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WSTEP

Atopowe zapalenie skory to przewlekta i nawrotowa dermatoza, u ktérej podstaw lezy
zaburzenie rownowagi immunologicznej Th1/Th2 oraz nieprawidlowa architektura i komorkowy
sktad skory. Choroba ta czgsto wspotwystepuje z innymi chorobami alergicznymi takimi jak: astma
alergiczna, alergiczy niezyt nosa, alergia pokarmowa, alergia kontaktowa. O postaci klinicznej AZS
decyduje takze ilo$¢ 1 rodzaj alergenu/6w uczulajacych. Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na
obraz AZS jest komponenta mikrobiologiczna oraz autoagresyjna odgrywajace istotna rolg w
rozwoju choroby w niektérych przypadkach. Wiedza na temat interakcji réznych molekularnych

mechanizmow wspottworzacych postac kliniczna AZS jest nadal stabo poznana.



I. WSPOLCZESNE POGLADY O PATOGENEZIE ATOPOWEGO ZAPALENIA SKORY
(AZS)

1.Podloze genetyczne i obraz kliniczny AZS

Choroby  alergiczne sa  skutkiem  nieprawidtlowego  funkcjonowania  uktadu
immunologicznego wywotanego przez czynniki genetyczne oraz srodowiskowe, co w rezultacie
prowadzi do nadreaktywno$ci ustroju na substancje obojetne dla zdrowego organizmu oraz
ostabienia zdolno$ci obrony organizmu przed patogenami. Charakterystyczna cecha chordb
alergicznych jest nastgpujaca wraz z wiekiem zmiana obrazu klinicznego, co okresla si¢ mianem
marszu alergicznego. Zgodnie z klasycznym modelem progresja chordb alergicznych zaczyna sig
od alergii pokarmowej i atopowego zapalenia skory w okresie niemowlectwa lub we wczesnym
dziecinstwie, ktore stopniowo przechodza w alergiczny niezyt nosa i astme alergiczna.! Zwolennicy
teorii marszu alergicznego powotuja si¢ na silny zwiazek mutacji w genie filagryny w skorze
niezbednej w procesie keratynizacji naskorka 1 bton sluzowych nosa, a wzrostem ryzyka rozwoju
AZS.? Mechanizm tej zalezno$ci polegalby na aktywacji komorek uktadu immunologicznego
obecnych w skorze przez alergen latwo wnikajacy do uszkodzonej skory, ktére migrujac do
krwioobiegu, a potem do pluc moga by¢ wchianiane przez komoérki dendrytyczne prezentujace
antygeny limfocytom T. W rezultacie moze dochodzi¢ do nadreaktywnosci ptuc na alergeny
powietrznopochodne. Tak wigc zaburzenie funkcji skéry stanowiacej barier¢ ochronna przed
srodowiskiem zewngtrznym utatwia wnikanie do ustroju réznych substancji i moze by¢ przyczyna
wczesnego uczulenia, nadreaktywnos$ci ze strony ptuc, a nawet autouczulenia na ludzkie biatka
pochodzace ze zniszczonych przez alergiczny stan zapalny tkanek.> W przypadku pojawiania sie
chordb alergicznych w innej kolejnosci stosuje si¢ okreslenie marszu odmiennego.* Obserwuje si¢
takze wspotistnienie chordb alergicznych réwnoczesnie w formie roznych fenotypow u dzieci, a w
szczegolnosci dotyczy to atopowego zapalenia skory i astmy alergicznej. Z kolei przeciwnicy teorii
marszu alergicznego popierajacy hipotez¢ réwnoczesnego wspotistnienia chordb alergicznych
opieraja si¢ nie tylko na obserwacjach klinicznych, ale takze na fakcie braku wspotistnienia
wspodlnej puli genowej dla atopowego zapalenia skory 1 astmy alergicznej, ktora z kolei wystgpuje
w przypadku AZS i innych niealergicznych chordb skory.>%” Polimorfizmy gendéw (istniejaca
roznorodno$¢ odmian genu) typowe dla AZS sa nastepujace:

Polimorfizm genu filagryny — obserwuje si¢ obnizenie poziomu tego biatka w skorze i w btonie
$luzowej nosa pacjentow z AZS.> Uwaza sig, ze do czynnikow odpowiedzialnych za supresje

ekspresji filagryny, a takze takich bialek naskorkowych jak inwolukryna i lorykryna naleza



cytokiny zwiazane z limfocytami Th2, powszechnie przyjetymi za marker chordéb atopowych, a
zwlaszcza 1L-4 i IL-13.8

Polimorfizmy zwiazane z AZS w obrgbie genéw kodujacych cytokiny typu Th2 (IL-4, IL-5,
IL-13) oraz GM-CSF?, a takze w genach kodujacych receptory np. podjednostke o receptora IL-4
zaangazowanego w IgE-zalezny typ AZS oraz lancuch B receptora wysokiego powinowactwa dla
IgE.1?

Polimorfizmy gendéw w genach czasteczek kostymulujacych CD80 i CD86!! oraz w genach
zaangazowanych w rozpoznanie materiatu mikrobiologicznego takich jak CD14 i TLR.'?
Istniejaca réznorodno$¢ w obrgbie form genow zwiazanych z obrona przed mikroorganizmami
moze oznaczac , ze nie tylko brak kontaktu z organizmami patogennymi we wczesnym dziecinstwie
(zgodnie z teoria nadmiernej higieny)'?, ale tez oslabienie mechanizmoéw rozpoznajacych patogeny
moze promowac rozwdj mechanizméw Th2-zaleznych 1 alergii.

Mutacje w genie cytokiny prozapalnej RANTES, ktora wywoluja pojawienie si¢ miejsca wiazania
dla czynnikéw transkrypcyjnych GATA, co w istotny sposdb moze wptynac na poziom ekspresji tej
cytokiny.!4
Badania genomowe rodzin ze stwierdzona atopia doprowadzily do wyodrgbnienia regionow
chromosomowych zwiazanych z rozwojem atopowego zapalenia skory i astmy alergicznej. Byly to
takze geny zwiazane z synteza IgE i korelujace ze stopniem nasilenia zmian skérnych zgodnie ze
wskaznikiem  SCORAD.!>!7  Interesujacy jest fakt, ze nie wszystkie loci genow
charakterystycznych dla AZS byly rowniez typowe dla wystepowania astmy alergicznej.>®’
Dlatego tez wydaje sig, ze atopowe zapalenie skory moze rozwija¢ si¢ zgodnie z mechanizmem
atopowym razem z astma alergiczna, ale moze takze pojawi¢ si¢ bez udziatu astmy alergicznej
poprzez mechanizmy nieatopowe majace zwiazek z rozwojem niealergicznych choréb skory takich
jak: ‘tuszczyca®, choroba Netherna® i choroba Wiscott-Aldricha’. Wspdlne podioze genetyczne
dla AZS i chordéb nieatopowych jest nastgpujace:

Wspdlna pula genowa dla tuszezycy 1 AZS odpowiedzialna za kontrolg stanu zapalnego skory
majaca zwiazek z zaburzonym réznicowaniem komorek epidermy, co moze wptywac na jej grubosé
i stopien wysuszenia.’

W przypadku choroby Netherna i w wybranych przypadkach AZS dochodzi do zaburzenia
funkcjonowania kodowanego przez gen SPINKS inhibitora proteinaz serynowych syntezowanych
w epitelium skory, blonie $luzowej nosa i tarczycy.®

Choroba Wiscott- Aldricha sprzg¢zona z chromosomem X, ktorej polimorficzne formy genu zostaty

znalezione w pewnych przypadkach AZS charakteryzuje si¢ zaburzeniem funkcjonowania



limfocytow T i B, co prowadzi do nawracajacych infekcji i trombocytopenii.’

Te genetyczne markery nie majace zadnych zwiazkdéw z astma moga stanowi¢ polaczenie dla
przeciwstawnych teorii rozwoju chordb alergicznych. Jak juz wspomniano AZS moze rozwijac si¢
zardbwno na drodze atopowej jak i1 nieatopowe] nie majacej zwiazku z marszem alergicznym.
Prawdopodobnie liczba i rodzaj wystepujacych u pacjenta mutacji w znaczacym stopniu decyduje o
obrazie klinicznym alergii i stopniu jej cigzkos$ci.

Duza réznorodno$¢ obrazéw klinicznych atopowego zapalenia skory przyczynita si¢ do
opracowania kryteridow diagnostycznych m.in. Hanifina 1 Rajki. Zgodnie z klasycznym modelem
atopowego zapalenia skory lokalizacja i obraz kliniczny zmian sa zalezne od wieku pacjenta.
Mozna je podzieli¢ na trzy fazy:

I faza- wyprysk atopowy okresu niemowlgctwa do 2 roku zycia- intensywnie swedzace grudki i
pecherzyki z rumieniem zlokalizowane na glowie, czole i1 policzkach

IT faza- wyprysk atopowy pdznego dziecinstwa do 12 roku zycia- grudki i blaszki z lichenizacja
obecne na rgkach, stopach, wokoét nadgarstkow 1 kostek oraz w zgigciach tokciowych i1
podkolanowych.

III faza- wyprysk atopowy okresu miodzienczego 1 oso6b dorostych- suche, tuszczace si¢ grudki i
blaszki z rumieniem tworzace rozlegte zlichenizowane blaszki w faldach zgigciowych, twarzy i
szyi, gornych czgsciach ramion i plecow, grzbietowych powierzchniach oraz palcach rak i stop.

Taki podzial jednak niejednokrotnie jest tylko umowny i nie kazdy pacjent przechodzi przez
wszystkie fazy choroby, ktore moga pojawic¢ si¢ we wszystkich etapach zycia czlowieka. W kazdym
wieku oraz w réznym stopniu moga wystapi¢ samoistne lub indukowane lekami okresy remisji o
roznej dtugosci trwania. '8

Najpowszechniej wystepujacym objawem AZS stwierdzonym w 98% przypadkow jest
sucho$¢ skory manifestujaca si¢ okotoptatkowym zhluszczaniem naskorka nasilajacym sig ze
wzrostem ciezko$ci choroby oraz towarzyszacym jej $wiadem.!® Zaburzenie funkcjonalnosci
wspomnianego juz biatka filagryny hamuje jego proteoliz¢ do peptydow i w nastgpstwie do
higroskopijnych aminokwasow i1 pochodnych tworzacych naturalny czynnik nawilzajacy skorg. W
rezultacie dochodzi do redukcji ilosci naturalnych hydrofilowych czynnikow nawilzajacych
bedacych czg$cia warstwy rogowe] naskorka (aminokwasy, kwas piroglutaminowy, mleczany i
mocznik).!%?° Z kolei brak inhibitora proteazy serynowej LEKTI kodowanego przez gen SPINKS i
obecnego w warstwie rogowej naskorka prowadzi do przedwczesnej hydrolizy profilagryny.'”
Zaburzenia funkcjonalno$ci filagryny wiaza si¢ z cigzszym przebiegiem klinicznym AZS',
nawrotami nadkazen wirusowych (eczema herpeticum)?' oraz rozwojem alergii niklowej.??

Dodatkowo, lipidowa lamellarna macierz sktadajaca si¢ z ceramidow, cholesterolu i jego estrow, a
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takze kwasow thuszczowych otaczajaca strukturg wielu warstw skeratynizowanych keratynocytow
(korneocyty) warstwy rogowej skory ulega modyfikacji u chorych z AZS.?? Dochodzi do niedoboru
ceramidu 1 1 keratyn w tej warstwie na skutek obnizonej aktywnoS$ci sfingomielinaz bioracych
udzial w syntezie ceramidow. Zmniejszony jest tez poziom frakcji lipidowej, fosfolipidowe;j
i steroli.?? Nieprawidlowy metabolizm lipidéw naskorkowych prowadzi do podwyzszenia st¢zenia
kwasu linolenowego oraz obnizenia st¢zenia kwasu y- linolenowego i arachidonowego w surowicy
krwi chorych na AZS.?32*4 Natomiast w warstwie rogowej naskorka gromadzi sie w nadmiarze
sfingofosforylocholina na skutek nadmiernej aktywnos$ci deacylazy sfingomieliny.?* Dochodzi takze
do niedoczynnosci gruczotow tojowych.?’> Nadmierna przeznaskorkowa utrata wody prowadzi do
odwodnienia skory i utraty bariery ochronnej, co sprzyja bezposredniemu narazeniu skéry na
zmieniajace si¢ warunki fizykochemiczne otaczajacego ja S$rodowiska. Skora tatwo ulega
podraznieniu i pekaniu, co z kolei utatwia wnikanie czastek drazniacych i o potencjale alergennym
do jej wnetrza. Swiad towarzyszacy wzrostowi suchosci skory, nasilany przez stres, pocenie sig,
czynniki drazniace i infekcje, prowokuje drapanie si¢ i rozwoj stanu zapalnego w skorze.?®
Powszechne wystgpowanie biatego demografizmu u chorych z AZS moze stanowi¢ objaw
suchosci skory.?’

Na podstawie licznych badan przyjeto, ze podwyzszony poziom immunoglobuliny E
wystepuje w 60-80 % przypadkow AZS. W tej grupie chorych ekspresja receptoréw wysokiego
(FceRI) 1 niskiego powinowactwa (FceRII) obecnego na monocytach rozpoznajacych IgE jest
znacznie wyzsza niz w drugiej grupie pacjentow. Te grupe cechuje rodzinne wystgpowanie alergii
oraz obecno$¢ skazy alergicznej w niemowlgctwie 1 wystapienie pierwszych objawow alergii przed
5 rokiem zycia.?®?° U 20% chorych z AZS, u ktérych problemy alergiczne rozwingly sie po 20 roku
zycia stezenie IgE jest prawidlowe. W tej grupie z reguly nie obserwuje si¢ rodzinnych sklonnosci
do alergii ani objawow skazy alergicznej w niemowlgctwie. Moze jednak pojawia¢ sig IgE- zalezne
uczulenie na antygeny drobnoustrojowe, do ktérych zalicza si¢ enterotoksyny Staphylococcus
aureus, antygeny Candida albicans i Malassezia sympodialis.*®?° U dorostych spotyka sie tez
postaci mieszane obejmujace elementy wyprysku atopowego, kontaktowego i1 z podraznienia.
U dzieci moga wystapi¢ przejsciowe postaci AZS z matym stgzeniem IgE w surowicy i bez
wykrywalnego uczulenia, przechodzace z wiekiem w AZS z wysokim stezeniem IgE we krwi i
rozwojem nadwrazliwo$ci na alergeny powietrznopchodne i pokarmowe.?®2° Na tej podstawie
wyrozniono trzy typy atopowego zapalenia skory:!3
*IgE- zalezny alergiczny typ AZS
*IgE- niezalezny (zwiazany z limfocytami T) alergiczny typ AZS
*AZS niealergiczny
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2.Mechanizmy immunologiczne zaangazowane w AZS

Charakterystyczna cecha skory atopowej jest zaburzona architektura oraz skitad komoérkowy.
Najnowsze koncepcje dowodza iz, genetyczny defekt prowadzacy do ostabienia integralnosci skory
utatwia przenikanie czynnikow drazniacych i alergenéw do jej wngtrza, prowadzac do rozwoju
stanu zapalnego i poglebienia utraty ciagtosci skory na skutek zniszczen wywotanych przez stan
zapalny. Tak wigc utrata ciaglosci skory sklada si¢ z trzech faz: zewngtrznej- genetycznej,
wewnetrznej-zapalnej i zewnetrznej-nastepczej.’® Zaobserwowano, ze naskorkowa warstwa rogowa
jest ciensza u chorych z AZS w poréwnaniu z osobami zdrowymi, co moze ufatwia¢ migracj¢
alergenow do wnetrza skory. Przyczyna zmniejszenia grubosci tej warstwy wydaje si¢ by¢
nadmierna proteolityczna aktywno$¢ enzymow wydzielanych do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;,
ktére odpowiadaja za degradacje bialek tworzacych biatkowe potaczenia migdzy keratynocytami
(desmosomy), a takze za zluszczanie naskorka i odnowe epidermy?!. Mechanizm rozwoju
alergicznego stanu  zapalnego wedle najnowszych koncepcji  jest nastgpujacy:

1. Antygeny wnikajace przez uszkodzony naskorek sa wychwytywane przez komorki prezentujace
antygen (APC) - Langerhansa stanowiace gléwna komponent¢ komorek dendrytycznych skory oraz
makrofagi, ktore po ich przetworzeniu prezentuja je limfocytom Th0.3

2. ThO r6znicuja w nastgpstwie w komorki Thl pobudzajace komorki efektorowe typu monocyty i
makrofagi, NK, NKT oraz limfocyty T cytotoksyczne lub Th2 zwiazane z odpowiedzia humoralna 1
produkcja przeciwcial.’® Sposdb prezentacji antygendw ustrojowi jest w pewnym stopniu zalezny
od dawki alergenu. Prezentacja matych dawek antygenow zachodzi przy udziale receptora dla IgE o
wysokim powinowactwie (FceRI) odgrywajacego istotna rol¢ w odpowiedzi przeciwbakteryjnej i
przeciwwirusowej, w ktorej uczestnicza makrofagi.’* Natomiast krazace kompleksy biatkowe sa
wychwytywane przez receptor IgE o niskim powinowactwie (FceRII) obecny na komorkach
dendrytycznych.?3 Limfocyty Th po kontakcie z alergenem tworza rezerwuar komérek pamieci o
charakterystycznym fenotypie CD40RO+ zamiast fenotypu CD40RA+ charakterystycznego dla
limfocytow T naiwnych.3® W zdrowej populacji komérki ThO maja tendencje do réznicowania w
komorki typu Thl w wezle chtonnym, natomiast w stanach zaostrzenia AZS obserwowany jest
podwyzszony poziom limfocytow Th2 w skorze, rozpoznajacych antygeny pokarmowe i
powietrznopochodne.37-33

W chronicznych zmianach skornych w AZS obecne sa gldéwnie komorki Langerhansa w skorze
wlasciwej 1 makrofagi w naskoérku. U mlodziezy i oséb dorostych dochodzi do rozleglej fibrozy
(zwloknienia) gornej warstwy skory wiasciwej prowadzacej do pogrubienia skory.>® Jest to typowa

cecha nawracajacych stanéw zapalnych zwiazana z nadmierng aktywnoscia fibroblastow
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probujacych odbudowac zniszczona macierz zewnatrzkomorkowa skory wiasciwej. Komorki APC
w AZS maja niefizjologicznie wysoka ekspresje¢ receptora wysokiego powinowactwa dla IgE

w wiekszos$ci przypadkéw AZS.4 Podraznienie skory przez alergeny, toksyny bakteryjne i inne
mikroorganizmy wywotuje $wiad oraz drapanie, co w rezultacie aktywuje gtowny skladnik
naskorka czyli keratynocyty majace obnizony prog pobudliwosci w przypadku AZS.'337 Te
komorki uwalniaja prozapalne cytokiny i chemokiny, ktoére z kolei indukuja ekspresje molekut
adhezyjnych na endotelium naczyn krwiono$nych, co umozliwia migracj¢ komorek zapalnych do
skory.#! W pozniejszym okresie dochodzi do migracji do skory limfocytow posiadajacych na swojej
powierzchni receptor CLA reagujacy z biatkiem adhezyjnym E-selektyna, co umozliwia
przyleganie limfocytéw do $rodbtonka naczyn i migracje do tkanki.*> Dodatkowo, wydzielane
przez komorki zapalne cytokiny TNF-a i IFN-y stymuluja ekspresj¢ cytokiny prozapalnej
RANTES, co w rezultacie zwicksza wysiek komorek zapalnych do skory i zapalenie.'4
Keratynocyty wydzielaja tez czynnik TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin), ktéry wraz z IL-10
wydzielang przez komoérki dendrytyczne stymuluja naiwne limfocyty ThO do réznicowania w
kierunku limfocytéow Th2 i wydzielania cytokin IL-4 i IL-13.4' Rekrutacja limfocytow Th2
posiadajacych chemokinowy receptor CCR4 do atopowej, zapalnej skéry odbywa si¢ tez dzigki
wydzielanym w nadmiernej ilosci w AZS przez makrofagi chemokinom CCL22/MDC
(Macrophage-derived chemokine) i1 CCL17/TARC (Thymus and activation- regulated
chemokine).** Limfocyty wystepujace w zaostrzeniu AZS sa tez pochodnymi komoérek pamieci
CD4+ obecnych w skorze wlasciwej w stanie zaostrzenia. Komoérki pamigci CD45+RO+ posiadaja
na swojej powierzchni skorny receptor zasiedlania CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen), ktory
umozliwia przemieszczanie si¢ tych komorek podczas zaostrzenia AZS z krwiobiegu do skory
poprzez sie¢ naczyn krwionos$nych infiltrujacych skore wiasciwa.3%*> Komorki te charakteryzuja sie
tez ekspresja receptora IL-2R0a.** W stanie zaostrzenia obserwuje si¢ wzrost surowiczego poziomu
IL-2R, spadek produkcji IFN-y lub IL-12. W stanie zaostrzenia AZS dochodzi do pojawienia sig
przewagi limfocytow Th2 w stosunku do Th1%, natomiast w stanie chronicznym przewazaja
limfocyty Thl i ThO¥#4. W poczatkowej fazie rozwoju alergicznego stanu zapalnego obserwuje sie
tez jeszcze nie do konca scharakteryzowane komorki Th17 migrujace do skory, natomiast w
pOzniejszej fazie ich liczba w skoérze spada®>, a wzrasta liczba limfocytow CD4+ i CD8+

produkujacych IL-22.4445
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niezmieniona skéra alergiczny stan zapalny skara w stanie chronicznych zmian

tokzyny bakteryine
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Rycl: Molekularny mechanizm atopowego zapalenia skory

Reasumujac mozna przyjac, ze alergiczna odpowiedz zapalna jest inicjowana i utrzymywana przez
mechanizmy IgE-zalezne pobudzane przez alergen, ktdra nastgpnie przechodzi w stan chroniczny
IgE- niezalezny. Za rozwdj alergicznego stanu zapalnego zwiazanego z limfocytami Th2 odpowiada
kilka mechanizmow:

»wrodzony niedobor limfocytow Th1 produkujacych IFN-y u 0sob z atopia*®

zwigkszona podatno$¢ na apoptoze komorek Thl w porownaniu z Th247

*podwyzszona ekspresja supresora sygnalizacji cytokinowej SOCS-3 hamujacego aktywno$¢
komoérek Thl u chorych z AZS*®

*podwyzszona ekspresja receptora wysokiego powinowactwa dla IgE na komodrkach
dendrytycznych skory i mastocytach w AZS ulatwiajaca wychwytywanie alergenu, degranulacj¢
mastocytow i komoérek tucznych, co w rezultacie sprzyja rozwojowi stanu zapalnego*’

Coraz czeg$ciej zwraca si¢ uwage na regulacje odpowiedzi immunologicznej przez populacje
komorek regulatorowych T i B, w przypadku ktérych dochodzi do zaburzenia ich funkcjonowania
w atopowym zapaleniu skory.*?° Limfocyty regulatorowe pelnia podstawowa role w procesach
immunotolerancji oraz immunoregulacji. Wyrdznia si¢ limfocyty T regulatorowe powstajace w
grasicy tzw. naturalne nTreg (CD4CD25FoxP3) oraz peryferyjne Treg, wérod ktorych wyodrgbia sig
trzy podgrupy.*>! Sa to Trl wydzielajace IL-10 i TGF-B, Th3 wydzielajace tylko TGF-B oraz
indukowane obecnos$cia antygenu iTreg wydzielajace TGF-B oraz IL-35. Limfocyty Trl obnizaja
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ekspresj¢ cytokin prozapalnych oraz ekspresje MHC II na monocytach, natomiast nTreg oddziatuja
z komoérkami prezentujacymi antygen oraz z limfocytami CD8+ Tc cytotoksycznymi.4-!
Zaobserwowano, ze w atopowym zapaleniu skéry dochodzi do zwigkszenia liczby limfocytow Trl
w krwi oraz nTreg w zmianach skornych.*® Natomiast limfocyty Th3 sa raczej zwiazane z
tolerancja pokarmowa.*® Wsrod limfocytow B  wyroznia sie¢ grupe komoérek CDS5+Bl
produkujacych autoprzeciwciata.’® Wykazuja one wlasno$ci regulatorowe poprzez uwalnianie
IL-10 (B10), TGF-B (Br3) oraz wykazujace ekspresje FoxP3 (Bregs/BPS). Wykazano, ze Brl oraz
Br3 indukuja immunotolerancj¢ alergenow pokarmowych u chorych z AZS z IgE- niezaleznym
uczuleniem na pokarmy (te komorki ulegaja proliferacji pod wptywem kazeiny mleka u pacjentow
z AZS tolerujacych mleko, w przeciwienstwie do grupy chorych z jego nietolerancja).!3>0 W
przypadku AZS rozwojowi mechanizmoéw o charakterze alergii moze towarzyszy¢ nadreaktywnos¢
immunologiczna o charakterze autoagresji.>?> Na skutek niszczenia tkanek w alergicznym procesie
zapalnym dochodzi do uwalniania wewnatrzkomoérkowych biatek naskorkowych, srodbtonkowych,
z plytek krwi 1 z fibroblastow. W rezultacie bialka te sa wychwytywane przez komorki
dendrytyczne, ktore prezentuja je limfocytom Th2, czego skutkiem jest powstanie autoagresyjnych
klonéw komorek B produkujacych autoprzeciwciata klasy IgE specyficzne wzgledem niektérych
antygenow tkankowych.’? Receptor wysokiego powinowactwa dla IgE wystepujacy na komoérkach
Langerhansa*® wiaze te przeciwciala, co ulatwia prezentacje autoantygenow, a w rezultacie moze
dochodzi¢ do powstania klonow Th2 z receptorami TCR specyficznymi dla autoantygenow skory
chorego.'>32 Autoprzeciwciata moga indukowa¢  pokrzywke —autoimmunologiczna  wskutek
degranulacji komorek tucznych wiazac si¢ na powierzchni tych komoérek z receptorami wysokiego
i niskiego powinowactwa dla IgE i wptywajac na ich reaktywno$¢.334%32 Te autoprzeciwciata moga
tez wigza¢ si¢ z receptorami dla IgE obecnymi na komorkach Langerhansa wplywajac na

prezentacje antygenu i wychwyt IgE.34

3. Charakterystyka interferonu gamma

Receptor interferonu gamma (IFNY) sklada si¢ z czterech transbtonowych tancuchow
biatkowych, z ktorych dwa odpowiadaja za wigzanie cytokiny w domenie V przypominajacej swoja
budowa przeciwciala (IFNGR1), a pozostate dwa uczestnicza w przekazie sygnatu do wngtrza
komorki od zwiazanej cytokiny oraz w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej (IFNGR2).%3 Regulacja
wigzania IFN- y do receptora ma zwiazek nie tylko z ekspresja samej cytokiny, ale takze z
gotowoscia receptora do jej zwiazania. Poziom ekspresji IFNGR2 zalezy od stopnia aktywacji i
zréznicowania komorek, a wigc jest takze czynnikiem regulujacym oddzialywanie receptora

IFNGR z cytokina.>? Powstaly kompleks IFNGR1-IFN-y jest wchianiany przez komoérke i w dalszej
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kolejnosci ulega dysocjacji w endosomie, na skutek czego uwolnione biatko receptorowe IFNGRI1

jest ponownie umieszczane w blonie komorkowej, a cytokina ulega degradacji.’3>*
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Ryc.2 Schemat oddziatywania IFNy z receptorem komoérkowym

ChENS

IFN-y jest produkowany przez limfocyty CD4+ Thl, CD8+ Tc, NK, NKT, ale takze limfocyty B
oraz komorki prezentujace antygen (APC).>* Sekrecja IFNy w tkance przez obecne w nigj
monocyty, tkankowe makrofagi oraz komoérki dendrytyczne prowadzi do ich autoaktywacji oraz
sasiednich komorek.>* Makrofagi, komorki dendrytyczne oraz neutrofile wydzielaja takze IL-18
regulujaca ekspresje IFN-y.%°> Gléwnym zrodlem IFNy we wczesnej fazie rozwoju zapalenia sa
komorki dendrytyczne, makrofagi oraz NK, a z czasem ich miejsce zajmuja limfocyty T CD4+ i
CD8+ chemotaktycznie przyciagane do obszaru rozwoju infekcji.’® Negatywnymi regulatorami
produkcji IFNy sa cytokiny typu Th2, a wigc: IL-4, IL-10 oraz cytokina regulatorowa TGF- oraz
glukokortykosteroidy.>¢->%

Interferon gamma uczestniczy w obronie przeciwwirusowej oraz zwalczaniu patogenow;
wpltywa na procesy prezentacji antygenow i ich przetwarzania, uczestniczy w regulacji migracji
leukocytow w procesie zapalnym, dziata immunomodulujaco i hamuje proliferacje wybranych grup

limfocytow T, uczestniczy w procesach apoptozy leukocytow.>* Podstawowe funkcje tej cytokiny

opisano w tabeli 1.
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Tabela 1: Biologiczne funkcje IFN-y 34

*Hamowanie replikacji wirusow.

*Pobudzanie wlasno$ci fagocytarnych makrofagéw oraz degradacjg patogendéw poprzez nasilanie
produkcji reaktywnych form tlenu (wybuch tlenowy) przez oksydaze¢ NADPH, tlenku azotu NO
syntezowanego przez iNOS, oraz dodatniej regulacji ekspresji enzymow lizosomowych. Interferon
gamma nasila takze wlasno$ci fagocytarne poprzez zwigkszanie ekspresji receptora dla

komplementu na fagocytach.

*Regulacja migracji leukocytow poprzez zwigkszanie ekspresji cytokin (IP-10, MCP-1, MIG,
MIP-10/8, RANTES) oraz biatek adhezji komoérkowej (ICAM-1, VCAM-1).

