływ współwystępowania innych chorób alergicznych na profil cytokinowy powstały po 
stymulacji gronkowcowymi enterotoksynami A i B u chorych z atopowym zapaleniem skóry

 Publikacje  z  zakresu  alergologii  donoszą,  że  u  chorych z  AZS dochodzi  do niedoboru 

sekrecji IFNγ,  co m.in. prowadzi u nich do rozwoju infekcji gronkowcowych. Z drugiej  jednak 

strony  terapia  IFNγ stosowana  u  pacjentów  z  atopowym  zapaleniem  skóry  nie  przynosi 

oczekiwanych  efektów  –  powoduje  zmniejszenie  nasilenia  zmian  skórnych,  ale  nie  likwiduje 

przyczyny;  poziom  surowiczej  IgE  nie  ulega  zmianie  wskutek  leczenia  IFNγ.  Wyniki  badań 

przeprowadzonych w ramach opisanego w tej pracy projektu pokazują (tabela 11 na stronie 38), że 

odpowiedź komórek jednojądrzastych krwi (PBMC) na SEA i SEB in vitro jest niejednorodna (duża 

rozbieżność pomiędzy minimalną a maksymalną odpowiedzią na enterotoksyny A i  B w grupie 

chorych z AZS i kontrolnej). W grupie chorych z AZS obserwuje się zarówno pacjentów z dużą  

sekrecją IFNγ po stymulacji SEA i SEB in vitro (SEA: 50% pacjentów z AZS, SEB: 38% ) oraz w 

grupie osób kontrolnych (SEA: 20%, SEB: 30%), a drugą grupę stanowią osoby  z niską  sekrecją 

IFNγ po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS (SEA: 50% , SEB: 62% pacjentów z AZS) oraz  w  

grupie kontrolnej (SEA: 80% , SEB: 70%).
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Ryc.22a: Procentowy rozkład sekrecji IFNγ w grupie chorych z AZS i w grupie kontrolnej po stymulacji SEA (diagram po 
lewej stronie) i SEB (diagram po prawej stronie). W nawiasach podano przedział wartości sekrecji badanej cytokiny w 

poszczególnych grupach 

Ryc.22b: Poziom sekrecji IFNγ u chorych z AZS i w grupie kontrolnej po stymulacji SEA (wykres po lewej stronie) i SEB 
(wykres po prawej stronie)  

Superantygeny aktywują limfocyty T niezależnie od ich specyficzności,  co pozwala  stwierdzić 

która  z  puli  limfocytów  T  posiadających  receptor  TCR  przeważa  u  pacjenta.  Wyniki  badań 

sugerują, że zarówno populacja chorych z AZS oraz osób zdrowych dzieli się na podgrupę chorych 

z przewagą limfocytów Th1 (sekrecja IFNγ) - głównie wśród chorych z AZS i w mniejszym stopniu 

w grupie  kontrolnej.  Drugą podgrupę stanowią osoby,  u których nie  zaobserwowano przewagi 

żadnej z populacji limfocytów Th zarówno wśród chorych z AZS oraz w grupie kontrolnej. 

Aby odpowiedzieć na pytanie,  co może być przyczyną różnej  sekrecji IFNγ,   pacjentów 

podzielono pod względem współwystępowania z AZS innych chorób. W przypadku chorych tylko z 

AZS bez chorób współistniejących nie zaobserwowano różnic w sekrecji badanych cytokin   po 

stymulacji SEA i SEB w porównaniu z grupą kontrolną (SEA i SEB: p>0,05). W tej grupie byli 

zarówno pacjenci, których PBMC charakteryzowały się wysoką oraz niską sekrecją IFNγ oraz IL2 i 

IL13 po stymulacji SEA oraz SEB in vitro. Po dołączeniu do grupy chorych tylko z AZS pacjentów 

z następującymi obrazami klinicznymi:  AZS z astmą alergiczną (n=2), AZS z alergią pokarmową 

(n=1), AZS z astmą alergiczną i alergią pokarmową (n=2), AZS z astmą alergiczną i alergicznym 

nieżytem nosa i alergią pokarmową (n=1), AZS z alergicznym nieżytem oczu (n=1), AZS z chorobą 

Hashimoto  (n=2),  AZS  z  cechami  alergii  kontaktowej,  alergicznym  nieżytem  nosa  i  alergią 

pokarmową  (n=2) nie zaobserwowano różnic pomiędzy chorymi z AZS i grupą kontrolną (p>0,05 
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dla SEA i SEB). Wśród tych chorych również byli pacjenci z wysoką i niską sekrecją IFNγ po 

stymulacji SEA i SEB.  

Analiza porównawcza profili cytokinowych powstałych po stymulacji SEA i SEB w grupie 

chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej z grupą chorych tylko z AZS oraz z grupą kontrolną 

wykazała, że u chorych tylko z AZS sekrecja IFNγ po stymulacji SEB jest wyższa niż u chorych z 

AZS z cechami alergii kontaktowej (p<0,05), ale nie wyższa niż u kontroli (p>0,05). W przypadku 

stymulacji SEA  nie wykazano różnic w sekrecji cytokin pomiędzy badanymi grupami (p>0,05).  

Ryc.23: Sekrecja IFNγ u chorych z AZS+AK, AZS oraz w grupie kontrolnej po stymulacji SEB. 

Wydaje się więc, że wystąpienie cech alergii kontaktowej u chorych z AZS będzie się wiązało ze 

zmniejszeniem puli limfocytów Th1 (zmniejszenie sekrecji IFNγ  po stymulacji enterotoksyną B). 

Po dodaniu do grupy chorych z AZS i cechami alergii kontaktowej pacjenta z AZS i cechami alergii 

kontaktowej i alergicznym nieżytem nosa i astmą alergiczną zaobserwowano wzrost sekrecji IFNγ 

w stosunku do kontroli  (IFNγ  po SEA: AZS +AK+ ANN + AA > IFNγ  po SEA: K p<0,05). 

Podobny  wynik  otrzymano  w  przypadku  dodania  do  grupy chorych  z  AZS  z  cechami  alergii 

kontaktowej pacjenta  z  AZS z cechami alergii kontaktowej  i alergią pokarmową (IFNγ po SEA : 

AZS +AK + AP> IFNγ po SEA : K p< 0,05). Wartości sekrecji IFNγ otrzymane dla pacjenta z AZS 

z  cechami  alergii  kontaktowej  i  alergicznym nieżytem nosa  i  astmą  alergiczną  są na  poziomie 

wyższych wartości otrzymanych dla chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej. Natomiast u 

pacjentki  z  AZS  z  cechami  alergii  kontaktowej  i  alergią  pokarmową   wartości  sekrecji  IFNγ 

kilkukrotnie przewyższały najwyższą wartość sekrecji tej cytokiny po stymulacji SEA otrzymaną 

dla chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej. W przypadku profili cytokinowych powstałych 

po stymulacji SEB nie wykazano różnic między grupami chorych z AZS i kontrolną (p>0,05).
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Ryc.24: Sekrecja IFNγ po stymulacji SEA u chorych z AZS + AK po dodaniu do grupy pacjentów z AZS + AK + 
ANN + AA oraz AZS + AK + AP. 

Wydaje się więc, że obecność alergii pokarmowej u chorych z cechami alergii kontaktowej w AZS 

oraz alergii układu oddechowego (alergiczny nieżyt nosa i astma alergiczna) sprzyja zwiększeniu 

puli  limfocytów  Th1  wydzielających  IFNγ.  Wyniki  powyższych  analiz  pokazują,  że  obecność 

innych chorób alergicznych u chorych z AZS wpływa na profil cytokinowy powstały po stymulacji 

PBMC gronkowcowymi enterotoksynami A i B in vitro, gdy u pacjentów występują cechy alergii 

kontaktowej. W przypadku współwystępowania z AZS innych chorób (astma alergiczna, alergiczny 

nieżyt nosa, alergiczny nieżyt oczu) oraz choroby Hashimoto bez udziału cech alergii kontaktowej 

nie obserwowano wpływu współwystępowania tych chorób na profil cytokinowy po SEA i SEB w 

AZS. 

W dalszej kolejności sprawdzono czy nosicielstwo Staphylococcus aureus wpływa na profil 

cytokinowy otrzymywany po stymulacji SEA i SEB in vitro. Zakłada się, że obecność  S. aureus  

aktywuje  układ  immunologiczny  in  vivo,  a  stymulacja  SEA i  SEB in  vitro  pokazuje  jaki  typ 

limfocytów Th dominuje w tej grupie chorych z AZS. W celu sprawdzenia tej hipotezy pacjentów 

podzielono na grupę chorych z AZS, w której wykazano nosicielstwo S. aureus, grupę chorych z 

AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus oraz grupę kontrolną również z ujemnym 

wynikiem testu  na  nosicielstwo  S.  aureus.  W pierwszej  kolejności  sprawdzono,  czy  PBMC w 

badanych grupach wykazują różnice w spontanicznej sekrecji cytokin in vitro. Podejrzewa się, że u 

nosicieli  S. aureus PBMC uległy aktywacji in vivo, czego skutkiem będzie inna (wyższa/niższa) 

spontaniczna sekrecja cytokin in vitro w porównaniu z pacjentami z AZS i kontrolami z ujemnym 

wynikiem testu na nosicielstwo tej bakterii. Przeprowadzona analiza nie wykazała istnienia różnic 

w spontanicznej  sekrecji  cytokin (IFNγ,  IL2, IL13) pomiędzy grupą nosicieli  S. aureus z  AZS, 

chorych z AZS  z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo oraz kontroli (p>0,05). 
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Tabela 19: Spontaniczna reaktywność PBMC na SEA i SEB u nosicieli S. aureus z AZS, chorych z AZS oraz 
kontroli z ujemnym testem na nosicielstwo S. aureus 

brak S.  
aureus

IFNγ IL2 IL13 S. 
aureus

IFNγ IL2 IL13 kontrole IFNγ IL2 IL13

Pac1 75 203 17 Pac1 18 14 8 Kontr 1 150 33 11

Pac2 62 6 9 Pac2 47 89 26 Kontr 2 13 3 7

Pac3 646 3 12 Pac3 4 9 16 Kontr 3 176 68 13

Pac4 236 58 9 Pac4 105 5 5 Kontr 4 13 20 25

Pac5 13 106 29 Pac5 531 101 8 Kontr 5 11 14 7

Pac6 8 37 8 Pac6 19 60 7 Kontr 6 10 21 11

Wyniki sugerują więc, że  nosicielstwo S. aureus w AZS nie zmienia składu PBMC (Th1/Th2).

Sprawdzono  także,  czy  nosicielstwo  S.  aureus wpływa  na  przesunięcie  równowagi 

immunologicznej Th1/Th2 poprzez analizę profili cytokinowych in vitro w badanych grupach AZS 

nosicieli  S. aureus i chorych z AZS oraz kontroli z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo. W 

tym celu porównano profile cytokinowe powstałe po stymulacji SEA i SEB specyficznie wiążącymi 

się  z limfocytami T zawierającymi receptor TCR. Analiza porównawcza przyrostu liczby PBMC 

wydzielających cytokiny (IFNγ, IL2, IL13) po stymulacji SEA i SEB in vitro nie wykazała istnienia 

różnic  pomiędzy grupą chorych z  AZS będących nosicielami  S.  aureus oraz  chorych z  AZS z 

ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo (p>0,05). Podobnie w przypadku grupy chorych z AZS z 

dodatnim i ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus nie stwierdzono istnienia różnic w 

porównaniu do kontroli (p>0,05). W obu grupach chorych z AZS i kontroli są pacjenci, których 

PBMC wykazują wysoką i niską sekrecję IFNγ. 
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Tabela 20: Sekrecja cytokin u chorych z AZS będących nosicielami S. aureus oraz chorych z AZS i kontroli z 
ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus

stymulant Brak 
S.aureus

IFNγ IL2 IL13 S.aureus IFNγ IL2 IL13 Kontrole IFNγ IL2 IL13

SEA Pac1 4,8 0,59 0,94 Pac7 15,94 1,5 1,25 kontr1 1,85 4 1,09

SEB Pac1 2,84 0,66 1,06 Pac7 13,89 1,36 1,88 kontr1 1,43 3,73 1,54

SEA Pac2 3,35 0,67 0,67 Pac8 3,35 0,67 0,67 kontr2 0,92 1,67 0,86

SEB Pac2 4,16 0,83 0,56 Pac8 4,16 0,83 0,55 kontr2 1 2 0,71

SEA Pac3 0,25 2 0,58 Pac9 0,75 0,44 0,44 kontr3 1,21 1,94 0,46

SEB Pac3 0,51 2 0,5 Pac9 0,5 0,78 0,56 kontr3 1,98 1,91 1,15

SEA Pac4 2,28 2 0,44 Pac10 3,29 4,2 1,6 kontr4 1,15 0,9 1,04

SEB Pac4 3,05 3,12 0,78 Pac10 2,07 2 0,8 kontr4 0,61 1,35 1,08

SEA Pac5 1,46 0,95 1,14 Pac11 0,51 1,69 2,5 kontr5 1,45 0,4 1

SEB Pac5 0,69 0,9 0,34 Pac11 0,16 1,74 5,87 kontr5 1,79 0,5 1,75

SEA Pac6 0,37 1,35 1,75 Pac12 2,42 0,92 1,71 kontr6 5,5 1,52 2,18

SEB Pac6 1,25 0,81 2,12 Pac12 4,37 0,93 0,86 kontr6 2,3 0,67 1,09

Wyniki otrzymanych analiz sugerują więc, że nosicielstwo S. aureus nie wpływa na typ limfocytów 
T dominujących w ustroju chorego z AZS. 

4.2: Wpływ reaktywności PBMC na enterotoksyny gronkowcowe A i B w grupie chorych z AZS  na 
nasilenie objawów skórnych w atopowym zapaleniu skóry (wska  ź  nik SCORAD)   

Zakłada się, że nasilenie zmian skórnych (wskaźnik SCORAD) jest zdeterminowane przez 

środowisko cytokinowe tworzone m.in. przez PBMC obecne w ustroju. Wykonano analizę korelacji 

wskaźnika SCORAD i profilu cytokinowego powstałego po stymulacji SEA i SEB u chorych z 

AZS. Nie wykazano istnienia związku pomiędzy wartościami wskaźnika SCORAD, a spontaniczną 

sekrecją  cytokin  u  nosicieli  S.  aureus oraz  pacjentów  z  AZS  z  ujemnym  wynikiem  testu  na 

nosicielstwo (p>0,05). U pacjentów tylko z AZS nie zaobserwowano związku pomiędzy sekrecją 

cytokin po stymulacji SEA i SEB a SCORAD (p>0,05). Również po dodaniu do grupy chorych 

tylko  z  AZS  pacjentów  ze  współwystępującą  astmą  alergiczną,  alergią  pokarmową,  astmą 

alergiczną i alergią pokarmową, alergicznym nieżytem oczu, alergicznym nieżytem nosa i astmą 

alergiczną  i  alergią  pokarmową  nie  zaobserwowano  związku  między  SCORAD  a  profilem 

cytokinowym (dla każdej z analiz p>0,05). Natomiast w przypadku alergii kontaktowej u chorych z 

AZS obserwuje się ujemną korelację pomiędzy sekrecją IFNγ po stymulacji SEB a SCORAD (rs = 

-0,67 p<0,05). W przypadku pozostałych badanych cytokin oraz SEA nie zaobserwowano istnienia 

korelacji  pomiędzy sekrecją  cytokin a wskaźnikiem SCORAD (p>0,05) w tej  grupie badanych. 
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Zależność nie uległa zmianie po dodaniu do grupy chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej 

chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej i alergicznym nieżytem nosa oraz alergią pokarmową 

(SEB: IFNγ-SCORAD rs= - 0,70 p<0,05).  Po dodaniu do grupy chorych z AZS z cechami alergii 

kontaktowej  chorych  z  AZS  z  cechami  alergii  kontaktowej  ze  współwystępującymi  alergią 

pokarmową obserwuje się ujemną korelację pomiędzy sekrecją IFNγ a wskaźnikiem SCORAD po 

stymulacji  obiema gronkowcowymi  enterotoksynami  (SEA: rs=  -0,63  p<0,05,  SEB:  rs=  -  0,74 

p<0,05). 

Ryc.25a: Sekrecja IFNγ po stymulacji SEB a SCORAD u chorych z AZS + AK. 
Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ

Ryc.25b: Sekrecja IFNγ po stymulacji SEB a SCORAD u chorych z AZS + AK po dodaniu do grupy pacjentów z 
AZS + AK+ ANN + AP lub AZS +AK+ANN +AA lub AZS + AK + ANN + AP.

Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ
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Ryc.25c: Sekrecja IFNγ po stymulacji SEA (wykres po lewej stronie ) i SEB (wykres po prawej stronie)  a 
SCORAD u chorych z AZS + AK po dodaniu do grupy pacjenta z AZS + AK+ AP . 

Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ

Wykonane analizy pokazują więc, że w przypadku współwystępowania alergii kontaktowej (oraz 

dodatkowo alergii kontaktowej z innymi chorobami alergicznymi z AZS) spadek sekrecji IFNγ po 

stymulacji  SEA i SEB,  występuje u chorych z dużymi nasileniami zmian skórnych mierzonych 

wskaźnikiem SCORAD.  

W dalszej  części  analiz  pacjentów  podzielono  na  grupę  chorych  z  AZS  z  dodatnim  i 

ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus, aby sprawdzić, czy to nosicielstwo wpływa na 

reaktywność PBMC i ma związek z występowaniem zmian skórnych. W tym celu wykonano test 

korelacji  analizujący profil cytokinowy PBMC po stymulacji SEA i SEB in vitro u nosicieli  S.  

aureus w AZS i jego związek z nasileniem zmian skórnych mierzonych wskaźnikiem SCORAD. 

Analogiczną analizę wykonano dla pacjentów z AZS, u których nie wykazano obecności S. aureus. 

W przypadku pacjentów z AZS będących nosicielami S. aureus oraz pacjentów z AZS, u których 

nie wykazano nosicielstwa S. aureus nie stwierdzono związku sekrecji cytokin po stymulacji SEA i 

SEB in vitro ze wskaźnikiem SCORAD (p>0,05). Natomiast w przypadku pacjentów, u których 

wykazano nosicielstwo  S. aureus zaobserwowano ujemną korelację pomiędzy sekrecją IFNγ po 

stymulacji SEB a wskaźnikiem SCORAD (rs= - 0,96  p=0,008). W przypadku IL2 i IL13 oraz SEA 

nie zaobserwowano istnienia korelacji ze wskaźnikiem SCORAD (p>0,05). 
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Ryc.26: Sekrecja IFNγ po stymulacji SEB a SCORAD u nosicieli S. aureus z AZS.
Kolor: niebieski – SCORAD, czerwony – sekrecja IFNγ 

Otrzymane wyniki sugerują więc, że niska sekrecja IFNγ po stymulacji SEB wiąże się z nasileniem 

zmian skórnych, które z kolei mogą mieć związek z nosicielstwem gronkowca złocistego. Wydaje 

się  więc,  że  infekcja  S.  aureus ma  związek  ze  spadkiem  sekrecji  IFNγ wydzielanego  przez 

limfocyty Th1. 

4.3: Współoddziaływanie antygenów: gronkowcowe enterotoksyny A i B oraz nikiel

W tej  części  badań sprawdzano,  czy różnorodność profili  cytokinowych (głównie IFNγ) 

powstałych po stymulacji SEA i SEB może być wywołana przez nikiel powszechnie występujący w 

wodzie,  pokarmach  i  przedmiotach  codziennego  użytku.  Sprawdzono,  czy  kontaktowa  alergia 

niklowa potwierdzona testami płatkowymi może mieć związek z różnicami w sekrecji IFNγ  po 

stymulacji  SEA i  SEB u chorych z  AZS.  W tym celu  wykonano analizę porównawczą profilu 

cytokinowego po stymulacji  SEA i SEB u chorych z AZS z dodatnimi i ujemnymi wynikami testu  

płatkowego  na  nikiel.  Pacjentów w obu grupach dobrano na  podstawie  podobieństwa  obrazów 

klinicznych oraz nosicielstwa  S. aureus.  Przeprowadzona analiza pokazała, że u chorych z AZS 

najwyższa sekrecja IL2 po stymulacji SEB była w grupie chorych z AZS z dodatnim wynikiem 

testu płatkowego na nikiel (p<0,05).  Sekrecja IL2 w grupie kontrolnej była na poziomie wartości 

otrzymanej dla AZS-Ni(-) (p>0,05).
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Ryc.27: Sekrecja IL2 po stymulacji SEB u chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i dodatnim Ni(+) wynikiem testu 
płatkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej.

Kolor: czerwony – mediana sekrecji IL2, żółty – maksimum i minimum sekrecji IL2 w grupie

Wydaje się więc, że nikiel może promować odpowiedź typu Th1 związaną z IL2 po stymulacji 

SEB.

W dalszej kolejności sprawdzono, czy  różna (wysoka i niska) sekrecja IFNγ  po stymulacji 

SEA i SEB in vitro może mieć związek z pobudzeniem PBMC wydzielających tę cytokinę przez 

nikiel obecny w ustroju in vivo. W tym celu poszukiwano korelacji w sekrecji cytokin po stymulacji 

SEA i  SEB, a  siarczanem niklu w grupie chorych z AZS z dużą sekrecją IFNγ oraz w grupie 

chorych z małą sekrecją IFNγ. Kolejne grupy to kontrole o wysokiej sekrecji IFNγ i niskiej sekrecji 

IFNγ  po  stymulacji  SEA i  SEB.  Pacjentów  do  przeciwstawnych  grup  dobrano  na  podstawie 

podobieństwa obrazów klinicznych, aby potencjalne różnice między grupami nie były skutkiem 

modyfikującego  wpływu  współwystępowania  innych  chorób  z  AZS.  Zaobserwowano  istnienie 

korelacji pomiędzy sekrecją cytokin  tylko w grupach (AZS i kontrola) o wysokiej sekrecji IFNγ po 

stymulacji SEA i SEB. 

Tabela 21: Korelacje pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji enterotoksynami i siarczanem niklu w grupach z 
wysoką i niską sekrecją IFNγ po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS i kontroli 

Wysoka sekrecja IFNγ po stymulacji SEA/B Wyniki dla testu korelacji Spearmana

AZS: IFNγ 50µM NiSO4  - IL13 SEB rs = 0,94            p= 0, 008

Kontrola: IL2 25µM NiSO4 - IFNγ SEA rs = - 0,83          p< 0,05

Niska sekrecja IFNγ po stymulacji SEA/B Wyniki dla testu korelacji Spearmana

AZS:  SEA i SEB                                                     p>0,05

Kontrola: SEA i SEB p>0,05
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Wydaje się więc, że wysoka sekrecja IFNγ  może wiązać się z modyfikującym wpływem niklu na 

sekrecję  cytokin  po  SEA i  SEB.  Mechanizm  ten  wydaje  się  być  inny  u  chorych  z  AZS  w 

porównaniu z grupą kontrolną. 

Przypuszcza się,  że modyfikujący wpływ niklu na równowagę immunologiczną Th1/Th2 

(badaną poprzez analizę profili cytokinowych powstałych po stymulacji SEA i SEB) może wpływać 

na odpowiedź układu immunologicznego na S. aureus, a więc w rezultacie reaktywność na nikiel 

może mieć związek z kolonizacją pacjenta przez gronkowca złocistego. W celu sprawdzenia tej 

hipotezy  poszukiwano  korelacji  pomiędzy  sekrecją  cytokin  po  stymulacji  SEA  i  SEB  oraz 

siarczanem niklu u nosicieli S. aureus, pacjentów z AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo 

tej bakterii oraz kontroli. Zaobserwowano, że w grupie nosicieli S. aureus ze wzrostem sekrecji IL2 

po stymulacji siarczanem niklu wzrasta sekrecja IL2 po stymulacji SEA i SEB. U pacjentów, u 

których nie wykazano nosicielstwa S. aureus nie zaobserwowano zależności (p>0,05). W przypadku 

osób  kontrolnych  wzrost  sekrecji  IL2  po  stymulacji  siarczanem niklu  wiązał  się  ze  spadkiem 

sekrecji IFNγ po stymulacji SEA. 

Tabela 22: Korelacje pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji enterotoksynami i siarczanem niklu w grupie 
nosicieli S. aureus z AZS, chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo oraz w grupie kontrolnej 

AZS: Nosiciele Staphylococcus aureus Wyniki testu korelacji Spearmana

Obrazy kliniczne: AZS + AK + AP, AZS, AZS + AK + ANN+AAdz+ AP, AZS + AK + ANN, 
AZS + AA, AZS + AP

IL2 25 µM NiSO4---IL2 SEA rs = 0,94   p = 0,008

IL2 50 µM NiSO4---IL2 SEB rs =  0,83  p < 0,05

AZS:brak nosicielstwa Staphylococcus aureus Wyniki testu korelacji Spearmana

Obrazy kliniczne: AZS +AK, AZS + AAdz, AZS + AK+ ANN + AP, AZS + ANO, 
AZS + AK, AZS + AK +AA

SEA i SEB p>0,05

Kontrole: Wyniki testu korelacji Spearmana

IL2 25 µM NiSO4---IFNγ SEA rs = - 0, 83 p <0,05

Otrzymane wyniki sugerują, że u nosicieli S. aureus potencjalna modyfikacja odpowiedzi PBMC na 

SEA i SEB przez nikiel jest inna niż w grupie kontrolnej (dodatnie korelacje pomiędzy sekrecją 

cytokiny Th1(IL2) w AZS oraz ujemna korelacja pomiędzy sekrecją cytokin Th1 (IFNγ-IL2) w 

grupie kontrolnej), a nie istnieje u chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. 

aureus. Dodatkowo zaobserwowano, że w grupie nosicieli  S. aureus częściej występowała alergia 

pokarmowa (3 pacjentów) w porównaniu z pacjentami z AZS mającymi ujemny wynik testu na 

nosicielstwo S. aureus (1 pacjent). Modyfikacja  środowiska cytokinowego przez PBMC reagujące 
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na nikiel może więc zmieniać mechanizm odpowiedzi układu immunologicznego na S. aureus, a w 

rezultacie  sprzyjać  kolonizacji  chorych  z  AZS  przez  tę  bakterię.  Ten  wniosek  znajduje 

potwierdzenie  w  wynikach  obserwacji  klinicznych  –  nosicielstwo  S.  aureus wykazano  tylko  u 

chorych z AZS z kontaktową alergią niklową lub u chorych z alergią pokarmową uczulonych na 

pokarmy,  u  których  może  występować  reakcja  krzyżowa  na  nikiel  w  alergii  pokarmowej.  Ta 

sugestia wymaga jednak potwierdzenia testami niklowej prowokacji doustnej. 

Tabela 23: Charakterystyka pacjentów z AZS będących nosicielami S. aureus

Pacjent Wynik testu płatkowego na NiSO4 Obraz kliniczny

Pacjent 1 (++) AZS+ AK, ANN

Pacjent 2 (-) AZS, ANN,AA, AP

Pacjent 3 (-) AZS, AP

Pacjent 4 (-) AZS+AK, ANN, AArem, AP

Pacjent 4 (+++) AZS

Pacjent 5 (++) AZS + AK, AP

Pacjent 6 (+++) AZS+AK, ANN

4.4: Czy wynik testu na nosicielstwo   S. aureus   odzwierciedla potencjał PBMC do reagowania na   
gronkowcowe enterotoksyny A i B in vitro – analiza porównawcza   testów:  obecność asIgE 

specyficznych względem SEA i SEB  oraz hodowla bakterii z nosa i zmian skórnych na pożywce 
oraz immunobarwienie in vitro (Elispot)

Podstawową cechą każdego testu diagnostycznego jest jego wiarygodność, co jednak wiąże się z 

ryzykiem  otrzymania  wyniku  fałszywie  dodatniego  i  fałszywie  ujemnego.  Ponadto  czasami 

uzyskanie materiału do analizy mikrobiologicznej z wewnętrznych jam ciała jest trudne. Dlatego 

też porównano wyniki trzech testów, aby sprawdzić czy wzajemnie się potwierdzają i informują o 

obecności S. aureus w organizmie. Analizę porównawczą wykonano u pacjentów z AZS z dodatnim 

wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus, ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus oraz 

w grupie kontrolnej  z  ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo.  Wyniki  analiz  opisane w tym 

rozdziale nie wykazały związku sekrecji cytokin (IFNγ, IL2, IL13) z nosicielstwem  S. aureus w 

nosie i na zmianach skórnych. Zaobserwowano także, że jest grupa pacjentów, u których wykazano 

nosicielstwo S. aureus, ale nie wykryto przeciwciał dla SEA i SEB. 
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Tabela 24: Pacjenci z AZS- nosiciele S. aureus, u których nie wykryto przeciwciał dla SEA i SEB

Pacjent 1: AZS + ANN sIgE dla SEA i SEB  0kl nosicielstwo: nos i skóra

Pacjent 2: AZS + AK + AP sIgE dla SEA i SEB  0kl nosicielstwo: nos i skóra

Pacjent 3: AZS+AK+ANN+AAdz+AP sIgE dla SEA i SEB  0kl nosicielstwo: nos i skóra

Pacjent 4: AZS+ ANN sIgE dla SEA i SEB  0kl nosicielstwo: skóra

Wyniki przeprowadzonych analiz pokazują, że testy in vitro badające reaktywność PBMC poprzez 

analizę  powstałych  po  stymulacji  profili  cytokinowych  nie  informują  o  obecności  S.  aureus. 

Ponadto,  nie  zawsze  ujemny  wynik  na  obecność  przeciwciał  rozpoznających  gronkowcowe 

enterotoksyny  jest  równoznaczny  z  brakiem  S.  aureus w  organizmie.  Z  drugiej  jednak  strony 

pozytywny wynik wymazu może być skutkiem przejściowej obecności S. aureus w nosie/na skórze, 

dlatego każdy wymaz wymaga potwierdzenia wyniku w odstępie czasowym. Otrzymane wyniki 

badań sugerują więc, że najpewniejszym testem wykrywającym obecność  S. aureus jest wymaz, 

który może być potwierdzony, ale nigdy wykluczony testem na obecność przeciwciał specyficznych 

względem enterotoksyn w surowicy. 
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5. Zmiany w profilach cytokinowych w remisji względem zaostrzenia atopowego zapalenia 
skóry

U  pacjentów  z  atopowym  zapaleniem  skóry  badano,  czy  podczas  remisji  objawów 

chorobowych  AZS  następuje  zmiana  w  profilach  cytokinowych  powstałych  po  stymulacji 

siarczanem  niklu,  alergenem  D1  Dermatophagoides  pteronyssinus oraz  gronkowcowymi 

enterotoksynami  A i  B  względem  fazy  zaostrzenia  choroby  oraz  względem  grupy  kontrolnej. 

Poznanie molekularnych mechanizmów związanych z przejściem z fazy zaostrzenia w fazę remisji 

jest istotne dla opracowywania terapii promujących utrzymanie fazy remisji u chorych z AZS.

Faza remisji wydaje się mieć związek ze zmianami w środowisku cytokinowym in vivo, co 

powinno być dostrzegalne jako różnice w niestymulowanej in vitro (spontanicznej)  sekrecji cytokin 

pomiędzy  fazą  zaostrzenia,  remisji  oraz  grupą  kontrolną.  Nie  zaobserwowano  różnic  w 

spontanicznej sekrecji cytokin (IFNγ, IL2, IL13) w fazie remisji względem zaostrzenia AZS i grupą 

kontrolną (p>0,05). Natomiast jak pokazuje tabela 11 na stronie 38  występuje duża rozbieżność 

między maksymalną i minimalną spontaniczną sekrecją każdej z badanych cytokin w fazie remisji. 

Wydaje  się  więc,  że  istnieją  czynniki  modyfikujące  molekularne  mechanizmy  związane  z 

osiągnięciem stanu remisji.

5.1: Zmiany profilu cytokinowego w fazie remisji względem fazy zaostrzenia AZS po stymulacji 
siarczanem niklu in vitro.

Wykonano analizy porównawcze sekrecji cytokin po stymulacji siarczanem niklu (25 µM i 

50 µM NiSO4) w fazie zaostrzenia i remisji oraz w grupie kontrolnej. Otrzymane wyniki pokazują, 

że w fazie remisji w badanej grupie chorych z AZS (n=22) była tendencja do spadku sekrecji IL2 

po stymulacji 25 µM NiSO4 w porównaniu z fazą zaostrzenia AZS (p<0,05). Nie zaobserwowano 

różnic w profilach cytokinowych powstałych po stymulacji siarczanem niklu pomiędzy fazą remisji 

a kontrolą (p>0,05). W przypadku wyższego stężenia NiSO4 nie zaobserwowano różnic pomiędzy 

fazą remisji i zaostrzenia oraz grupą kontrolną (p>0,05). 
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Ryc.28: Sekrecja IL2 po stymulacji 25 µM NiSO4 w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) AZS oraz w 
grupie kontrolnej (żółty). Liczba badanych w każdej grupie: n=22.