*Uczestniczy w zwgzaniu $wiatta naczyn krwiono$nych wspdlnie z NO prowadzac do skurczu
komorek migsni gladkich naczyn krwionosnych, zwolnienia przeptywu krwi, co ulatwia wysigk

komoérek do miejsca zapalenia.

*Nasilanie ekspresji biatek prezentujacych antygen MHC II oraz MHCI, co w rezultacie promuje

aktywacje limfocytow T CDA4+.

* Dziatanie proapoptoczne w stosunku do limfocytow Th2 oraz hamowanie ich proliferacji.

*Regulacja funkcjonowania limfocytow B poprzez antagonistyczne w stosunku do IL-4

hamowanie ekspresji receptora FceRIl dla IgE i promowanie syntezy IgG taczacej sig¢ z

komplementem.

4. Charakterystyka interleukiny 2

Receptor interleukiny 2 (IL-2) sktada si¢ z trzech tancuchow: IL-2Ra (CD25), IL-2R8
(CD122) oraz yc (CD132).%° Powstaty kompleks jest wchianiany przez komorki; IL-2ra wraca do
btony komoérkowej, natomiast pozostale tancuchy RB oraz yc ulegaja degradacji w endosomach.
Lancuchy Rp oraz yc sa rowniez wykorzystywane do przekazu sygnatu od IL-15.%0

L2

a R a yc

\ sygnalizacja
endosom

Ryc.3 Schemat oddzialywania IL2 z receptorem komorkowym

Funkcjonalno$¢ receptora dla IL-2 zalezy od ekspresji gldownie tancucha o przejSciowo obecnego na
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komorkach - jego ekspresja jest indukowana dopiero po aktywacji antygenem na limfocytach Th
naiwnych oraz T regulatorowych. Lancuch B wykazuje ciagla ekspresje na komorkach NK, NKT
oraz limfocytach T pamigci CD8+ oraz na limfocytach Th naiwnych po aktywacji antygenem. Z
kolei ekspresja fancucha yc jest ciagta na wszystkich limfocytach.’® Do komoérek wydzielajacych
IL-2 naleza: limfocyty CD4+ oraz CD8+ pod wpltywem stymulacji antygenem, autoreaktywne
limfocyty T oraz komorki dendrytyczne.3%¢! Sygnalizacja zwiazana z IL-2 uczestniczy w procesach
tolerancji immunologicznej i autoagresji®’ oraz w procesach zwiazanych z odpowiedzia

immunologiczna nabyta © i odgrywa istotna role w funkcjonowaniu réznych typow komorek.

Tabela 2: Biologiczne funkcje 11.25%61-62

Limfocyty nTreg grasiczozalezne wykazuja silng ekspresj¢ receptora IL-2Ra, poniewaz IL-2
odgrywa istotna rol¢ w dojrzewaniu i1 funkcjonowaniu tych komorek. Jest tez wazna w
funkcjonowaniu peryferycznych limfocytow T regulatorowych, jednakze mechanizm jej dziatania

jest slabo poznany.

Komérki T pamigei wydzielaja IL-2, ale takze limfocyty T CD4+ oraz CD8+. W przypadku
komoérek T pamigci przypuszceza sig, ze ta cytokina wptywa na aktywacje tych komorek podczas
ponownego kontaktu z antygenem. IL-2 nalezy takze do grupy cytokin wydzielanych po
pobudzeniu antygenem przez limfocyty ThO/Thl i promuje mechanizm odpowiedzi typu
komoérkowego. Uczestniczy tez w koncowym roznicowaniu limfocytow efektorowych

cytotoksycznych CD8+.

IL-2 hamuje procesy autoagresji. Limfocyty T posiadajace receptor TLR specyficzny wzgledem
wlasnych autoantygendéw po kontakcie z nimi w grasicy wydzielaja IL-2, co pozwala na ich

identyfikacje oraz usunigcie poprzez indukcj¢ apoptozy. Przypuszcza sig, ze komorki dendrytyczne

prezentujace autoantygeny wydzielaja IL-2 dzialajaca chemotaktycznie na limfocyty T.

5. Charakterystyka interleukiny 13

Istnieja dwa rodzaje receptora dla IL-13. Pierwszy z nich to heterodimer skladajacy si¢ z
fancucha rozpoznajacego rowniez I1L-4, stad tez zostal nazwany IL-4Ra oraz z fancucha IL-13Ral.
Jest to funkcjonalny receptor, ktorego pobudzenie poprzez zwiazanie IL-13 do fancucha al
prowadzi do aktywacji syganalizacji wewnatrzkomorkowej 1 transkrypcji gendéw. Drugi typ
receptora dla IL13 zawiera fancuch IL-13Ra2 zamiast al i nie prowadzi do transdukcji sygnatu.
Pelni on funkcje regulatorowe 1 wystepuje zarowno jako biatko transbtonowe oraz rozpuszczalne tj.
nie zwiazane z btona komorkowa, ktéore hamuje sygnalizacj¢ pochodzaca od IL-13 poprzez

wiazanie tej cytokiny i uniemozliwienie jej kontaktu z IL-13Ral.%3
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Ryc.4 Schemat oddzialywania IL13 z receptorem komoérkowym

Receptory dla IL-13 wykryto na komdrkach hematopoetycznych: limfocytach B, monocytach i
makrofagach, bazofilach, eozynofilach i mastocytach oraz na komoérkach niehematopoetycznych
takich jak: komorki endotelialne, fibroblasty, epitelialnych nabtonka oddechowego i komoérkach

mie$ni gladkich.®+%8 Interleukina 13 jest zwiagzana z funkcjonowaniem rdznych typdw komorek.

Tabela 3: Biologiczne funkcje I1L13%8

Eozynofile - promuje ich przezywanie, aktywacje¢ 1 rekrutacj¢ do miejsca zapalenia.

Mastocyty — aktywacja.

Komoérki endotelialne - indukuje ekspresje molekuly adhezyjnej ICAM-1 istotnej podczas

rekrutacji komoérek do obszaru zapalenia.

Komorki migéni gladkich naczyn krwiono$nych — nasilanie skurczu.

Fibroblasty — indukcja syntezy kolagenu typu I w fibroblastach.

Monocyty 1 makrofagi- wzmaga ekspresj¢ integryn istotnych podczas adhezji: CD11b, CDllIc,
CD18, CD29. Dodatkowo, indukuje ekspresj¢ MHC II oraz CD23. Hamuje ekspresjg
prozapalnych mediatorow przez te komorki: prostaglandyny, ROS, NOS, IL-1, IL-6, IL-8, IL-
12, TNF-o.

Limfocyty B- promuje ich proliferacjg oraz przetaczanie klas na 1gG4 1 IgE.

6. Gronkowiec zlocisty w atopowym zapaleniu skory

Gronkowiec ztocisty to gram-dodatnia bakteria nie nalezaca do ludzkiej naturalnej flory
mikrobiologicznej, dlatego tez zasiedlenie organizmu przez szczepy gronkowca zlocistego
wywotuje zaburzenia funkcjonowania organizmu w postaci roznych obrazéw klinicznych zaleznych

od miejsca zakazenia bakteria.®>’® Gronkowiec ztocisty wystepuje na skoérze i blonie $luzowej
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nosa.’’ Najwigcej zakazen szpitalnych jest powodowanych przez metycylinooporne szczepy S.
aureus.” W przypadku zakazen gronkowcem zlocistym w miejscu wyprysku pojawiaja si¢
miodowo-zo6lte strupy, a nasilone saczenie i nawarstwione strupy w obrgbie wyprysku sa z reguly
wywotywane wtornym zakazeniem Staphylococcus aureus.”” Az u 53% dzieci cierpiacych na
atopowe zapalenie skory wykrywane sa szczepy gronkowca zlocistego produkujace toksyny.
Kolonizacja w obrgbie zmian w AZS waha si¢ od 76-100%, a w obszarach skory niezmienionej od
51%- 100%. Dla przyktadu nosicielstwo S. aureus u 0s6b zdrowych waha si¢ od 2 do 32%. Ggstos¢
kolonizacji S. aureus koreluje ze stanem zapalnym skory i zwigksza si¢ az 1000-krotnie w stanie
zaostrzenia choroby (ponad 10 milionéw bakterii/cm? w ostrych, saczacych zmianach
nadzerkowych).”>73 Istnieje szereg czynnikow wplywajacyh na kolonizacje skéry chorych z AZS

przez Staphylococcus aureus, co przedstawia ponizsza tabela:

Tabela 4: Czynniki wptywajace na Kolonizacj¢ skory przez S. aureus’™

wysuszenie skory oraz mutacje w genie filagryny prowadzi do pgkania naskérka i ufatwia

wnikanie patogenow do wngtrza skory

Swiad 1 drapanie zwigksza ekspozycj¢ bialek macierzy zewnatrzkomorkowej naskorka
(fibronektyna, fibrynogen, elastyna, laminina i kolagen) i ulatwia wiazanie S. aureus do tych
biatek poprzez tzw. adhezyny gronkowcowe specyficzne wzgledem fibronektyny i fibrynogenu
znajdujace si¢ w $cianie komorkowej bakterii. W rezultacie dochodzi do silnego ich przylegania
do powierzchni skéry. Produkcja IL-4 przez limfocyty Th2 w stanie zaostrzenia objawow AZS
pobudza fibroblasty do zwigkszonej produkcji bialek macierzy zewnatrzkomorkowej. Tak wigc

rozwdj mechanizmoéw Th2-zaleznych promuje infekcje gronkowcem ztocistym

utrata wrodzonej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej na skutek zaburzenia syntezy peptydow

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

niedobor mechanizméw odpowiedzi typu Thl zwiazanych 2z cytolityczna aktywnos$cia

limfocytow Tc oraz obnizenie poziomu sekrecji IL-8 oraz IFNYy przez monocyty w fazie

zaostrzenia AZS

Zadaniem egzotoksyn wydzielanych przez S. aureus jest aktywacja komodrek uktadu
odpornosciowego do produkcji cytokin.” Enterotoksyny (SE), ktore stymuluja uwalnianie cytokin z
limfocytow T CD4+ oraz CD8+ i makrofagow klasyfikuje si¢ jako: A-E 1 G-J oraz TSST-1, a takze
bialka o podobnej strukturze, u ktorych nie wykryto albo jeszcze nie zbadano ich biologicznych
wlasciwosci. Te biatka okresla sig jako enterotoksynopodobne (SEL) i naleza do nich: K-R, K2, V,

ET1-5, S-T.74.73% Do czynnikoéw o potencjale immunogennym nalezy takze peptydoglikan $ciany
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komorkowej Staphylococcus aureus.8' W atopowym zapaleniu skory wykazano istnienie
mechanizmu poliklonalnej nadreaktywno$ci na superantygeny biatek bakteryjnych.® Enterotoksyny
sa to biatka o masie od 23 do 29 kDa sktadajace si¢ z dwoch domen o strukturze kartki tj. struktur 8
polaczonych a-helikalnym tancuchem. Poprzez zdolno$¢ do réwnoczesnego taczenia si¢ z HLA-DR
na komoérkach prezentujacych antygen oraz czg$cia receptora TCR na limfocytach CD4+ lub CD8+
enterotoksyny indukuja pobudzenie tych komorek. Wiaza si¢ poprzez hydrofobowe oddziatywania
migdzy enterotoksyna a zewnetrzna czeScia HLA-DR tzw. domena o bedaca poza kieszenia
prezentujaca peptyd na komoérkach APC na drodze stabego powinowactwa w przypadku SEB i1
TSST-1.82 Natomiast SEA dodatkowo oddzialywuje jeszcze na drodze silnego powinowactwa z
domena p HLA-DR przy udziale jonu cynku.’> W przypadku limfocytow T CD4+ i CD8+ z
enterotoksyna oddziatywuje wchodzacy w skiad receptora TCR tancuch V typu a (SEH) lub typu B,
jesli sa to inne enterotoksyny. Poniewaz wigzanie odbywa si¢ poza miejscem rozpoznania antygenu
przez receptor TCR, wigc jest zalezne tylko od rodzaju taficucha V tego receptora.®? Wykazano, ze
kazda enterotoksyna preferuje tylko pewna grupe tancucha V receptora TCR np. SEB oddziatywuje
z VB: 3, 8, 12, 14 1 17. Dzigki temu pobudzaja one nie tylko jeden klon limfocytow swoiscie
rozpoznajacych antygen, tak jak klasyczne antygeny, lecz wszystkie klony limfocytéw majace dana
odmiang tancucha VP receptora TCR bez wzgledu na jego swoisto$¢ (a wigc rdzne klony
limfocytow T). Dzigki takiemu niespecyficznemu mechanizmowi superantygen jest w stanie
stymulowa¢ do 20% naiwnych limfocytow T, co w rezultacie prowadzi do 10-100 krotnie wigkszej
liczby pobudzonych limfocytow T w porownaniu z klasycznym antygenem.®? Tak wiec widacd, ze

S. aureus w pewien sposob moze selekcjonowac typy klonow limfocytéw T obecnych u nosiciela
gronkowca ztocistego. Wybrane grupy limfocytow T majace odmiang TCR oddziatywujaca z dana
enterotoksyng produkowana przez szczep S. aureus pacjenta moga ulega¢ aktywacji na skutek
stymulacji superantygenem, co w rezultacie moze zwigksza¢ reaktywnos¢ tych limfocytoéw T na
antygeny/alergeny. Wydaje si¢ wigc, ze enterotoksyny moga wigc modulowa¢ reaktywno$¢ uktadu
immunologicznego i wptywaé na nasilenie odpowiedzi na alergeny. Keratynocyty i komorki
Langerhansa oddziatywuja z enterotoksynami i prezentuja je limfocytom T.3485 Skutkiem aktywacji
limfocytow T przez enterotoksyny gronkowcowe jest wydzielanie licznych cytokin prozapalnych, w
tym: TNFa, IL2, IL4, IL5, IL6 oraz IFNy, IL12.848 Wykazano, ze u pacjentow z AZS sa obecne
przeciwciata klasy IgE specyficzne wzgledem enterotoksynom A i B.% Te przeciwciala moga
wigza¢ sie do mastocytdw i/lub bazofili i indukowaé wydzielanie histaminy i rozw¢j zapalenia®’.
Ponadto enterotoksyny wptywaja na zasiedlanie skory przez komorki jednojadrzaste krwi, sprzyjaja
przetamaniu tolerancji immunologicznej i rozwojowi autoagresji.’®# Enterotoksyny indukuja

ekspresj¢ CLA na mononuklearnych komodrkach krwi obwodowej (PBMC), co sprzyja migracji
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komorek mononuklearnych do skory i rozwojowi poznej reakcji alergicznej. Uwaza sig, ze zachodzi
to m.in. przy udziale IL-12.°0 Biora takze udzial w apoptozie komorek jednojadrzastych krwi.*!

Przypuszcza sig, ze enterotoksyny moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju mechanizmow
autoimmunologicznych  poprzez aktywowanie limfocytéw T specyficznych wzgledem
autoantygenow.®34 Aktywacja ta wydaje si¢ mie¢ charakter losowy i zaleze¢ od tego, czy limfocyty
specyficzne wzgledem autoantygenéw znajduja si¢ w grupie komorek posiadajacych tancuch V
receptora TCR, wzgledem ktorego enterotoksyny produkowane przez szczepy pacjenta wykazuja
wysokie powinowactwo. Dotychczas jednak nie wykazano istnienia takich mechanizméw w
atopowym zapaleniu skory. Jednakze pokazano, ze superantygeny wplywaja na aktywnosc
limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+ w AZS.*?

Zabserwowano, ze enterotoksyny maja sklonno$¢ do pobudzania komorek
mononuklearnych do apoptozy w stanach silnego nasilenia objawéw AZS. Stymulacja PBMC
enterotoksyna B in vitro prowadzila do pojawienia si¢ wczesnego markera apoptozy (APO 2.7) w
przypadku az 60% komorek oraz dochodzito takze do znacznego zahamowania proliferacji PBMC.
W przypadkach tagodnych zmian AZS byto to juz tylko 20%, a u 0s6b zdrowych tylko 5% o0sob
wykazywato ekspresje biatka APO 2.7.°! Wydaje si¢ wigc, ze podwdjne pobudzanie PBMC przez
alergeny, a potem superantygeny moze prowadzi¢ do  zaburzenia w  sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej, a w rezultacie kierowa¢ komorki na drogg programowanej $§mierci.

Zaburzenia w sygnalizacji molekularnej dotyczacej receptorow TLR (Toll-like receptors)
moga prowadzi¢ m.in. do zwigkszonej podatnosci na infekcje gronkowcem ztocistym oraz wirusem
opryszczki.”® Oba wspomniane patogeny wiaza si¢ z TLR2.%4 Aktywacja receptorow TLR nast¢puje
po ich zwiazaniu do peptydoglikanu (PEG) wchodzacego w sklad $ciany komorkowej gram-
dodatnich bakterii, do ktorych nalezy S. aureus 1 prowadzi do aktywacji m.in bazofili oraz

monocytow.81-87

7. Roztocze kurzu domowego w atopowym zapaleniu skory

Roztocze kurzu domowego to 8-nozny bezkregowiec nalezacy do subklasy Acori o dlugosci
170- 500 pm. W klimacie umiarkowanym dominuja takie gatunki jak: Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Euroglyphus maynei.’® Niezaleznie od gatunku, roztocza
kurzu domowego preferuja ciemne miejsca o wilgotnosci od 65 do 80% o temperaturze od 20 do
30°C. Takie warunki maja zwiazek z fizjologia roztoczy, u ktéorych wymiana gazowa i
osmoregulacja odbywa si¢ poprzez kutikulg, co sprawia, ze ich procesy zyciowe sa zalezne od duzej

wilgotnosci otoczenia.”” Zywe roztocza kurzu domowego nie sa alergenne, natomiast proteazy
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uktadu pokarmowego pochodzace z produktéw ich rozpadu, odchodéw oraz ptynu pojawiajacego
si¢ podczas przemian larwalnych wykazuja silnie alergizujace wiasnosci. Do najsilniejszych
alergenow roztoczowych naleza proteazy serynowe i cysteinowe o masie 25-30 kDa, do ktorych
naleza wydzielane przez Dermatophagoides pteronyssinus: Derpl (papainopodobna proteaza
cysteinowa), Derp2, Derp3 (trypsyna), Derp6 (chymotrypsyna) oraz Derp9 (kolagenolityczna
proteaza serynowa).”’” Zgodnie z opisem podanym przez Zwiazek Alergologii Klinicznej i
Immunologii (Association of Allergology and Clinical Immunology) nadwrazliwo$¢ na alergeny
roztocza kurzu domowego pojawia si¢ juz od 2 Pg Derpl (100 sztuk D. pteronyssinus) / 1 gram
kurzu u genetycznie predysponowanych osobnikéw do syntezy IgE specyficznych wzgledem
alergenow roztocza kurzu domowego. Powyzej 10 pg Derpl (500 sztuk D. pteronyssinus)/ 1 gram
kurzu wzrasta ryzyko ataku astmy alergicznej u pacjentow z nadwrazliwoscia roztoczowa.”’ Alergia
roztoczowa jest coraz cze$ciej uznawana za chorobg genetyczna przekazywana pokoleniowo i
ulegajaca nasilaniu w kolejnych generacjach. Kliniczny obraz alergii roztoczowej moze mie¢
zwiazek z rozwojem atopowego zapalenia skory, astmy alergicznej, alergicznego niezytu oczu i
nosa, pokrzywki.’® Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze az do 75% pacjentow ze zdiagnozowanym
AZS ma dodatnie testy punktowe i/lub specyficzne IgE dla Dermatophagoides pteronyssinus®® co
oznacza, ze alergia roztoczowa odgrywa istotna rol¢ w patogenezie AZS. Wnikajace w uszkodzona
skorg proteazy roztoczowe maja zdolnos¢ do degradowania potaczen desmosomowych 1 biatek
potaczen szczelinowych (tight junction) tzw. okludyne i1 klaudyn¢ oraz E-kadheryn¢ taczacych
komorki epidermy, co znacznie ulatwia migracje alergenéw roztoczowych przez warstwy
naskorka.!? Ponadto mutacja w genie SPINK5 kodujacym inhibitor proteinaz serynowych, ktora
moze wystapi¢ w atopowym zapaleniu skory, prowadzi do ostabienia ochrony przed aktywnoscia
proteaz'®!, co w rezultacie ulatwia degradacje naskoérka przez enzymy roztoczowe. Alergeny
roztoczowe kontaktuja si¢ z obecnymi w skorze komoérkami rezydentnymi (keratynocyty,
fibroblasty, komoérki endotelialne) i migrujacymi (makrofagi, komorki mastocytarne i Langerhansa
oraz leukocytami).!0>197 Alergeny roztocza kurzu domowego Dermatophagoides pteronyssinus i
farinae uczestnicza w aktywacji licznych molekularnych mechanizmow.

Tabela 5: Molekularne mechanizmy aktywowane przez alergeny D. pteronyssinus 193-107

Aktywacja ekspresji MHC klasy II i CD80 na keratynocytach pozwala na prezentacje antygenu
limfocytom T i indukcj¢ ekspresji ICAM-1 1 VCAM-1 oraz E-selektyn na ludzkich komodrkach
endotelialnych, co utatwia wysigk komoérek immunologicznych do skory. Dodatkowo, alergeny D.

pteronyssinus i D. farinae stymuluja sekrecj¢ leukocytarnego czynnika chemotaktycznego GRO-a

z keratynocytow.
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Pobudzenie fibroblastow skory do wydzielania IL-6, IL-8, MCP-1 oraz M-CSF.

Pobudzanie komoérek dendrytycznych do produkcji IL-6 1 IL-12 oraz ekspresji takich biatek
powierzchniowych jak: CD40, CD80, CD86 i MHCII. Pobudzenie komdrek dendrytycznych przez

Derp1 prowadzi do rozwoju populacji limfocytéw Th2 w AZS, ale nie u zdrowych osob.

Aktywacja komorek mastocytarnych i ich degranulacja oraz indukcja eozynofili do sekrecji IL-

18, IL-6, IL-10, TNF-a, GM-CSF, a takze ekspresja CD18.

Na przyktadzie linii monocytow THP-1 in vitro wykazano, Ze alergeny roztoczowe zwigkszaja

ekspresj¢ MCP-1, IL-6 oraz IL-8 w tych komdrkach.

Enzymatyczne wtasnosci alergenéw roztoczowych prowadza do wzrostu aktywnosci
proteolitycznej w surowicy krwi na skutek inaktywacji al antytrypsyny przez te alergeny.'®®
Dodatkowo Derpl katalizuje hydrolize receptora IgE typu 2 CD23 i uwalnianie go z powierzchni
limfocytéw B. Wzrost stgzenia receptora CD23 w formie rozpuszczalnej tj. nie zwiazanej z blona
komoérkowa we krwi aktywuje limfocyty B do zwigkszonej produkcji IgE, ktéra jest
wychwytywana przez rozpuszczalna postaé receptora (nie zwiazana z btona komorkowa
limfocytow B). Z kolei niedobér CD23 na limfocytach B, bedacy skutkiem aktywnosci
proteolitycznej Derpl, powoduje, ze nie dochodzi do wysycenia tego receptora obecnego na
limfocytach B, a w rezultacie nie jest hamowana synteza tej immunoglobuliny. Niedobor
transblonowego CD23 hamuje tez aktywacje monocytow i makrofagow.'® Z kolei uwalnianie
receptora dla IL-2 CD25 z blony komorkowej przez Derpl hamuje proliferacj¢ limfocytéw Thl i
produkcje IFN-y in vitro.!'” Proteinazy Dermatophagoides pteronyssinus aktywuja tez receptory
typu PAR (Protease Activated Receptors) aktywowane przez proteinazy obecne na fibroblastach,
mastocytach, neutrofilach, monocytach 1 makrofagach, limfocytach, komoérkach migsni gtadkich
oraz komoérkach endotelialnych naczyn krwionosnych i epitelialnych ptuc, neuronach. Aktywacja
receptorow PAR wiaze si¢ wigc z uwalnianianiem mediatorow stanu zapalnego, zwigksza

przepuszczalno$¢ naczyniowa i infiltracje leukocytéw do skory.!-113

8. Nikiel w atopowym zapaleniu skory

Nikiel nalezy do grupy metali przejsciowych, ktore daza do osiagnigcia najnizszego, a wigc
najkorzystniejszego z punktu widzenia zasad termodynamiki, stanu energetycznego poprzez
catkowite wypehienie powtok elektronami pochodzacymi od atomoéw pierwiastkow, z ktorymi
tworza wiazania chemiczne. Ten mechanizm thumaczy wysoka reaktywnos$¢ niklu prowadzaca do

formowania zwiazkéw chemicznych oraz biologicznych. Nikiel nalezy do szeroko
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rozpowszechnionych pierwiastkéw na ziemi i jest obecny w glebie, wodzie, powietrzu oraz

biosferze i pelni szereg funkcji w uktadach biologicznych.

Tabela 6: Biologiczne znaczenie niklu4115

Prawidtowe funkcjonowanie roslin i mikroorganizméw - nikiel wchodzi w sktad metaloenzymow
wystepujacych w mikroorganizmach, bezkrggowcach oraz roslinach wureaz, bakteryjnych

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

Pobudzanie enzymoéw ludzkich tkanek np. tyrozynazy, arginazy, deoksyrybonukleazy,
fosfoglukomatazy, kalcyneuryny oraz enzymow przewodu pokarmowego. Uczestniczy takze w
zwigkszaniu aktywnos$ci hormonalnej, stabilizacji struktur kwasow nukleinowych, wptywa na
procesy erytropoezy poprzez uczestnictwo w metabolizmie witaminy B12 i wchlanianie zelaza z

przewodu pokarmowego.

Uczestniczy takze w procesie peroksydacji lipidow poprzez formowanie reaktywnych form tlenu

1 rozwoj stresu oksydacyjnego. Wzrost peroksydacji lipidow hamuje agregacje ptytek krwi.

Nikiel zaliczany jest do grupy ksenobiotykow obecnych w srodowisku na skutek skazenia, co moze
prowadzi¢ do zatru¢ ostrych i przewlektych, chorob nowotworowych drég oddechowych i
przewodu pokarmowego, zmian alergicznych typu I i IV manifestujacych si¢ jako AZS, AK,
pokrzywki wspotistniejacej z objawem brzusznym, limfoidalnego zapalenia kontaktowego
(lymphomatoid contact dermatitis) lub o charakterze zawodowym tj.alergiczna astma na metale i
niezyt nosa oraz spojowek tj. hard metal asthma i hard metal rhinitis. Z kolei ekspozycja §luzowki
jamy ustnej na nikiel u ludzi uczulonych na ten pierwiastek moze wywota¢ odpowiedz systemowa
(Systemic Contact Dermatitis), ktérej ujawnieniu dodatkowo sprzyja alergia drog

oddechowych.!'* Do czynnikow ryzyka rozwoju alergii niklowej oprocz plci zenskiej i noszenia
sztucznej bizuterii nalezy tez palenie papierosow, natomiast wplyw atopii jak rdwniez czynnikow
genetycznych na rozwoj alergii niklowej nadal pozostaje niejasny.!!6-120 Natomiast kontakt btony
Sluzowej jamy wustnej z niklem np. w przypadku noszenia aparatdéw ortodontycznych
prawdopodobnie zmniejsza ryzyko rozwoju alergii skornej na ten pierwiastek w pozniejszym
okresie zycia.!'” Do grup wysokiego ryzyka rozwoju alergii niklowej nalezy mlodziez i kobiety,
ktoére uczulajq sig 4-krotnie czgsciej niz mgzczyzni, co wydaje si¢ mie¢ zwiazek z tzw. piercingiem
u mtodziezy oraz noszeniem bizuterii przez kobiety.!'6!17 Uczulenie na ten metal stwierdza sig¢ u 13-
17% dorostych, 10% nastolatkow oraz u 8% dzieci.'?® Nikiel wchodzi w sktad sztucznej bizuterii,
zegarkow 1 metalowych elementéw odziezy np. guzikdéw i sprzaczek. Jest tez obecny w protezach

stawowych, gwozdziach $rédkostnych, stymulatorach serca, protezach dentystycznych i dlatego
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moze by¢ przyczyna odrzucania implantow stomatologicznych i ortopedycznych. Wchodzi tez w
sktad igiet do wstrzyknig¢ 1 akupunktury, metalowych opakowan zywnos$ciowych, uwalnia si¢ takze
z narzedzi i naczyh kuchennych zwlaszcza podczas gotowania pokarmow o niskim pH.!'4120 Jego
obecnos¢ wykryto rowniez w warzywach, a w szczegdlnosci w ziemniakach, pomidorach, marchwi,
satacie, szpinaku, cebuli, rabarbarze, kukurydzy, szparagach, fasoli i grochu. Jest tez obecny w
kakao, czekoladzie, orzechach, $ledziach, ostrygach i grzybach oraz wodzie z kranu, herbacie, winie
i piwie, a takze w proszku do pieczenia ciast i grubo mielonej mace.!!'> Nikiel wnika do organizmu
przez skore, drogi oddechowe 1 przewodd pokarmowy w ilosci 300-600 mikrogramow/dzien, z czego
tylko 5-10% jest wchlaniana w przewodzie pokarmowym, natomiast reszta jest usuwana z katem. !4
Mechanizmy alergii na nikiel sa bardzo zrdéznicowane, co determinuje obraz kliniczny
wielopostaciowej alergii na nikiel, ktory m.in. zalezy od rodzaju cytokin produkowanych przez
poszczegblne podklasy limfocytow. W reakcji systemowej na nikiel, alergicznym niezycie nosa,
alergicznej astmie oskrzelowej, wyprysku rozproszonym istotna rol¢ odgrywa  aktywacja
limfocytow Th2 i ich cytokiny: IL-4, IL-5 i IL13. Dojrzewajace komorki efektorowe podlegaja
regulacji przez mediatory zapalenia, ale roéwniez sa zalezne od S$rodowiska cytokinowego.
Nagromadzenie komoérek efektorowych w wybranym narzadzie prowadzi do rozwoju w nim
zapalenia alergicznego. Nikiel stymuluje ekspresj¢ biatek kostymulujacych CD83 i CD86, a takze
chemokin CXCL8, CCL5, CCL17, CCL20, co sugeruje, ze nikiel sprzyja oddzialywaniom
miedzykomdrkowym oraz ulatwia migracje komoérek do narzadow.!2!-123 Uwaza sie, ze nikiel moze
zapoczatkowywaé reakcje alergiczna na drodze kilku mechanizméw podczas prezentacji

biatkowego kompleksu niklu przez komorki Langerhansa limfocytom T CD4+ lub CD8+.