Wydaje się więc, że w przypadku nadwrażliwości na nikiel w AZS przejście z fazy zaostrzenia w 

fazę  remisji  wiąże  się  ze  spadkiem  sekrecji  cytokiny  typu  Th1  (IL2).  W  dalszej  kolejności 

poszukiwano  związku  pomiędzy  nasileniem  zmian  skórnych  (wskaźnik  SCORAD)  a  profilem 

cytokinowym w fazie remisji.  Wyniki analiz porównawczych SCORAD a profil cytokinowy po 

stymulacji siarczanem niklu (25 µM i 50 µM)  pokazują, że w grupie z niską wartością wskaźnika 

SCORAD jest tendencja do spadku sekrecji IL2 po stymulacji 25 µM NiSO4 w fazie remisji AZS w 

porównaniu z fazą zaostrzenia (p<0,05), ale nie z kontrolą (p>0,05).  Nie zaobserwowano związku 

pomiędzy wartościami wskaźnika SCORAD a profilem cytokinowym po stymulacji  siarczanem 

niklu (25 µM i 50 µM) NiSO4 in vitro w grupie o wysokim wskaźniku SCORAD (p>0,05). 

Ryc.29: Sekrecja IL2 u chorych z AZS w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) o niskim SCORAD po 
stymulacji 25 µM NiSO4 oraz w grupie kontrolnej (żółty)

Otrzymane  wyniki  sugerują  więc,  że  różnorodność  w  profilach  cytokinowych  powstałych  po 

stymulacji siarczanem niklu u chorych z AZS w fazie remisji  może mieć związek z odmiennym 

nasileniem procesów, zachodzących podczas zmiany fazy zaostrzenie-remisja, u chorych z dużymi 

zmianami skórnymi i małymi zmianami skórnymi  (SCORAD). 
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W dalszej  kolejności  sprawdzono,  czy obecność  kontaktowej  alergii  niklowej  może być 

czynnikiem różnicującym chorych z AZS pod względem molekularnych mechanizmów związanych 

z przechodzeniem z fazy zaostrzenia w fazę remisji AZS. W tym celu pacjentów z AZS podzielono 

na grupę o dodatnim i ujemnym wyniku testu płatkowego na nikiel. W grupie z dodatnim wynikiem 

testu płatkowego na nikiel zaobserwowano istnienie ujemnej korelacji pomiędzy nasileniem wyniku 

testu  płatkowego na  nikiel  a  sekrecją  IL13 po stymulacji  25  µM NiSO4 (rs=  -  0,72  p=0,006). 

Natomiast u pacjentów z AZS w przypadku braku reaktywności skóry na siarczan niklu w teście 

płatkowym nie zaobserwowano istnienia korelacji pomiędzy wynikiem testu płatkowego na nikiel a 

profilem cytokinowym powstałym po stymulacji siarczanem niklu (p>0,05). 

Ryc.30: Zależność pomiędzy sekrecją IL13 po stymulacji 25 µM NiSO4, a nasileniem testu płatkowego u chorych 
z AZS z kontaktową alergią niklową. 

Kolor: niebieski – wynik testu płatkowego na nikiel, czerwony – sekrecja IL13

Obserwowana  zależność  sugeruje,  że  w  fazie  remisji  hamowane  są  mechanizmy  typu  Th2  u 

chorych z kontaktową alergią niklową. 

Następnie  poszukiwano  związku  pomiędzy  stężeniem  tIgE  a  sekrecją  cytokin  po  stymulacji 

siarczanem niklu w fazie remisji AZS. Przeprowadzono analizę korelacji pomiędzy stężeniem tIgE 

a profilem cytokinowym powstałym po stymulacji siarczanem niklu in vitro w fazie remisji AZS. 

Pacjentów  podzielono  na  grupę  o  wysokim stężeniu  tIgE  i  niskim stężeniu  tIgE.  W grupie  z 

wysokim stężeniem tIgE zaobserwowano dodatnią korelację pomiędzy stężeniem tIgE a sekrecją 

IFNγ po stymulacji 25 µM NiSO4 (rs= 0,79 p<0,05). Nie zaobserwowano żadnej korelacji w grupie 

z niskim stężeniem tIgE (p>0,05).
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Ryc.31: Zależność sekrecji IFNγ po stymulacji 25 µM NiSO4,  a stężenie tIgE (198-6140 kUA/l) u chorych z AZS z 
wysokim stężeniem surowiczej IgE

Ta obserwacja sugeruje, że osiągnięcie fazy remisji wiąże się z promocją sekrecji cytokiny typu Th1 

(IFNγ) w AZS w odpowiedzi na  siarczan niklu, u chorych z wysokim stężeniem tIgE.

5.2: Zmiany w profilu cytokinowym po stymulacji a.D1   Dermatophagoides pteronyssinus   w fazie   
remisji względem fazy zaostrzenia w AZS

Wykonano  analizy  porównawcze  sekrecji  cytokin  (IFNγ,  IL2,  IL13) w  fazie  remisji  po 

stymulacji a.D1 i w fazie zaostrzenia AZS oraz w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano różnic w 

profilach cytokinowych pomiędzy fazą remisji a zaostrzeniem i grupą kontrolną u chorych z AZS 

(n=22)  w  odpowiedzi  na  0.4  µg/ml  i  1.0  µg/ml  a.D1  in  vitro  (p>0,05).  W fazie  remisji  były 

widoczne profile typu Th1 (przewaga sekrecji cytokin Th1), profile typu Th2 (przewaga cytokin 

typu  Th2)  i  mieszane  (Th1-Th2).  Próbowano  także  wyjaśnić,  czy  wysoka  sekrecja  cytokin 

(pogrubiona czcionka) ma związek ze współwystępowaniem innych chorób alergicznych wraz z 

AZS. Zaobserwowano,  że w 2 przypadkach chorych,  u których współwystępowała tylko astma 

alergiczna (pacjenci: 1 i 3) wraz z AZS była wysoka sekrecja IL2 po stymulacji a.D1. W dwóch 

przypadkach  chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej wystąpił wzrost sekrecji IL13. Wydaje 

się  więc,  że  współwystępowanie  innych  chorób  alergicznych  może  wpływać  na  molekularne 

mechanizmy  związane  z  osiągnięciem  stanu  remisji  w  AZS,  ale  taka  sugestia  wymaga 

potwierdzenia na reprezentatywnej grupie chorych z tym samym obrazem klinicznym. 
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         Tabela 25: Profil cytokinowy powstały po stymulacji a.D1 (0.4 µg/ml i  1.0 µg/ml) w remisji AZS

Pacjent Obraz kliniczny a.D1
(µg/ml)

IFNγ IL2 IL13 a.D1
(µg/ml)

IFNγ IL2 IL13

Pacjent1 AK 0.4 0,53 2,1 1,71 1 0,27 2,6 1,14

Pacjent2 AZS+AA 0.4 0,34 1,27 1,81 1 0,31 2,18 1,87

Pacjent3 AZS+AP 0.4 0,52 0,61 0,23 1 0,48 2,65 0,27

Pacjent4 AZS+AK 0.4 1,68 0,3 1,5 1 1,94 0,22 1,83

Pacjent5 AZS+AK+ANN+AP 0.4 1,25 0,99 3,4 1 0,63 1,16 2,6

Pacjent6 AZS+AA 0.4 0,51 0,57 1,24 1 0,49 0,37 1,47

Pacjent7 AZS+Has 0.4 1,96 0,63 0,59 1 1,44 0,75 0,82

Pacjent8 AZS+AK 0.4 0,6 1 1 1 0,2 0,33 0,25

Pacjent9 AZS+AK+ANN+AA 0.4 1,41 1,18 2,14 1 1,48 1,13 1,71

Pacjent10 AZS+ANN+AA+AP 0.4 0,82 0,75 1,33 1 0,39 1,87 1,83

Pacjent11 AZS+ANO 0.4 1 0,83 1 1 0,5 0,94 1,5

Pacjent12 AZS+AA+AP 0.4 1 0,94 1,17 1 1,5 0,34 2,04

Pacjent13 AZS+AK 0.4 1,29 2 0,14 1 1,88 0,67 0,29

Pacjent14 AZS+AK 0.4 3,33 4 2,75 1 0,67 7,5 3,37

Pacjent15 AZS+Has 0.4 0,89 0,9 0,61 1 0,72 1,7 0,92

Pacjent16 AZS+AK+
ANN+AA

0.4 2,26 0,68 0,64 1 0,89 0,36 1,71

Pacjent17 AZS+AK+
ANN+AP

0.4 0,73 2,14 2 1 0,35 2,57 3,33

Pacjent18 AZS+AA 0.4 0,66 0,5 2,5 1 0,57 0,36 1,58

Pacjent19 AZS+AA 0.4 0,69 1,12 2,09 1 0,8 0,99 3,27

Pacjent20 AZS+Has 0.4 1,99 1,27 1,83 1 1,05 1,18 2,17

Pacjent21 AZS+AK 0.4 14 0,17 1 1 8,37 0,12 1,71

Pacjent22 AZS+Has 0.4 0,54 0,5 1,5 1 0,9 0,66 1,9

W dalszej kolejności poszukiwano związku pomiędzy nasileniem zmian skórnych (SCORAD) a 

profilem cytokinowym powstałym po stymulacji  a.D1 w fazie  remisji.  Wykazano,  że w grupie 

chorych  z  AZS  w  o  wysokich  wartościach  SCORAD  sekrecja  IFNγ  po  stymulacji   

0.4 µg/ml a.D1 w fazie remisji jest wyższa niż w zaostrzeniu (p=0,009), ale nie wyższa niż w grupie 

kontrolnej.  Tego  typu  zależności  nie  zaobserwowano  po  stymulacji  PBMC  1.0  µg/ml  a.D1 

(p>0,05). 
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Ryc.32: Sekrecja IFNγ po stymulacji 0.4 µg/ml a.D1 u chorych z AZS o wysokim SCORAD (3-4) w remisji 
(niebieski),  w zaostrzeniu (czerwony) oraz kontroli (żółty)

Wzrost sekrecji IFNγ w fazie remisji po stymulacji a. D1 względem grupy kontrolnej sugeruje, że u 

chorych z nasilonym AZS w fazie remisji istotną rolę odgrywa cytokina Th1 (IFNγ). 

Obserwacje  kliniczne  pokazują,  że  nie  zawsze  klasa  asIgE  D1  odpowiada  stopniowi 

nasilenia objawów alergii roztoczowej w AZS.  Poszukiwano związku pomiędzy mechanizmami 

IgE zależnymi (obecność asIgE D1) u chorych z AZS z alergią roztoczową a sekrecją cytokin po 

stymulacji a.D1.  Pacjentów z AZS podzielono na grupę, u której wykryto przeciwciała asIgE D1 z 

dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1  oraz taką, u której nie wykazano obecności tych 

przeciwciał oraz wynik testu punktowego na a.D1 był ujemny. Wykonano analizę porównawczą 

profili cytokinowych powstałych po stymulacji a.D1 w fazie zaostrzenia i remisji w obu grupach z  

AZS oraz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano wzrost sekrecji IFNγ po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1 

w fazie remisji względem zaostrzenia u chorych z AZS posiadających przeciwciała asIgE D1 (3-6 

klasa asIgE D1 (p<0,05) oraz względem kontroli (p<0,05).W przypadku  grupy chorych z AZS z 

asIgE D1: 0-1 kl nie zaobserwowano różnic w profilu cytokinowym powstałym po stymulacji  

a.D1 pomiędzy tą grupą chorych z AZS a grupą kontrolną (p>0,05).

Ryc.33: Sekrecja IFNγ po stymulacji 1.0 µg/ml a.D1 w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) u 

chorych z AZS z asIgE D1 (3-6 klasa) i kontroli (żółty)
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Przeprowadzone  obserwacje  wydają  się  oznaczać,  że  molekularne  mechanizmy  związane  z 

cytokinami Th1 (IFNγ) u chorych z IgE-zależną alergią roztoczową w AZS odgrywają istotną rolę 

w osiągnięciu stanu remisji AZS. 

5.3: Zmiany w profilu cytokinowym po stymulacji gronkowcowymi enterotoksynami A i B w fazie 

remisji względem zaostrzenia w AZS

Założono, że w fazie remisji profil sekrecji cytokin po stymulacji SEA i SEB ulega zmianie 

w porównaniu z profilem cytokinowym w fazie zaostrzenia AZS. W tym celu wykonano analizę 

porównawczą profili cytokinowych w obu fazach AZS (n=22) i w kontroli. Zaobserwowano, że po 

stymulacji SEB spada sekrecja IL13 w fazie remisji w porównaniu z fazą zaostrzenia (p=0,01). 

Sekrecja  IL13  po  stymulacji  SEB  jest  jednak  wyższa  niż  w  grupie  kontrolnej  (p<0,05). 

Zaobserwowano także spadek sekrecji  IL2 po stymulacji  SEB w fazie  remisji  w porównaniu z 

grupą kontrolną (p<0,05). 

Ryc. 34a: Sekrecja IL2 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenia (czerwony), remisji (niebieski) AZS oraz w grupie 
kontrolnej (żółty). Liczba badanych w każdej grupie: n=22.

Ryc. 34b: Sekrecja IL13 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenia (czerwony) remisji (niebieski) AZS oraz w grupie 
kontrolnej (żółty). Liczba badanych w każdej grupie: n=22.
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Wydaje się, że w atopowym zapaleniu skóry spada sekrecja IL2 oraz IL13 w odpowiedzi na SEB 

podczas  przejścia  z  fazy zaostrzenia  w remisję,  ale  poziom sekrecji  cytokiny typu Th2 (IL13) 

wydaje  się  jednak być  wyższy w remisji  niż  w grupie  kontrolnej.  Oznaczałoby to,  że  poziom 

sekrecji IL13 jest wyższy u chorych z AZS niezależnie od fazy w porównaniu z osobami zdrowymi. 

Te obserwacje sugerują, że spadek sekrecji tych dwóch cytokin wydaje się istotny dla osiągnięcia 

stanu remisji w AZS, a IL13 odgrywa istotną rolę w patogenezie AZS. 

W  dalszej  kolejności  poszukiwano  związku  pomiędzy  nasileniem  zmian  skórnych 

(SCORAD) a profilem cytokinowym powstałym po stymulacji SEA i SEB w fazie remisji. Nie  

zaobserwowano  istnienia  korelacji  pomiędzy  wartością  wskaźnika  SCORAD  a  profilem 

cytokinowym powstałym po stymulacji SEA i SEB oraz w porównaniu z grupą kontrolną (p>0,05). 

Zaobserwowano że w fazie remisji w krwiobiegu obecne były zarówno limfocyty Th1 i Th2, 

które ulegały pobudzeniu przez superantygeny (SEA i SEB) in  vitro.  Sprawdzono, czy wysoka 

sekrecja cytokin pod wpływem superanygenów (pogrubiona czcionka) mogłaby mieć związek ze 

współwystępowaniem innych  chorób  alergicznych  wraz  z  AZS.  Wykazano,  że  w  przypadku  4 

pacjentów z AZS z cechami alergii kontaktowej(AZS + AK: pacjent: 8 i 21, AZS + AK + ANN + 

AP: 5 i 17) wystąpił wzrost sekrecji IFNγ. 
     Tabela 26: Profil cytokinowy powstały po stymulacji SEA i SEB (500 ng/ml) w fazie remisji AZS

Pacjent SCORAD Obraz kliniczny IFNγ IL2 IL13 IFNγ IL2 IL13

Pacjent1 4 AK 0,34 1,09 1,5 0,22 1 0,94

Pacjent2 4 AZS+AA 0,41 1,26 0,23 0,44 1,22 0,23

Pacjent3 4 AZS+AP 1,24 0,32 1 1,17 0,27 0,83

Pacjent4 3 AZS+AK 1,6 0,67 1 0,4 0,67 0,5

Pacjent5 3 AZS+AK+ANN+AP 0,93 0,75 1 4,16 0,75 0,5

Pacjent6 3 AZS+AA 0,75 1,17 1,14 0,57 1,67 1,71

Pacjent7 4 AZS+Has 35,67 3,25 1,37 26 5 1,37

Pacjent8 3 AZS+AK 4,87 2,07 1,83 8,38 1,14 1,67

Pacjent9 3 AZS+AK+ANN+AA 1,32 1,26 1,09 1,53 1,29 1,45

Pacjent10 4 AZS+ANN+AA+AP 4,25 0,93 1,71 7,37 1,34 2

Pacjent11 2 AZS+ANO 1,71 0,7 1,86 1,9 0,4 2,86

Pacjent12 2 AZS+AA+AP 0,31 0,92 2 0,06 0,96 0,6

Pacjent13 1 AZS+AK 1,76 0,55 0,74 1,42 0,57 0,67

Pacjent14 1 AZS+AK 4,8 0,59 0,94 2,84 0,66 1,06

Pacjent15 1 AZS+Has 1,86 1,01 2,05 2,62 1,28 2,09

Pacjent16 2 AZS+AK+ANN+AA 1,5 0,61 2 1 1,5 1,75

Pacjent17 2 AZS+AK+ANN+AP 2,83 0,8 1 3,83 0,59 0,83

Pacjent18 1 AZS+AA 0,94 0,7 0,46 0,5 0,4 0,15

Pacjent19 1 AZS+AA 5,26 1,32 1,43 13,16 0,86 0,79

Pacjent20 1 AZS+Has 0,04 1,14 1,83 0,08 1,14 1,33

Pacjent21 2 AZS+AK 0,73 0,91 1,17 2,58 1,36 1

Pacjent22 1 AZS+Has 2,88 1,64 0,33 2,58 1,51 0,42

78



Wydaje  się  więc,  że  współwystępowanie  innych  chorób  alergicznych  może  wpływać  na 

molekularne mechanizmy związane z osiągnięciem stanu remisji w AZS, ale taka sugestia wymaga 

potwierdzenia na reprezentatywnej grupie chorych z tym samym obrazem klinicznym.Następnie 

sprawdzano,  czy  obecność  asIgE  SEA  i  asIgE  SEB  wpływa  na  molekularne  mechanizmy 

aktywowane  podczas  przechodzenia  z  fazy  zaostrzenia   w  fazę  remisji  AZS.  W  tym  celu 

poszukiwano związku pomiędzy stężeniem asIgE SEA i SEB a profilem cytokinowym powstałym 

po stymulacji SEA i SEB in vitro w fazie remisji. Zaobserwowano, że obecność przeciwciał asIgE 

SEB (m81) wiąże się ze spadkiem sekrecji IL2 po stymulacji SEB (rs= - 0,46  p<0,05) w fazie  

remisji. W pozostałych przypadkach (SEA i przeciwciała asIgE SEA) nie zaobserwowano istnienia 

korelacji (p>0,05).