Tabela 7: Molekularne mechanizmy dzialania niklu!?1-125 127

Nikiel bedacy haptenem tworzy wiazania koordynacyjne z biatkami zewnatrzkomoérkowymi lub
wewnatrzkomoérkowymi tworzac plaskie, prostokatne kompleksy z resztami histydyny lub z
grupami aminowymi tworzac z nimi osmios$cienne kompleksy. W przypadku biatek
zewnatrzkomorkowych powstate kompleksy sa prezentowane przez czasteczki MHC II obecne na

komorkach dendrytycznych.

W przypadku wchianiania niklu przez komorki prezentujace antygen i wigzania si¢ tego metalu z

biatkami wewnatrzkomérkowymi powstate kompleksy sa prezentowane przez czasteczki MHC 1.

Podejrzewa si¢ tez, ze nikiel moze niespecyficznie wigza¢ rownoczesnie czasteczki MHC oraz

receptor TCR limfocytow T CD4+ oraz CD8+ podobnie jak superantygeny

Zaburzenie homeostazy oksydoredukcyjnej 1 formowanie nadmiernej ilosci reaktywnych form

tlenu 1 azotu, co moze prowadzi¢ do rozwoju stresu oksydacyjnego, niszczenia tkanek oraz
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zaburzenia sygnalizacji komérkowej oraz sekrecji cytokin.

Pobudzone przez APC limfocyty CD4+ i CD8+ poprzez aktywacj¢ receptora TLR!26

wydzielaja cytokiny uczestniczace w tworzeniu obrazu klinicznego alergii niklowe;.

Tabela 8: Kliniczne obrazy alergii na nikiel'*

Miejscowa lokalizacja zmian typowa dla alergicznego kontaktowego zapalenia skory wywotana
przez odczyn zapalny z przewaga monocytow, w ktorym uczestnicza makrofagi tkankowe i
limfocyty Thl. Wydzielane sa takie cytokiny jak IFN-vy, IL-1, IL-2, TNF-a. Ten typ reakcji faczy

sig czgsto z IVe tworzac obraz kliniczny alergicznego, kontaktowego zapalenia skory- typ IV a

Zmiany grudkowo-plamiste wywotane przez zapalenie eozynofilowe, w ktérym uczestnicza tez

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

Reakcje pecherzowe charakteryzujace si¢ apoptoza keratynocytow na skutek nagromadzenia si¢
w skorze limfocytow T CD8+ cytotoksycznych oraz komorek NK kierujacych keratynocyty na
droge programowanej $mierci poprzez oddzialywanie Fas-FasL, perforyng oraz granzym B — typ

IVe

Zmiany krostkowe wywolane przez odczyn zapalny z przewaga neutrofilow. W przypadku tego

obrazu klinicznego rowniez sa istotne monocyty oraz limfocyty T CD4+ 1 CD8+. Glownymi

mediatorami zapalenia sa IL-8 oraz GM-CSF —typ IV d

Poszczegolne typy mechanizméw zachodza na siebie, jednakze w wigkszosci przypadkéw jeden z
nich dominuje. Jak pokazaty badania przeprowadzone na mysim modelu kompleksy biatkowe niklu
moga wiaza¢ si¢ z resztami histydynowymi receptora TLR-4 (obecnego na makrofagach)
zaangazowanego w zwalczanie patogendw, co w rezultacie moze prowadzi¢ do rozwoju reakcji
zapalnej.'?® Receptory typu TLR wystepuja rowniez na limfocytach T regulatorowych, co moze
oznaczac, ze patogeneza alergii na nikiel moze mie¢ rowniez zwiazek z modulacja funkcjonowania
limfocytow T regulatorowych, a wigec wplywa¢ na procesy tolerancji antygendw i

autoantygenow. %
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II. ZALOZENIA I CEL PRACY

1. Przeslanki do podjecia badan

Terapie stosowane w leczeniu atopowego zapalenia skory powinny dazy¢ do utrzymania
molekularnych mechanizméw immunologicznych charakterystycznych dla fazy remisji choroby,
dlatego tez badanie mechanizméw komoérkowych przejs$cia z fazy zaostrzenia w faz¢ remisji jest
istotne w celu tworzenia farmakoterapii stymulujacych molekularne mechanizmy dominujace w
remisji AZS. Niestety, duza niejednorodno$¢ obrazéw klinicznych AZS tj. wspotwystepowanie z
AZS innych choréb alergicznych, uczulenie na wiele/kilka roznych alergenéw utrudnia stworzenie
wlasciwego modelu patogenezy AZS, a stosowane dotychczas terapie niejednokrotnie nie
przynosza oczekiwanego skutku leczniczego. Okazuje sig, ze terapia IFNy zmniejsza nasilenie
zmian skornych, ale nie usuwa przyczyny — poziom surowiczej IgE nie ulega zmianie. Odczulajaca
immunoterapia swoista (SIT) stosowana przy leczeniu alergii na roztocze kurzu domowego nie
zawsze jest skuteczna. Szczepionka alergenem przesuwa roéwnowage immunologiczng puli
limfocytarnej Th2 przewazajacej w zaostrzeniu choroby w kierunku puli Th1 dominujacej w remisji
AZS. Skoro jednak nie zawsze SIT umozliwia odczulenie pacjenta, to w takim razie nadal istnieje
potrzeba badania oddziatywan limfocytow Thl 1 Th2 w atopowym zapaleniu skory. Okazuje si¢
takze, ze autoszczepionki gronkowcowe rowniez nie przynosza oczekiwanych efektoéw w leczeniu
infekcji gronkowcowych u chorych z AZS. Powszechnos$¢ kontaktowej alergii niklowej u chorych z
AZS nasuwa przypuszczenie, ze ten czynnik moze by¢ istotny w patogenezie choroby, modulujac
molekularne mechanizmy lezace u jej podstaw.

2. Cel pracy

Badanie reaktywnosci PBMC pobranych od chorych z AZS w zaostrzeniu i remisji oraz od 0s6b
zdrowych — kontrolnych na siarczan niklu, antygen D1 (a.D1) roztocza kurzu domowego
Dermatophagides pteronyssinus oraz enterotoksyny A i B gronkowca zlocistego Staphylococcus
aureus in Vitro.

3. Cele szczegotowe

1.Porownanie profili cytokinowych (IFNy, IL2, IL13) fazy zaostrzenia i remisji AZS
2.Poréwnanie profili cytokinowych (IFNy, IL2, IL13) obu faz AZS i 0séb zdrowych-kontrolnych
3.Zbadanie wplywu mechanizméw IgE-zaleznych na profile cytokinowe w obu fazach AZS

4.Zbadanie wplywu dawkozalezno$ci siarczanu niklu i a. D1 na profile cytokinowe obu faz AZS
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III. MATERIALY I METODY

Pacjenci

Badanie przeprowadzono u 30 chorych z atopowym zapaleniem skory (AZS) w okresie
zaostrzenia objawOw 1 remisji choroby, leczonych w Zaktadzie Alergologii Klinicznej i
Srodowiskowej Katedry Toksykologii i Chordb Srodowiskowych UICM oraz u 30 0sob zdrowych
stanowiacych grupg kontrolna. Rozpoznanie AZS oparto o wywiad i1 badanie kliniczne oparte na
kryteriach Haniffina i Rajki w okresie nawrotu zmian chorobowych. U chorych w okresie remisji
wykonano testy skorne punktowe (STP) z inhalantami i pokarmami oraz testy platkowe z 10
podstawowymi alergenami kontaktowymi tzw. zestawem europejskim. Nasilenie zmian skornych
ocenianych w okresie zaostrzenia objawow choroby podawano jako warto$¢ usredniona na
podstawie znajomosci historii choroby pacjenta i oceniano w skali SCORAD. Pacjentow w fazie
zaostrzenia 1 remisji AZS kwalifikowat lekarz - alergolog/dermatolog. Grupa kontrolna to osoby
zdrowe bez objawdéw alergicznych i z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku alergii i
skornych choréb dermatologicznych. Badania wchodzace w zakres niniejszej pracy byly wykonane
za zgoda uczestnikbw 1 uzyskaly akceptacj¢ Komisji  Etycznej  Uniwersytetu
Jagiellonskiego Nr KBET/61/B/2009. W grupie kontrolnej wykonano skoérne testy punktowe z
antygenem Dermatophagoides pteronyssinus (D1) produkcji Allergopharma oraz testy ptatkowe z
5% siarczanem niklu (Chemotechnique) oraz z autoszczepionkami z S. aureus. W surowicy
badanych oznaczono poziom catkowitej IgE (tIgE) i poziom swoistych IgE dla roztoczy (asIgE
D1), enterotoksyn A i B gronkowca ztocistego (asIgE SEA i SEB), autoprzeciwciata dsDNA i
ANA* metoda fluoroenzymatyczna ( UniCAP 100, Pharmacia Upjohn). Te wyniki w grupie
chorych z AZS byly juz znane i1 na ich podstawie dokonano klasyfikacji chorych do grupy
badawcze;j.
Hodowle komoérkowe

Celem oceny reaktywnosci komoérek jednojadrzastych krwi (PBMC) chorym z AZS oraz

osobom z grupy kontrolnej . pobierano 15 ml krwi (na EDTA),
izolowano PBMC metoda " | gradientu  gestosci  na Ficollu.
Komérki liczono w  komorze W Biirkera 1 wysiewano na ptytki
hodowlane. Zywotnos¢ komorek ~ oceniano przy pomocy
btekitu trypanu (100ul r-ru PBMC : Sl w medium hodowlanym
+ 100 pl barwnika) przy uzyciu ( T mikroskopu §wietlnego.

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

Rozdzielczosé: 2500x Fot. wlasna (mikroskop Olympus SC30)
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Hodowle komérkowe przeprowadzono w inkubatorze (37°C, 5%CO2, 95% RH). PBMC hodowano
na plytkach U- dennych 96 dotkowych w trzech powtorzeniach dla kazdego stymulanta przez 24
godziny indukujac je badanymi substancjami: 1. antygenem D1 roztocza kurzu domowego (0.4
pg/ml oraz 1.0 pg/ml), 2.siarczanem niklu NiSO4 (25 uM 1 50 uM) 1 3.gronkowcowa enterotoksyna
A oraz B w stezeniu 500 ng/ml. W kontroli dodatniej PBMC stymulowano mitogenem L-
fitohemaglutyna (L-PHA) o st¢zeniu 10 pg/ml dla oznaczenia sekrecji IL-2 oraz 5 pg/ml dla
oznaczenia wydzielania IFN-y 1 IL-13. Jako kontroli negatywnej uzyto niestymulowanych PBMC
dla oceny spontanicznej sekrecji cytokin. Kontrolg specyficznosci barwienia stanowi membrana
oplaszczona przeciwciatami, wypetniona ptynem hodowlanym bez komoérek. Hodowle komérkowe
indukowane stymulantami byly przenoszone na 96 dotkowe ptytki, w ktorych dna studzienek
stanowily membrany ze zwigzanymi przeciwcialami wychwytujacymi wydzielane przez PBMC
badane cytokiny. Szczegdtowy protokdt barwienia zamieszczono na stronie 33. Surowicg uzyskana
po odwirowaniu na gradiencie Ficollu od pacjentéw z AZS w zaostrzeniu choroby oraz od os6b
kontrolnych zamrazano w temperaturze — 20°C w celu oznaczenia poziomu przeciwciat klasy IgE
oraz autoprzeciwciat.

Diagnostyka in vivo

Testy skorne punktowe- stosowane przy testowaniu alergii na alergeny wziewne i pokarmowe
wykrywajace mechanizm alergii typu I. Standaryzowany ekstrakt alergenu (Allergopharma) byt
nakladany na skore¢ przedramienia chorego 1 igla dokonywano naktucia naskorka na glebokosé ok. 1
mm, tak aby nie spowodowa¢ krwawienia. Odczytu testu dokonywano po 10 minutach. Notowano
$rednig $rednicg¢ babla i rumienia w mm poréwnujac je z odczynem kontroli negatywnej (s6l
fizjologiczna) i pozytywnej (histamina).

Testy platkowe (naskoérne) wykonywane w celu potwierdzenia alergii kontaktowej (mechanizm

alergii typu IV) na chemiczne zwiazki matoczasteczkowe. Badane substancje standaryzowanych
ekstraktow (Chemotechnique) oraz szczepionki z zabitego Staphylococcus aureus** (szczep
wzorcowy oraz dziki od pacjentki ze zdiagnozowanym atopowym zapaleniem skory — szczepionki
przygotowane w Centrum Badan Mikrobiologicznych 1 Autoszczepionek im. dra Jana Bobra w
Krakowie) naktadano na skore plecow lub przedramienia w przypadku Staphylococcus aureus.
Komory byly nasaczane roztworami przyklejanymi do skory plastrem hipoalergicznym i
pozostawiane w okluzji na 48 godzin. Po tym czasie komory byly odklejane od skory i dokonywano
pierwszego odczytu na skorze. Kolejnego odczytu (bedacego zarazem odczytem diagnostycznym)
dokonywano po 96 godzinach po wykluczeniu podraznienia, ktére moze pojawié si¢ przy
pierwszym odczycie. Skala nasilenia dodatniego odczynu byla zgodna z przyjetymi standardami:

(+): rumien, (++): rumien i grudki, (+++): rumien, grudki i obrzek i/lub nadzerka.
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Badanie nosicielstwa Saphviococcus aureus

Badanie na nosicielstwo gronkowca ztocistego Staphylococcus aureus przeprowadzano poprzez
zaktadanie hodowli bakteryjnych na selektywnych ptytkach agarowych. Materiat do badania
pochodzi z wymazu z nosa oraz ze zmian skornych. Testy na nosicielstwo Staphylococcus aureus
przeprowadzano w Centrum Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek im. dra Jana Bobra w
Krakowie.

Diagnostyka in vitro

UNICAP — test na obecnos¢ przeciwcial IgE

Pomiary stgzenia catkowitego IgE 1 specyficznych IgE w surowicy dokonywano przy
wykorzystaniu automatycznego analizatora immunologicznego UniCAP 100, CAP System firmy
Phadia. Aparat ten umozliwia oznaczanie poziomu przeciwciat IgE w surowicy metoda
fluoroenzymo - immunologiczng (FEIA). Zasada pomiaru metoda FEIA przedstawia sig
nastgpujaco: wzorcowy znany alergen jest oplaszczony na powierzchni plastiku (ImmunoCAPL).
Jesli surowica badana zawiera swoiste IgE skierowane przeciw alergenowi wiaza si¢ one z jego
czasteczkami 1 pozostaja w probowce. Pozostate IgE sa odplukiwane. W nastgpnym etapie
dodawane sa przeciwciata antylgE znakowane B-galaktozydaza emitujace fluorescencje. Jesli
swoiste IgE sa zwiazane z alergenem, to znakowane anty-IgE tacza si¢ z nimi podczas inkubacji.
Ilo$¢ emitowanej przez te kompleksy fluorescencji jest proporcjonalna do stgzenia przeciwcial w
badanej probce. Metody oznaczania IgE sa kalibrowane przy uzyciu standardu IgE WHO 75/502, a
wyniki wyraza si¢ w ilosciowych jednostkach U/ml (KU//l); 1U odpowiada 2,44 ng IgE. Wyniki
oznaczen wyraza si¢ rowniez w sposob polilosciowy, w skali od 0 (oznacza nieobecno$¢
wykrywanego swoistego IgE) do 6 (wykrywane przeciwcialo obecne w duzym stezeniu). W
przypadku caltkowitego IgE (tIgE) jako norme przyjmuje si¢ stgzenie 150 kU/L. Czulo$¢
analityczna metod oznaczania IgE wynosi 0,1-0,35 U/ml.

Eksperymentalne oznaczenia in vitro

ELISpot: [Enzyme-linked Immunospot Assay] jest nowa technika laboratoryjna pozwalajaca na

oceng rodzaju i natgzenia odpowiedzi immunologicznej komorek [wydzielanie cytokin] wobec
okreslonych substancji. Jednojadrzaste leukocyty krwi obwodowej (PBMC) izolowane metoda
wirowania w gradiencie ggstosci na Ficollu sa hodowane na ptytkach 96-dotkowych (w ktorych dna
poszczeg6lnych studzienek stanowi membrana ze zwiazanymi przeciwciatami specyficznie
rozpoznajacymi badane cytokiny) w medium z dodatkiem antygenow. Najwigksza zaleta tej
techniki jest wysoka czuto$¢ metody. Dzigki niej mozna wykry¢ pojedyncza komoérke wydzielajaca
dane biatko wsrdd 10° komoérek w hodowli. Hodowle sa zaktadane na 4 dni, po tym czasie

przeprowadzana jest analiza profilu wydzielanych cytokin [IFNy, IL2, IL-13] oznaczonych w
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otoczeniu hodowli PBMC. Badana jest tzw. spontaniczna sekrecja cytokin (bez uzycia stymulanta)
oraz sekrecja po stymulacji in vitro. Jezeli interesujace nas biatko jest wydzielane przez pobudzone
limfocyty, to wychwytywane jest ono w bezposrednim sasiedztwie komorek przez specyficzne
przeciwciala zwigzane do membrany. Pozwala to uniknaé¢ zafalszowania wyniku na skutek
konsumpcji analizowanego biatka przez komorki w hodowli. Po usunigciu komorek, obecnosé
wydzielonego biatka wykrywana jest za pomoca reakcji immunoenzymatycznej. W wyniku
katalizowanej przez enzym konwersji w nierozpuszczalny barwny produkt w miejscach uprzedniej
obecno$ci komorek wydzielajacych interesujace nas biatko powstaja obserwowane na obrazie
plamki [spots]. Z wykorzystaniem systemu komputerowej analizy obrazu uzyskane wyniki
poddawane sa analizie cyfrowej, ktorej przedmiotem jest zarowno ilos¢ plamek, jak i ich parametry
stanowiace odzwierciedlenie natgzenia aktywnosci wydzielniczej poszczegolnych komorek.
Zintegrowany system do skanowania ptytek ELISpot Eli.Scan firmy A.EL.VIS sklada si¢ ze
skanera do membran, ptytek ELISpot, komputera z zainstalowanym oprogramowaniem do analizy
obrazu oraz drukarki. Skaner wyposazony jest w specjalna ramke do pozycjonowania membran
ELISpot. Sekrecj¢ cytokin wyrazano jako zmiang (wzrost/spadek) liczby PBMC wydzielajacych

badana cytoking, co przedstawia wzor:

liczha PEMC weydzielajgoych cytoking po stymulaci in witro
sekrecja cytokiny =

liczha PEMC wydzielajigoych cytoking sportaniczhie (bez stytmulaciil in vitro

Za dodatni przyjgto wynik przynajmniej 2-krotnego wzrostu liczby PBMC wydzielajacych badana
cytoking. Podawano rdwniez tzw. spontaniczna sekrecj¢ kazdej cytokiny wydzielanej przez

niestymulowane PBMC in vitro, co przedstawia wzor:

spontaniczna sekrecja = liczha plamek w hodowli niestymulowanych PBMC
wl dotku phytki 96 -dotkowej

Wyniki dla obu parametréw podawano jako mediang z trzech powtoérzen dla kazdego oznaczenia.
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Ryc. 6: Schemat metody ELISpot (po prawej stronie) oraz zdjecie dotka ptytki hodowlanej (po lewej stronie) po
wybarwieniu na obecnos$¢ IFNy (A), IL2 (B), IL13 (C) w hodowli PBMC in vitro

Analiza statystyczna:

Analizy statystyczne przeprowadzono przy pomocy nastgpujacych testow:

*normalno$¢ rozktadu: test W Shapiro-Wilka

*rdznice pomig¢dzy grupa chorych z AZS (zaostrzenie lub remisja) oraz kontrolna: test Manna-
Whitneya

*rdznice pomigdzy zaostrzeniem a remisja AZS: test Wilcoxona dla par powiazanych

*korelacje pomigdzy parametrami: korelacja Spearmana

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

statystycznych uzyto programu STATISTICA 9.0 oraz GraphPad PRISM 5.01

* *% Wyniki dla tych oznaczen byly ujemne u wszystkich badanych osob, dlatego nie uwzgledniano ich w analizach
opisanych w tej pracy.
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Protokot barwienia hodowli PBMC technika ELISpot
1 dzien

Separacja komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC)

1. Do probdéwki 50 ml wla¢ 15 ml Ficollu.

2. Delikatnie nawarstwi¢ krew na Ficoll.

3. Wirowa¢ 15 min przy predkosci 2300 obr/min (RCF). HAMOWANIE WYLACZONE.

4. Delikatnie wyja¢ z wiréwki 1 za pomoca pipety pasteurowskiej odciagna¢ PBMC widoczne w
postaci biatej warstwy pomigdzy z6lta surowica a przezroczystym Ficollem.

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

6. Wirowa¢ 10 min przy predkosci 1800 obr/min (RCF). HAMOWANIE WELACZONE.

7. Odessa¢ ssakiem plyn z probowki, delikatnie roztrzasna¢ zlepek komoérek na dnie
1 zawiesi¢ komodrki w 25 ml PBS-0.1% BSA.

8. Wirowac¢ 5 min przy predkosci 1400 obr/min (RCF). HAMOWANIE WELACZONE.

9. Odessa¢ ssakiem ptyn z probowki, delikatnie rozstrzasna¢ zlepek komoérek na dnie

1 zawiesi¢ komorki w ptynie hodowlanym (10 ml).

10. Sprawdzi¢ zywotnos$¢ komorek (100 pl bigkitu trypanu + 100 pl r-ru PBMC) pod mikroskopem.

Przeliczy¢ komorki i dopetni¢ ptynem hodowlanym tak, aby uzyska¢ pozadane zaggszczenie.

WZOR NA LICZBE PBMC W KOMORZE BURKERA:
N= c*v*r*10*

c- liczba komoérek w 25 polach
v-objetos¢ zawiesiny wyjsciowej komorek [ml]
r-krotnos$¢ rozcienczenia w bigkicie trypanowym

MEDIUM HODOWLANE: IMDM + 50 U/ml Penicylina + 50 pg/ml Streptomycyna
+ 7.8 pg/ml DTT
10.Doprowadzi¢ komodrki do odpowiedniej ggstosci (50 000 PBMC/ml dla oznaczenia IFNY),
(500 000 PBMC/ml dla oznaczenia IL2 i IL13).
11.Zatozy¢ hodowle komodrek w odpowiedniej gestosci w 96 dotkowej U-dennej ptytce dodajac
200 pl roztworu komorek/dotek ptytki.

12.Do zawiesiny komorek doda¢ stymulanty.

13.Plytke umiesci¢ w cieplarce (5% CO2, 37°C, 95% RH) na 24 godziny.
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Protokot barwienia hodowli PBMC technika ELISpot

2 dzien

Przygotowanie plytki ELISpot i transfer komorek
1. Rozcienczy¢ przeciwciata I-rzgdowe (Sanquin)*** (rozc.1:100) w jatowym PBS 1x.
2. Aktywowac ptytke poprzez dodanie 50 ul etanolu (40%) na ok. 1 min.
3. Wyptuka¢ ptytke 200 pl PBS 1x 5-krotnie do kazdego dotka.
4. Rozpipetowac po 50 pl przeciwciat [-rzedowych na dno membrany plytki.
5. Inkubowa¢ w cieplarce przez 2 godziny.
6. Z ptytki ELISpot usunaé roztwor przeciwciat I-rzedowych 1 5-krotnie przeptlukaé ptytke 200 pl
PBS 1x do kazdego dotka.
7. Po kilkukrotnym pipetowaniu komorek w ptytce U-dennej przenies¢ komorki pipeta
wielokanatowa do ptytki 96-dotkowej z membrang optaszczona przeciwciatami I-rzgdowymi. Do
trzech dotkéw dla kazdej cytokiny doda¢ sam ptyn hodowlany bez komodrek jako kontrolg
specyficznosci (tlo: przeciwciato I-rzedowe -II rzgdowe).
8. Hodowlg umiesci¢ w cieplarce na 3 dni w przypadku oznaczenia IFNy oraz 4 dni w przypadku
oznaczania IL.2 i IL13.

4 lub 5 dzien
Barwienie wydzielonych przez PBMC cytokin

1. Przygotowac 50 ml roztworu buforu PeliSPOT Sanquin 1x (rozcienczy¢ 5-krotnie roztwor
wyjsciowy).

2. Przygotowac roztwor myjacy: 25 pl Tween20 + 500 ml PBS 1x bez wapnia i magnezu.

3. Przygotowac roztwor przeciwciat [I-rzedowych (Sanquin)*** (rozc.1:100).

4. Wyrzuci¢ komorki z plytki jednym, ptynnym ruchem.

5. Wyptuka¢ ptytke 5 razy 200 pl buforem myjacym do kazdego dotka.

6. Dodac¢ po 100 ul przeciwciat II-rzedowych.

7. Inkubowac przez 1 godz, a w tym czasie przygotowac roztwor strept-poly-HRP (1 pl poly-HRP +
6 ml bufor Pelispot).

8. Usuna¢ przeciwciata II-rzegdowe i wyptuka¢ plytke S-krotnie 200 pl roztworem myjacym do
kazdego dofka.

9. Rozpipetowac po 50 ul roztworu poly-HRP.

10. Inkubowa¢ 30 min.

11. Wyptuka¢ plytke 5x roztworem myjacym po 200 pl do kazdego dotka.
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12. Rozpipetowac po 50 ul substratu TMB 1 pozostawi¢ do pojawienia si¢ plamek tj. do 1 min).
13. Przerwac reakcjg przez wyptukanie ptytki woda destylowana.

Odczynniki:
Allergopharma: roztwor alergenu D1 Dermatophagoides pteronyssinus (nr. kat: 725)
Biomed: roztwor ludzkiej albuminy 5%

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

Chemotechnique: zestaw europejski do testow ptatkowych(S-1000)
GE Healthcare: Ficoll- pakiet (nr kat: 17-1440-02)

LGCstandards: szczep Staphylococcus aureus (nr kat: ATCC-8095)
Nunclon™: ptytki U-denne 96-dotkowe (nr kat: 163320)

Millipore: ptytki z membrana do ELISpot 96 dotkowe (nr kat. MSIPS 4510)

Phadia: ImmunoCAP:DtIgE, D1, SEA, SEB, dsDNA, ANA (nr kat:14-4889-01, 14-4890-01, 14-
4107-01, 14-4509-01)

Riedel-de Haén: NiSO4x 6H>0 (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), Tweenl] 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 takze probne barwienia przeciwcialami firmy Mabtech, R&D Systems. Nie zaobserwowano roéznic
w jakosci barwien.
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IV WYNIKI
1. Charakterystyka badanej grupy chorych z AZS i kontrolnej

Badania reaktywno$ci komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) wydzielajacych cytokiny
typu Th1 (IFNy, IL2) i Th2 (IL13) przeprowadzono u chorych z atopowym zapaleniem skory w

okresie zaostrzenia i remisji objawow chorobowych, a takze os6éb zdrowych-kontrolnych. Tabela nr

1 przedstawia kliniczna charakterystyke analizowanych grup.