Ryc.35:  Zależność pomiędzy obecnością przeciwciał asIgE SEB (m81) a sekrecją IL2 po stymulacji SEB w fazie 
remisji AZS

Spadek  sekrecji  cytokiny  Th1  (IL2)  u  chorych  z  asIgE  SEB  w  fazie  remisji  sugeruje,  że 

zmniejszenie sekrecji tej cytokiny wydaje się istotne w celu osiągnięcia stanu remisji u pacjentów z 

AZS z IgE-zależnym mechanizmem odpowiedzi na gronkowcową enterotoksynę B.

W dalszej kolejności pacjentów z AZS podzielono na grupy, u których wykryto nosicielstwo 

S. aureus w nosie/skóra  oraz, u których nie wykazano obecności  S. aureus oraz grupę kontrolną 

również z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo na bakterii. Zaobserwowano, że u chorych z 

AZS będących nosicielami  S. aureus w fazie remisji spada sekrecja IL13 w porównaniu z fazą 

zaostrzenia  po  stymulacji  SEB  in  vitro  (p<0,05)  oraz  kontrolą  (p=0,005).  Natomiast  nie 

zaobserwowano takiej zależności u chorych z AZS nie będących nosicielami S. aureus (p>0,05).
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Ryc.36: Sekrecja IL13 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenie (czerwony), remisji (niebieski), kontroli (żółty) u 
nosicieli S. aureus z AZS

Wydaje się więc, że obserwowany  spadek sekrecji IL13 u chorych z AZS w remisji względem 

zaostrzenia po stymulacji SEB ma związek z obecnością gronkowca złocistego.

5.4: Współoddziaływanie alergenów i ich wpływ na profil cytokinowy w AZS

Wyniki  analiz  profili  cytokinowych  powstałych  po  stymulacji  alergenami:  D1 

Dermatophagoides pternyssinus, siarczanem niklu oraz gronkowcowymi enterotoksynami A i B w 

fazie remisji były niejednorodne (typ sekrecji cytokin: Th1, Th2 i Th1-Th2 dla każdego alergenu). 

Wydaje się więc, że istnieją czynniki zaburzające klasyczne mechanizmy alergiczne. Przypuszcza 

się, że jednym z nich może być współoddziaływanie alergenów. 

Wykonano analizy korelacji poszukując związków pomiędzy nasileniem testu płatkowego 

na nikiel a profilami cytokinowymi powstałymi po stymulacji a.D1 (0.4 µg/ml i 1.0 µg/ml) i SEA 

oraz SEB (500 ng/ml). Analizę wykonano w grupie chorych z dodatnim wynikiem testu płatkowego 

na  nikiel  oraz  ujemnym  wynikiem  testu  płatkowego  na  nikiel.  Analiza  korelacji  pomiędzy 

wynikiem testu płatkowego na nikiel oraz sekrecją cytokin po stymulacji a.D1 wykazała,  że w 

grupie chorych z AZS z silną reaktywnością skóry na nikiel w teście płatkowym występuje ujemna 

korelacja pomiędzy nasileniem testu płatkowego na nikiel a sekrecją IL2 po stymulacji 0.4 µg/ml 

a.D1 (rs= -0,61 p<0,05). 
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Ryc.37: Zależność pomiędzy wynikiem testu płatkowego na nikiel (wartości testu 2 i 3),  a sekrecja IL2 po 
stymulacji 0.4 µg/ml antygenu D1 Dermatophagoides pteronyssinus w fazie remisji AZS. 

Kolor: niebieski – wynik testu płatkowego na nikiel, czerwony – sekrecja IL2

Podejrzewa się więc, że występowanie kontaktowej alergii niklowej w AZS działa antagonistycznie 

względem sekrecji cytokiny Th1 (IL2) w odpowiedzi na a.D1 w remisji AZS. 

Następnie  poszukiwano  korelacji  pomiędzy  sekrecją  cytokin  po  stymulacji  a.D1  

i siarczanem niklu w fazie remisji AZS, aby wyjaśnić mechanizmy potencjalnego wpływu niklu na 

profil  cytokinowy  powstały  po  stymulacji  a.D1  w  fazie  remisji  AZS.  Widoczny  jest  związek 

pomiędzy reaktywnością PBMC na a.D1 i siarczan niklu w fazie remisji. W grupie z kontaktową 

alergią niklową obserwuje się stymulujące (dodatnie) zależności w sekrecji cytokin Th1 oraz Th2 i  

Th1. Natomiast w grupie chorych z AZS bez alergii niklowej obserwuje się zależności pomiędzy 

cytokinami typu Th1 stymulujące (dodatnie) oraz hamujące (ujemne) ich sekrecję. Natomiast w 

grupie kontrolnej korelacje są dodatnie i występują tylko pomiędzy cytokinami typu Th1 lub tylko 

Th2, a nie ma korelacji mieszanych Th1-Th2 lub ujemnych.
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Tabela 27: Zależności pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji a.D1 i siarczanem niklu in vitro u chorych z AZS 
w remisji z dodatnim i ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel i w grupie kontrolnej

Typ korelacji Wyniki testu nieparametrycznej korelacji Spearmana

Chorzy z AZS z dodatnim wynikiem testu płatkowego na nikiel

IFNγ 25 µM NiSO4 - IFNγ 0.4 µg/ml a.D1 rs= 0,66 p=0,01

IL13 25 µM NiSO4 - IFNγ 0.4  µg/ml a.D1 rs= 0,6 p< 0,05

IL13 25 µM NiSO4 - IL2 0.4  µg/ml a.D1 rs= 0,56 p<0,05

IFNγ 50 µM NiSO4 - IFNγ 1.0  µg/ml a.D1 rs= 0,72 p= 0,006

Chorzy z AZS z ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel

IFNγ  25 µM NiSO4 - IFNγ 0.4 µg/ml a.D1 rs= 0,53 p<0,05

IL2 25 µM NiSO4 -    IL2  0.4 µg/ml a.D1 rs=0,66 p= 0,01

IL2 50  µM NiSO4 
 -    IFNγ  1.0  µg/ml a. D1 rs = - 0,69 p=0,009

IL2 50  µM NiSO4 
 -    IL2 1.0  µg/ml a.D1 rs = 0,84 p=0,0007

Osoby zdrowe - kontrolne

IFNγ 25 µM NiSO4 - IFNγ 0.4 µg/ml a.D1 rs= 0,62 p<0,05

IFNγ 25 µM NiSO4 -IL2 0.4 µg/ml a.D1 rs=0,77 p=0,003

IL2 25 µM NiSO4 -   IFNγ  0.4 µg/ml a.D1 rs= 0,71 p=0,007

IL2 25 µM NiSO4 -   IL2  0.4 µg/ml a.D1 rs=0,78 p=0,002

IFNγ 50 µM NiSO4 - IFNγ 1.0 µg/ml a.D1 rs = 0,67 p<0,05

IFNγ 50 µM NiSO4 - IL2 1.0 µg/ml a.D1 rs= 0,58 p<0,05

IL2 50 µM NiSO4 -   IL2  1.0 µg/ml a.D1 rs= 0,67 p<0,05

IL13 50 µM NiSO4 - IL13 1.0  µg/ml a.D1 rs= 0,84 p=0,001

Te wyniki sugerują, że promowanie sekrecji cytokin typu Th1 (głównie IFNγ) w odpowiedzi na 

a.D1 przez cytokiny wydzielane pod wpływem niklu może sprzyjać osiągnięciu stanu remisji, gdyż 

jak pokazują badania opisane w tej pracy oraz także doniesienia z zakresu immunologii w stanie 

remisji  AZS  dominują  mechanizmy  Th1-zależne.  Nikiel  może  więc  być  istotnym  czynnikiem 

wpływającym na osiąganie stanu remisji przez układ immunologiczny pacjenta z AZS mającego 

PBMC reaktywne na a.D1 Dermatophagoides pteronyssinus.  

W dalszej  kolejności  sprawdzono,  czy  alergia  kontaktowa  na  nikiel  u  chorych  z  AZS 

wpływa na powstanie różnic w profilach cytokinowych po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS 

w  fazie  remisji  względem  fazy  zaostrzenia.  Poszukiwano  korelacji  pomiędzy  wynikami  testu 

płatkowego na nikiel a profilem cytokinowym powstałym po stymulacji SEA i SEB w fazie remisji  

AZS. Zaobserwowano istnienie ujemnej korelacji pomiędzy wynikami testu płatkowego na nikiel a 

sekrecją IL13 po stymulacji SEB (rs= -0,58  p=0,03).
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Ryc.38: Zależność pomiędzy nasileniem testu płatkowego na nikiel (wartość 2 i 3), a sekrecja IL13 po SEB u 
chorych z AZS z kontaktową alergią niklową. 

Kolor: niebieski – wynik testu płatkowego na nikiel, czerwony – sekrecja IL13

Podejrzewa  się  więc,  że  występowanie   kontaktowej  alergii  niklowej  w  AZS  działa 

antagonistycznie względem sekrecji cytokin Th2 (IL13) w odpowiedzi na SEB w remisji AZS. 

W dalszej kolejności sprawdzono jak zmienia się profil cytokinowy powstały po stymulacji SEA i 

SEB in vitro w fazie remisji względem zaostrzenia u chorych z AZS ze zdiagnozowaną alergią 

kontaktową na nikiel oraz w grupie chorych z ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel oraz 

w grupie kontrolnej. Nie wykazano istnienia różnic w sekrecji cytokin pomiędzy fazą zaostrzenia a 

fazą remisji u chorych z kontaktową alergią niklową w AZS po stymulacji SEA i SEB (p>0,05). 

Również nie wykazano istnienia różnic w profilach cytokinowych powstałych po stymulacji SEA i 

SEB pomiędzy fazą remisji i grupą kontrolną (p>0,05). Natomiast w grupie chorych z AZS bez 

kontaktowej  alergii  niklowej  w  fazie  remisji  AZS  spada  sekrecja  IL13  po  stymulacji  SEB w 

porównaniu  z  fazą  zaostrzenia  AZS  (p<  0,05)  i  grupą  kontrolną  (p=0,007).  

W przypadku stymulacji SEA nie zaobserwowano różnic w profilach cytokinowych pomiędzy fazą 

zaostrzenia, remisji i kontrolą (p>0,05).

Ryc.39: Sekrecja IL13 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenia (czerwony), remisji (niebieski)  w grupie chorych z 
AZS bez kontaktowej alergii niklowej  i w grupie kontrolnej (żółty)
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Przeprowadzone analizy wyników otrzymanych po stymulacji PBMC enterotoksyną B sugerują, że 

w remisji AZS spada sekrecja IL13 wydzielanej przez Th2 u pacjentów nie mających kontaktowej 

alergii  niklowej.  Natomiast  nasilenie  kontaktowej  alergii  niklowej  mierzone  wynikiem  testu 

płatkowego wiązało się spadkiem sekrecji IL13 w remisji AZS. Wydaje się więc, że kontaktowa 

alergia niklowa sprzyja utrzymaniu stałego poziomu IL13 niezależnie od fazy choroby – dlatego też 

różnica w sekrecji tej cytokiny po stymulacji SEB pomiędzy fazą zaostrzenia a remisji nie była 

widoczna u chorych z AZS z kontaktową alergią niklową, natomiast była widoczna u chorych z 

AZS bez kontaktowej alergii niklowej, w przypadku której nikiel nie odgrywał istotnej roli.

Następnie  poszukiwano korelacji  pomiędzy sekrecją  cytokin  po stymulacji  SEA i  SEB  

oraz siarczanem niklu w fazie remisji AZS. Zarówno u chorych z kontaktową alergią niklową w 

AZS i u chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel zauważalne jest, że ze  

wzrostem sekrecji  cytokin  typu  Th1  lub  Th2  po  stymulacji  siarczanem niklu  wzrasta  sekrecja 

cytokin typu Th1 lub Th2 po stymulacji SEA lub SEB. Widać więc klasyczną dodatnią regulację  

Th1-Th1  oraz  Th2-Th2.  Jednakże,  u  pacjentów  z  kontaktową  alergii  na  nikiel  obserwuje  się 

nietypową zależność; ze wzrostem sekrecji cytokiny Th2 (IL13) po stymulacji siarczanem niklu 

wzrasta  sekrecja  cytokiny  Th1  (IFNγ)  po  stymulacji  SEA i  SEB.  Natomiast  u pacjentów  bez 

kontaktowej alergii niklowej była  widoczna ujemna regulacja tj. ze wzrostem sekrecji cytokiny 

typu Th2 (IL13) po stymulacji siarczanem niklu malała sekrecja cytokiny Th1 (IFNγ) po stymulacji 

SEA i SEB. Zaobserwowano także wystąpienie nietypowej zależności w tej grupie chorych z AZS 

bez kontaktowej alergii  niklowej– wzrost sekrecji cytokiny Th1 (IL2) po stymulacji siarczanem 

niklu  wiąże  się  ze  spadkiem  sekrecji  innej  cytokinycTh1c(IFNγ)χpocstymulacjicSEAcicSEB. 