Tabela 9: Kliniczna charakterystyka badanych

Rodzaj | K M Wiek tigE asIgE: + test + test + wywiad | SCORAD +DE Inne choroby
grupy % | % (kIU/ml) D1, | platkowy | punktowy | rodzinny %
badanej m80, na Ni D1 %
m81 % % %
%
AZS 80,0 (20,0 | 36,77 wartosci D1: 63,00 64,00 65,00 (1-4) 67,00 AK: 53
+/- graniczne: 54,5 ANN: 23
14,2 23,8-6140 (++): $redni: ANO: 3
m80: 33 3 AA: 20
>200 kIU/ml 19 AP: 20
35 % (+++): Has:3
<200kIU/ml : | m81: 30
65 % 24
Kontrole | 80,0 | 20,0 36,77 wartos$ci D1:
+/- graniczne: 0 0 0
11,2 2,06-21,0

Jak wynika z danych zawartych w tabeli 1 wzrost st¢zenia catkowitego IgE (tIgE) wykazano
u 35% badanych. Natomiast wzrost st¢zenia asIgE dla Dermatophagoides pteronyssinus (D1)
zaobserwowano u 54,5% chorych z AZS, asIgE dla enterotoksyny gronkowcowej A u 19%
badanych z AZS, a takze u 24% chorych z AZS wykazano obecno$¢ asIgE dla gronkowcowe;j
enterotoksyny B. Dodatni test ptatkowy z siarczanem niklu zaobserwowano u 63% chorych z AZS.
U 33% badanych nasilenie odczynu byto §rednie (++), u 30 % silne, wg przyjetej skali (+++). U
0s6b z grupy kontrolnej test ptatkowy z siarczanem niklu byt ujemny. Dodatni test punktowy z a.
roztoczy (a.D1) wykazano u 64% chorych. Dane z wywiadu ujawnily obecnos¢ skazy alergicznej
(DE) w dziecinstwie u 67% chorych z AZS, a dodatni wywiad rodzinny wystapit u 65% pacjentow
z tej grupy. U chorych z AZS wspolwystgpowaly inne choroby alergiczne, a wigc gltéwnie
kontaktowe zapalenie skory (AK) u 53% chorych, alergiczny niezyt nosa (ANN) u 23% chorych,
astma alergiczna (AA) 1 alergia pokarmowa (AP) u 20% chorych. U pacjentow z AZS
zdiagnozowano takze chorobg Hashimoto (Has) (3%) oraz alergiczne zapalenie spojowek (AZO)
(3%). Wspomniane powyzej parametry byly ujemne w grupie kontrolnej. Nie wykazano korelacji
pomigdzy wystgpowaniem u chorych z AZS dodatniego testu ptatkowego z 5% siarczanem niklu, a

dodatnim testem punktowym z a.D1 (korelacja Spearmana p>0,05). Podobnie nie wykazano
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korelacji pomigdzy wysokim stgzeniem tIgE (>200 kIU/ml), a dodatnim wywiadem rodzinnym
(p>0,05). Natomiast znaleziono korelacje pomigdzy wysokim stgzeniem tIgE w surowicy chorych,
a obecnoscia skazy alergicznej (DE) w dziecinstwie (korelacja Spearmana r= 0,45 p< 0,05).
Pozwala to wnosi¢, iz chorzy z AZS stanowia grupg zrdéznicowana pod wzgledem badanych, a
czgsto uznawanych za typowe dla AZS parametrow.
Przeprowadzona analiza pordwnawcza sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) po stymulacji

NiSO4 (25 UM 1 50 pM) u chorych z AZS nie wykazala r6znic pomigdzy grupa chorych z AZS
(n=30) 1 grupa kontrolng oséb zdrowych (n=30) (p>0,05). Jednakze analiza danych w Tab. 2
pokazuje, ze wydzielanie cytokin jest réznorodne w zaleznos$ci od uzytego antygenu do stymulacji
(mediana sekrecji analizowanej cytokiny waha si¢ od 0,77 — krotnej zmiany dla IFNy po stymulacji
1.0 pg/ml a.D1 do 1,5-krotnej zmiany dla IFNy po stymulacji SEA u chorych z AZS). Natomiast w
grupie kontrolnej sekrecja waha si¢ od 0,48- krotnej zmiany dla IFNY po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1
do 1,6- krotnej dla IL13 po stymulacji SEA w zaostrzeniu atopowego zapalenia skéry. W remisji
AZS (tabela 3) najwyzsza sekrecja wystgpuje dla IFNY po stymulacji SEB, natomiast najnizsza w
przypadku IL2 po stymulacji 25 PM NiSOs. Zwraca uwagg rowniez fakt duzej réznorodnosci w
obregbie podgrup dla kazdego antygenu, o czym $§wiadczy szeroki przedzial warto$ci minimum i
maksimum dla kazdej z analizowanych cytokin. Swiadczy to o duzej niejednorodnosci wynikow w
obrgbie badanych podgrup. Wykonano takze analiz¢ porOwnawcza spontanicznej (niestymulowane
PBMC) sekrecji cytokin, w celu uzyskania informacji czy pobudzenie tych komorek jest inne u
chorych z AZS niz w grupie osob kontrolnych-zdrowych in vivo. Odmienna spontaniczna sekrecja
w grupie chorych z AZS w porownaniu do kontroli sugerowataby, ze typ profilu cytokinowego po
stymulacji alergenem in vitro jest w duzym stopniu zalezny nie tylko od rodzaju uzytego do
stymulacji alergenu, ale i $srodowiska cytokinowego, w ktorym znajdowaly si¢ komorki przed
pobraniem krwi. To tlumaczyloby duza roéznorodno$¢ odpowiedzi na alergen w obrebie
analizowanej podgrupy. Jednakze przeprowadzona analiza porownawcza nie wykazala istotnych
statystycznie roznic w spontanicznej sekrecji kazdej z 3 cytokin (p>0,05) pomigdzy grupa chorych
z AZS i zdrowych-kontrolnych.
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Tabela 10: Reaktywno$§¢ PBMC na siarczan niklu, a. D1 roztocza kurzu domowego oraz
enterotoksyny gronkowcowe A i B w zaostrzeniu AZS
(warto$ci umieszczone w tabeli podano jako mediane +/- maksimum i minimum)

AZS: IFNy 1L2 IL13 | IFNy IL2 | IL13 | TFNy | IL2 | IL13 |IFNy| IL2 |IL13 | IFNy | IL2 | IL13
n=30 spont | spont. | spont. | NiSO, | NiSO4 | NiSO4 D1 D1 D1 SE SE SE | PHA | PHA | PHA
25 UMMNiSO4 1,01 1,07 1,0 0,79 | 0,87 | 0,83 L5 | 1,39 | 1,14
0.4 D1 pg/ml +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
SEA 0,3-56 | 0,1- |0,1-43| 0,1-4,0 | 0,2- | 02- |0,07-| 04- | 0,1- | 0,83 | 1,31 | 1,12
61,5 18 11 10,6 10,0 | 3,25 | 33,8 ] 338 | 2,8 +/- +/- +/-
. +/- +/- +/- 11,4 7,6 5,7
50 UMNiSOs | g.646 | 3295 | 4-82 0,93 1,03 1,03 0,77 | 0,89 | 1,23 | 1,33 | 1,43 | 1,04 2003 | -03 | -0.1
1.0 D1 pg/ml +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
SEB 0,1-52 | 03- |0,2-6,2|0,03-5,5| 0,2- |0,3-6,7| 0,1- | 0,3- | 0,3-
11,6 54 13,9 | 344 | 59
Kontrola IFNy 1L2 IL13 | IFNy IL2 | IL13 | IFNy | IL2 | IL13 |IFNy| IL2 | IL13 | IFNy| IL2 | IL13
n=30 spont | spont. | spont. | NiSO, | NiSO4 | NiSO4 D1 D1 D1 SE SE SE | PHA | PHA | PHA
25 UPMNiSO4 1,0 0,89 | 0,93 0,63 | 097 | 091 | 092 1,58 | 1,6
0.4 D1 pg/ml +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
SEA 118 42 9 0,143 | 0,1- | 0,07- | 0,1-3,1 | 0,1- | 0,09- | 0,1- | 0,2- | 0.4- | 0,7 | 1,02 | 1,4
+/- +/- +/- 9,3 4.8 57 | 514 | 126 | 86 | 143 | +/- +/- +/-
10-579 | 3-259 | 4-133 149 | 53 9,5
50 HMNiSO4 0,93 0,86 | 0,91 048 | 093 | 125 | 094 135 | 154 | o16| 203 | -02
1.0 D1 pg/ml +/- +/- +/- +/- +/- - | - +/- ’ ’ ’
SEB 0,06- | 0,06- |0,1-6,7{0,01-5,3| 0,2- |0,2-8,2|0,09-| 0,07- | 0,4-
21,4 18,0 8,0 11,8 | 49 6,8

Tabela 11: Reaktywno$¢ PBMC na siarczan niklu, a.D1 roztocza kurzu domowego oraz
enterotoksyny gronkowcowe Ai B w remisji AZS
(warto$ci umieszczone w tabeli podano jako mediane +/- maksimum i minimum)

AZS: IFNy L2 IL13 IFNy L2 1L13 IFNy | IL2 | IL13 |IFNy| IL2 | IL13 | IFNy| IL2 | IL13
n=22 spont | spont. | spont. | NiSO, | NiSO4 | NiSO4 D1 D1 D1 SE SE SE | PHA | PHA | PHA
25 UMNiSO4 1,06 0,8 0,81 094 | 092 | 142 | 1,55 092 | 1,15
0.4 D1 pg/ml 47 20,5 7,5 +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +- | 1,04 | 1,1 1,3
SEA +/- +/- +/- 22,25- | 3,86- | 2,64- 14,0- | 4,0- | 3,4- |357-| 3,25- | 2,05-| +/- +/- +/-
272- 203- 57- 0,17 0,19 | 0,14 0,34 | 0,17 | 0,14 | 0,04 | 0,32 | 0,23 | 12,0- | 2,83- | 6,64-
2 3 3 0,15 | 0,29 | 04
50 pMNiSO4 0,91 0,85 1,06 0,69 | 097 | 1,71 | 1,72| 1,07 | 0,97
1.0 D1 pg/ml +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- /-
SEB 2,37- 2,4- 2,7- 837- | 7,5- | 3,37- |26,0-| 5,0- |2,86-
0,22 0,19 | 0,12 0,2 0,12 | 0,25 | 0,06 | 0,27 | 0,15

2. Analiza alergii na nikiel w zaostrzeniu atopowego zapalenia skory

2.1: Wptyw wspoélwystepowania innych chordb na profil cytokinowy powstaty w odpowiedzi na
siarczan niklu u chorych z atopowym zapaleniem skory

Analiza porownawcza sekrecji IFNy, IL2, IL13 po stymulacji siarczanem niklu pomigdzy
grupa chorych z AZS (n=30) i grupa 0so6b zdrowych-kontrolnych (n=30) dopasowanych wiekowo i
plciowo opisanych w tabeli 2 nie wykazata r6znic w odpowiedzi na siarczan niklu in vitro (p>0,05).
Jak pokazuje tabela 10 odpowiedz komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) na siarczan niklu w

hodowli in vitro jest niejednorodna (duza rozbiezno$§¢ pomigdzy minimalng a maksymalna
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odpowiedzia na siarczan niklu w badanych grupach). Dlatego tez dokonano podzialu w grupie

chorych z AZS pod wzgledem rodzaju chordob wspdtistniejacych z AZS, poniewaz

jednym z czynnikdéw roznicujacych odpowiedz na siarczan niklu moze by¢ wspdiwystepowanie

innych chordob z AZS. Analiza poréwnawcza przeprowadzona u chorych z AZS z kontaktowa

alergia niklowa bez choréb wspétistniejacych (n=6) i w grupie kontrolnej (n=6) nie wykazala

istnienia réznic w sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) in vitro po stymulacji siarczanem niklu

(p>0,05 ). Po dotaczeniu do badanej grupy chorych tylko z AZS dodatkowych oséb, u ktorych

wspotwystepowata astma alergiczna (n= 1) lub astma alergiczna 1 alergia pokarmowa (n= 2) lub

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

kontaktowej (n=3), cechy alergii kontaktowej z alergia pokarmowa (n=1) oraz choroby Hashimoto

(n=2) réwniez nie wykazano réznic w porownaniu do grupy kontrolnej (p>0.05).

Tabela 12: Chorzy z AZS z kontaktowa alergia niklowa i grupa kontrolna
(wartosci podano jako mediang +/- maksimum i minimum)

NiSO4 IFNy IL2 IL13 IFNy IL2 IL13 IFN 1L2 IL13 IFN IL2 IL13
25 uM 25 25 50 50 50 kontrola | Kkontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
HM uMm um UM UM 25uM 25uM 25 M 50 pM 50 yM 50 uM
AZS 1,03 0,95 1,04 0,66 0,84 0,34 0,68 0,73 0,49 0,82 0,6 0,65
+/- +/- +/- +/- +/- +- +/- +/- +/- +- +/- +/-
5,65 -0,68 | 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84 1,86 0,11 1,62- 1,39- 1,62-
0,4 0,39 0,36 0,6 0,22 -0,12 -0,15 -1,25 0,06 0,06 0,15
AZS i 1,13 0,9 1,02 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,48 0,87 0,8 0,56
AZS + AA +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84- 1,86- 0,11- 1,62- 1,39- 1,62-
0,68 0,4 0,39 0,66 0,6 0,22 0,12 0,15 1,25 0,06 0,06 0,15
AZSiAZS 1,03 0,9 1,0 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,49 0,91 0,7 0,87
+AA + AP +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84- 1,86- 0,11- 1,62- 1,39- 2,88-
0,68 0,4 0,16 0,66 0,33 0,22 0,12 0,15 1,88 0,06 0,06 0,15
AZS i 1,04 0,9 1,0 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,49 0,75 0,8 0,56
AZS + ANO +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84- 1,86- 0,11- 1,62- 1,39- 2,88-
0,68 0,11 0,39 0,66 0,6 0,22 0,12 0,15 1,25 0,06 0,06 0,15
AZSi 1,03 0,9 1,0 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,49 0,75 0,71 0,75
AZS + ANN + +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
AP 5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6-0,84 | 3,17-0,22 1,84- 1,86- 1,38- 1,62-0,06 1,39- 2,88-
0,38 0,29 0,39 0,66 0,12 0,15 0,11 0,06 0,15
AZSi 1,03 0,9 1,0 0,67 0,34 0,92 0,79 0,75 0,51 0,82 0,67 0,53
AZS + AK +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 3,14- 1,86- 1,25- 21,38- 2,33- 2,88-
0,38 0,4 0,14 0,14 0,6 0,22 0,12 0,15 0,07 0,06 0,06 0,15
AZSi 1,03 0,9 1,0 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,54 0,75 0,57 0,75
AZS +AK +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
+ANN 5,65- 10,6- 4,33- 5,19- 11,6-0,6 3,17- 1,84- 1,86- 1,25- 21,38- 2,33- 2,88-
0,35 0,4 0,39 0,66 0,22 0,12 0,15 0,11 0,06 0,06 0,15
AZS i 1,03 0,9 1,0 0,63 0,83 0,67 0,79 0,75 0,54 0,84 0,74 0,53
AZS + AK + +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
AA 5,65-0,35 | 10,6- 4,33- 5,2-0,4 11,6-0,33 | 3,17-0,22 1,84- 1,86- 1,25- 21,38- 2,33- 2,88-0,15
0,4 0,39 0,12 0,15 0,11 0,06 0,06
AZS i 1,03 0,9 1,0 0,67 0,34 0,92 0,79 0,75 0,54 0,9 0,78 0,56
AZS +AK + +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
AP 5,65-0,35 | 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84- 1,86- 1,25- 21,38- 2,33- 2,88-
0,4 0,39 0,66 0,6 0,22 0,12 0,15 0,11 0,06 0,06 0,15
AZS i 1,03 0,9 1,0 0,67 0,84 0,92 0,79 0,75 0,54 0,91 0,84 0,87
AZS + Has +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
5,65-0,35 | 10,6- 4,33- 5,19- 11,6- 3,17- 1,84- 1,86- 4,83- 21,38- 2,33- 2,88-
0,4 0,39 0,66 0,6 0,22 0,12 0,15 0,11 0,06 0,06 0,15
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Przeprowadzone analizy sugeruja wigc, ze wspolwystgpowanie innych chordb alergicznych
wraz z AZS u chorych z kontaktowa alergia niklowa nie wydaje si¢ wplywa¢ na molekularny
mechanizm odpowiedzi na NiSOy4 in vitro w zaostrzeniu atopowego zapalenia skory. Wniosek ten
wymaga jednak potwierdzenia i dalszych badan.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ porownawcza sekrecji cytokin (IFNy, IL2,
IL13) po stymulacji NiSO4 (25uM 1 S0UM) w grupie chorych z AZS z kontaktowq alergia niklowa
(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(-) roznili si¢ tylko wynikiem testu ptatkowego na
nikiel, natomiast mieli ten sam zestaw chordb wspottowarzyszacych AZS w parze tj. AZS Ni(+) i
Ni(-). W ten sposéb rdznice migdzy grupami, ktére teoretycznie pojawityby si¢ bylyby
spowodowane tylko przez obecno$¢ kontaktowej alergii niklowej. Nie zaobserwowano réznic w
sekrecji cytokin pomigdzy grupami AZS Ni(+) i AZS Ni(-), AZS Ni(+) i kontrola (p>0,05). Wydaje
si¢ wigc, ze obecnos¢ kontaktowej alergii niklowej w AZS nie wplywa na sekrecje analizowanych

cytokin przez PBMC pod wptywem siarczanu niklu in vitro.

2.2: Wplyw wystepowania kontaktowej alergii niklowej na nasilenie zmian skérnych w atopowym
zapaleniu skory (wskaznik SCORAD)

Poszukiwano, czy istnieje zwiazek migedzy spontaniczng sekrecja cytokin (IFNy, 1L2, IL13),
a nasileniem zmian skérnych wg wskaznika SCORAD u chorych z AZS (n=30). Nie wykazano
korelacji pomigdzy spontaniczna sekrecja badanych 3 cytokin a wskaznikiem SCORAD (p>0,05).
Wydaje si¢ wigc, ze profil sekrecji cytokin wydzielanych przez PBMC spontanicznie w hodowli in
vitro (na skutek kontaktu z réznymi alergenami in vivo) nie decyduje bezposrednio o stopniu
nasilenia zmian skérnych (SCORAD) w AZS lub inne, nie badane w tym projekcie cytokiny sa
bezposrednio zwiazane z nasilaniem zmian skornych w AZS. W dalszej kolejnosci poszukiwano,
czy modyfikacja profilu cytokinowego przez dominujacy w danym momencie alergen, tj. bedacy w
duzej ilo$ci w ustroju, moze wplywa¢ na nasilenie zmian skérnych (SCORAD). W tym celu
poszukiwano korelacji w modelu in vitro pomigdzy profilem cytokinowym powstatym po
stymulacji siarczanem niklu (dominujacy alergen) a wskaznikiem SCORAD u chorych z AZS.
Zaobserwowano istnienie ujemnej korelacji pomigdzy liczba PBMC wydzielajacych IFNy po
stymulacji 50 UM siarczanem niklu a SCORAD (rs=-0,79 p<0,05).
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rs =- 0,7945 p<0,05
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pacjent
Ryec. 7: Sekrecja IFNY po stymulacji 50 UM siarczanem niklu a SCORAD u chorych tylko z AZS z kontaktowa
alergia niklowa. Kolor: niebieski —- SCORAD, czerwony — sekrecja IFNy

SCORAD a sekrecja IFNy
O =~ N W b 00 O N

Wydaje si¢ wigc, ze u chorych z kontaktowa alergia niklowa w AZS nasileniu zmian skérnych
towarzyszy spadek sekrecji IFNYy, co wydaje si¢ mie¢ zwiazek ze stymulacja siarczanem niklu
komorek jednojadrzastych krwi. Nastepnie przeprowadzono analize korelacji wskaznika SCORAD
1 profilu cytokinowego po stymulacji siarczanem niklu in vitro w grupach chorych z AZS z
dodatnim i ujemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel. Ze wzgledu na potencjalng mozliwos¢
wplywu wspotwystgpowania innych choréb na profil cytokinowy w AZS do badanych grup
wlaczono tylko pacjentéw, u ktérych wspotwystepowaty te same choroby alergiczne, a grupy
roznily si¢ tylko wynikiem testu ptatkowego na nikiel. Analiza korelacji pokazata, ze w grupie
chorych z AZS z dodatnim wynikiem testu ptatkowego na nikiel (Ni> ++) wystgpuje ujemna
korelacja pomigdzy sekrecja IFNyY po stymulacji SOUM NISO, a wskaznikiem SCORAD (rs= -
0,72 p<0,05). Natomiast analiza korelacji w grupie chorych z ujemnym wynikiem testu ptatkowego
na nikiel pokazala, ze wystepuje ujemna korelacja pomigdzy sekrecja IFNy po stymulacji 25 pM
siarczanem niklu a wskaznikiem SCORAD (rs= - 0,82 p< 0,05).
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Ryc.8: Sekrecja IFNY po stymulacji 50 UM siarczanem niklu u chorych z AZS z kontaktow3 alergia niklowa
(wykres po lewej stronie) oraz sekrecja IFNY po stymulacji 25 UM siarczanem niklu u chorych z AZS z
ujemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel (wykres po prawej stronie) a SCORAD.

Kolor: niebieski - SCORAD, czerwony — sekrecja IFNy
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Wydaje si¢ wigc, ze spadek sekrecji IFNypo stymulacji siarczanem niklu prowadzacy do
pobudzenia mechanizméw zwiazanych z nasilaniem zmian skornych (SCORAD) wiaze sig z
reaktywnos$cia na nikiel komoérek uktadu immunologicznego zdolnych do migracji do skéry, w
ktorej odpowiadaja za dodatni wynik testu platkowego (przy wyzszej dawce siarczanu niklu in
vitro) oraz nie migrujacych do skoéry (ujemny wynik testu ptatkowego) i obecnych w krwiobiegu

(nizsza dawka siarczanu niklu in vitro).

2.3: Czy wynik testu skdrnego platkowego na nikiel odzwierciedla potencjat komoérek PBMC do
reagowania na siarczan niklu in vitro — analiza poréwnawcza dwoch typow testéw: ptatkowy in
vivo oraz immunobarwienie w tescie in vitro ELISpot.

Test ptatkowy na nikiel informuje o obecnosci leukocytow w skorze i/lub obecnych w
krwiobiegu posiadajacych receptory kierujace do skory (Cutaneous Lymphocyte Antigen tzw.
CLA). Te komoérki maja zdolno$¢ reagowania na siarczan niklu zgodnie z mechanizmem
immunologicznym typu IV (mechanizm typu pdznego). Test ELISpot informuje o obecnosci
leukocytow w krwiobiegu o potencjale reagowania na siarczan niklu in vitro. Te komorki moga, ale
nie musza posiada¢ zdolnos¢ migracji do skory.

Badano, czy reakcja skory na nikiel w teScie platkowym zalezy od $rodowiska
cytokinowego we krwi. Publikacje z zakresu immunologii sugeruja, ze srodowisko cytokinowe
m.in. wptywa na ekspresj¢ receptora CLA na powierzchni PBMC, a wigc moze wpltywaé na
migracj¢ komorek do skory, w ktorej moga one odpowiada¢ na nikiel w teScie ptatkowym. Aby
sprawdzi¢, czy istnieje zwiazek pomiedzy reaktywnoscia skoéry na nikiel, a $rodowiskiem
cytokinowym w krwiobiegu poszukiwano czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy spontaniczna sekrecja
badanych cytokin, a wynikami testu platkowego na nikiel. Nie wykazano istnienia zalezno$ci
(p>0,05) pomigdzy spontaniczng sekrecja badanych cytokin, a wynikami testu ptatkowego na nikiel
u chorych z AZS z dodatnim i ujemnym wynikiem testu platkowego. W dalszej kolejnosci
sprawdzano wigc, czy wynik testu platkowego na nikiel zalezy od obecnosci komorek reagujacych
na nikiel we krwi (PBMC). W tym celu poszukiwano czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy sekrecja
badanych cytokin po stymulacji siarczanem niklu in vitro, a wynikami testu ptatkowego na nikiel u
chorych z AZS z dodatnim 1 ujemnym wynikiem tego testu. Zaobserwowano, ze sekrecja IFNYy po
stymulacji S0uM NiSOs4 spada ze wzrostem reaktywnosci skory na siarczan niklu w tescie

ptatkowym (rs= -0,39 p<0,05).
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Ryc.9: Sekrecja IFNY po stymulacji S0 pM NiSO4 a reaktywno$¢ skéry na 5% NiSO4 w teScie platkowym

u chorych z AZS z dodatnim i ujemnym wynikiem testu platkowego

Wyniki analizy sugeruja, ze ze wzrostem nasilenia odczynu skornego w tescie ptatkowym na nikiel
maleje sekrecja IFNy. Wydaje si¢ wigc, ze reaktywnos¢ skory na nikiel jest zalezna od PBMC —
spadek sekrecji IFNy po stymulacji siarczanem niklu wydaje si¢ wiaza¢ ze wzrostem reaktywnos$ci
uktadu immunologicznego na nikiel w skorze. Ta obserwacja sugeruje, ze test ptatkowy na nikiel
odzwierciedla potencjat PBMC do reagowania na nikiel in vitro.

W dalszej kolejno$ci sprawdzano, jaki typ profilu cytokinowego powstatego w odpowiedzi
na siarczan niklu dominuje u chorych z AZS z dodatnim wynikiem testu ptatkowego. Wykazano, ze
ze wzrostem reaktywnosci skory na siarczan niklu w tescie ptatkowym na nikiel wzrasta sekrecja
IL2 po stymulacji 50 pM siarczanem niklu w grupie chorych tylko z AZS z kontaktowa alergia
niklowa (rs= 0,83 p< 0,05).
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Rye.10: Sekrecja IL2 po stymulacji 50 UM siarczanem niklu in vitro a wynik testu platkowego
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS.
Kolor: niebieski — wynik testu platkowego na NiSO,, czerwony — sekrecja |L2

Po wlaczeniu do grupy chorych tylko z AZS pacjentéw z AZS z kontaktowa alergia niklowa ze
wspotwystepujacym alergicznym niezytem nosa (ANN) i alergia pokarmowa (AP) (n=1) ze
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wzrostem reaktywno$ci skory na siarczan niklu w tescie ptatkowym wzrasta sekrecja IL2 po
stymulacji 25 UM siarczanem niklu (rs= 0,72 p<0,05) oraz po stymulacji 50 UM siarczanem niklu
(rs= 0,87 p=0,01). Z kolei po wilaczeniu do grupy chorych tylko z AZS pacjentow z AZS z
kontaktowa alergia niklowa ze wspdlwystepujaca choroba Hashimoto (Has) (n=2) ze wzrostem
reaktywnos$ci skory na siarczan niklu w te$cie platkowym obserwuje si¢ wzrost sekrecji IL2 po
stymulacji 50 UM siarczanem niklu (rs= 0,65 p<0,05). Natomiast po wiaczeniu do grupy chorych
tylko z AZS pacjenta z AZS z alergicznym zapaleniem spojowek (ANO) (n=1) obserwuje sig, ze ze
wzrostem reaktywnosci skéry na siarczan niklu w teScie ptatkowym wzrasta sekrecja IL2 po

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

rs=0,87p=0,01 rs=0,67 p<0,05
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Ryc.11: Sekrecja IL2 po stymulacji SO pM siarczanem niklu a wynik testu platkowego
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentow ze wspélwystepujacymi wraz z
AZS: ANN i AP (pacjent 3) oraz choroba Hashimoto (pacjent: 4,5).
Kolor: niebieski - wynik testu platkowego na NiSO,, czerwony — sekrecja IL2
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Rye.12: Sekrecja IL2 po stymulacji 25 pM siarczanem niklu in vitro a wynik testu platkowego
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentow ze wspélwystepujacymi wraz z
AZS: ANN i AP (pacjent 2) oraz AZO (pacjent 3).
Kolor: niebieski - wynik testu platkowego na NiSO,, czerwony — sekrecja IL2

W  przypadku dolaczenia do grupy chorych tylko z AZS dodatkowych pacjentow z
wspotwystepujaca astma alergiczna (AA) (n= 1) lub astma alergiczna (AA) 1 alergia pokarmowa
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(AP) (n=2) lub AZS z cechami alergii kontaktowej (n=3) lub AZS z cechami alergii kontaktowej
(AK) i alergia pokarmowa (AP) (n= 1) zanika korelacja (p>0,05 ) pomigdzy reaktywnos$cia skory
na siarczan niklu w tescie platkowym, a sekrecja IL2 po stymulacji 25 pM 1 50 UM siarczanem
niklu. W przypadku pozostatych dwoch cytokin (IFNy, IL13) takze nie wykazano istnienia korelacji

ich sekrecji z reaktywno$cia skory na siarczan niklu w tescie ptatkowym (p>0,05).
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Ryc.13: Sekrecja IL2 po stymulacji 50 UM siarczanem niklu in vitro a wynik testu platkowego
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do tej grupy pacjentéw ze wspolwystepujacymi 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 ptatkowego na NiSO,, czerwony — sekrecja IL2
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Ryc.14: Reaktywnos¢ PBMC na 25 pM siarczan niklu in vitro a wynik testu platkowego
na 5% siarczan niklu u chorych tylko z AZS po dodaniu do grupy pacjentow z AZS ze wspolwystepujacymi:
AK i AP (pacjent 3), AK (pacjent: 4,5,6), AA i AP (pacjent: 7, 8), AA (pacjent 11).

Kolor: niebieski - wynik testu platkowego na NiSO., czerwony — sekrecja IL2
Przeprowadzone analizy sugeruja, ze profil reaktywnosci PBMC na nikiel w astmie i alergii
kontaktowej jest inny niz w atopowym zapaleniu skory, poniewaz wspotwystepowanie tych chordb
alergicznych z AZS powoduje zanik korelacji pomigdzy sekrecja IL2 po stymulacji siarczanem
niklu in vitro, a wynikiem testu ptatkowego na nikiel. Wydaje si¢ wigc, ze na roznorodnos¢ profili

cytokinowych powstatych po stymulacji PBMC siarczanem niklu in vitro obserwowanych wsréd

chorych na AZS moze wptywac¢ wspotobecnos¢ innych chorob alergicznych. W ramach dodatkowej
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obserwacji znaleziono grupg pacjentdw z ujemnymi wynikami testow ptatkowych na nikiel, u
ktérych byt  przynajmniej  dwukrotny = wzrost  liczby n PBMC  wydzielajacych

analizowane cytokiny po stymulacji siarczanem niklu in vitro.

Tabela 13: Reaktywno$¢ PBMC na nikiel u 0s6b z ujemnym testem platkowym na nikiel — wybrane przypadki

stezenie NiSO4 IFNy IL2 IL13 choroby
Pacjent 1 25 uM 22,25 0,81 1,14 AA, ANN, AP
Pacjent 1 50 uM 2,38 0,31 1 AA, ANN, AP
Pacjent 2 25 M 2,5 3,85 0,44 ANN, AP
Pacjent 2 50 uM 1,87 0,95 0,56 ANN, AP
Pacjent 3 25 UM 1,27 1,05 2,64 AK, ANN, AA
Pacjent 3 50 uM 0,9 0,87 2,18 AK, ANN, AA

Wydaje si¢, ze¢ PBMC reagujace na siarczan niklu in vitro u oséb z ujemnym wynikiem testu
ptatkowego moga mie¢ zwiazek z wystgpowaniem alergii pokarmowej (pacjent: 1,2) w ramach tzw.
reakcji krzyzowej niklu obecnego w pokarmach. Natomiast u trzeciego pacjenta jest obecne
alergiczne zapalenie kontaktowe oraz astma alergiczna. Podejrzewa sig, ze ta reaktywno$¢ moze
mie¢ zwiazek z tzw. systemowa alergia niklowa i nasilaniem stanu zapalnego w astmie alergicznej.
Podsumowujac wiec, wydaje si¢, ze wyniki testu skornego ptatkowego na nikiel 1 ELISpot
potwierdzaja sig, ale wspotwystepowanie innych chordb alergicznych (astma alergiczna, alergia
pokarmowa) moze powodowaé negatywizacj¢ wyniku testu platkowego na nikiel, pomimo

obecnosci w krwiobiegu komorek reagujacych na nikiel.
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3. Alergia na roztocze kurzu domowego Dermatophagoides pteronyssinus w zaostrzeniu

atopowego zapalenia skory

3.1: Wplyw wspdlwystepowania innych choréb na profil cytokinowy powstaly w odpowiedzi na
a.D1 u chorych z atopowym zapaleniem skory

Analiza statystyczna poréwnujaca sekrecje¢ IFNy, IL2, IL13 w grupach chorych z AZS w
zaostrzeniu (n=30) i zdrowych-kontrolnych (n=30) nie wykazala istnienia ro6znic w odpowiedzi
komorek na stymulacj¢ antygenem D1 (a.D1) o stezeniu 0.4 pg/ml i 1.0 pg/ml (p>0,05). Jak
pokazuje tabela 11 na stronie 38 odpowiedzZ PBMC na a.D1 w hodowli in vitro jest niejednorodna
(duza rozbiezno$¢ pomigdzy minimalna i maksymalna odpowiedzia na a.D1 w badanych grupach).
Dlatego tez w dalszej kolejnosci sprawdzano, czy wspotwystgpowanie innych choréb moze
modyfikowaé profil cytokinowy otrzymywany po stymulacji PBMC a.D1 u chorych z AZS.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata wzrost sekrecji IFNy i IL13 po stymulacji 1.0
Hg/ml a.D1 (IFNy: p< 0,05 1 IL13: p<0,05) w grupie chorych z AZS bez choréb wspoétistniejacych
w porownaniu do kontroli. Wykazano takze wzrost sekrecji IL2 po stymulacji 0.4 pg/ml 1 1.0 pg/ml
a.D1 u chorych tylko z AZS bez choréb wspotistniejacych w poréwnaniu do kontroli (0.4 pg/ml
a.D1: p<0,051 1.0 pg/ml a.D1 p< 0,05).
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Ryec.15a: Sekrecja IFNy (wykres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1 u
chorych z AZS bez choréb wspoélistniejacych z dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 oraz w grupie Kontrolnej.
Kolor: czerwony — AZS, niebieski — kontrola
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Ryec. 15b: Sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) oraz 1.0 pg/ml a.D1 (wykres po prawej stronie)
u chorych tylko z AZS z dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 bez choréb wspélistniejacych oraz w
grupie kontrolnej. Kolor: czerwony — AZS, niebieski - kontrola
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Po dotaczeniu do badanej grupy chorych tylko z AZS dodatkowych o0so6b, u ktorych

wspotwystgpowaly inne choroby poszukiwano, ktére z nich najbardziej modyfikuja otrzymany

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

najbardziej odbiegajace od profilu cytokinowego otrzymanego tylko dla AZS sa 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 choréb wspdlistniejacych z dodatnim wynikiem testu

punktowego na a.D1 po dolaczeniu do tej grupy chorych z AZS z ré6znymi chorobami wspoélistniejacymi oraz

profil cytokinowy w grupie kontrolnej

obraz kliniczny

wynik analizy porownawczej *

AZS (n=6) i AZS + ANO (n=1)

IL2AZS>1L2K  p=0,0364
IFNy AZS> IFNy K p=0,0364

IL2AZS>IL2K p=0,0131
IL13 AZS>IL13 K p = 0,0487

0.4 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AA (n=2)

IL2 AZS>1L.2K p=0,019
IFNy, IL2,IL13  p>0,05

1.0 pg/mla. DI
1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + ANN + AA + AP (n=1)

IL13 AZS> IL13 K p = 0,0275
IFNy AZS> IFNy K p= 0,087
IL13 AZS>1IL13 K p=0,0087

0.4 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS+ AK (n=2)

IFNy, IL2,IL13  p>0,05
IL2AZS>IL2 K p=0,0202
IL13 AZS>IL13 K p=0,0415

0.4 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + AA (n= 1)

IFNy, IL2,IL13  p>0,05

0.4 pg/ml a. D1

IL13 AZS>IL13 K p=0,0265

IL2AZS>IL2K  p=0,0415 1.0 pg/mla. DI
IL13 AZS>IL13K p=0,0415 1.0 pg/mla. D1
AZS (n=6) i AZS + AK + ANN (n= 1) IL2AZS>IL2K  p=0,0364 0.4 pg/mla. D1
IFNyAZS> IFNyK p=0,0487 1.0 ug/ml a. D1
IL2 AZS>IL2K  p=0,0265 1.0 pg/mla. D1

1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + ANN + AA (n=1)

IFNy, IL2,IL13  p>0,05

IFNy AZS>IFNy  p=0,0364
L2 AZS>11L.2K  p=0,0131
IL13 AZS>1L13 K p=0,0364

0.4 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

AZS (n=6) i AZS + AK + AP (n=1)

IL13 AZS>IL13 K p=0,0367
IFNy AZS> IFNyK p=0,0265

0.4 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

IFNy AZS> IFNyK p=0,0249
IL2 AZS>1L.2 K p=0,0178

IL2AZS>IL2K  p=0,0087 1.0 pg/mla. D1
IL13 AZS>ILI3K p=0,0265 1.0 pg/mla. D1
AZS (n=6) i AZS + AK + ANN + AP (n=1) IL2AZS>1L2K  p=0,0364 0.4 pg/mla. D1
IFNy AZS> IFNyK p=0,0265 1.0 ug/ml a. D1
IL2AZS>IL2K  p=0,0265 1.0 pg/mla. DI
AZS (n=6) i AZS + Has (n=2) IL2AZS>IL2K  p=0,0249 0.4 pg/mla. D1

1.0 pg/ml a. D1
1.0 pg/ml a. D1

*W pozostalych nieumieszczonych w tabeli przypadkach réznice w sekrecji cytokin: p>0,05
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Te obserwacje wydaja si¢ pokazywal, Ze najbardziej skrajny i modyfikujacy wptyw na profil
cytokinowy w AZS maja astma alergiczna i alergiczne zapalenie kontaktowe. W przypadku astmy
alergicznej wartosci sekrecji cytokin Thl (IFNy, IL2,IL13) sa niskie. Natomiast w przypadku
pacjentow z alergia kontaktowa wartosci sekrecji IL2 sa rézne (wyzsze dla jednego pacjenta i
nizsze dla drugiego pacjenta). Natomiast trudno stwierdzi¢, jaki jest wptyw alergicznego niezytu
nosa 1 alergii pokarmowej na profil cytokinowy w AZS powstaly po stymulacji a.D1, gdyz w
badanej grupie nie znaleziono pacjentdw z AZS z alergia roztoczowa tylko ze wspotwystepujaca
alergia pokarmowa. Jednakze analiza wykreséw pokazuje, ze u pacjenta z obrazem klinicznym AZS
+ ANN + AA + AP (ryc.16a) obserwuje si¢ bardzo silna sekrecje IFNy w poréwnaniu z reszta
pacjentow po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1.

Tabela 15: Profil cytokinowy po stymulacji a.D1 u chorych tylko z AZS oraz AZS z astmg alergiczna,
AZS z cechami alergii kontaktowej

Pacjent Obraz a.D1 (pg/ml) IFNy IL2 L13
kliniczny

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
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Ryec.16a: Sekrecja IFNy (wykres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) po stymulacji 1.0 pig/ml
a.D1 u chorych tylko z AZS po wlaczeniu chorych z AZS z chorobami wspélistniejacymi.
Kolor: czerwony — AZS, niebieski — kontrole
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Ryc.16b: Sekrecja IL2 po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1. Kolor: niebieski — AZS, czerwony - kontrola (wykres po
lewej stronie). Sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 Jg/ml a. D1 (wykres po prawej stronie) u chorych tylko z AZS po
wlaczeniu chorych z AZS z chorobami wspélistniejacymi. Kolor: czerwony — AZS, niebieski - kontrola

Wstegpne obserwacje wydaja si¢ sugerowaé, ze wspotobecnos$¢ innych choréb alergicznych moze
modyfikowaé profil cytokinowy powstaty po stymulacji a.D1 w AZS poprzez zwigkszanie lub
zmniejszanie sekrecji cytokin typu Thl (IFNy, IL2) i Th2 (IL13). Wptyw wspotwystepowania
innych chorob alergicznych na profil cytokinowy powstaty po a.D1 w AZS wydaje si¢ jednak
niewystarczajacy w przypadku obrazow klinicznych: AZS + ANO, AZS + AK, AZS + AK + ANN,
AZS + AK + ANN + AP, AZS + Has), aby w pelni wyjasni¢ duza niejednorodno$¢ 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 skornego testu punktowego na a.D1 roznia si¢. Przeprowadzono analize
poréwnawcza sekrecji analizowanych trzech cytokin w grupach chorych z AZS z ujemnym i
dodatnim wynikiem testu punktowego na antygen D1 oraz w grupie kontrolnej. Aby uniknaé
zafalszowania wyniku w postaci roznic miedzy grupami na skutek potencjalnie modyfikujacego

wptywu innych chorob, do obu grup przydzielono pacjentow z tym samym "zestawem" chorob
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alergicznych (podobnym obrazem klinicznym) rézniacych si¢ tylko w parze wynikiem testu
punktowego na antygen D1. Zaobserwowano wzrost sekrecji IFNy w grupie D1(-) w porownaniu z
DI(+) (p< 0,05), ale nie kontrola (p>0,05) po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1. Podobna zaleznosé
wykazano po stymulacji PBMC 1.0 pg/ml a.D1 (AZS: IFNy D1(-)> IFNy D1(+) p< 0,05, kontrola
p<0,05 dla kazdej cytokiny). W przypadku IL2 obserwuje si¢ wzrost sekrecji tej cytokiny w grupie
DI1(-) w poréwnaniu do grupy D1(+) (p<0,05) oraz kontroli (p<0,05) po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1.
W  przypadku wyzszego stgzenia alergenu D1 uzytego do stymulacji (1.0 pg/ml DI1)
zaobserwowano wzrost sekrecji IL13 w grupie D1(+) w poréwnaniu do kontroli (p<0,05), ale nie
grupy D1(-) (p>0,05). Wydaje si¢ wigc, ze w grupie AZS DI(-) przewaza odpowiedz typu Thl
(IFNy, IL2) na a.D1 w porownaniu z grupa AZS DI1(+) przy niskich dawkach alergenu, natomiast

przy wyzszych dawkach alergenu w grupie AZS z D1(+) jest tendencja do odpowiedzi zwiazanej z
limfocytami Th2.
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Ryc.17a: Sekrecja IFNy po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) oraz 1.0 ig/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

_
4 ' p<0,05
[ttﬂ o m J

grupa D1(-) grupa D1(+) kontrola grupa D1(-) grupa D1(+) kontrola

IS

sekrecja IL2
S : N w J
(=3NS, IS I SIS, BN VRS, B NS ) |

N
N W A~ a0 OO N

sekrecja IL13

o
-

Ryc.17b: Sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 ig/ml D1 (wykres po lewej stronie) i sekrecja IL13 po stymulacji 1.0
Hg/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 sugeruja wigc, ze w AZS odpowiedz na a.D1 moze by¢ zar6wno Thl-zalezna

oraz Th2-zalezna. Jednakze u chorych z AZS ze skora reagujaca na a.D1 zgodnie z mechanizmem
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typu wezesnego, w tescie punktowym na a.D1 reaguja zardbwno Thl oraz Th2 tylko przy wyzszych
dawkach alergenu. Natomiast u chorych z AZS, ktorych skora nie reaguje na a.Dl w teScie
punktowym, obserwuje si¢ tylko aktywacj¢ limfocytow Thl przy nizszych dawkach alergenu.
Wydaje si¢ wigc, ze w rozwoju alergii roztoczowej w AZS odgrywaja rol¢ mechanizmy Thl i Th2

zalezne.

3.2: Wspétoddzialywanie alergenow — wpltyw modyfikacji srodowiska cytokinowego przez nikiel
na profil cytokinowy PBMC stymulowanych a.D1

Zaktada sig, ze modyfikacja srodowiska cytokinowego przez nikiel moze wptywac na profil
cytokinowy PBMC reagujacych na a.D1. Pobudzone in vivo PBMC przez alergen niklowy (model
in vitro reakcji PBMC na siarczan niklu nasladuje zjawisko zachodzace in vivo) odpowiadajace na
a.D1 in vitro prezentuja profil cytokinowy bedacy wypadkowa dziatania tych dwoch alergendw.
Przeprowadzona analiza por6wnawcza wykazala, ze w grupie chorych z AZS z ujemnym wynikiem
testu ptatkowego na nikiel Ni(-) obserwowano wzrost sekrecji IL13 po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1 w
poréownaniu do chorych z AZS z dodatnim wynikiem testu ptatkowego na nikiel Ni(+)
(p<0,005) oraz kontroli (p<0,05). Nikiel wydaje si¢ wigc przeciwdziata¢ rozwojowi odpowiedzi
typu Th2 (IL13) na a.D1. Natomiast w przypadku stymulacji 1.0 pg/ml a. D1 obserwowano wzrost
sekrecji IL2 w grupie AZS z Ni(+) w porownaniu do grupy AZS z Ni(-) (p<0,05) oraz kontroli

(p=0,01). Ta obserwacja sugeruje wigc, ze nikiel moze promowac¢ odpowiedz typu Thl na a.D1.
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Ryc.18: Sekrecja IL13 po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) oraz IL2 po stymulacji 1.0 pg/ml
a.D1 (wykres po prawej stronie) w grupie chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i dodatnim Ni(+) wynikiem testu
platkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej

W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy istnieja zaleznos$ci w sekrecji cytokin po stymulacji a.D1 1

siarczanem niklu. Zaobserwowano istnienie nast¢pujacych korelacji:
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Tabela 16: Korelacja pomiedzy sekrecja cytokin po stymulacji a.D1 i NiSO4u chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i
dodatnim Ni(+) wynikiem testu ptatkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej

Grupa AZS Ni(-): asIgE dla D1: 2- 4 klasa, (+) test punktowy a. D1: 83%

—stymulacja 0.4 pg/ml a.D1: IFNy NiSO4 - [FNy a. D1 rs= 0,8286 p=0,0292
—stymulacja 0.4 pg/ml a.D1: IL2 NiSO4- IFNy a. D1 rs=0, 8286 p=0,0208

—stymulacja 0.4 pg/ml a.D1: IL13 NiSO4-IFNy a. D1 rs= 0,8697 p=0,0167
W pozostatych 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 pg/ml a.D1: IL2 NiSO4 - I[FNya. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

—stymulacja 1.0 pg/ml a. D1: IFNy NiSO4 - IFNy a. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

—stymulacja 1.0 pg/ml a. D1: IL2 NiSO4 — IL2 a. D1 rs= 0,9429 p=0,0083

W pozostatych 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, ze nie ma
zwiazku pomigdzy reaktywnoscia PBMC u zdrowych na siarczan niklu i antygen D1 roztocza kurzu
domowego. Natomiast w grupach AZS wykazano istnienie korelacji, co moze oznaczaé, ze komorki
reagujace na a.Dl réwniez moga reagowa¢ na nikiel, co moze odgrywac istotna rol¢ w
ksztattowaniu Srodowiska cytokinowego istotnego w réznicowaniu limfocytéw T oraz ich aktywacji
1 migracji. W grupie AZS Ni(+) sa to gtownie synergistyczne zalezno$ci pomigdzy cytokinami typu
Thl, co mogloby thumaczy¢ wzrost sekrecji IL2 w grupie AZS Ni(+) w poréwnaniu z pozostatymi
grupami. W grupie AZS Ni(-) zaobserwowano, ze oprocz wspomnianych powyzej dodatnich
korelacji dla cytokin Th1, wzrost sekrecji IFNY po stymulacji a.D1 wiaze si¢ ze wzrostem sekrecji

IL13 po stymulacji siarczanem niklu.

3.3: Wplyw wystepowania alergii roztoczowej potwierdzonej dodatnimi wynikami testu
punktowego na a.D1 na nasilenie objawdéw skérnych w atopowym zapaleniu skory

(wskaznik SCORAD)

Poszukiwano czy istnieje zwiazek migdzy spontaniczna sekrecja cytokin (IFNy, IL2, IL13),
a nasileniem zmian skérnych wg wskaznika SCORAD, aby wykazaé, ze nasilenie zmian skérnych
jest zdeterminowane przez Srodowisko cytokinowe tworzone przez rdzne alergeny, z ktorymi
PBMC maja kontakt w ustroju. Analiz¢ korelacji wskaznika nasilenia zmian skornych SCORAD i
profilu cytokinowego po stymulacji a.D1 in vitro przeprowadzono w grupach chorych z AZS
(n=30) z dodatnim DI(+) i ujemnym DI1(-) wynikiem skérnego testu punktowego na a.DI.

Zaobserwowano ujemna korelacj¢ pomigdzy sekrecja IFNY po stymulacji 0.4 pg/ml oraz 1.0 pg/ml
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a.D1 a SCORAD (0.4 pg/ml a.D1: rs= - 0,29 p<0,05,1.0 pg/ml a.D1: rs= - 0,33 p<0,05).
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Ryec. 19 Sekrecja IFNy a SCORAD u chorych z AZS po stymulacji 0.4 Jig/ml a.D1 (wykres po lewej stronie) i
1.0 pg/ml a.D1 (wykres po prawej stronie)

To sugeruje, ze istnieje zwiazek pomigdzy reaktywnoscia PBMC na a. D1 a nasilaniem zmian
skornych. Dalsza analize przeprowadzono w grupie chorych tylko z AZS D1(+) w celu sprawdzenia
czy ta zalezno$¢ ma zwiazek z klasyczna alergia roztoczowa w AZS potwierdzona dodatnim
wynikiem testu punktowego na D1 tj. AZS z D1(+). Zaobserwowano ujemna korelacj¢ pomiedzy
wskaznikiem SCORAD a sekrecja IFNY po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1 (rs= -0,83 p<0,05).

rs =-0,83 p<0,05

1 2 3 4 5 6

pacjent
Rye.20: Sekrecja IFNy a SCORAD u chorych tylko z AZS bez choréb wspoélistniejacych z dodatnim wynikiem
testu punktowego na a.D1 po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1. Kolor: niebieski -SCORAD, czerwony — sekrecja IFNy

N W

SCORAD a sekrecja IFNY

Wydaje sig¢ wigc, ze w atopowym zapaleniu skory z klasyczna alergia roztoczowa z D1(+) dochodzi
do zmniejszania si¢ liczby PBMC w krwi wydzielajacych IFNyze wzrostem nasilenia zmian
skornych. W kolejnej analizie sprawdzono czy opisana powyzej zalezno$¢ wystepuje réwniez u
chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu punktowego na a.D1. Aby wykluczy¢ zafalszowanie
wynikow przez potencjalnie modyfikujacy wptyw wspotwystepowania choréb z AZS, badania
przeprowadzono na grupach z tym samym "zestawem" chordb alergicznych w parze rdzniacych sig
tylko wynikiem testu punktowego na a.D1. Nie wykazano istnienia korelacji SCORAD — sekrecja
cytokin (p>0,05) w zadnej z badanych grup tj. AZS D1(+) i AZS D1(-).
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Tabela 17: Reaktywno$§¢ PBMC na a.D1 a SCORAD u chorych z AZS i chorobami wspélistniejacymi z dodatnim
D1 (+) i ujemnym D1(-) wynikiem testu punktowego na a.D1

DI(+) | a.Dl | Obrazkliniczny | IFNy | IL2 | IL13 | SCORAD | DI(-) Obraz IFNy IL2 IL13 SCORAD
(Mg/ml) kliniczny
Pacl 0.4 AZS 0,44 | 1,46 1 1 Pac7 AZS 0,75 1 2,67 2
Pacl 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 Pacl0 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 Pacll AZS+AK 1 5 0,43 3
Pacl5 1 AZS+AK 0,68 | 0,36 | 6,25 1 Pacll AZS+AK 1,38 2,2 0,43 3
Pac6 0.4 | AZS+AK+ANN| 0,65 | 0,75 | 0,59 3 Pacl2 | AZS+tAK+ANN | 0,84 0,8 0,8 1
Pac6 1 AZS+AK+ANN 0 0 0 3 Pacl2 | AZS+AK+ANN 0 0 34 1

Zaistniata zalezno$¢ migdzy SCORAD a sekrecja IFNyu chorych z AZS bez chorob
wspotistniejacych zanika, gdy analiz¢ przeprowadzono u chorych z AZS D1(+) z r6znymi obrazami
klinicznymi. Wydaje si¢ wigc, ze wspotwystgpowanie chordb alergicznych z AZS moze
modyfikowaé profil cytokinowy w odpowiedzi na a.D1, a w rezultacie moze wptywaé na

molekularne mechanizmy zwiazane z pojawianiem si¢ atopowych zmian na skorze.

3.4: Czy wynik testu skdrnego punktowego na a.D1 odzwierciedla potencjat PBMC do reagowania
na a. D1 in vitro — analiza pordwnawcza dwoch typow testow: skoérny punktowy in vivo oraz

immunobarwienie w tescie in vitro ELISpot

Test punktowy na a.D1 informuje o obecnosci leukocytow w skorze posiadajacych receptory
kierujace do skory (Cutaneous Lymphocyte Antigen tzw. CLA). Te komoérki maja zdolnosé
reagowania na antygen D1 zgodnie z mechanizmem immunologicznym typu I (wczesna reakcja
immunologiczna). Test Elispot informuje o obecnosci leukocytow w krwiobiegu, w tym przypadku
o potencjale reagowania na a.D1 in vitro. Te komdrki moga, ale nie musza posiada¢ zdolno$¢
migracji do skory.

Przeprowadzono analize zaleznosci pomigdzy spontaniczna sekrecja badanych cytokin, a
wynikami testu punktowego na a.D1 w celu wykazania, Zze pojawienie si¢ odpowiedzi skory na a.
D1 zalezy od $rodowiska cytokinowego we krwi, ktore m.in. moze regulowaé ekspresje receptora
CLA (receptor zasiedlania skory obecny na leukocytach). Leukocyty migrujace do skory moga
dawa¢ dodatni wynik skornego testu punktowego na a.D1. Ze wzgledu na ryzyko wystapienia
réznic migdzy grupami AZS D1(+) i D1(-) zwiazanych z dodatkowym wplywem roéznych choréb

alergicznych na profil cytokinowy w AZS analiz¢ przeprowadzono na pacjentach z tym samym
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zestawem chorob alergicznych w parze, r6zniacych sig tylko wynikiem skornego testu punktowego
na a.D1. Zaobserwowano niedobor IL2 w grupie D1(-) w stosunku do grupy D1(+) i kontroli (IL2
DI(-) < IL2 DI1(+) p< 0,05 1 IL2 D1(-) < IL2 K p<0,005). W grupie DI1(+) wykazano wzrost
sekrecji IL13 w stosunku do grupy AZS z DI1(-) (IL13 DI1(+) > IL13 DI1(-) p=0,008), ale nie
kontroli (p>0,05). Dodatkowo w grupie D1(+) zaobserwowano niedobdor IFNy w stosunku do

kontroli (IFNy D1(+) < IFNy K p<0,005).

p<0.005

3 300 —_— 2 ——— Q 150
© = p=0,008
© I ©
3] Sy
X (0]

s 15
o s
g n

©
o
z § s
8 c
S 8
a 5
(7] o

grupaD1(-)  grupaD1(+)  kontrola o 0,15

grupaD1(-) grupaD1(+) kontrola

Ryc 21a: Spontaniczna sekrecja IL2 (wyKkres po lewej stronie) oraz IL13 (wykres po prawej stronie) u chorych z
AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim D1(+) wynikiem testu platkowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej
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Ryc. 21b: Spontaniczna sekrecja IFNY u chorych z AZS z ujemnym D1(-) i dodatnim D1(+) wynikiem testu
platkowego na a.D1 oraz w grupie kontrolnej

Widoczne jest wigc, ze u chorych z AZS z D1(+) przewaza sekrecja IL2 oraz IL.13, natomiast spada
sekrecja IFNy wydzielanego gtéwnie u chorych z AZS z D1(-).

W dalszej kolejnosci sprawdzano, czy wynik testu punktowego jest zalezny od obecno$ci
komorek we krwi reagujacych na a.D1 1 w rezultacie wydzielajacych cytoking/y. W tym celu
sprawdzono czy PBMC reagujace na a.D1 in vitro wystgpuja tylko w grupie AZS z D1(+), AZS z
D1(-) oraz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano, ze przynajmniej dwukrotny wzrost liczby PBMC

wydzielajacych analizowane cytokiny po stymulacji antygenem D1 in vitro wystgpuja we

wszystkich 3 badanych grupach.
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Tabela 18: Wybrane przypadki silnej reaktywnos¢ 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 Obraz IFNy 1L2 1L13
(pg/ml) kliniczny
Pacjent] 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 34
Konrtolal 04 zdrowy 0,69 0,82 0,8
Konrtolal 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 si¢ wige, ze nie zawsze skorny test punktowy informuje o obecnosci PBMC o potencjale

reagowania na a.D1.
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4. Reaktywno$¢ PBMC na enterotoksyny A i B gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus

4.1: Wplyw wspdlwystepowania innych chordb alergicznych na profil cytokinowy powstaly po
stymulacji gronkowcowymi enterotoksynami A i B u chorych z atopowym zapaleniem skory

Publikacje z zakresu alergologii donosza, ze u chorych z AZS dochodzi do niedoboru
sekrecji IFNY, co m.in. prowadzi u nich do rozwoju infekcji gronkowcowych. Z drugiej jednak
strony terapia IFNy stosowana u pacjentdw z atopowym zapaleniem skoéry nie przynosi
oczekiwanych efektow — powoduje zmniejszenie nasilenia zmian skoérnych, ale nie likwiduje
przyczyny; poziom surowiczej IgE nie ulega zmianie wskutek leczenia IFNY. Wyniki badan
przeprowadzonych w ramach opisanego w tej pracy projektu pokazuja (tabela 11 na stronie 38), ze
odpowiedz komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) na SEA i1 SEB in vitro jest niejednorodna (duza
rozbiezno$¢ pomigdzy minimalna a maksymalna odpowiedzia na enterotoksyny A i B w grupie
chorych z AZS i kontrolnej). W grupie chorych z AZS obserwuje si¢ zardwno pacjentow z duza
sekrecja IFNY po stymulacji SEA 1 SEB in vitro (SEA: 50% pacjentéw z AZS, SEB: 38% ) oraz w
grupie osob kontrolnych (SEA: 20%, SEB: 30%), a druga grup¢ stanowia osoby z niska sekrecja
IFNY po stymulacji SEA 1 SEB u chorych z AZS (SEA: 50% , SEB: 62% pacjentow z AZS) oraz w
grupie kontrolnej (SEA: 80% , SEB: 70%).
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38% AZS:

(13.89- 2.07)
(2.28 - 24,22)

20% kontro
(12.,59-2.46)

Ryc.22a: Procentowy rozklad sekrecji IFNy 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 przedzial wartos$ci sekrecji badanej cytokiny w
poszczegdlnych grupach

50% AZS:

30% kontrola: |

(11.87-2.3)

sekrecja IFNy
sekrecja IFNy

Ryc.22b: Poziom sekrecji IFNy u chorych z AZS i w grupie kontrolnej po stymulacji SEA (wykres po lewej stronie) i SEB
(wykres po prawej stronie)

Superantygeny aktywuja limfocyty T niezaleznie od ich specyficznosci, co pozwala stwierdzi¢
ktéra z puli limfocytow T posiadajacych receptor TCR przewaza u pacjenta. Wyniki badan
sugeruja, ze zarowno populacja chorych z AZS oraz oséb zdrowych dzieli si¢ na podgrupg chorych
z przewaga limfocytow Thl (sekrecja IFNY) - gtownie wsrod chorych z AZS 1 w mniejszym stopniu
w grupie kontrolnej. Druga podgrupg stanowia osoby, u ktorych nie zaobserwowano przewagi
zadnej z populacji limfocytéw Th zaréwno wsrdd chorych z AZS oraz w grupie kontrolne;.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, co moze by¢ przyczyna roznej sekrecji IFNY, pacjentow
podzielono pod wzgledem wspdtwystepowania z AZS innych choréb. W przypadku chorych tylko z
AZS bez chordb wspotistniejacych nie zaobserwowano roéznic w sekrecji badanych cytokin  po
stymulacji SEA 1 SEB w poréwnaniu z grupa kontrolna (SEA 1 SEB: p>0,05). W tej grupie byli
zaro6wno pacjenci, ktorych PBMC charakteryzowaty si¢ wysoka oraz niska sekrecja IFNy oraz IL2 1
IL13 po stymulacji SEA oraz SEB in vitro. Po dotaczeniu do grupy chorych tylko z AZS pacjentow
z nastepujacymi obrazami klinicznymi: AZS z astma alergiczna (n=2), AZS z alergia pokarmowa
(n=1), AZS z astmga alergiczna 1 alergia pokarmowa (n=2), AZS z astma alergiczna i alergicznym
niezytem nosa i alergia pokarmowa (n=1), AZS z alergicznym niezytem oczu (n=1), AZS z choroba
Hashimoto (n=2), AZS z cechami alergii kontaktowej, alergicznym niezytem nosa i alergia

pokarmowa (n=2) nie zaobserwowano réznic pomiedzy chorymi z AZS i grupa kontrolna (p>0,05
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dla SEA 1 SEB). Wérod tych chorych rowniez byli pacjenci z wysoka 1 niska sekrecja IFNY po
stymulacji SEA i SEB.