Natomiast  w  grupie  kontrolnej  obserwuje  się  tylko  dodatnie  (stymulujące)  zależności  między 

sekrecją cytokin po siarczanie niklu i SEA/SEB. Te zależności dotyczą tylko tej samej cytokiny (są 

tylko homogenne, czego nie wykazano u osób z AZS). 
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Tabela 28: Zależności  pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji  SEA i SEB oraz siarczanem niklu in vitro u  

chorych z AZS w remisji z dodatnim i ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel i w grupie kontrolnej

Typ korelacji Wyniki testu nieparametrycznej korelacji Spearmana

Chorzy z AZS z kontaktową alergią niklową 

IL2 NiSO4 25 µM – IL2 SEA rs = 0,58 p< 0,05

IL13  NiSO4 25 µM - IFNγ SEA rs = 0,57 p< 0,05

IL13  NiSO4 25 µM - IFNγ SEB rs = 0,61 p< 0,05

IL13  NiSO4 25 µM – IL13 SEB rs = 0,7 p=0,009

IFNγ  NiSO4 50 µM - IL2 SEB rs = 0,74 p<0,005

IL2  NiSO4 50 µM – IL2 SEA rs = 0,71 p=0,007

IL13  NiSO4 50 µM - IFNγ SEA rs = 0,74 p<0,005

IL13  NiSO4 50 µM – IL13 SEA rs= 0,56 p< 0,05

IL13  NiSO4 50 µM - IFNγ SEB rs = 0,74  p< 0,005

IL13  NiSO4 50 µM - IL13 SEB rs = 0,74 p< 0,005

Chorzy z AZS bez kontaktowej alergii niklowej 

IFNγ  NiSO4  25 µM - IL13 SEB rs = 0,65 p< 0,05

IL2  NiSO4  25 µM – IL2 SEA rs = 0,68 p=0,01

IL2  NiSO4  25 µM - IFNγ SEB rs = - 0,63 p< 0,05

IL2  NiSO4  25 µM – IL2 SEB rs = 0,67 p = 0,01

IL13  NiSO4  25 µM – IL13 SEB rs = 0,53 p<0,05

IL2  NiSO4  50 µM - IFNγ SEA rs = -0,75 p= 0,004

IL2  NiSO4  50 µM - IFNγ SEB rs = -0,57 p < 0,05

IL13  NiSO4  50 µM - IFNγ SEA rs = -0,6 p< 0,05

IL13  NiSO4  50 µM – IL13 SEA rs = 0,72  p= 0,006

IL13 NiSO4  50 µM -  IFNγ SEB rs = -0,71 p=0,007

Zdrowi-kontrolni (bez alergii niklowej)

IFNγ  NiSO4  50 µM - IFNγ SEB rs=0,5 p=0,009

IL13  NiSO4  50 µM – IL13 SEB rs=0,66 p=0,0004

IL13  NiSO4  25 µM – IL13 SEA rs=0,68 p=0,0003

IFNγ  NiSO4  50 µM - IFNγ SEA rs=0,55 p=0,004

IL13 NiSO4 – IL13 SEA rs=0,51 p=0,008

IL2  NiSO4  50 µM – IL2 SEB rs=0,36 p=0,05

IL13 NiSO4   25 µM – IL13 SEB rs=0,56 p=0,003

Na  podstawie  otrzymanych  wyników  przypuszcza  się,  że  inne  środowisko  cytokinowe  jest 

tworzone u chorych z i bez kontaktowej alergii niklowej w remisji AZS oraz u osób zdrowych – 

kontrolnych. Te różnice mogą wpływać na zdolność organizmu do obrony przed kolonizacją przez 

S. aureus, a więc ułatwiać rozwój infekcji lub hamować w przypadku osób zdrowych.
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V. DYSKUSJA WYNIKÓW

1: Reaktywność PBMC na siarczan niklu w zaostrzeniu AZS

Przeprowadzona analiza danych  nie wykazała istnienia różnic w sekrecji IFNγ, IL2 oraz 

IL13 przez PBMC stymulowane siarczanem niklu in vitro pomiędzy grupą chorych z z kontaktową 

alergią niklową w AZS bez chorób współistniejących i grupą kontrolną. Nie zaobserwowano także 

różnic między chorymi z kontaktową alergią niklową w AZS i chorymi z AZS bez kontaktowej 

alergii  niklowej.  Nie  zaobserwowano  także  różnic  w  sekrecji  badanych  cytokin  po  stymulacji 

siarczanem niklu pomiędzy grupą chorych z AZS z kontaktową alergią niklową i grupą zdrowych- 

kontrolnych osób. Wydaje się więc, że inne molekularne mechanizmy mogą  być zaangażowane w 

alergię niklową w atopowym zapaleniu skóry. O udziale innych cytokin w rozwoju alergii niklowej 

w AZS może świadczyć ujemna korelacja pomiędzy sekrecją IFNγ po stymulacji siarczanem niklu 

in  vitro  i  wskaźnikiem zmian skórnych  SCORAD oraz  nasileniem testu  płatkowego  na  nikiel.  

Spadek  wydzielania  IFNγ będącej  cytokiną  typu  Th1  teoretycznie  powinien  oznaczać  wzrost 

sekrecji cytokiny antagonistycznej z grupy Th2. W przypadku  przeanalizowanej grupy chorych z 

AZS raczej nie była nią IL13, gdyż nie zaobserwowano różnic w jej sekrecji między grupą chorych 

z AZS a grupą kontrolną. Najnowsze publikacje z zakresu alergologii podają, że  cytokiny związane 

z nadwrażliwością na nikiel to oprócz badanych w ramach tego projektu IFNγ, IL2, IL13 to także 

takie cytokiny jak: IL4, IL5 i IL10128,130.W mechanizmie alergii kontaktowej niklowej sekrecja IL5 

koreluje z wynikami testu płatkowego na nikiel.131  W przypadku alergii systemowej na nikiel np. 

alergicznym nieżycie nosa, astmie oskrzelowej ważną rolę odgrywają takie cytokiny jak: IL4, IL5, 

IL13.114 Ponadto  sugeruje  się,  że  nikiel  może  uczestniczyć  w  patogenezie  AZS  poprzez 

wywoływanie  stresu  oksydacyjnego.127 W  przeprowadzonych  badaniach  w  ramach  opisanego 

projektu  dowodem na to,  że nikiel  odgrywa jednak istotną  rolę  w AZS jest  dodatnia  korelacja 

pomiędzy wydzielaniem IL2 a nasileniem wyniku testu płatkowego na nikiel u chorych z AZS. 

Współobecność astmy alergicznej i alergii kontaktowej z AZS powodowała zanik tej zależności, co 

może oznaczać, że inne molekularne mechanizmy są zaangażowane w nadwrażliwość na nikiel w 

przypadku  tych  dwóch  chorób.   Ze  względu  na  fakt,  że  w  przeprowadzonych  badaniach  nie 

zaobserwowano różnic w odpowiedzi PBMC na siarczan niklu pomiędzy grupą chorych z AZS i 

osobami  zdrowymi  podejrzewa się,  że  zarówno  PBMC pochodzące  od  osób chorych  z  AZS i 

zdrowych mogą wydzielać cytokiny jeśli mają kontakt z niklem. U chorych z AZS są jednak obecne 

PBMC  specyficzne względem innych alergenów w alergiach poliwalentnych, migrujące do skóry, 

gdzie  mogą  reagować  na  te  inne  alergeny  np.  aeroalergeny,  autoantygeny.  Natomiast  u  osób 

zdrowych  nie  ma  takich  komórek.  Wedle  tej  hipotezy  nikiel  może  więc  pełnić  rolę  inicjatora 
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(pobudzanie  aktywności  PBMC  do  wydzielania  cytokin)  aktywującego  komórki  „alergiczne” 

odpowiadające na inne alergeny. Możemy mieć więc do czynienia z tzw. współoddziaływaniem 

alergenów w atopowym zapaleniu  skóry.  Tego typu mechanizm mógłby stanowić  alternatywną 

teorię  wyjaśniającą  tzw.  późny  typ   reakcji  alergicznej  obserwowanej  w  skórze  podczas 

wykonywania  testu  płatkowego  na  nikiel.128 Podczas  tego  typu  testowania  obserwuje  się 

rumień/grudki/obrzęk po 48 godzinach okluzji, które są widoczne do 96 godzin lub szybko zanikają 

lub  też  te  zmiany  na  skórze  pojawiają  się  dopiero  po  48  godzinach  po  usunięciu  alergenu  i  

wystawieniu skóry na ekspozycję środowiska zewnętrznego. Zjawisko opóźnionej reakcji na nikiel 

tłumaczy się potrzebą czasu niezbędnego do napływu limfocytów do miejsca ekspozycji alergenu, 

gdzie  komórki  tworzą  odczyn  alergiczny,  oraz  czasem  potrzebnym  do  tworzenia  kompleksów 

hapten czyli nikiel-białko prezentowanych w kontekście MHC przez komórki prezentujące antygen 

limfocytom T.128  Z drugiej jednak strony przyjmując teorię współoddziaływania alergenów można 

założyć,  że  ekspozycja  na  nikiel  i  kontakt  z  tym  metalem  aktywuje  komórki  w  sposób 

niespecyficzny do wydzielania cytokin. Pobudzeniu mogą więc ulec zarówno komórki pochodzące 

od chorych na AZS z kontaktową alergią niklową oraz od osób zdrowych. Publikacje z zakresu 

alergologii  sugerują,  że nikiel  wiąże się  z  receptorem TCR125 obecnym na limfocytach  T osób 

chorych  z  AZS  i  zdrowych.  Skutkiem  niespecyficznej  aktywacji  komórek  układu 

immunologicznego skóry przez nikiel  może być widoczna po 48 godzinach  zmiana na skórze. 

Przypuszcza się, że u chorych z AZS, u których jest zaburzona architektura i skład komórkowy 

skóry przenikanie niklu do jej wnętrza jest łatwiejsze niż u osób zdrowych.22 Może więc dlatego po 

48 godzinach okluzji  nie obserwuje się  reakcji  skóry na nikiel  u osób zdrowych.  Zgodnie z  tą 

hipotezą po wyeksponowaniu skóry na środowisko zewnętrzne po usunięciu okluzji z siarczanem 

niklu komórki pobudzone wcześniej przez nikiel reagują w sposób specyficzny tylko u chorych z 

AZS na alergeny środowiskowe tzw. aeroalergeny100 i/lub autoantygeny.89 Skutkiem tego może być 

wydłużenie obecności zmian na skórze do 96 godzin lub pojawienie się tych zmian dopiero po 

wyeksponowaniu  skóry  na  środowisko  zewnętrzne-  aeroalergeny  (czyli  po  48  godzinach). 

Aktywność komórek pobudzonych przez nikiel może też ulegać wyciszeniu, gdy komórki nie są 

specyficzne względem aeroalergenów i/lub autoantygenów (zanik reakcji skórnej po 48 godzinach 

w teście płatkowym na nikiel). To tłumaczyłoby, dlaczego nie zaobserwowano różnic w sekrecji 

cytokin in vitro między osobami zdrowymi i chorymi z AZS, a wykazano istnienie korelacji między 

poziomem nasilenia testu płatkowego na nikiel a sekrecją IL2 po stymulacji siarczanem niklu in 

vitro  u  chorych  z  AZS.  Dodatkową  informacją  na  temat  molekularnych  mechanizmów 

oddziaływania niklu z komórkami w AZS jest obserwacja, że nie zawsze wynik testu płatkowego na 

nikiel  informuje o obecności PBMC ulegających pobudzeniu przez nikiel  –  dodatnia korelacja 
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pomiędzy liczbą komórek wydzielających IL2 a wynikiem testu płatkowego na nikiel u chorych z 

AZS  zanikła,  gdy  do  grupy  wprowadzono  pacjentów,  u  których  współwystępowała  astma 

alergiczna  i  alergia  pokarmowa  oraz  alergia  kontaktowa.  Ponadto  zaobserwowano  pojedyncze 

przypadki  pacjentów  ze  współwystępującą  astmą  alergiczną,  alergicznym  nieżytem  nosa  oraz 

alergią pokarmową i kontaktową z ujemnym wynikiem testu płatkowego na nikiel, u których wzrost 

liczby PBMC po stymulacji siarczanem niklu in vitro był przynajmniej dwukrotny. W przypadku 

współwystępowania  z  AZS  alergii  pokarmowej  nadwrażliwość  na  nikiel  prawdopodobnie 

objawiłaby  się   po  spożyciu  pokarmów  zawierających  nikiel  i  zostałaby  wykazana  w  testach 

prowokacji doustnej.132 W przypadku pacjentów z AZS z cechami alergii kontaktowej inne cytokiny 

mogą być zaangażowane w molekularny mechanizm odpowiedzi na obecność niklu.131  Natomiast 

interesujący jest  fakt  wystąpienia  dużej  reaktywności  na  nikiel  u  chorego ze  współwystępującą 

astmą alergiczną bez stwierdzonej obecności alergii pokarmowej. Publikacje z zakresu alergologii 

dowodzą, że komórki nie posiadające receptora kierującego do skóry (CLA) migrują do płuc.132,136 

Przypuszcza się więc, że w opisanym przypadku pacjent mógł posiadać komórki jednojądrzaste 

krwi, które łatwo ulegały pobudzeniu przez nikiel, migrowały do dróg oddechowych i tam ulegały 

pobudzeniu przez aeroalergeny. Brak receptora kierującego PBMC do skóry (CLA) tłumaczyłoby 

dlaczego u tego pacjenta wynik testu płatkowego na nikiel był ujemny.  Z drugiej jednak strony 

należy pamiętać, że test płatkowy może ulegać negatywizacji u osób z długotrwałą ekspozycją na 

nikiel,  co  wynika  z  nabywania  tolerancji  immunologicznej  na  ten  pierwiastek  i  wiąże  się  ze 

zwiększonym wydzielaniem IL10.130

2: Reaktywność PBMC na a.D1 w zaostrzeniu AZS

W alergii  roztoczowej  w atopowym zapaleniu  skóry potwierdzonej  dodatnim wynikiem 

testu punktowego na a.D1 obserwowano wzrost sekrecji wszystkich trzech analizowanych cytokin 

(IFNγ,  IL2, IL13) w zależności od stosowanej dawki antygenu D1 in vitro. Źródła literaturowe 

donoszą o udziale cytokin typu Th2, ale również i Th1 w rozwoju alergii roztoczowej w AZS.135 

Częstym obrazem klinicznym obserwowanym u pacjentów z AZS jest współwystępowanie z AZS 

innych chorób alergicznych1, które, jak wykazały analizy przeprowadzone w tej pracy, wydają się 

modyfikować  profil  cytokinowy  będący  odpowiedzią  na  kontakt  PBMC  z  antygenem  D1.  U 

chorych z AZS z alergią roztoczową bez chorób współistniejących ze wzrostem nasilenia zmian 

skórnych (wskaźnik SCORAD) maleje sekrecja IFNγ. Natomiast u chorych z AZS z alergicznymi 

chorobami współistniejącymi zanika ta zależność. Przeprowadzone analizy, zwłaszcza u chorych z 

AZS ze współwystępującą astmą alergiczną bez innych chorób lub też w obrazie klinicznym AZS + 

AA + ANN + AP, sugerują, że ten modyfikujący wpływ współwystępowania z AZS innych chorób 
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dotyczy spadku/wzrostu sekrecji cytokiny Th1 (IFNγ). Modyfikujący wpływ współwystępowania 

innych  chorób  alergicznych  na  profil  cytokinowy w  alergii  roztoczowej  w  AZS  nie  tłumaczy 

jednak, dlaczego w przypadku grupy osób tylko z AZS z dodatnim wynikiem testu punktowego na 

a.D1 dochodzi do przyrostu liczby PBMC wydzielających zarówno cytokiny Th2 (IL13) i/lub Th1 

(IFNγ,  IL2).  Podejrzewa  się,  że  niejednorodność  odpowiedzi  PBMC  na  a.D1  może  być 

spowodowana  reaktywnością  PBMC  na  powszechnie  występujący  nikiel  obecny  w  wodzie, 

pokarmach  i  przedmiotach  codziennego  użytku,  114,115 modyfikujący  w  rezultacie  środowisko 

cytokinowe.  Tak więc można oczekiwać innego profilu cytokinowego w odpowiedzi na a.D1 w 

alergii  monowalentnej  z  jednym  alergenem  uczulającym,  a  innego  w  poliwalentej  z  wieloma 

alergenami uczulającymi i tworzącymi wspólne środowisko cytokinowe nietypowe dla każdego z 

tych alergenów uczulających osobno. Jak wykazały przeprowadzone analizy, u chorych z AZS Ni(-) 

przeważa sekrecja IL13, a spada sekrecja IL2 dominującej w odpowiedzi na a.D1 u chorych z AZS 

Ni(+).  Wydaje  się  więc,  że  nikiel  może  hamować  Th2-zależne  mechanizmy  związane  z 

odpowiedzią na a.D1 i promować mechanizmy typu Th1 w odpowiedzi na a.D1. To tłumaczyłoby 

dlaczego w klasycznej  Th2-zależnej  związanej  z  IgE alergii  roztoczowej  w AZS obserwowano 

wzrost  sekrecji  zarówno  IL13,  ale  też  i  IL2.  Kolejna  obserwacja  przemawiającą  za  udziałem 

dodatkowego  czynnika  modyfikującego  profil  cytokinowy  w  alergii  roztoczowej  w  AZS  (bez 

udziału  innych  chorób  alergicznych)  pokazuje,  że  profil  cytokinowy  tworzony  przez  PBMC 

"spontanicznie"  (bez stymulacji  alergenem) wydzielające cytokiny wydaje się  być  powiązany z 

wynikiem testu punktowego na a.D1 – tę zależność wykazuje zarówno IL2 oraz IL13. Wydaje się 

więc, że już w chwili pobierania PBMC z żyły te komórki są pobudzone przez alergeny in vivo 

promujące  zarówno  syntezę  cytokin  typu  Th1  oraz  Th2–  jednym  z  nich  może  być  nikiel.  

Przeprowadzone analizy pokazują, że wynik testu punktowego na a.D1 i test Elispot wzajemnie 

potwierdzają swoje wyniki, o czym świadczą korelacje pomiędzy wynikami tych testów. Nie można 

jednak jednoznacznie powiedzieć, że ujemny wynik testu punktowego na a.D1 oznacza brak PBMC 

w ustroju reagujących na antygen D1. Zaobserwowano grupę pacjentów tylko z AZS z  ujemnym 

wynikiem testu  punktowego na  a.D1 oraz  osoby w grupie  kontrolnej,  u  których wzrost  liczby 

PBMC wydzielających cytokiny był   przynajmniej  dwukrotny po stymulacji  a.D1 in vitro.  Typ 

wydzielanych  cytokin  był  niejednorodny  (Th1,  Th2,  Th1-Th2).  Żaden  z  tych  pacjentów,  w 

przeciwieństwie do chorych z AZS z D1(+), u których 68,5% miało asIgE  dla D1 oraz 44% miało 

podwyższone tIgE,  nie posiadał asIgE dla D1 oraz tIgE było w normie. Pojawia się więc pytanie o 

możliwość istnienia mechanizmu alergii roztoczowej IgE- niezależnego i nie dającego dodatniego 

wyniku testu punktowego. Coraz częściej w literaturze pojawiają się doniesienia o znaczeniu testu 

płatkowego  w  wykrywaniu  mechanizmu  typu  późnego  w  alergii  roztoczowej.135 Może  więc 
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wykonanie tego typu testu chociaż częściowo tłumaczyłoby otrzymane zjawisko. Z drugiej jednak 

strony należy podkreślić, że są prace  informujące o PBMC specyficznie reagujących na a.D1 in 

vitro u chorych z AZS i współistniejącą astmą alergiczną, wśród których są obecne komórki nie 

posiadające receptora kierującego do skóry.136 Takie komórki migrują do innych narządów (np. do 

płuc) lub mogą pozostawać w krwiobiegu modyfikując środowisko cytokinowe  i w ten sposób 

wpływając na pobudzenie innych PBMC, ekspresję receptorów i innych białek powierzchniowych i 

pośrednio nasilając/ hamując rozwój nadwrażliwości na inny alergen. Badania opisane w tej pracy 

pokazują, że w przypadku klasycznej, IgE-zależnej alergii roztoczowej (potwierdzonej skórnymi 

testami  punktowymi)  dodatni  wynik  skórnego testu  punktowego zależy nie  tylko  od obecności 

PBMC rozpoznających a.D1, ale ważny jest jaki jest to typ komórek (zarówno Th1 oraz Th2 muszą 

ulegać  aktywacji  w  klasycznej  alergii  roztoczowej  w  AZS  u  chorych  z  dodatnim  wynikiem 

skórnego testu punktowego na a.D1). Nie bez znaczenia wydaje się także stężenie alergenu –  ze  

wzrostem stężenia a.D1 nasileniu ulegają  molekularne mechanizmy (sekrecja  IL13) związane z 

rozwojem  klasycznej  Th2-zależnej  alergii  roztoczowej.  Dodatkowo,  ważne  jest  środowisko 

cytokinowe, w którym PBMC przebywają. To środowisko determinuje polaryzację Th1- Th238, a 

więc decyduje, czy rozwinie się alergia roztoczowa czy też nie. Z kolei to środowisko może być 

modyfikowane przez wiele czynników (współobecność innych chorób alergicznych i udział innych 

alergenów). Wydaje się więc, że o tym, czy rozwinie się alergia roztoczowa u pacjenta decyduje nie  

tylko obecność receptora na PBMC rozpoznającego specyficznie a.D1, ale także mikrośrodowisko, 

w którym komórki się znajdują.  

3: Reaktywność PBMC na gronkowcowe enterotoksyny A i B w zaostrzeniu AZS

Przeprowadzone w tej pracy analizy nie wykazały istnienia różnic w spontanicznej sekrecji 

cytokin  i  po  stymulacji  enterotoksynami  A  i  B  pomiędzy  grupą  chorych  z  AZS  będących 

nosicielami  S.  aureus w  nosie  i/lub  skórze,  chorych  z  AZS  z  ujemnym  wynikiem  testu  na 

nosicielstwo tej bakterii i kontrolami również z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus. 

Nie  zaobserwowano  także  związków  profili  cytokinowych  spontanicznych  ze  wskaźnikiem 

nasilenia zmian skórnych SCORAD u nosicieli S. aureus z AZS oraz chorych z AZS z ujemnym 

wynikiem testu na nosicielstwo tej bakterii. Brak różnic w spontanicznej sekrecji badanych cytokin 

między chorymi z AZS będącymi nosicielami S. aureus, chorymi z AZS z ujemnymi wynikami 

testu na nosicielstwo oraz kontrolami może mieć związek z nabyciem tolerancji obecności bakterii 

przez  układ  immunologiczny  nosiciela  S.  aureus.   Tak  więc  zgodnie  z  tą  hipotezą  bakteria 

stawałaby  się   składnikiem  flory  bakteryjnej  skóry  pacjenta-nosiciela  z  AZS  (skoro  układ 
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immunologiczny nie jest w stanie usunąć bakterii, to zaczyna ją tolerować, gdyż długotrwały stan 

zapalny może być niebezpieczny dla organizmu). Brak różnic w odpowiedzi PBMC na SEA i SEB 

pomiędzy grupą chorych z AZS a grupą kontrolną może mieć związek z mechanizmem działania 

superantygenów,  które  aktywują  limfocyty  T  posiadające  TCR  niezależnie  od  ich 

specyficzności.82,83 Tak  więc  pobudzeniu  do  sekrecji  cytokin  ulegają  limfocyty  T  posiadające 

receptor  TCR,  które  są  obecne  zarówno  u  osób  zdrowych  oraz  chorych  z  AZS.  Natomiast 

zaobserwowano, że dochodzi do spadku sekrecji IFNγ po stymulacji SEB ze wzrostem nasilenia 

zmian skórnych (SCORAD) u nosicieli  S. aureus z AZS. Sugeruje to,  że w przypadku silnego 

nasilenia zmian skórnych pula limfocytów Th1 ulega zmniejszeniu w krwiobiegu, co może być 

skutkiem apoptozy komórek Th1 i/lub ich migracji do skóry objętej stanem zapalnym.36,91 Jest też 

możliwe,  że  zasiedlenie  skóry  przez  S.  aureus jest  skutkiem  niedoboru  limfocytów  Th1 

wydzielających IFNγ.47,.91  W rezultacie infekcja gronkowcowa sprzyja nasilaniu zmian skórnych u 

chorych z AZS. Zaobserwowano także, że współwystępowanie innych chorób alergicznych wraz z 

AZS wpływa na sekrecję IFNγ. U chorych na AZS z cechami alergii kontaktowej po stymulacji 

SEB sekrecja tej  cytokiny jest  mniejsza niż u chorych z AZS bez chorób współwystępujących. 

Natomiast  współwystępowanie wraz z  AZS z cechami alergii  kontaktowej  alergicznego nieżytu 

nosa i astmy alergicznej lub alergii pokarmowej powoduje wzrost sekrecji tej cytokiny względem 

kontroli  po  stymulacji  SEA.  Wzrost  sekrecji  IFNγ związany  ze  zwiększeniem  puli  Th1  w 

krwiobiegu może być skutkiem migracji limfocytów Th2 do płuc w przypadku współwystępowania 

z AZS astmy alergicznej lub do układu pokarmowego, gdzie komórki te mogą wywoływać reakcje 

alergiczne  IgE-zależne.  W  rezultacie  może  to  prowadzić  do  przewagi  puli  Th1  nad  Th2  w 

krwiobiegu. Ta pula limfocytów Th, która dominuje w krwiobiegu w przypadku danego obrazu 

klinicznego AZS w zaostrzeniu będzie aktywowana przez superantygen zgodnie z założeniami tej 

hipotezy. Z drugiej jednak strony podwójny sygnał pochodzący od alergenu i superantygenu może 

kierować dominujące w krwiobiegu limfocyty Th na drogę programowanej śmierci (apoptozy), co 

prowadziłoby do przewagi mniej liczebnej puli Th w krwiobiegu. Powszechnie przyjęła się teoria o 

apoptozie limfocytów Th1 na skutek stymulacji superantygenami. 91 Tak więc zwiększenie się puli 

Th1 w krwiobiegu w przypadku współwystępowania astmy alergicznej i alergii pokarmowej z AZS 

nie może być tłumaczona przy pomocy tej teorii. Doniesienia literaturowe wskazują na związek 

pomiędzy  obecnością  konkretnych  podtypów  receptora   TCR  a  wybranymi  jednostkami 

chorobowymi.137 Tak  więc  z  jednej  strony  superantygeny  nie  wiążą  się  tak  specyficznie  z 

receptorami jak typowe alergeny, ale mają większe lub mniejsze preferencje do wiązania z danymi 

podtypami receptora TCR, których ekspresja może  być zależna od jednostki chorobowej, która 

współwystępuje  z  AZS.  Ta  teoria  mogłaby  tłumaczyć,  dlaczego  zaobserwowano  w  kilku 
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przypadkach wpływ współwystępowania z AZS innych chorób alergicznych na profil cytokinowy 

pacjentów z AZS powstały po stymulacji  SEA i SEB in vitro. Migracja limfocytów Th1 i Th2 

posiadających  różne  odmiany  receptora  TCR  (alfa/beta  lub  gamma/delta)  między 

tkankami/narządami  objętymi  zapaleniem  alergicznym  mogłaby  stanowić  dobre  wyjaśnienie, 

dlaczego współwystępowanie  innych chorób alergicznych z  AZS wpływa na profil  cytokinowy 

powstały  po  stymulacji  superantygenami  SEA i  SEB.  Przyczyn  różnorodności   w  odpowiedzi 

PBMC  na  SEA i  SEB  in  vitro  poszukiwano  również  w  modyfikującym  wpływie  niklu   na 

środowisko  cytokinowe.  Powszechnie  występujący  w  pokarmach,  wodzie  oraz  przedmiotach 

codziennego  użytku  nikiel114-115  wywołuje  sekrecję  cytokin  tworzących  środowisko  cytokinowe. 

Dlatego więc PBMC u chorych z AZS z alergią na nikiel i chorych bez tej alergii mogą inaczej 

reagować  na  stymulację  SEA  i  SEB  in  vitro,  ponieważ  mogą  znajdować  się  w  różnych 

środowiskach cytokinowych.  Zaobserwowano, że u chorych z AZS z kontaktową alergią niklową 

po stymulacji SEB sekrecja IL2 jest wyższa niż u chorych z AZS bez kontaktowej alergii niklowej. 

Ponadto zaobserwowano istnienie korelacji pomiędzy sekrecją cytokin po stymulacji siarczanem 

niklu oraz SEA i SEB głównie u chorych z AZS z wysoką sekrecją IFNγ oraz u nosicieli S. aureus. 

Tak więc jest możliwe, że limfocyty Th związane z nadwrażliwością na nikiel, u której podstaw 

może znajdować się reakcja tego metalu z wybranym odcinkiem receptora TCR w warunkach in 

vitro ulegają wtórnemu pobudzeniu przez SEA i  SEB również poprzez mechanizm związany z 

receptorem TCR. Mechanizm oddziaływania niklu z TCR i superantygenów SEA i SEB są jednak 

inne.  84,125 Przypuszcza  się,  że  zdolność  układu  immunologicznego  do  usuwania  S.  aureus z 

organizmu u  chorych  z  AZS może  więc  ulegać  zaburzeniu  przez  modyfikujący oddziaływanie 

niklu, wpływającego na sekrecję cytokin, poprzez mechanizm związany z TCR.  Związek niklu z 

infekcjami S. aureus wydają się potwierdzać wyniki badań El Safty i wsp138, który zaobserwował, 

że u pracowników wytwarzających elektropłytki niklowe rozwijają się infekcje bakteryjne – w tym 

infekcje  S. aureus. Interesująca jest też obserwacja, że u pacjenta z obrazem klinicznym: AZS z 

cechami alergii kontaktowej i alergią pokarmową z kontaktową alergią niklową dochodzi do bardzo 

silnej sekrecji IFNγ po stymulacji SEA. Oznacza to, że w przypadku takiego obrazu klinicznego 

dominują  limfocyty  Th1.  Obecność  alergii  pokarmowej  i  kontaktowej  alergii  niklowej  może 

oznaczać, że nikiel oddziaływujący kontaktowo124 oraz poprzez reakcję krzyżową w pokarmach132 

silnie modyfikuje środowisko cytokinowe. Podejrzewa się, że związek pokarmowej alergii niklowej 

z  rozwojem  infekcji  S.  aureus w  AZS  mógłby  polegać  na  wpływie  niklu  na  funkcjonowanie 

limfocytów T regulatorowych typu Th3 związanych z indukowaniem tolerancji pokarmowej.113,130 

Te limfocyty wydzielają TGFβ,  który jak wykazano, wpływa na ekspresję fibronektyny.139, która 

jest białkiem macierzy zewnątrzkomórkowej, z którym wiąże się  S. aureus.76  Istnieją doniesienia 
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literaturowe o  wpływie  niklu  na  sygnalizację  wewnątrzkomórkową indukowaną przez  TGFβ.140 

Znalezienie  odpowiedzi  na  pytanie  czy  nosicielstwo  S.  aureus i  współwystępowanie 

nadwrażliwości na nikiel  wraz z  AZS mają ze sobą związek wydaje się istotną kwestią, gdyż  

infekcje gronkowcowe oraz alergia niklowa jest powszechnie stwierdzana w populacji chorych z 

atopowym zapaleniem skóry. Powszechność infekcji gronkowcowych u chorych z AZS, trudność w 

pobraniu wymazów na obecność S. aureus z jam ciała, a nie tylko z powierzchni skóry czy  też z 

nosa,  skłania  do  poszukiwania  nowych  testów  diagnostycznych.  Problemem  też  jest  fakt,  że 

obecność S. aureus na powierzchni ciała tj. skóra i nos może być przejściowa i S. aureus może nie 

wchodzić w skład stałej flory bakteryjnej. Dlatego też wyniki wymazów wymagają powtórzenia w 

odstępach czasowych, co czasami może stanowić utrudnienie w praktyce klinicznej. Wyniki badań 

przeprowadzonych w ramach opisanego w tej pracy projektu pokazują, że test reaktywności PBMC 

na SEA i SEB in vitro nie pokazuje różnic pomiędzy wynikami nosicieli  S. aureus i pacjentów, u 

których  nie  wykazano  nosicielstwa.  Wydaje  się  jednak,  że  jest  to  skutek  molekularnego 

mechanizmu działania superantygenów SEA i SEB, natomiast powstaje pytanie czy w  przypadku 

użycia do stymulacji roztworu zabitego  S. aureus takie różnice mogłyby zaistnieć. Drugi rodzaj 

testu  wykrywający obecność  przeciwciał  specyficznych względem SEA i  SEB w surowicy nie 

zawsze  informuje  o  obecności  S.  aureus na  skórze  lub  w  nosie,  jak  pokazały  wyniki  badań 

opisanych w tej pracy. Prawdopodobnie jest to skutek tego, że różne szczepy S. aureus syntezują 

różne enterotoksyny, a także nie każdy szczep tej bakterii jest zdolny do produkcji enterotoksyn.141 

Ten typ testu może więc tylko stanowić potwierdzenie wyników innych testów diagnozujących 

nosicielstwo S. aureus.  

4: Zmiany reaktywności PBMC w remisji względem zaostrzenia AZS

Przeprowadzone  analizy  pokazują,  że  typ  molekularnych  mechanizmów  aktywowanych 

podczas przejścia z fazy zaostrzenia w remisję w AZS nie jest jednorodny dla danego alergenu i 

wydaje  się   zależeć  od  szeregu dodatkowych czynników.  W przypadku  odpowiedzi  PBMC na 

siarczan niklu obserwuje się spadek sekrecji IL2 wydzielanej przez limfocyty Th0 i Th1 w fazie 

remisji  u  chorych  z  mniejszymi  zmianami  skórnymi.  Natomiast  u  chorych  z  AZS z  wysokim 

surowiczym IgE obserwuje się wzrost sekrecji cytokiny Th1- IFNγ. Z kolei u chorych z nasiloną 

kontaktową alergią niklową obserwuje się spadek sekrecji cytokiny Th2 – IL13. Według doniesień 

literaturowych  analizy  przeprowadzone  na  wycinkach  z  biopsji  pokazują,  że  w  chronicznych 

zmianach jest więcej mRNA dla IFNγ i  mniej mRNA dla IL13 w komórkach w porównaniu ze 

skórą w zaostrzeniu AZS.38

W przypadku odpowiedzi PBMC na a. D1 Dermatophagoides pteronyssinus obserwuje się 
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wzrost sekrecji cytokiny Th1- IFNγ w fazie remisji, który ulega nasileniu u chorych z asIgE D1. 