Analiza porownawcza profili cytokinowych powstalych po stymulacji SEA i SEB w grupie
chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej z grupa chorych tylko z AZS oraz z grupa kontrolna
wykazala, Ze u chorych tylko z AZS sekrecja IFNY po stymulacji SEB jest wyzsza niz u chorych z
AZS z cechami alergii kontaktowej (p<0,05), ale nie wyzsza niz u kontroli (p>0,05). W przypadku
stymulacji SEA nie wykazano r6znic w sekrecji cytokin pomigdzy badanymi grupami (p>0,05).
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Ryc.23: Sekrecja IFNY u chorych z AZS+AK, AZS oraz w grupie kontrolnej po stymulacji SEB.

Wydaje si¢ wigc, ze wystapienie cech alergii kontaktowej u chorych z AZS bedzie si¢ wiazato ze
zmniejszeniem puli limfocytow Thl (zmniejszenie sekrecji IFNY po stymulacji enterotoksyna B).
Po dodaniu do grupy chorych z AZS i cechami alergii kontaktowej pacjenta z AZS i cechami alergii
kontaktowej 1 alergicznym niezytem nosa i astma alergiczna zaobserwowano wzrost sekrecji IFNy
w stosunku do kontroli (IFNy po SEA: AZS +AK+ ANN + AA > IFNy 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 1 alergia pokarmowa (IFNy po SEA :
AZS +AK + AP> IFNy po SEA : K p< 0,05). Wartosci sekrecji IFNY otrzymane dla pacjenta z AZS
z cechami alergii kontaktowej i alergicznym niezytem nosa i astma alergiczng sa na poziomie
wyzszych warto$ci otrzymanych dla chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej. Natomiast u
pacjentki z AZS z cechami alergii kontaktowej i1 alergia pokarmowa warto$ci sekrecji IFNy
kilkukrotnie przewyzszaly najwyzsza wartos¢ sekrecji tej cytokiny po stymulacji SEA otrzymana
dla chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej. W przypadku profili cytokinowych powstatych
po stymulacji SEB nie wykazano r6znic migdzy grupami chorych z AZS i kontrolna (p>0,05).
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Ryc.24: Sekrecja IFNY po stymulacji SEA u chorych z AZS + AK po dodaniu do grupy pacjentéw z AZS + AK +
ANN + AA oraz AZS + AK + AP.

Wydaje si¢ wigc, ze obecnos¢ alergii pokarmowej u chorych z cechami alergii kontaktowej w AZS
oraz alergii uktadu oddechowego (alergiczny niezyt nosa i astma alergiczna) sprzyja zwigkszeniu
puli limfocytow Thl wydzielajacych IFNy. Wyniki powyzszych analiz pokazuja, ze obecnos¢
innych chorob alergicznych u chorych z AZS wptywa na profil cytokinowy powstaly po stymulacji
PBMC gronkowcowymi enterotoksynami A i B in vitro, gdy u pacjentoéw wystgpuja cechy alergii
kontaktowej. W przypadku wspdtwystepowania z AZS innych chordb (astma alergiczna, alergiczny
niezyt nosa, alergiczny niezyt oczu) oraz choroby Hashimoto bez udziatu cech alergii kontaktowe;j
nie obserwowano wpltywu wspotwystgpowania tych choréb na profil cytokinowy po SEA i SEB w
AZS.

W dalszej kolejnosci sprawdzono czy nosicielstwo Staphylococcus aureus wptywa na profil
cytokinowy otrzymywany po stymulacji SEA 1 SEB in vitro. Zaktada si¢, ze obecnos$¢ S. aureus
aktywuje uktad immunologiczny in vivo, a stymulacja SEA i SEB in vitro pokazuje jaki typ
limfocytoéw Th dominuje w tej grupie chorych z AZS. W celu sprawdzenia tej hipotezy pacjentow
podzielono na grupg chorych z AZS, w ktorej wykazano nosicielstwo S. aureus, grupg chorych z
AZS z uyjemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus oraz grupe kontrolna réwniez z uyjemnym
wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus. W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy PBMC w
badanych grupach wykazuja réznice w spontanicznej sekrecji cytokin in vitro. Podejrzewa sig, ze u
nosicieli S. aureus PBMC ulegly aktywacji in vivo, czego skutkiem bgdzie inna (wyzsza/nizsza)
spontaniczna sekrecja cytokin in vitro w poréwnaniu z pacjentami z AZS i kontrolami z ujemnym
wynikiem testu na nosicielstwo tej bakterii. Przeprowadzona analiza nie wykazala istnienia r6znic
w spontanicznej sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) pomiedzy grupa 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 reaktywno$¢ PBMC na SEA i SEB u nosicieli S. aureus z AZS, chorych z AZS oraz
kontroli z ujemnym testem na nosicielstwo S. aureus

IFNy IL2 IL13 S. IFNy | IL2 IL13 | kontrole | IFNy L2 IL13
brak S. aureus
aureus
Pacl 75 203 17 Pacl 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 sugeruja wigc, ze nosicielstwo S. aureus w AZS nie zmienia sktadu PBMC (Th1/Th2).

Sprawdzono takze, czy nosicielstwo S. aureus wplywa na przesunigcie rownowagi

immunologicznej Th1/Th2 poprzez analizg 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 poréwnano profile cytokinowe powstate po stymulacji SEA 1 SEB specyficznie wiazacymi

si¢ z limfocytami T zawierajacymi receptor TCR. Analiza pord6wnawcza przyrostu liczby PBMC

wydzielajacych cytokiny (IFNy, IL2, IL13) po stymulacji SEA i SEB in vitro nie wykazata istnienia

roznic pomigdzy grupa chorych z AZS bedacych 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 réznic w

porownaniu do kontroli (p>0,05). W obu grupach chorych z AZS i kontroli sa pacjenci, ktérych

PBMC wykazuja wysoka i niska sekrecjg IFNYy.
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Tabela 20: Sekrecja cytokin u chorych z AZS bedacych nosicielami S. aureus oraz chorych z AZS i kontroli z
ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus

stymulant | Brak | IFNy| IL2 | IL13 | S.aureus | IFNy | IL2 | IL13 | Kontrole | IFNy | IL2 | IL13
S.aureus

SEA Pacl 48 10,59 | 0,94 Pac7 | 1594 | 1,5 | 1,25 | kontrl | 1,85 | 4 | 1,09
SEB Pacl 2,84 | 0,66 | 1,06 Pac7 | 13,89 | 1,36 | 1,88 | kontrl | 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 1071
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 228 | 2 0,44 | Pacl0 | 329 | 42 1,6 kontr4 | 1,15 | 0,9 | 1,04
SEB Pac4 3,05 | 3,12 | 0,78 | Pacl0 | 2,07 2 0,8 kontr4 | 0,61 | 1,35 | 1,08
SEA Pac5 1,46 | 095 | 1,14 | Pacll | 0,51 | 1,69 | 2,5 kontr5 | 1,45 | 04 1
SEB Pac5 0,69 | 0,9 | 034 | Pacll | 0,16 | 1,74 | 587 | kontr5 | 1,79 | 0,5 | 1,75
SEA Pac6 037 | 1,35 | 1,75 | Pacl2 | 2,42 | 0,92 | 1,71 | kontr6 55 11,52 2,18
SEB Pac6 1,25 1 081 | 2,12 | Pacl2 | 437 | 093 | 0,86 | kontr6 | 23 | 0,67 | 1,09

Wyniki otrzymanych analiz sugeruja wigc, ze nosicielstwo S. aureus nie wptywa na typ limfocytow
T dominujacych w ustroju chorego z AZS.

4.2: Wplyw reaktywnosci PBMC na enterotoksyny gronkowcowe A i B w grupie chorych z AZS na

nasilenie objawdéw skérnych w atopowym zapaleniu skory (wskaznik SCORAD)

Zaktada sig, ze nasilenie zmian skornych (wskaznik SCORAD) jest zdeterminowane przez
srodowisko cytokinowe tworzone m.in. przez PBMC obecne w ustroju. Wykonano analizg¢ korelacji
wskaznika SCORAD i profilu cytokinowego powstatego po stymulacji SEA i SEB u chorych z
AZS. Nie wykazano istnienia zwiazku pomigdzy wartosciami wskaznika SCORAD, a spontaniczna
sekrecja cytokin u nosicieli S. aureus oraz pacjentdow z AZS z ujemnym wynikiem testu na
nosicielstwo (p>0,05). U pacjentéw tylko z AZS nie zaobserwowano zwiazku pomigdzy sekrecja
cytokin po stymulacji SEA i SEB a SCORAD (p>0,05). Roéwniez po dodaniu do grupy chorych
tylko z AZS pacjentow ze wspotwystepujaca astma alergiczna, alergia pokarmowa, astma
alergiczna 1 alergia pokarmowa, alergicznym niezytem oczu, alergicznym niezytem nosa i astma
alergiczna 1 alergia pokarmowa nie zaobserwowano zwiazku migdzy SCORAD a profilem
cytokinowym (dla kazdej z analiz p>0,05). Natomiast w przypadku alergii kontaktowej u chorych z
AZS obserwuje si¢ ujemna korelacj¢ pomigdzy sekrecja IFNY po stymulacji SEB a SCORAD (rs =
-0,67 p<0,05). W przypadku pozostatych badanych cytokin oraz SEA nie zaobserwowano istnienia
korelacji pomiedzy sekrecja cytokin a wskaznikiem SCORAD (p>0,05) w tej grupie badanych.
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Zalezno$¢ nie ulegta zmianie po dodaniu do grupy chorych z AZS z cechami alergii kontaktowe;j

chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej i alergicznym niezytem nosa oraz alergia pokarmowa

(SEB: IFNY-SCORAD rs= - 0,70 p<0,05). Po dodaniu do grupy chorych z AZS z cechami alergii

kontaktowej chorych z AZS z cechami alergii kontaktowe] ze wspotwystgpujacymi alergia

pokarmowa obserwuje si¢ ujemna korelacje pomiedzy sekrecja IFNy a wskaznikiem SCORAD po

stymulacji obiema gronkowcowymi enterotoksynami (SEA: rs= -0,63 p<0,05, SEB: rs= - 0,74

p<0,05).

Ryc.25a: Sekrecja IFNy po stymulacji SEB a SCORAD u chorych z AZS + AK.
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Ryc.25b: Sekrecja IFNY po stymulacji SEB a SCORAD u chorych z AZS + AK po dodaniu do grupy pacjentéw z
AZS + AK+ ANN + AP lub AZS +AK+ANN +AA lub AZS + AK + ANN + AP.
Kolor: niebieski —- SCORAD, czerwony — sekrecja IFNy
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Ryec.25¢: Sekrecja IFNy 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 IFNy

Wykonane analizy pokazuja wigc, ze w przypadku wspotwystgpowania alergii kontaktowej (oraz
dodatkowo alergii kontaktowej z innymi chorobami alergicznymi z AZS) spadek sekrecji IFNY po
stymulacji SEA 1 SEB, wystepuje u chorych z duzymi nasileniami zmian skérnych mierzonych
wskaznikiem SCORAD.

W dalszej czg$ci analiz pacjentdow podzielono na grupg chorych z AZS z dodatnim i
ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus, aby sprawdzi¢, czy to nosicielstwo wptywa na
reaktywnos¢ PBMC i1 ma zwiazek z wystepowaniem zmian skérnych. W tym celu wykonano test
korelacji analizujacy profil cytokinowy PBMC po stymulacji SEA i SEB in vitro u nosicieli S.
aureus W AZS 1 jego zwiazek z nasileniem zmian skérnych mierzonych wskaznikiem SCORAD.
Analogiczng analiz¢ wykonano dla pacjentow z AZS, u ktorych nie wykazano obecnosci S. aureus.
W przypadku pacjentéw z AZS bedacych nosicielami S. aureus oraz pacjentow z AZS, u ktérych
nie wykazano nosicielstwa S. aureus nie stwierdzono zwiazku sekrecji cytokin po stymulacji SEA i
SEB in vitro ze wskaznikiem SCORAD (p>0,05). Natomiast w przypadku pacjentéw, u ktorych
wykazano nosicielstwo S. aureus zaobserwowano ujemna korelacj¢ pomigdzy sekrecja IFNY po
stymulacji SEB a wskaznikiem SCORAD (rs= - 0,96 p=0,008). W przypadku IL2 i IL13 oraz SEA

nie zaobserwowano istnienia korelacji ze wskaznikiem SCORAD (p>0,05).
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Ryc.26: Sekrecja IFNy po stymulacji SEB a SCORAD u nosicieli S. aureus z AZS.
Kolor: niebieski — SCORAD, czerwony — sekrecja IFNy

Otrzymane wyniki sugeruja wigc, ze niska sekrecja IFNY po stymulacji SEB wiaze si¢ z nasileniem
zmian skornych, ktore z kolei moga mie¢ zwiazek z nosicielstwem gronkowca zlocistego. Wydaje
si¢ wigc, ze infekcja S. aureus ma zwiazek ze spadkiem sekrecji IFNy wydzielanego przez

limfocyty Thl.

4.3: Wspotoddzialywanie antygendw: gronkowcowe enterotoksyny A i B oraz nikiel

W tej czgsci badan sprawdzano, czy roznorodnos$¢ profili cytokinowych (gtéwnie IFNY)
powstatych po stymulacji SEA 1 SEB moze by¢ wywolana przez nikiel powszechnie wystepujacy w
wodzie, pokarmach i przedmiotach codziennego uzytku. Sprawdzono, czy kontaktowa alergia
niklowa potwierdzona testami ptatkowymi moze mie¢ zwiazek z roznicami w sekrecji IFNy po
stymulacji SEA 1 SEB u chorych z AZS. W tym celu wykonano analiz¢ porownawcza profilu
cytokinowego po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS z dodatnimi i ujemnymi wynikami testu
ptatkowego na nikiel. Pacjentéw w obu grupach dobrano na podstawie podobienstwa obrazoéw
klinicznych oraz nosicielstwa S. aureus. Przeprowadzona analiza pokazala, ze u chorych z AZS
najwyzsza sekrecja IL2 po stymulacji SEB byta w grupie chorych z AZS z dodatnim wynikiem
testu platkowego na nikiel (p<0,05). Sekrecja IL2 w grupie kontrolnej byla na poziomie warto$ci

otrzymanej dla AZS-Ni(-) (p>0,05).
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Rye.27: Sekrecja IL2 po stymulacji SEB u chorych z AZS z ujemnym Ni(-) i dodatnim Ni(+) wynikiem testu
platkowego na nikiel oraz w grupie kontrolnej.
Kolor: czerwony — mediana sekrecji IL2, Z6lty — maksimum i minimum sekrecji IL2 w grupie

Wydaje si¢ wige, ze nikiel moze promowac odpowiedz typu Thl zwiazang z IL2 po stymulacji
SEB.

W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy roézna (wysoka i niska) sekrecja IFNy po stymulacji
SEA i SEB in vitro moze mie¢ zwiazek z pobudzeniem PBMC wydzielajacych tg cytoking przez
nikiel obecny w ustroju in vivo. W tym celu poszukiwano korelacji w sekrecji cytokin po stymulacji
SEA i1 SEB, a siarczanem niklu w grupie chorych z AZS z duza sekrecja IFNY oraz w grupie
chorych z mala sekrecja IFNy. Kolejne grupy to kontrole o wysokiej sekrecji IFNY 1 niskiej sekrecji
IFNy po stymulacji SEA 1 SEB. Pacjentow do przeciwstawnych grup dobrano na podstawie
podobienstwa obrazow klinicznych, aby potencjalne réznice migdzy grupami nie byly skutkiem
modyfikujacego wptywu wspotwystgpowania innych choréb z AZS. Zaobserwowano istnienie
korelacji pomiedzy sekrecja cytokin tylko w grupach (AZS 1 kontrola) o wysokiej sekrecji IFNY po
stymulacji SEA i SEB.

Tabela 21: Korelacje pomigdzy sekrecja cytokin po stymulacji enterotoksynami i siarczanem niklu w grupach z
wysoka i niska sekrecja IFNy po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS i kontroli

Wysoka sekrecja IFNY po stymulacji SEA/B Wyniki dla testu korelacji Spearmana
AZS: IFNy 50uM NiSO, - IL13 SEB rs = 0,94 p=0, 008
Kontrola: IL2 25puM NiSO, - IFNy SEA rs=-0,83 p<0,05
Niska sekrecja IFNy po stymulacji SEA/B Wyniki dla testu korelacji Spearmana
AZS: SEA1SEB p>0,05
Kontrola: SEA 1 SEB p>0,05
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Wydaje si¢ wigc, ze wysoka sekrecja IFNYy moze wigza¢ si¢ z modyfikujacym wplywem niklu na
sekrecj¢ cytokin po SEA i SEB. Mechanizm ten wydaje si¢ by¢ inny u chorych z AZS w
porodwnaniu z grupa kontrolna.

Przypuszcza sig, ze modyfikujacy wplyw niklu na réwnowage immunologiczng Th1/Th2
(badana poprzez analizg profili cytokinowych powstatych po stymulacji SEA i SEB) moze wptywaé
na odpowiedz uktadu immunologicznego na S. aureus, a wigc w rezultacie reaktywnos$¢ na nikiel
moze mie¢ zwiazek z kolonizacja pacjenta przez gronkowca ztocistego. W celu sprawdzenia tej
hipotezy poszukiwano korelacji pomigdzy sekrecja cytokin po stymulacji SEA i SEB oraz
siarczanem niklu u nosicieli S. aureus, pacjentow z AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo
tej bakterii oraz kontroli. Zaobserwowano, ze w grupie nosicieli S. aureus ze wzrostem sekrecji 1L2
po stymulacji siarczanem niklu wzrasta sekrecja IL2 po stymulacji SEA 1 SEB. U pacjentéw, u
ktorych nie wykazano nosicielstwa S. aureus nie zaobserwowano zaleznos$ci (p>0,05). W przypadku
0sob kontrolnych wzrost sekrecji IL2 po stymulacji siarczanem niklu wiazat si¢ ze spadkiem

sekrecji IFNy po stymulacji SEA.

Tabela 22: Korelacje pomig¢dzy sekrecja 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 Kkliniczne: AZS + AK + AP, AZS, AZS + AK + ANN+AA.+ AP, AZS + AK + ANN,
AZS + AA, AZS + AP

IL2 25 uM NiSO4--IL2 SEA rs =0,94 p=0,008
IL2 50 uM NiSO4---IL2 SEB rs= 0,83 p<0,05
AZS:brak nosicielstwa Staphylococcus aureus Wiyniki testu korelacji Spearmana

Obrazy kliniczne: AZS +AK, AZS + AA4, AZS + AK+ ANN + AP, AZS + ANO,
AZS + AK, AZS + AK +AA

SEA i SEB p>0,05
Kontrole: Wiyniki testu korelacji Spearmana
IL2 25 uM NiSOs---IFNy SEA rs =-0, 83 p <0,05

Otrzymane wyniki sugeruja, ze u nosicieli S. aureus potencjalna modyfikacja odpowiedzi PBMC na
SEA i1 SEB przez nikiel jest inna niz w grupie kontrolnej (dodatnie korelacje pomigdzy sekrecja
cytokiny Th1(IL2) w AZS oraz ujemna korelacja pomigdzy sekrecja cytokin Thl (IFNy-IL2) w
grupie kontrolnej), a nie istnieje u chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S.
aureus. Dodatkowo zaobserwowano, ze w grupie nosicieli S. aureus czgsciej wystgpowata alergia
pokarmowa (3 pacjentdow) w pordéwnaniu z pacjentami z AZS majacymi ujemny wynik testu na

nosicielstwo S. aureus (1 pacjent). Modyfikacja $rodowiska cytokinowego przez PBMC reagujace
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na nikiel moze wigc zmienia¢ mechanizm odpowiedzi uktadu immunologicznego na S. aureus, a w
rezultacie sprzyja¢ kolonizacji chorych z AZS przez tg¢ bakterig. Ten wniosek znajduje
potwierdzenie w wynikach obserwacji klinicznych — nosicielstwo S. aureus wykazano tylko u
chorych z AZS z kontaktowa alergia niklowa lub u chorych z alergia pokarmowa uczulonych na
pokarmy, u ktorych moze wystgpowac reakcja krzyzowa na nikiel w alergii pokarmowej. Ta

sugestia wymaga jednak potwierdzenia testami niklowej prowokacji doustne;.

Tabela 23: Charakterystyka pacjentéow z AZS bedacych nosicielami S. aureus

Pacjent Wynik testu platkowego na NiSO, Obraz kliniczny
Pacjent 1 ++) AZS+ AK, ANN
Pacjent 2 ) AZS, ANN,AA, AP
Pacjent 3 () AZS, AP
Pacjent 4 ) AZS+AK, ANN, AA.... AP
Pacjent 4 (+++) AZS
Pacjent 5 (++) AZS + AK, AP
Pacjent 6 (+++) AZS+AK, ANN

4.4: Czy wynik testu na nosicielstwo S. aureus odzwierciedla potencjal PBMC do reagowania na
gronkowcowe enterotoksynv A i B in vitro — analiza porOwnawcza testOw: obecno$¢ aslgE
specyficznych wzgledem SEA 1 SEB oraz hodowla bakterii z nosa i zmian skornych na pozywecee

oraz immunobarwienie in vitro (Elispot)

Podstawowa cecha kazdego testu diagnostycznego jest jego wiarygodnos$é, co jednak wiaze sig z
ryzykiem otrzymania wyniku falszywie dodatniego i falszywie ujemnego. Ponadto czasami
uzyskanie materialu do analizy mikrobiologicznej z wewngtrznych jam ciata jest trudne. Dlatego
tez porownano wyniki trzech testow, aby sprawdzi¢ czy wzajemnie si¢ potwierdzaja 1 informuja o
obecnosci S. aureus w organizmie. Analiz¢ porownawcza wykonano u pacjentow z AZS z dodatnim
wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus, uyjemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus oraz
w grupie kontrolnej z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo. Wyniki analiz opisane w tym
rozdziale nie wykazaty zwiazku sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) z nosicielstwem S. aureus w
nosie i na zmianach skornych. Zaobserwowano takze, ze jest grupa pacjentow, u ktérych wykazano

nosicielstwo S. aureus, ale nie wykryto przeciwciat dla SEA 1 SEB.
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Tabela 24: Pacjenci z AZS- nosiciele S.

Pacjent 1: AZS + ANN

aureus, u ktorych nie wykryto przeciwcial dla SEA i SEB

sIgE dla SEA i SEB 0Okl

nosicielstwo

: nos i skora

Pacjent 2: AZS + AK + AP

sIgE dla SEA 1 SEB 0kl

nosicielstwo

: nos i skora

Pacjent 3: AZS+AK+ANN+AA,+AP

sIgE dla SEA i SEB 0Okl

nosicielstwo

: nos i skora

Pacjent 4: AZS+ ANN

sIgE dla SEA 1 SEB 0kl

nosicielstwo

: skora

Wyniki przeprowadzonych analiz pokazuja, ze testy in vitro badajace reaktywno$s¢ PBMC poprzez

analiz¢ powstatych po stymulacji profili cytokinowych nie informuja o obecno$ci S. aureus.

Ponadto, nie zawsze ujemny wynik na obecno$¢ przeciwcial rozpoznajacych gronkowcowe

enterotoksyny jest rownoznaczny z brakiem S. aureus w organizmie. Z drugiej jednak strony

pozytywny wynik wymazu moze by¢ skutkiem przejsciowej obecnosci S. aureus w nosie/na skorze,

dlatego kazdy wymaz wymaga potwierdzenia wyniku w odstgpie czasowym. Otrzymane wyniki

badan sugeruja wigc, ze najpewniejszym testem wykrywajacym obecno$¢ S. aureus jest wymaz,

ktéry moze by¢ potwierdzony, ale nigdy wykluczony testem na obecno$¢ przeciwcial specyficznych

wzgledem enterotoksyn w surowicy.
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5. Zmiany w profilach cytokinowych w remisji wzgledem zaostrzenia atopowego zapalenia
skory

U pacjentéw z atopowym zapaleniem skory badano, czy podczas remisji objawow
chorobowych AZS nastgpuje zmiana w profilach cytokinowych powstalych po stymulacji
siarczanem niklu, alergenem D1 Dermatophagoides pteronyssinus oraz gronkowcowymi
enterotoksynami A i B wzgledem fazy zaostrzenia choroby oraz wzgledem grupy kontrolne;j.
Poznanie molekularnych mechanizmow zwiazanych z przejsciem z fazy zaostrzenia w fazg remisji
jest istotne dla opracowywania terapii promujacych utrzymanie fazy remisji u chorych z AZS.

Faza remisji wydaje si¢ mie¢ zwiazek ze zmianami w $rodowisku cytokinowym in vivo, co
powinno by¢ dostrzegalne jako réznice w niestymulowanej in vitro (spontanicznej) sekrecji cytokin
pomigdzy faza zaostrzenia, remisji oraz grupa kontrolng. Nie zaobserwowano roznic w
spontanicznej sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) w fazie remisji wzgledem zaostrzenia AZS i grupa
kontrolna (p>0,05). Natomiast jak pokazuje tabela 11 na stronie 38 wystepuje duza rozbieznosé
migdzy maksymalna i minimalng spontaniczna sekrecja kazdej z badanych cytokin w fazie remisji.
Wydaje si¢ wigc, ze istnieja czynniki modyfikujace molekularne mechanizmy zwiazane z
osiagnigciem stanu remisji.

5.1: Zmiany profilu cytokinowego w fazie remisji wzgledem fazy zaostrzenia AZS po stymulacji

siarczanem niklu in vitro.

Wykonano analizy porownawcze sekrecji cytokin po stymulacji siarczanem niklu (25 UM 1
50 uM NiSO,) w fazie zaostrzenia i remisji oraz w grupie kontrolnej. Otrzymane wyniki pokazuja,
ze w fazie remisji w badanej grupie chorych z AZS (n=22) byla tendencja do spadku sekrecji IL2
po stymulacji 25 UM NiSO4 w poréwnaniu z faza zaostrzenia AZS (p<0,05). Nie zaobserwowano
roéznic w profilach cytokinowych powstalych po stymulacji siarczanem niklu pomig¢dzy faza remis;ji
a kontrola (p>0,05). W przypadku wyzszego stezenia NiSO4 nie zaobserwowano réznic pomigdzy

faza remisji 1 zaostrzenia oraz grupa kontrolng (p>0,05).
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Ryc.28: Sekrecja IL2 po stymulacji 25 UM NiSO, w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) AZS oraz w
grupie kontrolnej (z6ity). Liczba badanych w kazdej grupie: n=22.

Wydaje si¢ wigc, ze w przypadku nadwrazliwosci na nikiel w AZS przejécie z fazy zaostrzenia w
faze remisji wiaze si¢ ze spadkiem sekrecji cytokiny typu Thl (IL2). W dalszej kolejnosci
poszukiwano zwiazku pomigdzy nasileniem zmian skornych (wskaznik SCORAD) a profilem
cytokinowym w fazie remisji. Wyniki analiz poréwnawczych SCORAD a profil cytokinowy po
stymulacji siarczanem niklu (25 uM 1 50 pM) pokazuja, ze w grupie z niska warto$cia wskaznika
SCORAD jest tendencja do spadku sekrecji IL2 po stymulacji 25 UM NiSO, w fazie remisji AZS w
porownaniu z faza zaostrzenia (p<0,05), ale nie z kontrola (p>0,05). Nie zaobserwowano zwiazku
pomigdzy wartosciami wskaznika SCORAD a profilem cytokinowym po stymulacji siarczanem

niklu (25 pM 1 50 uM) NiSOs in vitro w grupie o wysokim wskazniku SCORAD (p>0,05).

5
4
p<0,05

pacjent (zaostrzenie-remisja) i kontrola

sekrecja IL2
N w

-

Ryc.29: Sekrecja IL2 u chorych z AZS w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) o niskim SCORAD po
stymulacji 25 pM NiSO, oraz w grupie kontrolnej (z6lty)

Otrzymane wyniki sugeruja wigc, ze roznorodno$¢ w profilach cytokinowych powstatych po
stymulacji siarczanem niklu u chorych z AZS w fazie remisji moze mie¢ zwiazek z odmiennym
nasileniem procesow, zachodzacych podczas zmiany fazy zaostrzenie-remisja, u chorych z duzymi

zmianami skdérnymi i matymi zmianami skérnymi (SCORAD).
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W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy obecnos¢ kontaktowej alergii niklowej moze by¢
czynnikiem réznicujacym chorych z AZS pod wzgledem molekularnych mechanizméw zwiazanych
z przechodzeniem z fazy zaostrzenia w faze remisji AZS. W tym celu pacjentow z AZS podzielono
na grupg o dodatnim i ujemnym wyniku testu ptatkowego na nikiel. W grupie z dodatnim wynikiem
testu ptatkowego na nikiel zaobserwowano istnienie ujemnej korelacji pomigdzy nasileniem wyniku
testu platkowego na nikiel a sekrecja IL13 po stymulacji 25 pM NiSOy (rs= - 0,72 p=0,0006).
Natomiast u pacjentéw z AZS w przypadku braku reaktywnosci skory na siarczan niklu w tescie
ptatkowym nie zaobserwowano istnienia korelacji pomiedzy wynikiem testu ptatkowego na nikiel a

profilem cytokinowym powstalym po stymulacji siarczanem niklu (p>0,05).

5 rs =-0,72 p = 0,006

osIIIIIIIIIII
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

pacjent

test pfatkow y na Ni a sekrecja IL13

Ryc.30: Zalezno$¢ pomigdzy sekrecja IL13 po stymulacji 25 UM NiSQO, a nasileniem testu platkowego u chorych
z AZS z kontaktow3 alergia niklowa.
Kolor: niebieski — wynik testu platkowego na nikiel, czerwony — sekrecja 1L13

Obserwowana zalezno$¢ sugeruje, ze w fazie remisji hamowane sa mechanizmy typu Th2 u
chorych z kontaktowa alergia niklowa.

Nastgpnie poszukiwano zwiazku pomigdzy stgzeniem tIgE a sekrecja cytokin po stymulacji
siarczanem niklu w fazie remisji AZS. Przeprowadzono analiz¢ korelacji pomigdzy st¢zeniem tIgE
a profilem cytokinowym powstatym po stymulacji siarczanem niklu in vitro w fazie remisji AZS.
Pacjentow podzielono na grupe o wysokim st¢zeniu tIgE i1 niskim st¢zeniu tIgE. W grupie z
wysokim st¢zeniem tIgE zaobserwowano dodatnia korelacj¢ pomigdzy stezeniem tIgE a sekrecja
IFNY po stymulacji 25 UM NiSOq (rs= 0,79 p<0,05). Nie zaobserwowano zadnej korelacji w grupie
z niskim stezeniem tIgE (p>0,05).
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Ryc.31: Zaleznos¢ sekrecji IFNY po stymulacji 25 pM NiSO,, a stezenie tIgE (198-6140 kUA/I) u chorych z AZS z
wysokim stezeniem surowiczej IgE

Ta obserwacja sugeruje, ze osiagnigcie fazy remisji wiaze si¢ z promocja sekrecji cytokiny typu Thl

(IFNy) w AZS w odpowiedzi na siarczan niklu, u chorych z wysokim st¢zeniem tIgE.

5.2: Zmiany w profilu cytokinowym po stymulaciji a.D1 Dermatophagoides pteronyssinus w fazie
remisji wzgledem fazy zaostrzenia w AZS

Wykonano analizy poréwnawcze sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) w fazie remisji po
stymulacji a.D1 i w fazie zaostrzenia AZS oraz w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano réznic w
profilach cytokinowych pomig¢dzy faza remisji a zaostrzeniem 1 grupa kontrolna u chorych z AZS
(n=22) w odpowiedzi na 0.4 pg/ml i 1.0 pg/ml a.D1 in vitro (p>0,05). W fazie remisji byty
widoczne profile typu Thl (przewaga sekrecji cytokin Thl), profile typu Th2 (przewaga cytokin
typu Th2) 1 mieszane (Thl-Th2). Probowano takze wyjasni¢, czy wysoka sekrecja cytokin
(pogrubiona czcionka) ma zwiazek ze wspotwystgpowaniem innych choréb alergicznych wraz z
AZS. Zaobserwowano, ze w 2 przypadkach chorych, u ktérych wspotwystgpowata tylko astma
alergiczna (pacjenci: 1 1 3) wraz z AZS byta wysoka sekrecja IL2 po stymulacji a.D1. W dwoch
przypadkach chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej wystapil wzrost sekrecji IL13. Wydaje
si¢ wigc, ze wspotwystgpowanie innych chordb alergicznych moze wplywaé na molekularne
mechanizmy zwiazane z osiagni¢gciem 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 powstaly po stymulacji a.D1 (0.4 pg/mli 1.0 pg/ml) w remisji AZS

Pacjent Obraz kliniczny a.D1 IFNy L2 IL13 a.DI IFNy 1IL2 IL13
(Hg/ml) (Hg/ml)

Pacjentl 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 L5 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
Pacjentl0 | 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 L5 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+ 0.4 2,26 0,68 0,64 1 0,89 0,36 1,71

ANN+AA
Pacjent17 AZS+AK+ 0.4 0,73 2,14 2 1 0,35 2,57 3,33
ANN+AP

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 kolejnosci poszukiwano zwigzku pomigdzy nasileniem zmian skornych (SCORAD) a
profilem cytokinowym powstalym po stymulacji a.D1 w fazie remisji. Wykazano, ze w grupie
chorych z AZS w o wysokich wartosciach SCORAD sekrecja IFNYy po stymulacji

0.4 pg/ml a.D1 w fazie remisji jest wyzsza niz w zaostrzeniu (p=0,009), ale nie wyzsza niz w grupie

kontrolnej. Tego typu zalezno$ci nie zaobserwowano po stymulacji PBMC 1.0 pg/ml a.D1

(p>0,05).
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Ryc.32: Sekrecja IFNY po stymulacji 0.4 pg/ml a.D1 u chorych z AZS o wysokim SCORAD (3-4) w remisji
(niebieski), w zaostrzeniu (czerwony) oraz kontroli (z6lty)

Wazrost sekrecji IFNy w fazie remisji po stymulacji a. D1 wzgledem grupy kontrolnej sugeruje, ze u
chorych z nasilonym AZS w fazie remisji istotna rolg odgrywa cytokina Th1 (IFNy).

Obserwacje kliniczne pokazuja, ze nie zawsze klasa asIgE D1 odpowiada stopniowi
nasilenia objawow alergii roztoczowej w AZS. Poszukiwano zwiazku pomigdzy mechanizmami
IgE zaleznymi (obecnos¢ asIgE D1) u chorych z AZS z alergia roztoczowa a sekrecja cytokin po
stymulacji a.D1. Pacjentow z AZS podzielono na grupe, u ktorej wykryto przeciwciata asIgE D1 z
dodatnim wynikiem testu punktowego na a.D1 oraz taka, u ktérej nie wykazano obecnos$ci tych
przeciwcial oraz wynik testu punktowego na a.D1 byl ujemny. Wykonano analiz¢ poréwnawcza
profili cytokinowych powstatych po stymulacji a.D1 w fazie zaostrzenia 1 remisji w obu grupach z
AZS oraz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano wzrost sekrecji IFNY po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1
w fazie remisji wzgledem zaostrzenia u chorych z AZS posiadajacych przeciwciata asIgE D1 (3-6
klasa asIgE D1 (p<0,05) oraz wzgledem kontroli (p<0,05).W przypadku grupy chorych z AZS z
asIgE DI: 0-1 kl nie zaobserwowano réznic w profilu cytokinowym powstalym po stymulacji

a.D1 pomigdzy ta grupa chorych z AZS a grupa kontrolna (p>0,05).

‘ p <0,05
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Rye.33: Sekrecja IFNY po stymulacji 1.0 pg/ml a.D1 w fazie zaostrzenia (czerwony) i remisji (niebieski) u
chorych z AZS z asIgE D1 (3-6 klasa) i kontroli (z6lty)
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Przeprowadzone obserwacje wydaja si¢ oznaczaé, ze molekularne mechanizmy zwiazane z

cytokinami Th1 (IFNY) u chorych z IgE-zalezng alergia roztoczowa w AZS odgrywaja istotna role

W osiagnigciu stanu remisji AZS.

5.3: Zmiany w profilu cytokinowym po stymulacji gronkowcowymi enterotoksynami A i B w fazie

remisji wzgledem zaostrzenia w AZS

Zatozono, ze w fazie remisji profil sekrecji cytokin po stymulacji SEA 1 SEB ulega zmianie
w poréwnaniu z profilem cytokinowym w fazie zaostrzenia AZS. W tym celu wykonano analizg
poréwnawcza profili cytokinowych w obu fazach AZS (n=22) i w kontroli. Zaobserwowano, ze po
stymulacji SEB spada sekrecja IL13 w fazie remisji w poréwnaniu z faza zaostrzenia (p=0,01).
Sekrecja IL13 po stymulacji SEB jest jednak wyzsza niz w grupie kontrolnej (p<0,05).
Zaobserwowano takze spadek sekrecji IL2 po stymulacji SEB w fazie remisji w poroéwnaniu z

grupa kontrolna (p<0,05).
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Ryec. 34a: Sekrecja IL2 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenia (czerwony), remisji (niebieski) AZS oraz w grupie
kontrolnej (zélty). Liczba badanych w kazdej grupie: n=22.
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Ryc. 34b: Sekrecja IL13 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenia (czerwony) remisji (niebieski) AZS oraz w grupie
kontrolnej (z61ty). Liczba badanych w kazdej grupie: n=22.
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Wydaje sig, ze w atopowym zapaleniu skory spada sekrecja IL2 oraz IL13 w odpowiedzi na SEB
podczas przejscia z fazy zaostrzenia w remisjg, ale poziom sekrecji cytokiny typu Th2 (IL13)
wydaje si¢ jednak by¢ wyzszy w remisji niz w grupie kontrolnej. Oznaczaloby to, ze poziom
sekrecji IL13 jest wyzszy u chorych z AZS niezaleznie od fazy w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
Te obserwacje sugeruja, ze spadek sekrecji tych dwoéch cytokin wydaje si¢ istotny dla osiagnigcia
stanu remisji w AZS, a IL.13 odgrywa istotna role w patogenezie AZS.

W dalszej kolejnosSci poszukiwano zwiazku pomigdzy nasileniem zmian skornych
(SCORAD) a profilem cytokinowym powstatym po stymulacji SEA i SEB w fazie remisji. Nie
zaobserwowano istnienia korelacji pomigdzy wartoscia wskaznika SCORAD a profilem
cytokinowym powstalym po stymulacji SEA i SEB oraz w porownaniu z grupa kontrolna (p>0,05).

Zaobserwowano ze w fazie remisji w krwiobiegu obecne byly zarowno limfocyty Thl 1 Th2,
ktore ulegaty pobudzeniu przez superantygeny (SEA i SEB) in vitro. Sprawdzono, czy wysoka
sekrecja cytokin pod wplywem superanygenow (pogrubiona czcionka) moglaby mie¢ zwiazek ze
wspotwystepowaniem innych choréb alergicznych wraz z AZS. Wykazano, ze w przypadku 4
pacjentow z AZS z cechami alergii kontaktowej(AZS + AK: pacjent: 8 1 21, AZS + AK + ANN +
AP: 51 17) wystapit wzrost sekrecji IFNYy.

Tabela 26: Profil cytokinowy powstaly po stymulacji SEA i SEB (500 ng/ml) w fazie remisji AZS

Pacjent | SCORAD Obraz kliniczny IFNy 1L2 IL13 IFNy 1L2 IL13
Pacjentl 4 AK 0,34 1,09 L5 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
Pacjentl1 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 L5 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
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Wydaje si¢ wigc, ze wspotwystgpowanie innych chorob alergicznych moze wplywaé na
molekularne mechanizmy zwiazane z osiagnig¢ciem stanu remisji w AZS, ale taka sugestia wymaga
potwierdzenia na reprezentatywnej grupie chorych z tym samym obrazem klinicznym.Nastgpnie
sprawdzano, czy obecnos¢ asIgE SEA 1 aslgE SEB wplywa na molekularne mechanizmy
aktywowane podczas przechodzenia z fazy zaostrzenia w fazg remisji AZS. W tym celu
poszukiwano zwiazku pomigdzy stgzeniem asIgE SEA i SEB a profilem cytokinowym powstalym
po stymulacji SEA 1 SEB in vitro w fazie remisji. Zaobserwowano, ze obecnos¢ przeciwciat aslIgE
SEB (m81) wiaze si¢ ze spadkiem sekrecji IL2 po stymulacji SEB (rs= - 0,46 p<0,05) w fazie
remisji. W pozostalych przypadkach (SEA i przeciwciala asIgE SEA) nie zaobserwowano istnienia

korelacji (p>0,05).

rs =-0,46 p <0,05
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Ryc.35: Zalezno$¢ pomiedzy obecnoS$cia przeciwcial asIgE SEB (m81) a sekrecja IL2 po stymulacji SEB w fazie
remisji AZS

Spadek sekrecji cytokiny Thl (IL2) u chorych z asIgE SEB w fazie remisji sugeruje, ze
zmniejszenie sekrecji tej cytokiny wydaje si¢ istotne w celu osiagnigcia stanu remisji u pacjentow z
AZS 7z IgE-zaleznym mechanizmem odpowiedzi na gronkowcowa enterotoksyng B.

W dalszej kolejnosci pacjentow z AZS podzielono na grupy, u ktérych wykryto nosicielstwo
S. aureus w nosie/skora oraz, u ktérych nie wykazano obecno$ci S. aureus oraz grupg kontrolna
rowniez z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo na bakterii. Zaobserwowano, ze u chorych z
AZS bedacych nosicielami S. aureus w fazie remisji spada sekrecja IL13 w porownaniu z faza
zaostrzenia po stymulacji SEB in vitro (p<0,05) oraz kontrola (p=0,005). Natomiast nie

zaobserwowano takiej zaleznosci u chorych z AZS nie bgdacych nosicielami S. aureus (p>0,05).
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Ryc.36: Sekrecja IL13 po stymulacji SEB w fazie zaostrzenie (czerwony), remisji (niebieski), kontroli (zéity) u
nosicieli S. aureus z AZS

Wydaje sig¢ wige, ze obserwowany spadek sekrecji IL13 u chorych z AZS w remisji wzgledem

zaostrzenia po stymulacji SEB ma zwiazek z obecnoscia gronkowca zlocistego.

5.4: Wspoloddzialywanie alergendéw i ich wplyw na profil cytokinowy w AZS

Wyniki analiz profili cytokinowych powstaltych po stymulacji alergenami: DI
Dermatophagoides pternyssinus, siarczanem niklu oraz gronkowcowymi enterotoksynami A i B w
fazie remisji byly niejednorodne (typ sekrecji cytokin: Th1, Th2 i Th1-Th2 dla kazdego alergenu).
Wydaje si¢ wigc, ze istnieja czynniki zaburzajace klasyczne mechanizmy alergiczne. Przypuszcza
sig, ze jednym z nich moze by¢ wspotoddziatywanie alergenow.

Wykonano analizy korelacji poszukujac zwiazkéw pomigdzy nasileniem testu platkowego
na nikiel a profilami cytokinowymi powstatymi po stymulacji a.D1 (0.4 pg/ml i 1.0 pg/ml) i SEA
oraz SEB (500 ng/ml). Analiz¢ wykonano w grupie chorych z dodatnim wynikiem testu ptatkowego
na nikiel oraz ujemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel. Analiza korelacji pomigdzy
wynikiem testu ptatkowego na nikiel oraz sekrecja cytokin po stymulacji a.D1 wykazata, ze w
grupie chorych z AZS z silng reaktywnoscia skory na nikiel w tescie ptatkowym wystepuje ujemna
korelacja pomigdzy nasileniem testu ptatkowego na nikiel a sekrecja IL2 po stymulacji 0.4 pg/ml

aDI (rs= -0,61 p<0,05).
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rs =-0,61 p <0,05
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Ryc.37: Zalezno$¢ pomiedzy wynikiem testu platkowego na nikiel (wartoSci testu 2 i 3), a sekrecja IL2 po
stymulacji 0.4 pg/ml antygenu D1 Dermatophagoides pteronyssinus w fazie remisji AZS.
Kolor: niebieski — wynik testu platkowego na nikiel, czerwony — sekrecja IL2

Podejrzewa si¢ wigc, ze wystepowanie kontaktowej alergii niklowej w AZS dziata antagonistycznie
wzgledem sekrecji cytokiny Thl (IL2) w odpowiedzi na a.D1 w remisji AZS.
Nastgpnie poszukiwano korelacji pomigdzy sekrecja cytokin po stymulacji a.Dl1

1 siarczanem niklu w fazie remisji AZS, aby wyjasni¢ mechanizmy potencjalnego wplywu niklu na
profil cytokinowy powstaly po stymulacji a.D1 w fazie remisji AZS. Widoczny jest zwiazek
pomigdzy reaktywnoscia PBMC na a.D1 1 siarczan niklu w fazie remisji. W grupie z kontaktowa
alergia niklowa obserwuje si¢ stymulujace (dodatnie) zaleznosci w sekrecji cytokin Thl oraz Th2 i
Th1. Natomiast w grupie chorych z AZS bez alergii niklowej obserwuje si¢ zaleznosci pomiedzy
cytokinami typu Thl stymulujace (dodatnie) oraz hamujace (ujemne) ich sekrecje. Natomiast w
grupie kontrolnej korelacje sa dodatnie 1 wystepuja tylko pomig¢dzy cytokinami typu Thl lub tylko
Th2, a nie ma korelacji mieszanych Th1-Th2 lub ujemnych.
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Tabela 27: Zalezno$ci pomi¢dzy sekrecja cytokin po stymulacji a.D1 i siarczanem niklu in vitro u chorych z AZS
w remisji z dodatnim i ujemnym wynikiem testu platkowego na nikiel i w grupie kontrolnej

Typ korelacji Wyniki testu nieparametrycznej korelacji Spearmana

Chorzy z AZS z dodatnim wynikiem testu platkowego na nikiel

IFNy 25 uM NiSO, - [IFNy 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,66 p=0,01
IL13 25 pM NiSO,- IFNY 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,6 p< 0,05
IL13 25 pM NiSO,-1L2 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,56 p<0,05
IFNy 50 uM NiSO, - IFNy 1.0 pg/ml a.D1 rs= 0,72 p= 0,006
Chorzy z AZS z ujemnym wynikiem testu platkowego na nikiel
IFNy 25 pM NiSO, - IFNy 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,53 p<0,05
IL2 25 UM NiSO,4 - IL2 0.4 pg/ml a.D1 15=0,66 p= 0,01
IL2 50 pM NiSO, - IFNy 1.0 pg/ml a. D1 rs = - 0,69 p=0,009
IL2 50 uM NiSO, - 1L2 1.0 pg/ml a.D1 rs = 0,84 p=0,0007
Osoby zdrowe - kontrolne
IFNy 25 uM NiSO, - IFNy 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,62 p<0,05
IFNy 25 uM NiSO, -IL2 0.4 pg/ml a.D1 rs=0,77 p=0,003
IL2 25 pM NiSO, - IFNy 0.4 pg/ml a.D1 rs= 0,71 p=0,007
IL2 25 uM NiSO4 - 1L2 0.4 pg/ml a.D1 1rs=0,78 p=0,002
IFNy 50 uM NiSO, - IFNy 1.0 pg/ml a.D1 rs = 0,67 p<0,05
IFNy 50 uM NiSO, - IL2 1.0 pg/ml a.D1 rs= 0,58 p<0,05
IL2 50 uM NiSO, - IL2 1.0 pg/ml a.D1 rs= 0,67 p<0,05
IL13 50 uM NiSO4-1L13 1.0 pg/ml a.D1 rs= 0,84 p=0,001

Te wyniki sugeruja, ze promowanie sekrecji cytokin typu Thl (gtéwnie IFNY) w odpowiedzi na
a.D1 przez cytokiny wydzielane pod wplywem niklu moze sprzyja¢ osiagnigciu stanu remisji, gdyz
jak pokazuja badania opisane w tej pracy oraz takze doniesienia z zakresu immunologii w stanie
remisji AZS dominuja mechanizmy Thl-zalezne. Nikiel moze wigc by¢ istotnym czynnikiem
wpltywajacym na osiaganie stanu remisji przez uktad immunologiczny pacjenta z AZS majacego
PBMC reaktywne na a.D1 Dermatophagoides pteronyssinus.

W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy alergia kontaktowa na nikiel u chorych z AZS
wplywa na powstanie réznic w profilach cytokinowych po stymulacji SEA i SEB u chorych z AZS
w fazie remisji wzgledem fazy zaostrzenia. Poszukiwano korelacji pomiedzy wynikami testu
ptatkowego na nikiel a profilem cytokinowym powstatym po stymulacji SEA i SEB w fazie remis;ji
AZS. Zaobserwowano istnienie ujemnej korelacji pomigdzy wynikami testu ptatkowego na nikiel a

sekrecja IL13 po stymulacji SEB (rs=-0,58 p=0,03).
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rs =-0,58 p<0,05
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Ryc.38: Zalezno$¢ pomiedzy nasileniem testu platkowego na nikiel (warto$¢ 2 i 3), a sekrecja IL13 po SEB u
chorych z AZS z kontaktowg alergia niklowa.
Kolor: niebieski — wynik testu platkowego na nikiel, czerwony — sekrecja IL13

Podejrzewa si¢ wigc, ze wystgpowanie  kontaktowej alergii niklowej w AZS dziala
antagonistycznie wzgledem sekrecji cytokin Th2 (IL13) w odpowiedzi na SEB w remisji AZS.

W dalszej kolejnosci sprawdzono jak zmienia sig profil cytokinowy powstaty po stymulacji SEA i
SEB in vitro w fazie remisji wzgledem zaostrzenia u chorych z AZS ze zdiagnozowana alergia
kontaktowa na nikiel oraz w grupie chorych z uyjemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel oraz
w grupie kontrolnej. Nie wykazano istnienia réznic w sekrecji cytokin pomigdzy faza zaostrzenia a
faza remisji u chorych z kontaktowa alergia niklowa w AZS po stymulacji SEA i SEB (p>0,05).
Rowniez nie wykazano istnienia r6znic w profilach cytokinowych powstatych po stymulacji SEA i
SEB pomigdzy faza remisji i grupa kontrolna (p>0,05). Natomiast w grupie chorych z AZS bez
kontaktowej alergii niklowej w fazie remisji AZS spada sekrecja IL13 po stymulacji SEB w
porownaniu z faza =zaostrzenia AZS (p< 0,05) i grupa kontrolna (p=0,007).

W przypadku stymulacji SEA nie zaobserwowano roznic w profilach cytokinowych pomigdzy faza

zaostrzenia, remisji i kontrola (p>0,05).
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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 (z6lty)
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Przeprowadzone analizy wynikdéw otrzymanych po stymulacji PBMC enterotoksyna B sugeruja, ze
w remisji AZS spada sekrecja IL13 wydzielanej przez Th2 u pacjentéw nie majacych kontaktowe;j
alergii niklowej. Natomiast nasilenie kontaktowej alergii niklowej mierzone wynikiem testu
ptatkowego wiazato si¢ spadkiem sekrecji IL13 w remisji AZS. Wydaje si¢ wigc, ze kontaktowa
alergia niklowa sprzyja utrzymaniu statego poziomu IL13 niezaleznie od fazy choroby — dlatego tez
réznica w sekrecji tej cytokiny po stymulacji SEB pomigdzy faza zaostrzenia a remisji nie byta
widoczna u chorych z AZS z kontaktowa alergia niklowa, natomiast byta widoczna u chorych z
AZS bez kontaktowej alergii niklowej, w przypadku ktorej nikiel nie odgrywat istotnej roli.
Nastgpnie poszukiwano korelacji pomigdzy sekrecja cytokin po stymulacji SEA i SEB

oraz siarczanem niklu w fazie remisji AZS. Zaré6wno u chorych z kontaktowa alergia niklowa w
AZS 1 u chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel zauwazalne jest, ze ze
wzrostem sekrecji cytokin typu Thl lub Th2 po stymulacji siarczanem niklu wzrasta sekrecja
cytokin typu Thl lub Th2 po stymulacji SEA lub SEB. Wida¢ wigc klasyczna dodatnia regulacje
Th1-Thl oraz Th2-Th2. Jednakze, u pacjentéw z kontaktowa alergii na nikiel obserwuje si¢
nietypowa zalezno$¢; ze wzrostem sekrecji cytokiny Th2 (IL13) po stymulacji siarczanem niklu
wzrasta sekrecja cytokiny Thl (IFNy) po stymulacji SEA i SEB. Natomiast u pacjentow bez
kontaktowej alergii niklowej byla widoczna ujemna regulacja tj. ze wzrostem sekrecji cytokiny
typu Th2 (IL13) po stymulacji siarczanem niklu malata sekrecja cytokiny Th1 (IFNY) po stymulacji
SEA i SEB. Zaobserwowano takze wystapienie nietypowej zaleznos$ci w tej grupie chorych z AZS
bez kontaktowej alergii niklowej— wzrost sekrecji cytokiny Thl (IL2) po stymulacji siarczanem
niklu wiaze si¢ ze spadkiem sekrecji innej cytokiny Thl (IFNy) po stymulacji SEA i SEB.
Natomiast w grupie kontrolnej obserwuje si¢ tylko dodatnie (stymulujace) zalezno$ci migdzy
sekrecja cytokin po siarczanie niklu i SEA/SEB. Te zaleznos$ci dotycza tylko tej samej cytokiny (sa

tylko homogenne, czego nie wykazano u oséb z AZS).
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Tabela 28: ZaleznoSci pomiedzy sekrecja cytokin po stymulacji SEA i SEB oraz siarczanem niklu in vitro u

chorych z AZS w remisji z dodatnim i ujemnym wynikiem testu platkowego na nikiel i w grupie kontrolnej

Typ korelacji Wyniki testu nieparametrycznej korelacji Spearmana

Chorzy z AZS z kontaktowa alergia niklowa

IL2 NiSO425 pM - IL2 SEA

rs = 0,58 p< 0,05

IL13 NiSO,25 uM - IFNy SEA

rs = 0,57 p< 0,05

IL13 NiSO,25 UM - IFNySEB

rs = 0,61 p<0,05

IL13 NiSO425 pM —1L13 SEB

rs = 0,7 p=0,009

IFNy NiSO,50 uM - IL2 SEB

rs = 0,74 p<0,005

IL2 NiSO,50 uM —IL2 SEA

rs = 0,71 p=0,007

IL13 NiSO,50 pM - IFNy SEA

rs = 0,74 p<0,005

IL13 NiSO450 uM —1L13 SEA

rs= 0,56 p< 0,05

IL13 NiSO,50 uM - IFNy SEB

rs = 0,74 p<0,005

IL13 NiSO,50 uM - IL13 SEB

rs = 0,74 p< 0,005

Chorzy z AZS bez kontaktowej alergii niklowej

IFNy NiSO, 25 uM - IL13 SEB

rs = 0,65 p< 0,05

IL2 NiSO, 25 pM —IL2 SEA

s = 0,68 p=0,01

IL2 NiSO, 25 pM - IFNy SEB

rs =- 0,63 p< 0,05

IL2 NiSO, 25 uM —IL2 SEB

rs=0,67 p=0,01

IL13 NiSO,4 25 uM —1L13 SEB

rs = 0,53 p<0,05

IL2 NiSO, 50 uM - IFNy SEA

rs =-0,75 p= 0,004

IL2 NiSO, 50 pM - IFNy SEB

rs =-0,57 p < 0,05

IL13 NiSO, 50 uM - IFNy SEA

rs =-0,6 p< 0,05

IL13 NiSO4 50 uM —IL13 SEA

rs =0,72 p=10,006

IL13 NiSO, 50 pM - IFNy SEB

rs =-0,71 p=0,007

Zdrowi-kontrolni (bez alergii niklowej)

IFNy NiSO; 50 uM - IFNy SEB

rs=0,5 p=0,009

IL13 NiSO4 50 uM —1IL13 SEB

rs=0,66 p=0,0004

IL13 NiSO4 25 pM —1L13 SEA

rs=0,68 p=0,0003

IFNy NiSO, 50 uM - IFNy SEA

rs=0,55 p=0,004

IL13 NiSO,-1L13 SEA

rs=0,51 p=0,008

IL2 NiSO, 50 uM —1L2 SEB

rs=0,36 p=0,05

IL13 NiSO4 25 uM —1IL13 SEB

rs=0,56 p=0,003

Na podstawie otrzymanych wynikow przypuszcza si¢, ze inne S$rodowisko cytokinowe jest
tworzone u chorych z i1 bez kontaktowej alergii niklowej w remisji AZS oraz u oséb zdrowych —
kontrolnych. Te réznice moga wptywac na zdolno$¢ organizmu do obrony przed kolonizacja przez

S. aureus, a wigc utatwia¢ rozwoj infekcji lub hamowa¢ w przypadku oséb zdrowych.
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V. DYSKUSJA WYNIKOW