Dodatkowo,  zaobserwowano  spadek  sekrecji  IL2  w  remisji  względem  zaostrzenia  AZS  po 

stymulacji PBMC a.D1 u chorych z kontaktową alergią niklową. Wydaje się więc, że sekrecja IL2 

w  fazie  remisji  w  odpowiedzi  na  a.D1  jest  hamowana  w  przypadku  współwystępowania 

kontaktowej  alergii  niklowej  w  AZS.  Uważa  się,  że  IL2  odpowiada  za  promowanie  procesów 

immunotolerancji  autoantygenów  i  alergenów.44,61 Spadek  jej  sekrecji  w  fazie  remisji  może 

oznaczać, że nikiel u chorych z kontaktową alergią niklową poprzez mechanizm związany z IL2 

uczestniczy w regulacji wystąpienia fazy zaostrzenia i remisji u chorych z alergią roztoczową w 

AZS. Spadek sekrecji IL2 w odpowiedzi na a.D1 w fazie remisji może przyspieszać wystąpienie 

zaostrzenia,  a  wzrost  sekrecji  IL2  w  zaostrzeniu  w  odpowiedzi  na  a.D1  może  promować 

immunotolerancję alergenów i wystąpienie remisji. Tak więc u chorych z AZS z alergią roztoczową 

nikiel może być jednym z czynników  regulujących przejścia zaostrzenia - remisja AZS.18,38

Odpowiedź PBMC na gronkowcową enterotoksynę B w fazie remisji wiązała się z spadkiem 

sekrecji  IL2  w  porównaniu  z  fazą  zaostrzenia  w  obecności  IgE-zależnych  mechanizmów 

(znaleziono asIgE SEB w surowicy pacjentów). U nosicieli  Staphylococcus aureus  obserwowano 

spadek sekrecji IL13 w remisji w odpowiedzi na SEB. Widoczna jest więc zgodność otrzymanych 

wyników z doniesieniami literaturowymi, w których przejście z fazy zaostrzenia w fazę remisji 

AZS  polega  na  przesunięciu  równowagi  puli  limfocytarnej  w  kierunku 

przewagicliczby/aktywnościclimfocytówcTh1cicspadkucsekrecjiccytokinctypucTh2.9,18,38

Zaobserwowano także,  że środowiska cytokinowe tworzone przez PBMC reagujące na siarczan 

niklu u chorych z i bez kontaktowej alergii niklowej oraz na SEA i SEB  są inne (u chorych z 

kontaktową alergią niklową obserwuje się tylko synergistyczne zależności w sekrecji cytokin po 

stymulacji  SEA i  SEB i  NiSO4,  a  u chorych bez kontaktowej  alergii  niklowej  te  zależności  są 

zarówno  synergistyczne  jak  i  antagonistyczne).  Te  różnice  w  tworzonych  przez  alergeny 

środowiskach cytokinowych może ułatwiać lub utrudniać osiągnięcie stanu remisji.   Uogólniając, 

wydaje się,  że  regulacja  Th1/Th2 związana  z  przejściem z fazy zaostrzenia w fazę remisji  ma 

związek z wpływem alergenów na środowisko cytokinowe oraz jest ściśle powiązana z nasileniem 

procesów IgE- zależnych. To zjawisko można próbować tłumaczyć w ten sposób, że im bardziej są 

nasilone  procesy IgE-zależne  tym udział  puli  limfocytów Th2 wydaje się  być  większy,  a  więc 

przesunięcie  równowagi  w  kierunku  limfocytów  Th1  związanych  z  fazą  remisji  może  być 

trudniejsze. Może to oznaczać, że w takich przypadkach istnieje potrzeba zaangażowania większej 

liczby PBMC wydzielających cytokiny Th1 i polaryzację Th0 w Th1, wyższej sekrecji  cytokin i 

udziału  dodatkowych  cytokin  typu  Th1.  Ponadto  wydaje  się,  że  dodatkowym  czynnikiem 

wpływającym na molekularne mechanizmy związane z przejściem z fazy zaostrzenia w remisję jest  
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wpływ współwystępowania innych chorób – w tym astmy alergicznej i alergii kontaktowej.142 Może 

to  być  skutkiem  migracji  komórek  pomiędzy  tkankami  i  krwioobiegiem.36,42  Powracające  ze 

skóry/płuc komórki do krwiobiegu,  gdzie nie mają kontaktu z alergenem np. a.D1, SEA, SEB, 

wydzielają cytokiny, które wpływają na inne PBMC obecne we krwi modyfikując ich odpowiedź. 

Taki  mechanizm  mógłby  tłumaczyć  potencjalny  wpływ  współwystępowania  innych  chorób 

alergicznych  na  profil  cytokinowy  w  remisji  u  chorych  z  AZS  z  różnymi  chorobami 

współwystępującymi,  co  jednak wymaga przeprowadzenia  badań w grupach wieloosobowych z 

tymi  samymi  obrazami  klinicznymi.  Wydaje  się  także,  że  obecność  alergii  poliwalentnej  czyli 

współwystępowanie  alergii  na  kilka  alergenów  u  chorego  (np.roztocze  i  nikiel),  nosicielstwo 

patogennych  mikroorganizmów  (np.  S.  aureus)  może  wpływać   na  molekularne  mechanizmy 

aktywowane w fazie remisji sprzyjając lub utrudniając osiąganie stanu remisji. Dlatego też istotne 

jest,  aby przy  wybieraniu  odpowiedniej  terapii  dla  pacjenta  z  AZS  zwracać  uwagę  na  alergie 

współtowarzyszące i obecność innych chorób alergicznych, które mogą nasilać lub hamować efekt 

leczniczy stosowanej terapii dążącej do osiągnięcia długotrwałej remisji.  Tak więc u pacjentów z 

tym samym rozpoznaniem – AZS - mechanizmy przejścia  w fazę remisji  mogą być różne i  w 

związku z tym mogą wymagać innych terapii dla promowania osiągnięcia tej fazy. Pojawia się więc 

potrzeba indywidualizacji terapii w leczeniu atopowego zapalenia skóry.
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VI. WYKAZ SKRÓTÓW

a.D1 – antygen D1 roztocza kurzu domowego Dermatophagoides pteronyssinus

asIgE – specyficzne IgE

AZS – atopowe zapalenie skóry

AA – astma alergiczna

AAdz- astma alergiczna w dzeciństwie

ANN – alergiczny nieżyt nosa

ANO – alergiczny nieżyt oczu (spojówek)

AK – alergia kontaktowa

AP – alergia pokarmowa

Has – choroba Hashimoto

IFNγ - interferon gamma

IL2 – interleukina 2

IL13 – interleukina 13

MHC - (Major Histocompatybility Complex) – kompleks zgodności tkankowej

NiSO4 – siarczan niklu

PBMC – (Peripheral Blood Mononuclear Cells) – komórki jednojądrzaste krwi

PHA – L- fitohemaglutynina

SEA – gronkowcowa enterotoksyna A

SEB – gronkowcowa enterotoksyna B

TCR – (T cell receptor) receptor limfocytów T

T CD4 (Th) – limfocyty T pomocnicze

 T CD8 (Tc) – limfocyty  T efektorowe (cytotoksyczne)

tIgE – całkowita surowicza immunoglobulina E
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VII. STRESZCZENIE

Oddziaływania  pomiędzy  komórkami  układu  immunologicznego  decydują  o  rozwoju 

atopowego  zapalenia  skóry,  nasileniu  objawów  choroby  oraz  wystąpieniu  fazy  remisji. 

Reaktywność komórek jednojądrzastych krwi (PBMC) in vivo na różne substancje może zależeć od 

współoddziaływania alergenów poprzez indukowanie przez te substancje różnych cytokin w tkance 

objętej  odczynem chorobowym. To może powodować, że reakcja na ten sam alergen może być 

różna u chorych z AZS. Wiedza na temat mechanizmów międzykomórkowych i interakcji komórek 

z  alergenami  może  być  przydatna  w  procesie  leczenia  tzn.  pomóc  w  opracowaniu  terapii 

promujących te molekularne procesy, które prowadzą do wyciszenia objawów choroby.

Celem pracy było badanie reaktywności PBMC u chorych z AZS w zaostrzeniu i remisji 

oraz  w  grupie  osób  zdrowych  –  kontrolnych  na  siarczan  niklu,  antygen  D1  roztocza  kurzu 

domowego  Dermatophagides  pteronyssinus oraz  enterotoksyny  A  i  B  gronkowca  złocistego 

Staphylococcus aureus.

Badaniem objęto 30 chorych z atopowym zapaleniem skóry w okresie zaostrzenia objawów 

chorobowych oraz w remisji leczonych w Poradni Zakładu Alergologii Klinicznej i Środowiskowej 

Katedry Toksykologii  i  Chorób Środowiskowych UCJM. Grupę referencyjną stanowiło 30 osób 

zdrowych.

Badano  profile  cytokinowe  komórek  jednojądrzastych  krwi  (PBMC)  spontaniczne  i 

powstałe po stymulacji alergenami techniką ELISpot. Stężenie tIgE, asIgE D1, asIgE SEA, asIgE 

SEB,  panel  autoagresyjny:  dsDNA  i  ANA  w  surowicy  krwi  oznaczano  metodą  UNICAP 

(Pharmacia).

Na podstawie przeprowadzonych badań i uzyskanych wyników wyciągnięto następujące wnioski:

1.  Przeprowadzone  badania  pokazują,  że  chorzy  z  AZS  stanowią  grupę  zróżnicowaną  pod 

względem badanych, a często uznawanych za typowe dla AZS parametrów.  W grupie chorych z 

AZS wzrost stężenia całkowitego IgE (tIgE) wykazano u 35% badanych. Natomiast wzrost stężenia 

asIgE dla  Dermatophagoides pteronyssinus (D1) zaobserwowano u 54,5% chorych z AZS, asIgE 

dla  enterotoksyny  gronkowcowej  A u  19% badanych  z  AZS,  a  także  u  24%  chorych  z  AZS 

wykazano obecność asIgE dla gronkowcowej enterotoksyny B. Dodatni test płatkowy z siarczanem 

niklu zaobserwowano u 63% chorych z AZS. Dodatni test punktowy z a. D1  Dermatophagoides  

pteronyssinus  wykazano u 64% chorych. Dane z wywiadu ujawniły obecność skazy alergicznej 

(DE) w dzieciństwie u 67% chorych z AZS, a dodatni wywiad rodzinny wystąpił u 65% pacjentów 

z tej grupy. U chorych z AZS współwystępowały inne choroby tj. głównie kontaktowe zapalenie 

skóry (53%), alergiczny nieżyt  nosa (23%), astma alergiczna (20%), alergia pokarmowa (20%), 
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alergiczne zapalenie spojówek (3%) oraz choroba Hashimoto (3%). Te wszystkie parametry były 

ujemne w grupie kontrolnej osób zdrowych.  

2. Nikiel wydaje się uczestniczyć w patogenezie kontaktowej alergii niklowej jako niespecyficzny 

inicjator reakcji alergicznej na inne alergeny uczulające chorych z AZS. Przypuszcza się, że nikiel 

poprzez  niespecyficzne  pobudzanie  do  sekrecji  cytokin  PBMC  sprzyja  ich  aktywacji,  co  w 

przypadku  obecności  w  ustroju  komórek  alergenowospecyficznych  może  inicjować/regulować 

reakcję alergiczną na inne alergeny np. aeroalergeny, autoantygeny, które wywołują odczyn skórny 

w teście płatkowym na nikiel w tzw. mechanizmie typu opóźnionego. Przeprowadzone badania nie 

wykazały istnienia różnic w sekrecji cytokin (IFNγ, IL2, IL13) pomiędzy pacjentami chorymi na 

AZS z kontaktową alergią niklową i  osobami zdrowymi – kontrolnymi,  natomiast ze wzrostem 

reaktywności skóry na siarczan niklu w teście płatkowym u chorych z AZS  wzrastała sekrecja IL2 

po stymulacji siarczanem niklu. Zaobserwowano także spadek sekrecji IFNγ  wydzielanego przez 

PBMC  po  stymulacji  siarczanem  niklu  u  chorych  na  AZS  z  kontaktową  alergią  niklową  ze 

wzrostem nasilenia zmian skórnych (SCORAD).

3. Obecność  kontaktowej  alergii  niklowej  poprzez  hamowanie  procesów  Th2  –  zależnych  i 

promowanie procesów Th1-zależnych może u pacjentów z genetyczną predyspozycją do rozwoju 

alergii roztoczowej utrudniać ujawnienie się tej alergii. Opisane w tej pracy badania wykazały, że u 

chorych  z  AZS,  u  których  nie  zdiagnozowano  kontaktowej  alergii  niklowej  sekrecja  IL13  po 

stymulacji niższym stężeniem a.D1 była wyższa w porównaniu z chorymi na AZS z kontaktową 

alergią niklową oraz w porównaniu z grupą kontrolną. Natomiast u chorych z kontaktową alergią 

niklową wykazano wzrost sekrecji IL2 (Th1) po stymulacji wyższą dawką a.D1 w porównaniu do 

chorych z AZS, u których nie zdiagnozowano kontaktowej alergii niklowej oraz w porównaniu do 

grupy kontrolnej. Nikiel wydaje się więc hamować mechanizmy typu Th2 w odpowiedzi na niskie 

stężenie a.D1 oraz promować mechanizmy typu Th0/Th1 w odpowiedzi na wysokie stężenia a.D1 

zarówno u chorych z AZS z kontaktową alergią niklową oraz u osób zdrowych. U pacjentów z AZS 

mających genetyczne predyspozycje do rozwinięcia alergii roztoczowej modyfikacja odpowiedzi 

PBMC  na  a.D1  przez  środowisko  cytokinowe  współtworzone  przez  nikiel  może  zmieniać 

mechanizmy immunologiczne związane z tym typem alergii. Natomiast u osób zdrowych, u których 

immunologiczne  mechanizmy  związane  z  rozwojem  roztoczowej  alergią  są  nieaktywne 

modyfikacja środowiska cytokinowego przez nikiel wydaje się nie odgrywać większego znaczenia. 

4. Alergia na nikiel  (kontaktowa alergia niklowa, krzyżowa z niklem alergia pokarmowa) może 

sprzyjać rozwojowi infekcji skóry gronkowcem złocistym u chorych z AZS. Zgodnie z sugestiami z 

najnowszej literatury fachowej, skłonność do infekcji  S. aureus może mieć związek z wpływem 

niklu na sekrecję TGFβ przez limfocyty T regulatorowe. Ta cytokina odpowiada m.in. za ekspresję 
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fibronektyny,  do  której  wiąże  się  S.  aureus na  skórze.  Wyniki  badań  opisanych  w  tej  pracy 

pokazały,  że  najwyższą  sekrecję  IL2  po  stymulacji  SEB zaobserwowano  u  chorych  z  AZS  z 

kontaktową  alergią  niklową  w  porównaniu  z  chorymi  z  AZS,  u  których  nie  zdiagnozowano 

kontaktowej alergii na nikiel i z osobami kontrolnymi. Wykazano również, że ze wzrostem sekrecji 

IL2 przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu wzrasta także sekrecja IL2 po stymulacji SEA i  

SEB tylko u nosicieli  S. aureus chorych na AZS. Zaobserwowano także, że w grupie nosicieli  S.  

aureus chorych na AZS częściej występowała alergia pokarmowa (w przypadku alergii pokarmowej 

może  wystąpić  reakcja  krzyżowa  na  nikiel)  w  porównaniu  z  chorymi  na  AZS  nie  będącymi 

nosicielami tej bakterii. Ta sugestia wymaga jednak potwierdzenia w teście prowokacji doustnej z 

niklem.  

5. Wydaje się,  że  nie  zawsze  wynik testu płatkowego może informować o obecności  komórek 

reagujących na nikiel w krwiobiegu. Wyniki badań opisanego w tej pracy projektu pokazały, że 

znaleziono pacjentów, których wyniki badań testu płatkowego na nikiel  były ujemne, natomiast 

PBMC pochodzące od tych pacjentów charakteryzowały się się wysoką sekrecją cytokin (IFN, IL2, 

IL13) wydzielanych przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu in vitro. Ta reaktywność PBMC 

na  nikiel  in  vitro  może  mieć  związek  z  obecnością  systemowej  alergii  niklowej,  gdyż  u  tych 

pacjentów stwierdzono  astmę  alergiczną  i/lub  alergię  pokarmową.  Ta  sugestia  wymaga  jednak 

sprawdzenia uznanymi testami diagnostycznymi. 

6. Mechanizmy Th1-zależne wydają się niewystarczające do wywołania alergii roztoczowej w AZS. 

O  jej  pojawieniu  się  prawdopodobnie  decyduje  obecność  mechanizmów  Th2-zależnych  w 

odpowiedzi na a.D1 ujawniającychcsięczecwzrostemcstężeniacalergenucD1. Opisane w tej  pracy 

analizy  wykazały,  że  u  chorych  z  AZS,  u  których  nie  zdiagnozowano  alergii  roztoczowej 

przeważały mechanizmy typu Th1 związane z sekrecją IFNγ i IL2 wydzielanych przez PBMC w 

odpowiedzi na stymulację niskim stężeniem a.D1.  Natomiast u chorych na AZS ze zdiagnozowaną 

alergią roztoczową dominuje mechanizm typu Th2 związany z sekrecją IL13 wydzielanej przez 

PBMCcwcodpowiedzicnacstymulacjęcwyższymcstężeniemca.D1.

7. Spadek  sekrecji IFNγ w  krwiobiegu wydaje  się  sprzyjać  nosicielstwu S.  aureus,  co  może 

prowadzić do wystąpienia nasilonych zmian skórnych u chorych z AZS. Wyniki badań opisanych w 

tej  pracy  pokazują,  że  u  nosicieli  S.  aureus chorych  na  AZS  nasilonym  zmianom  skórnym 

(SCORAD)  towarzyszyła  niska  sekrecja  IFNγ wydzielanego  przez  PBMC  po  stymulacji 

superantygenem SEB. Ta obserwacja sugeruje więc, że wśród nosicieli S. aureus chorych na AZS 

pula  limfocytów  Th1  wydzielających  IFNγ  zmniejsza  się  wraz  ze  wzrostem  nasilenia  zmian 

skórnych.  

8. Współwystępowanie innych chorób alergicznych wraz z  AZS (zwłaszcza astmy alergicznej  i 
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alergii  kontaktowej)  może  modyfikować  molekularne  mechanizmy  związane  z  reaktywnością 

PBMC na a.D1 oraz superantygeny S. aureus  oraz na nikiel w zaostrzeniu AZS. Przeprowadzone 

analizy pokazały, że profil reaktywności PBMC na nikiel w astmie alergicznej i alergii kontaktowej 

jest  inny niż w AZS, ponieważ współwystępowanie tych chorób alergicznych z AZS powoduje 

zanik korelacji pomiędzy sekrecją IL2 po stymulacji siarczanem niklu in vitro, a wynikiem testu 

płatkowego na  nikiel.  Natomiast  zaobserwowano,  że  współwystępowanie  astmy alergicznej  lub 

kontaktowej alergii z AZS  może wpływać na sekrecję IFNγ  w przypadku odpowiedzi PBMC na 

a.D1. Stymulacja PBMC superantygenem SEB pokazała, że wystąpienie cech alergii kontaktowej z 

AZS wydaje się prowadzić do spadku liczebności Th1 wydzielających IFNγ.  Natomiast obecność 

alergii  pokarmowej,  alergii  układu  oddechowego  (astma  alergiczna  i  alergiczny nieżyt  nosa)  u 

chorych  z  AZS  z  cechami  alergii  kontaktowej  wydaje  się  sprzyjać  zwiększeniu  puli  Th1 

wydzielających IFNγ po stymulacji hodowli PBMC superantygenem SEB. U pacjentów, u których 

nie  wykazano  cech  alergii  kontaktowej  z  AZS  nie  zaobserwowano  żadnych  zależności  po 

stymulacji superantygenami. Te wstępne obserwacje wymagają jednak potwierdzenia na większych 

grupach chorych z AZS, u których współwystępują z AZS te same choroby w grupie.

9. Zaobserwowano, że niezależnie od użytego alergenu widać przewagę mechanizmów Th1 nad 

Th2 podczas przejścia z fazy zaostrzenia w remisję AZS. Mechanizmy IgE – zależne oraz stopień 

nasilenia zmian skórnych, a także współobecność cech alergii kontaktowej z AZS oraz obecność 

kontaktowej alergii niklowej wydawały się wpływać na to, które z badanych cytokin odgrywały 

istotnącrolęcwcosiągnięciucstanucremisji.Wyniki  przeprowadzonych  badań  pokazywały,  że  u 

chorych  z  AZS  z  małym  nasileniem zmian  skórnych  (SCORAD)  dochodziło  do  zmniejszenia 

sekrecji IL2 wydzielanej przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu w remisji AZS w porównaniu 

z zaostrzeniem AZS, ale nie z grupą kontrolną. U chorych z AZS w remisji spadek sekrecji IL13 

wydzielanej przez PBMC stymulowane siarczanem niklu był najbardziej widoczny u pacjentów z 

najsilniejszym odczynem w teście płatkowym na nikiel. W remisji AZS u pacjentów z wysokim 

stężeniem tIgE obserwowano największą sekrecję IFNγ wydzielanego przez PBMC po stymulacji 

siarczanemcniklu.  

 Zaobserwowano, że w remisji u chorych z AZS,  u których zmiany skórne w zaostrzeniu 

były nasilone (SCORAD), a także u pacjentów mających asIgE D1, występował wzrost sekrecji 

IFNγ wydzielanego przez PBMC po stymulacji a.D1. 

Wykazano, że u nosicieli S. aureus w remisji AZS sekrecja IL13 wydzielanej przez PBMC 

po stymulacji SEB była niższa niż w zaostrzeniu AZS i niż w grupie kontrolnej. Zaobserwowano 

także,  że obecność  asIgE SEB w surowicy nosicieli  S.  aureus  sprzyjała  spadkowi  sekrecji  IL2 
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wydzielanej przez PBMC po stymulacji SEB w remisji AZS. 

Otrzymane wyniki  wydają  się  sugerować,  że  nikiel  może wpływać na osiągnięcie  stanu 

remisji  –  wykazano,  że największy wzrost  sekrecji  IL2 wydzielanej  przez PBMC stymulowane 

a.D1   zaobserwowano  w  remisji  AZS  u  chorych  z  kontaktową  alergią  niklową.  Teoretyczny 

mechanizm  wpływu  niklu  regulującego  osiągnięcie  stanu  remisji  w  AZS  mógłby  polegać  na 

modyfikacji środowiska cytokinowego – w remisji AZS u chorych z kontaktową alergią niklową 

obserwowano  tylko  dodatnie  korelacje  pomiędzy sekrecją  różnych  cytokin  wydzielanych  przez 

PBMC  po  stymulacji  siarczanem  niklu  i  SEA  lub  SEB.  Natomiast  u  chorych  z  AZS  bez 

kontaktowej  alergii  niklowej  te  korelacje  występowały  pomiędzy  różnymi  cytokinami  i  były 

dodatnie i ujemne. Z kolei u osób zdrowych korelacje były tylko dodatnie, ale nigdy pomiędzy 

różnymiccytokinami.
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VIII. ABSTRACT

The cell-cell  interactions of the immune system decide about the development of atopic 

dermatitis,  its progression and the switch to the chronic phase of the disease.  The reactivity of 

peripheral  blood  mononuclear  cells  in  vivo  to  allergens  is  supposed  to  be  dependent  on  the 

cooperation of these substances,  via induction of cytokines secretion,  in the allergic inflammed 

tissue. The allergens cooperation may be the reason of different molecular reaction of the immune 

system to the same allergen in atopic dermatitis. The knowledge about the cell-cell interactions and 

other molecular processes involved in allergic diseases is useful for the proper treatment of patients 

and  may  help  to  design  new  therapies  promoting  the  molecular  mechanisms  involved  in  the 

appearance of remission in atopic dermatitis.  

The investigation  of  reactivity of  peripheral  blood mononuclear  cells  (PBMC) to nickel 

sulfate,  D1  antigen  of  house  dust  mite  Dermatophagoides  pteronyssinus  and  staphylococcal 

enterotoxin A and B of  Staphylococcus aureus in  vitro in  acute phase and remission of atopic 

dermatitis (AD).

The thirty people being patients of Clinic of the Department of Clinical and Enviromental 

Allergology,  Faculty of  Toxicology and Enviromental  Diseases  suffering  with atopic  dermatitis 

participated in the project in the acute phase and in the remission of  the illness. The reference 

group consisted of thirty healthy volunteers.

Following the results of performed analysises it was concluded:

1. The performed analysises showed that patients with AD are heterogenic concerning analysed and 

classified as typical for AD parameters. The high level of IgE was found in 35% of patients with 

AD. The presence of asIgE D1 was detected in 54,5% of patients with AD, asIgE for staphylococcal 

enterotoxin  A in  19% of  patients  with  AD, asIgE for  staphylococcal  enterotoxin  B in 24% of 

patients with AD.cThe positive result of patch test to nickel was found in 63% of patients with 

AD.cThe positive prick test to D1 antigen of Dermatophagoides pteronyssinus was found in 64% of 

patients with AD.cThe family background was discovered in 65% of patients with AD.cIn the group 

of patients with AD the following diseases accompanied with AD: contact dermatitis (53%), nasal 

rhinitis (23%), allergic asthma (20%), food allergy (20%), ocular rhinitis (3%), Hashimoto disease 

(3%). All these parameters were negative in controls (healthy volunteers). 

2. Nickel  is  supposed  to  participate  in  the  pathogenesis  of  contact  allergy  to  nickel  in  atopic 

dermatitis as an nonspecific originator/regulator of allergic reactions to other allergens in atopic 

dermatitis. Nickel might activate PBMC to secrete cytokines and initiate/intensificate an allergic 

reactions to other allergens like aeroallergens autoantigens as a result if there were allergen-specific 

cells among PBMC. So far, the allergen-specific PBMC would lead to the positive result of patch 
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test following the late mechanism of allergic reaction. The results of performed project did not show 

any differences in cytokines secretion (IFNγ, IL2, IL13) between patients with contact allergy to 

nickel in AD and healthy volunteers. Nevertheless, the higher skin reactivity to nickel in the patch 

test was observed the higher IL2 secretion was found in PBMC cell culture from patients with AD. 

Moreover, the more decreased IFNγ secretion was found in PBMC cell culture under nickel sulfate 

stimulation the more exacerbated AD (SCORAD index) was observed. 

3. The presence of contact allergy to nickel is supposed to inhibit the development of house dust 

mite allergy (HDM) by the inhibition of Th2-dependent processes and the stimulation of Th1 – 

dependent processes in genetically predisposed patients. The results of performed project suggested 

that  a  secretion  of  IL13  by PBMC from patients  with  AD without   contact  allergy  to  nickel 

stimulated with a low concentration of the D1 antigen was higher in comparison with patients with 

contact allergy to nickel in AD and controls. In turn, there was an increase of IL2 (Th1) secretion by 

PBMC stimulated with higher concentration of D1 antigen in patients with contact allergy to nickel 

in AD in comparison with patients with AD without contact allergy to nickel and controls. Nickel 

seems  to  inhibit  Th2  mechanisms  in  response  to  the  high  concentration  of  D1  antigen  and 

promote/stimulate  Th1  mechanisms  in  response  to  a  low concentration  of  D1  antigen  in  both 

patients with contact dermatitis to nickel in AD and controls. It is supposed that nickel could change 

the immunologic mechanisms involved in the development of HDM allergy by modyfication of 

cytokines milleau in patiens with AD genetically predisposed to this allergy occurance. In turn, the 

influence  of  nickel  to  cytokines  milleau  in  controls  (healthy  volunteers)  is  not  supposed  to 

promote/regulate any allergy development due to the lack of allergen-specific cells among PBMC 

from the controls. 

4. The allergy to nickel (contact allergy to nickel and the cross-reactivity of nickel in food allergy) 

seems to  facilitate  S.  aureus  infection  in  AD.  The explanation  of  this  observation  could  be  as 

followed according to the publications: the susceptibility to S. aurues infection might be related 

with  the  influence  of  nickel  to  a  secretion  of  TGFβ by  Tregs.  This  cytokine  stimulates  the 

expression of fibronectin that is protein to which S. aureus can bind. The results have also shown 

that the highest secretion of IL2 stimulated with SEB was found in AD patients with contact allergy 

to nickel in comparison with patients with AD without contact allergy and controls. It was also 

found that the higher secretion of IL2 by PBMC from the carriers of S. aureus with AD under nickel 

sulfate  stimulation  the  higher  IL2  secretion  under  SEA and  SEB  stimulation.  Moreover,  the 

accompaniance of food allergy ( the cross – reactivity to nickel  in food allergy may occur) with AD 

was  more  frequent  in  the  carriers  of  S.  aureus in  comparison  with  patiens  without  S.  aurues. 

Nevertheless, this suggestion needs to be confirmed by the provocation test with nickel. 
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5. The performed analysises suggested that a patch test to nickel did not always inform about the 

presence of PBMC able to react to nickel in the circulation. There was a group of patients with 

negative result of patch test to nickel whose PBMC secreted cytokines (IFNγ, IL2, IL13) under 

nickel sulfate stimulation in vitro. The reason of this high reactivity of PBMC to nickel sulfate 

might be related with the systemic allergy to nickel appearing as diagnosed in these patients allergic  

asthma  and  food  allergy.  Nonetheless,  this  suggestion  needs  to  be  confirmed  by  certificated 

diagnostics tests.

6. The Th1 mechanisms are supposed not to be sufficient for the development of allergy to house 

dust mite (HDM) in AD. The HDM allergy seems to required Th2 mechanisms activated when the 

concentration of D1 antigen is increased. The performed analysises in this project showed that Th1 

mechanisms based upon IFNγ, ΙL2 secretion dominated in PBMC cell culture from patients with 

AD  without  the  HDM  allergy  under  low  concentration  of  D1  antigen  in  vitro.  In  turn,  Th2 

mechanisms based upon IL13 secretion dominated in PBMC cell culture from patients with AD 

with the HDM allergy under high concentration of D1 antigen in vitro.

7. The decrease of IFNγ secretion in the circulation is supposed to facilitate the S. aureus infection 

that  might  lead to the  exacerbation of skin erythema  in AD. The performed analysises in  this 

project  showed that  the  decrease  of  IFNγ secretion  by PBMC under  SEB stimulation  in  vitro 

positively correlated with the exacerbation of AD (SCORAD index) in the carriers of S. aureus with 

AD.This suggest that the Th1 population secreting IFNγ  among PBMC decreased when the skin 

erythema measured by SCORAD index exacerbated. 

8. The  accompaniance  of  other  allergic  diseases  (especially  allergic  asthma,  food  allergy  and 

contact allergy) is supposed to modify the molecular mechanisms of PBMC reactivity to D1 antigen 

and  staphylococcal  superantigens  and  nickel  in  AD.  The  performed  analysises  in  this  project 

showed that the reactivity profile of PBMC to nickel sulfate in vitro in allergic asthma and allergic 

contact  dermatitis  was  different  than in  atopic  dermatitis,  because  the  accompaniance  of  these 

diseases with AD turned to the dissapearance of the correlation between the secretion of IL2 by 

PBMC under nickel sulfate stimulation in vitro and the result of patch test to nickel. In turn, it was 

found that  the presence of allergic  asthma or contact  allergy together  with AD can modify the 

secretion of IFNγ by PBMC stimulated with D1 antigen in vitro. The decrease of IFNγ secretion by 

Th1 was observed in PBMC cell culture from AD only with contact allergy under SEB stimulation 

in vitro. In turn, the accompaniance of food allergy and allergy of the respiratory system (allergic  

asthma, nasal rhinitis) with contact allergy in AD in others patients was related with the increase of 

IFNγ secretion by PBMC under SEB stimulation in vitro. These preeliminary conclusions need to 
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be confirmed by other research projects. 

9.It is supposed that no mater which allergen stimulates PBMC in vitro from patients with AD in the 

chronic phase (remission) the predominance of Th1 mechanisms is observed in comparison to the 

acute phase of the disease. The IgE – dependent mechanisms, the exacerbation of skin erythema 

measured by SCORAD index, the accompaniance of contact allergy features in AD and the contact 

allergy to nickel in AD are supposed to influence the type of dominating cytokine in cytokines 

profile of PBMC from AD patients. The comparison of cytokines secretion (under nickel sulfate 

stimulation in vitro in the remission and the acute phase of AD and in controls) showed that the 

more intensive decrease of IL2 by PBMC from patients with AD in remission was found in patients 

with nonexacerbated  skin erythema classified by SCORAD index. Moreover, the more intensive 

result of patch test to nickel was observed the more decreased secretion of IL13 by PBMC from 

patients with AD in remission under nickel sulfate stimulation in vitro was found. The highest 

secretion of IFNγ by PBMC from patients with AD in remission under nickel sulfate stimulation in 

vitro was found in the group of patients with high concentration of tIgE in serum. In case of PBMC 

response to D1 antigen in remission of AD it was found that the highest secretion of IFNγ οbserved 

in  exacerbaed  AD  with  the  presence  of  asIgE  D1.  Concerning  the  response  of  PBMC  to 

staphylococcal superantigens it was found that the secretion of IL13 by PBMC stimulated with SEB 

was lower in the remission of AD in comparison to the acute phase of AD and controls. Moreover,  

the presence of asIgE SEB in the serum of the S. aureus carriers correlated with the decrease of IL2 

secretion by PBMC from patients with AD in remission under SEB stimulation in vitro. The results 

suggested that nickel might support the switch from acute phase to remission of AD. It was shown 

that in the remission in comparison to the acute phase there was an increase of IL2 secretion by 

PBMC from patients with contact allergy to nickel in AD under D1 antigen stimulation in vitro. The 

theoretical mechanism of the nickel influence regulating the switch from the acute phase into the 

remission of AD could be related with the change of cytokine milleau by nickel. It was found that in 

the  remission  of  AD  there  were  only  positive  correlations  between  secretion  of  different 

cytokines(IL2-IL2, IL13-IFNγ, IL13-IL13, IFNγ−ΙL2) by PBMC from patients with contact allergy 

to nickel in AD stimulated with nickel sulfate and superantigens SEA and SEB in vitro. In turn,  

there were positive and negative correlations between different cytokines (IFNγ−ΙL13, ΙL2−ΙL2, 

ΙL2−IFNγ, ΙL13−ΙL13) secreted by PBMC from  AD patients in remission without contact allergy 

to nickel. In case of controls the correlations between cytokines were positive but only between the 

same type of cytokines (IFNγ−IFNγ, IL13-IL13, IL2-IL2). 
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