1: Reaktywnos¢ PBMC na siarczan niklu w zaostrzeniu AZS

Przeprowadzona analiza danych nie wykazala istnienia roznic w sekrecji IFNy, IL2 oraz
IL13 przez PBMC stymulowane siarczanem niklu in vitro pomigdzy grupa chorych z z kontaktowa
alergia niklowa w AZS bez choréb wspdtistniejacych i grupa kontrolng. Nie zaobserwowano takze
réznic miedzy chorymi z kontaktowa alergia niklowa w AZS i chorymi z AZS bez kontaktowej
alergii niklowej. Nie zaobserwowano takze rdznic w sekrecji badanych cytokin po stymulacji
siarczanem niklu pomiedzy grupa chorych z AZS z kontaktowa alergia niklowa i1 grupa zdrowych-
kontrolnych os6b. Wydaje si¢ wigc, ze inne molekularne mechanizmy moga by¢ zaangazowane w
alergi¢ niklowa w atopowym zapaleniu skory. O udziale innych cytokin w rozwoju alergii niklowe;j
w AZS moze $wiadczy¢ ujemna korelacja pomigdzy sekrecja IFNY po stymulacji siarczanem niklu
in vitro 1 wskaznikiem zmian skornych SCORAD oraz nasileniem testu ptatkowego na nikiel.
Spadek wydzielania IFNy bedacej cytokina typu Thl teoretycznie powinien oznaczaé wzrost
sekrecji cytokiny antagonistycznej z grupy Th2. W przypadku przeanalizowanej grupy chorych z
AZS raczej nie byla nig IL13, gdyz nie zaobserwowano roéznic w jej sekrecji migdzy grupa chorych
z AZS a grupa kontrolna. Najnowsze publikacje z zakresu alergologii podaja, Zze cytokiny zwiazane
z nadwrazliwos$cia na nikiel to oproécz badanych w ramach tego projektu IFNy, IL2, IL13 to takze
takie cytokiny jak: IL4, IL5 i IL10'?%130 W mechanizmie alergii kontaktowej niklowej sekrecja IL5
koreluje z wynikami testu platkowego na nikiel.'*! W przypadku alergii systemowej na nikiel np.
alergicznym niezycie nosa, astmie oskrzelowej wazna rolg odgrywaja takie cytokiny jak: IL4, ILS,
IL13."% Ponadto sugeruje si¢, ze nikiel moze uczestniczyé w patogenezie AZS poprzez
wywolywanie stresu oksydacyjnego.!?” W przeprowadzonych badaniach w ramach opisanego
projektu dowodem na to, ze nikiel odgrywa jednak istotna role w AZS jest dodatnia korelacja
pomig¢dzy wydzielaniem IL2 a nasileniem wyniku testu platkowego na nikiel u chorych z AZS.
Wspotobecnos¢ astmy alergicznej 1 alergii kontaktowej z AZS powodowata zanik tej zaleznosci, co
moze oznaczaé, ze inne molekularne mechanizmy sa zaangazowane w nadwrazliwos$¢ na nikiel w
przypadku tych dwoch choréb. Ze wzgledu na fakt, ze w przeprowadzonych badaniach nie
zaobserwowano roznic w odpowiedzi PBMC na siarczan niklu pomigdzy grupa chorych z AZS i
osobami zdrowymi podejrzewa sig, ze zarowno PBMC pochodzace od 0sob chorych z AZS i
zdrowych moga wydziela¢ cytokiny jesli maja kontakt z niklem. U chorych z AZS sa jednak obecne
PBMC specyficzne wzgledem innych alergenow w alergiach poliwalentnych, migrujace do skory,
gdzie moga reagowaé na te inne alergeny np. aeroalergeny, autoantygeny. Natomiast u o0sob

zdrowych nie ma takich komorek. Wedle tej hipotezy nikiel moze wigc peli¢ rolg inicjatora
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(pobudzanie aktywnosci PBMC do wydzielania cytokin) aktywujacego komorki ,,alergiczne”
odpowiadajace na inne alergeny. Mozemy mie¢ wigc do czynienia z tzw. wspdtoddziatywaniem
alergenow w atopowym zapaleniu skory. Tego typu mechanizm mogiby stanowié alternatywna
teori¢ wyjasniajaca tzw. pozny typ reakcji alergicznej obserwowanej w skorze podczas
wykonywania testu ptatkowego na nikiel.'?® Podczas tego typu testowania obserwuje si¢
rumien/grudki/obrzek po 48 godzinach okluzji, ktére sa widoczne do 96 godzin lub szybko zanikaja
lub tez te zmiany na skorze pojawiaja si¢ dopiero po 48 godzinach po usunigciu alergenu i
wystawieniu skory na ekspozycje Srodowiska zewngtrznego. Zjawisko opdznionej reakcji na nikiel
thumaczy sig potrzeba czasu niezbednego do naptywu limfocytow do miejsca ekspozycji alergenu,
gdzie komorki tworza odczyn alergiczny, oraz czasem potrzebnym do tworzenia kompleksow
hapten czyli nikiel-biatko prezentowanych w kontek§cie MHC przez komoérki prezentujace antygen
limfocytom T.!?® Z drugiej jednak strony przyjmujac teori¢ wspotoddziatywania alergenéw mozna
zatozy¢, ze ekspozycja na nikiel 1 kontakt z tym metalem aktywuje komorki w sposob
niespecyficzny do wydzielania cytokin. Pobudzeniu moga wigc ulec zarowno komorki pochodzace
od chorych na AZS z kontaktowa alergia niklowa oraz od 0so6b zdrowych. Publikacje z zakresu
alergologii sugeruja, ze nikiel wiaze si¢ z receptorem TCR'? obecnym na limfocytach T oséb
chorych z AZS i zdrowych. Skutkiem niespecyficznej aktywacji komodrek uktadu
immunologicznego skory przez nikiel moze by¢ widoczna po 48 godzinach zmiana na skorze.
Przypuszcza sig, ze u chorych z AZS, u ktorych jest zaburzona architektura i sktad komorkowy
skory przenikanie niklu do jej wnetrza jest tatwiejsze niz u 0s6b zdrowych.?> Moze wigc dlatego po
48 godzinach okluzji nie obserwuje si¢ reakcji skory na nikiel u oséb zdrowych. Zgodnie z ta
hipoteza po wyeksponowaniu skory na srodowisko zewngtrzne po usunigciu okluzji z siarczanem
niklu komoérki pobudzone wczes$niej przez nikiel reaguja w sposob specyficzny tylko u chorych z
AZS na alergeny srodowiskowe tzw. aeroalergeny!? i/lub autoantygeny.? Skutkiem tego moze by¢
wydtuzenie obecno$ci zmian na skérze do 96 godzin lub pojawienie si¢ tych zmian dopiero po
wyeksponowaniu skory na $rodowisko zewngtrzne- aeroalergeny (czyli po 48 godzinach).
Aktywnos¢ komoérek pobudzonych przez nikiel moze tez ulega¢ wyciszeniu, gdy komorki nie sa
specyficzne wzgledem aeroalergendéw 1/lub autoantygenoéw (zanik reakcji skornej po 48 godzinach
w tescie ptatkowym na nikiel). To ttumaczyloby, dlaczego nie zaobserwowano roéznic w sekrecji
cytokin in vitro migdzy osobami zdrowymi i chorymi z AZS, a wykazano istnienie korelacji migdzy
poziomem nasilenia testu ptatkowego na nikiel a sekrecja IL2 po stymulacji siarczanem niklu in
vitro u chorych z AZS. Dodatkowa informacja na temat molekularnych mechanizmow
oddziatywania niklu z komorkami w AZS jest obserwacja, ze nie zawsze wynik testu ptatkowego na

nikiel informuje o obecnosci PBMC ulegajacych pobudzeniu przez nikiel — dodatnia korelacja
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pomigdzy liczba komoérek wydzielajacych IL2 a wynikiem testu ptatkowego na nikiel u chorych z
AZS rzanikla, gdy do grupy wprowadzono pacjentow, u ktorych wspotwystgpowala astma
alergiczna 1 alergia pokarmowa oraz alergia kontaktowa. Ponadto zaobserwowano pojedyncze
przypadki pacjentow ze wspotwystepujaca astma alergiczna, alergicznym niezytem nosa oraz
alergia pokarmowa i kontaktowa z ujemnym wynikiem testu ptatkowego na nikiel, u ktérych wzrost
liczby PBMC po stymulacji siarczanem niklu in vitro byt przynajmniej dwukrotny. W przypadku
wspotwystepowania z AZS alergii pokarmowe] nadwrazliwo$¢ na nikiel prawdopodobnie
objawitaby si¢ po spozyciu pokarméw zawierajacych nikiel i zostalaby wykazana w testach
prowokacji doustnej.!3? W przypadku pacjentéw z AZS z cechami alergii kontaktowej inne cytokiny
moga by¢ zaangazowane w molekularny mechanizm odpowiedzi na obecno$¢ niklu. 3! Natomiast
interesujacy jest fakt wystapienia duzej reaktywnosci na nikiel u chorego ze wspdlwystepujaca
astma alergiczna bez stwierdzonej obecnosci alergii pokarmowej. Publikacje z zakresu alergologii
dowodza, ze komorki nie posiadajace receptora kierujacego do skory (CLA) migruja do ptuc. 132136
Przypuszcza si¢ wige, ze w opisanym przypadku pacjent mogh posiada¢ komorki jednojadrzaste
krwi, ktore tatwo ulegaty pobudzeniu przez nikiel, migrowaty do drog oddechowych i tam ulegaty
pobudzeniu przez aeroalergeny. Brak receptora kierujacego PBMC do skory (CLA) tlhumaczytoby
dlaczego u tego pacjenta wynik testu platkowego na nikiel byt ujemny. Z drugiej jednak strony
nalezy pamigta¢, ze test ptatkowy moze ulega¢ negatywizacji u oséb z dhugotrwala ekspozycja na
nikiel, co wynika z nabywania tolerancji immunologicznej na ten pierwiastek 1 wiaze sig¢ ze

zwiekszonym wydzielaniem 1L10.130

2: Reaktywnos¢ PBMC na a.D1 w zaostrzeniu AZS

W alergii roztoczowej w atopowym zapaleniu skoéry potwierdzonej dodatnim wynikiem
testu punktowego na a.D1 obserwowano wzrost sekrecji wszystkich trzech analizowanych cytokin
(IFNy, IL2, IL13) w zalezno$ci od stosowanej dawki antygenu D1 in vitro. Zrodla literaturowe
donosza o udziale cytokin typu Th2, ale réwniez i Thl w rozwoju alergii roztoczowej w AZS. 133
Czgstym obrazem klinicznym obserwowanym u pacjentdw z AZS jest wspotwystgpowanie z AZS
innych chordb alergicznych!, ktore, jak wykazaly analizy przeprowadzone w tej pracy, wydaja sie
modyfikowaé profil cytokinowy bedacy odpowiedzia na kontakt PBMC z antygenem D1. U
chorych z AZS z alergia roztoczowa bez chordb wspotistniejacych ze wzrostem nasilenia zmian
skornych (wskaznik SCORAD) maleje sekrecja IFNY. Natomiast u chorych z AZS z alergicznymi
chorobami wspdtistniejacymi zanika ta zalezno$¢. Przeprowadzone analizy, zwtaszcza u chorych z
AZS ze wspotwystepujaca astma alergiczna bez innych chordb lub tez w obrazie klinicznym AZS +
AA + ANN + AP, sugeruja, ze ten modyfikujacy wptyw wspotwystgpowania z AZS innych chorob
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dotyczy spadku/wzrostu sekrecji cytokiny Thl (IFNy). Modyfikujacy wptyw wspotwystgpowania
innych chordb alergicznych na profil cytokinowy w alergii roztoczowej w AZS nie thumaczy
jednak, dlaczego w przypadku grupy osob tylko z AZS z dodatnim wynikiem testu punktowego na
a.D1 dochodzi do przyrostu liczby PBMC wydzielajacych zaréwno cytokiny Th2 (IL13) i/lub Thl
(IFNy, IL2). Podejrzewa sig, ze niejednorodnos¢ odpowiedzi PBMC na a.D1 moze by¢
spowodowana reaktywnoscia PBMC na powszechnie wystgpujacy nikiel obecny w wodzie,
pokarmach i przedmiotach codziennego uzytku, !5 modyfikujacy w rezultacie $rodowisko
cytokinowe. Tak wigc mozna oczekiwac innego profilu cytokinowego w odpowiedzi na a.D1 w
alergii monowalentnej z jednym alergenem uczulajacym, a innego w poliwalentej z wieloma
alergenami uczulajacymi i tworzacymi wspdlne srodowisko cytokinowe nietypowe dla kazdego z
tych alergendw uczulajacych osobno. Jak wykazaty przeprowadzone analizy, u chorych z AZS Ni(-)
przewaza sekrecja 113, a spada sekrecja IL2 dominujacej w odpowiedzi na a.D1 u chorych z AZS
Ni(+). Wydaje si¢ wigc, ze nikiel moze hamowac¢ Th2-zalezne mechanizmy zwiazane z
odpowiedzia na a.D1 i promowa¢ mechanizmy typu Thl w odpowiedzi na a.D1. To thumaczyloby
dlaczego w klasycznej Th2-zaleznej zwiazanej z IgE alergii roztoczowej w AZS obserwowano
wzrost sekrecji zaréwno IL13, ale tez i IL2. Kolejna obserwacja przemawiajaca za udziatem
dodatkowego czynnika modyfikujacego profil cytokinowy w alergii roztoczowej w AZS (bez
udziatu innych chorob alergicznych) pokazuje, ze profil cytokinowy tworzony przez PBMC
"spontanicznie" (bez stymulacji alergenem) wydzielajace cytokiny wydaje si¢ by¢ powiazany z
wynikiem testu punktowego na a.D1 — t¢ zalezno$¢ wykazuje zarowno IL2 oraz IL13. Wydaje si¢
wigc, ze juz w chwili pobierania PBMC z zyly te komorki sa pobudzone przez alergeny in vivo
promujace zardwno syntezg cytokin typu Thl oraz Th2- jednym z nich moze by¢ nikiel.
Przeprowadzone analizy pokazuja, ze wynik testu punktowego na a.DI1 i test Elispot wzajemnie
potwierdzaja swoje wyniki, o czym $wiadcza korelacje pomigdzy wynikami tych testow. Nie mozna
jednak jednoznacznie powiedzie¢, ze ujemny wynik testu punktowego na a.D1 oznacza brak PBMC
w ustroju reagujacych na antygen D1. Zaobserwowano grupg pacjentow tylko z AZS z ujemnym
wynikiem testu punktowego na a.D1 oraz osoby w grupie kontrolnej, u ktérych wzrost liczby
PBMC wydzielajacych cytokiny byl przynajmniej dwukrotny po stymulacji a.D1 in vitro. Typ
wydzielanych cytokin byl niejednorodny (Thl, Th2, Th1-Th2). Zaden z tych pacjentdow, w
przeciwienstwie do chorych z AZS z D1(+), u ktérych 68,5% mialo asIgE dla D1 oraz 44% miato
podwyzszone tIgE, nie posiadat asIgE dla D1 oraz tIgE byto w normie. Pojawia si¢ wigc pytanie o
mozliwos$¢ istnienia mechanizmu alergii roztoczowej IgE- niezaleznego i nie dajacego dodatniego
wyniku testu punktowego. Coraz czesciej w literaturze pojawiaja si¢ doniesienia o znaczeniu testu

platkowego w wykrywaniu mechanizmu typu poznego w alergii roztoczowej.!3> Moze wiec
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wykonanie tego typu testu chociaz czg§ciowo ttumaczyloby otrzymane zjawisko. Z drugiej jednak
strony nalezy podkresli¢, ze sa prace informujace o PBMC specyficznie reagujacych na a.D1 in
vitro u chorych z AZS 1 wspoélistniejaca astma alergiczna, wsrod ktérych sa obecne komorki nie
posiadajace receptora kierujacego do skory.!3¢ Takie komérki migruja do innych narzadéw (np. do
ptuc) lub moga pozostawa¢ w krwiobiegu modyfikujac $rodowisko cytokinowe 1 w ten sposdb
wptywajac na pobudzenie innych PBMC, ekspresje receptorow i innych biatek powierzchniowych i
posrednio nasilajac/ hamujac rozwoj nadwrazliwos$ci na inny alergen. Badania opisane w tej pracy
pokazuja, ze w przypadku klasycznej, IgE-zaleznej alergii roztoczowej (potwierdzonej skdérnymi
testami punktowymi) dodatni wynik skoérnego testu punktowego zalezy nie tylko od obecno$ci
PBMC rozpoznajacych a.D1, ale wazny jest jaki jest to typ komorek (zarowno Thl oraz Th2 musza
ulega¢ aktywacji w klasycznej alergii roztoczowe] w AZS u chorych z dodatnim wynikiem
skornego testu punktowego na a.D1). Nie bez znaczenia wydaje si¢ takze st¢zenie alergenu — ze
wzrostem st¢zenia a.D1 nasileniu ulegaja molekularne mechanizmy (sekrecja IL13) zwigzane z
rozwojem klasycznej Th2-zaleznej alergii roztoczowej. Dodatkowo, wazne jest $rodowisko
cytokinowe, w ktorym PBMC przebywaja. To $rodowisko determinuje polaryzacje Thl- Th238 a
wigce decyduje, czy rozwinie si¢ alergia roztoczowa czy tez nie. Z kolei to srodowisko moze by¢
modyfikowane przez wiele czynnikéw (wspdtobecnos¢ innych choréb alergicznych i1 udziat innych
alergenow). Wydaje si¢ wige, ze o tym, czy rozwinie si¢ alergia roztoczowa u pacjenta decyduje nie
tylko obecno$¢ receptora na PBMC rozpoznajacego specyficznie a.D1, ale takze mikrosrodowisko,

w ktorym komorki sig¢ znajduja.

3: Reaktywnos¢ PBMC na gronkowcowe enterotoksyny A i B w zaostrzeniu AZS

Przeprowadzone w tej pracy analizy nie wykazaty istnienia réznic w spontanicznej sekrecji
cytokin 1 po stymulacji enterotoksynami A 1 B pomigdzy grupa chorych z AZS bedacych
nosicielami S. aureus w nosie i/lub skorze, chorych z AZS z ujemnym wynikiem testu na
nosicielstwo tej bakterii 1 kontrolami réwniez z ujemnym wynikiem testu na nosicielstwo S. aureus.
Nie zaobserwowano takze zwiazkéw profili cytokinowych spontanicznych ze wskaznikiem
nasilenia zmian skornych SCORAD u nosicieli S. aureus z AZS oraz chorych z AZS z ujemnym
wynikiem testu na nosicielstwo tej bakterii. Brak r6znic w spontanicznej sekrecji badanych cytokin
migdzy chorymi z AZS bgdacymi nosicielami S. aureus, chorymi z AZS z ujemnymi wynikami
testu na nosicielstwo oraz kontrolami moze mie¢ zwiazek z nabyciem tolerancji obecnosci bakterii
przez uklad immunologiczny nosiciela S. aureus. Tak wigc zgodnie z ta hipoteza bakteria

stawataby si¢ sktadnikiem flory bakteryjnej skoéry pacjenta-nosiciela z AZS (skoro uktad
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immunologiczny nie jest w stanie usuna¢ bakterii, to zaczyna ja tolerowa¢, gdyz dlugotrwaty stan
zapalny moze by¢ niebezpieczny dla organizmu). Brak réznic w odpowiedzi PBMC na SEA i SEB
pomigdzy grupa chorych z AZS a grupa kontrolna moze mie¢ zwigzek z mechanizmem dzialania
superantygenoéw, ktore aktywuja limfocyty T posiadajace TCR niezaleznie od ich
specyficznoséci.?>83 Tak wiec pobudzeniu do sekrecji cytokin ulegaja limfocyty T posiadajace
receptor TCR, ktore sa obecne zaro6wno u os6b zdrowych oraz chorych z AZS. Natomiast
zaobserwowano, ze dochodzi do spadku sekrecji IFNY po stymulacji SEB ze wzrostem nasilenia
zmian skérnych (SCORAD) u nosicieli S. aureus z AZS. Sugeruje to, ze w przypadku silnego
nasilenia zmian skornych pula limfocytéw Thl ulega zmniejszeniu w krwiobiegu, co moze by¢
skutkiem apoptozy komoérek Thl i/lub ich migracji do skory objetej stanem zapalnym.**°! Jest tez
mozliwe, ze zasiedlenie skory przez S. aureus jest skutkiem niedoboru limfocytéw Thl
wydzielajacych IFNy.4"-91 W rezultacie infekcja gronkowcowa sprzyja nasilaniu zmian skornych u
chorych z AZS. Zaobserwowano takze, ze wspotwystgpowanie innych choréb alergicznych wraz z
AZS wplywa na sekrecj¢ IFNY. U chorych na AZS z cechami alergii kontaktowej po stymulacji
SEB sekrecja tej cytokiny jest mniejsza niz u chorych z AZS bez choréb wspotwystepujacych.
Natomiast wspotwystgpowanie wraz z AZS z cechami alergii kontaktowej alergicznego niezytu
nosa i astmy alergicznej lub alergii pokarmowej powoduje wzrost sekrecji tej cytokiny wzgledem
kontroli po stymulacji SEA. Wzrost sekrecji IFNyzwiazany ze zwigkszeniem puli Thl w
krwiobiegu moze by¢ skutkiem migracji limfocytow Th2 do ptuc w przypadku wspotwystgpowania
z AZS astmy alergicznej lub do uktadu pokarmowego, gdzie komoérki te moga wywolywac reakcje
alergiczne IgE-zalezne. W rezultacie moze to prowadzi¢ do przewagi puli Thl nad Th2 w
krwiobiegu. Ta pula limfocytow Th, ktéra dominuje w krwiobiegu w przypadku danego obrazu
klinicznego AZS w zaostrzeniu bgdzie aktywowana przez superantygen zgodnie z zatozeniami tej
hipotezy. Z drugiej jednak strony podwojny sygnal pochodzacy od alergenu i superantygenu moze
kierowa¢ dominujace w krwiobiegu limfocyty Th na droge programowanej $mierci (apoptozy), co
prowadziloby do przewagi mniej liczebnej puli Th w krwiobiegu. Powszechnie przyj¢la sig teoria o
apoptozie limfocytow Thl na skutek stymulacji superantygenami. ' Tak wigc zwigkszenie si¢ puli
Thl w krwiobiegu w przypadku wspétwystgpowania astmy alergicznej i alergii pokarmowej z AZS
nie moze by¢ tlumaczona przy pomocy tej teorii. Doniesienia literaturowe wskazuja na zwiazek
pomigdzy obecnoscia konkretnych podtypow receptora  TCR a wybranymi jednostkami
chorobowymi.!3” Tak wigc z jednej strony superantygeny nie wiaza si¢ tak specyficznie z
receptorami jak typowe alergeny, ale maja wigksze lub mniejsze preferencje do wiazania z danymi
podtypami receptora TCR, ktorych ekspresja moze by¢ zalezna od jednostki chorobowej, ktéra

wspotwystepuje z AZS. Ta teoria moglaby tlumaczy¢, dlaczego zaobserwowano w kilku

91



przypadkach wptyw wspotwystgpowania z AZS innych chordb alergicznych na profil cytokinowy
pacjentow z AZS powstaty po stymulacji SEA i SEB in vitro. Migracja limfocytow Thl i Th2
posiadajacych rézne odmiany receptora TCR (alfa/beta lub gamma/delta) miedzy
tkankami/narzadami objgtymi zapaleniem alergicznym mogtaby stanowi¢ dobre wyjasnienie,
dlaczego wspotwystgpowanie innych chorob alergicznych z AZS wplywa na profil cytokinowy
powstaty po stymulacji superantygenami SEA i SEB. Przyczyn réznorodnosci w odpowiedzi
PBMC na SEA i1 SEB in vitro poszukiwano réwniez w modyfikujacym wptywie niklu na
srodowisko cytokinowe. Powszechnie wystepujacy w pokarmach, wodzie oraz przedmiotach
codziennego uzytku nikiel'"'"” wywotuje sekrecje cytokin tworzacych $rodowisko cytokinowe.
Dlatego wigc PBMC u chorych z AZS z alergia na nikiel i chorych bez tej alergii moga inaczej
reagowa¢ na stymulacj¢ SEA i1 SEB in vitro, poniewaz moga znajdowa¢ si¢ w roznych
srodowiskach cytokinowych. Zaobserwowano, ze u chorych z AZS z kontaktowa alergia niklowa
po stymulacji SEB sekrecja IL2 jest wyzsza niz u chorych z AZS bez kontaktowej alergii niklowe;.
Ponadto zaobserwowano istnienie korelacji pomigdzy sekrecja cytokin po stymulacji siarczanem
niklu oraz SEA i1 SEB glownie u chorych z AZS z wysoka sekrecja IFNY oraz u nosicieli S. aureus.
Tak wigc jest mozliwe, ze limfocyty Th zwiazane z nadwrazliwo$cia na nikiel, u ktorej podstaw
moze znajdowac si¢ reakcja tego metalu z wybranym odcinkiem receptora TCR w warunkach in
vitro ulegaja wtérnemu pobudzeniu przez SEA i SEB réwniez poprzez mechanizm zwiazany z
receptorem TCR. Mechanizm oddziatywania niklu z TCR 1 superantygenéw SEA i SEB sa jednak
inne. 34125 Przypuszcza sie, ze zdolno$¢ uktadu immunologicznego do usuwania S. aureus z
organizmu u chorych z AZS moze wigc ulega¢ zaburzeniu przez modyfikujacy oddziatywanie
niklu, wplywajacego na sekrecj¢ cytokin, poprzez mechanizm zwiazany z TCR. Zwiazek niklu z
infekcjami S. aureus wydaja si¢ potwierdza¢ wyniki badan El Safty i wsp!3®, ktory zaobserwowat,
ze u pracownikow wytwarzajacych elektroptytki niklowe rozwijaja si¢ infekcje bakteryjne — w tym
infekcje S. aureus. Interesujaca jest tez obserwacja, ze u pacjenta z obrazem klinicznym: AZS z
cechami alergii kontaktowej 1 alergia pokarmowa z kontaktowa alergia niklowa dochodzi do bardzo
silnej sekrecji IFNY po stymulacji SEA. Oznacza to, ze w przypadku takiego obrazu klinicznego
dominuja limfocyty Thl. Obecno$¢ alergii pokarmowej 1 kontaktowej alergii niklowej moze

oznaczaé, ze nikiel oddzialywujacy kontaktowo!?4

oraz poprzez reakcje krzyzowa w pokarmach'*?
silnie modyfikuje srodowisko cytokinowe. Podejrzewa sig, ze zwiazek pokarmowej alergii niklowe;j
z rozwojem infekcji S. aureus w AZS moglby polega¢ na wptywie niklu na funkcjonowanie
limfocytow T regulatorowych typu Th3 zwiazanych z indukowaniem tolerancji pokarmowej. 13130
Te limfocyty wydzielaja TGF, ktory jak wykazano, wplywa na ekspresje fibronektyny.'”, ktora

jest biatkiem macierzy zewnatrzkomorkowej, z ktorym wiaze si¢ S. aureus.’® Istnieja doniesienia
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literaturowe o wptywie niklu na sygnalizacje wewnatrzkomérkowa indukowana przez TGF[.*
Znalezienie odpowiedzi na pytanie czy nosicielstwo S. aureus 1 wspotwystgpowanie
nadwrazliwosci na nikiel wraz z AZS maja ze soba zwiazek wydaje si¢ istotna kwestia, gdyz
infekcje gronkowcowe oraz alergia niklowa jest powszechnie stwierdzana w populacji chorych z
atopowym zapaleniem skory. Powszechnos¢ infekcji gronkowcowych u chorych z AZS, trudno$¢ w
pobraniu wymazow na obecno$¢ S. aureus z jam ciata, a nie tylko z powierzchni skory czy tez z
nosa, sklania do poszukiwania nowych testow diagnostycznych. Problemem tez jest fakt, ze
obecnos¢ S. aureus na powierzchni ciata tj. skora 1 nos moze by¢ przejsciowa i S. aureus moze nie
wchodzi¢ w sklad statej flory bakteryjnej. Dlatego tez wyniki wymazéw wymagaja powtorzenia w
odstgpach czasowych, co czasami moze stanowi¢ utrudnienie w praktyce klinicznej. Wyniki badan
przeprowadzonych w ramach opisanego w tej pracy projektu pokazuja, ze test reaktywnosci PBMC
na SEA i SEB in vitro nie pokazuje rdéznic pomigedzy wynikami nosicieli S. aureus 1 pacjentow, u
ktérych nie wykazano nosicielstwa. Wydaje si¢ jednak, Ze jest to skutek molekularnego
mechanizmu dziatania superantygendw SEA i SEB, natomiast powstaje pytanie czy w przypadku
uzycia do stymulacji roztworu zabitego S. aureus takie roznice moglyby zaistnie¢. Drugi rodzaj
testu wykrywajacy obecno$¢ przeciwcial specyficznych wzgledem SEA i1 SEB w surowicy nie
zawsze informuje o obecno$ci S. aureus na skoérze lub w nosie, jak pokazatly wyniki badan
opisanych w tej pracy. Prawdopodobnie jest to skutek tego, ze rézne szczepy S. aureus syntezuja
rézne enterotoksyny, a takze nie kazdy szczep tej bakterii jest zdolny do produkcji enterotoksyn. 4!
Ten typ testu moze wigc tylko stanowi¢ potwierdzenie wynikéw innych testow diagnozujacych

nosicielstwo S. aureus.

4: Zmiany reaktywnosci PBMC w remisji wzgledem zaostrzenia AZS

Przeprowadzone analizy pokazuja, ze typ molekularnych mechanizméw aktywowanych
podczas przejs$cia z fazy zaostrzenia w remisj¢ w AZS nie jest jednorodny dla danego alergenu i
wydaje si¢ zaleze¢ od szeregu dodatkowych czynnikow. W przypadku odpowiedzi PBMC na
siarczan niklu obserwuje si¢ spadek sekrecji IL2 wydzielanej przez limfocyty ThO i Thl w fazie
remisji u chorych z mniejszymi zmianami skornymi. Natomiast u chorych z AZS z wysokim
surowiczym IgE obserwuje si¢ wzrost sekrecji cytokiny Thl- IFNy. Z kolei u chorych z nasilona
kontaktowa alergia niklowa obserwuje si¢ spadek sekrecji cytokiny Th2 — IL13. Wedtug doniesien
literaturowych analizy przeprowadzone na wycinkach z biopsji pokazuja, ze w chronicznych
zmianach jest wigcej mRNA dla IFNyi mniej mRNA dla IL13 w komoérkach w porownaniu ze
skora w zaostrzeniu AZS .38

W przypadku odpowiedzi PBMC na a. D1 Dermatophagoides pteronyssinus obserwuje si¢
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wzrost sekrecji cytokiny Thl- IFNyw fazie remisji, ktory ulega nasileniu u chorych z asIgE DI1.
Dodatkowo, zaobserwowano spadek sekrecji IL2 w remisji wzgledem zaostrzenia AZS po
stymulacji PBMC a.D1 u chorych z kontaktowa alergia niklowa. Wydaje si¢ wigc, ze sekrecja IL.2
w fazie remisji w odpowiedzi na a.Dl jest hamowana w przypadku wspotwystepowania
kontaktowej alergii niklowej] w AZS. Uwaza sig, ze IL2 odpowiada za promowanie procesow
immunotolerancji autoantygendéw i alergenow.*+°! Spadek jej sekrecji w fazie remisji moze
oznacza¢, ze nikiel u chorych z kontaktowa alergia niklowa poprzez mechanizm zwiazany z IL2
uczestniczy w regulacji wystapienia fazy zaostrzenia i remisji u chorych z alergia roztoczowa w
AZS. Spadek sekrecji IL2 w odpowiedzi na a.D1 w fazie remisji moze przyspiesza¢ wystapienie
zaostrzenia, a wzrost sekrecji IL2 w zaostrzeniu w odpowiedzi na a.D1 moze promowaé
immunotolerancj¢ alergenow i wystapienie remisji. Tak wigc u chorych z AZS z alergia roztoczowa
nikiel moze by¢ jednym z czynnikow regulujacych przej$cia zaostrzenia - remisja AZS. 838
Odpowiedz PBMC na gronkowcowa enterotoksyne B w fazie remisji wigzata si¢ z spadkiem
sekrecji IL2 w porownaniu z faza zaostrzenia w obecno$ci IgE-zaleznych mechanizmow
(znaleziono asIgE SEB w surowicy pacjentéw). U nosicieli Staphylococcus aureus obserwowano
spadek sekrecji IL13 w remisji w odpowiedzi na SEB. Widoczna jest wigc zgodno$¢ otrzymanych
wynikow z doniesieniami literaturowymi, w ktorych przej$cie z fazy zaostrzenia w faze remisji
AZS  polega na  przesunigciu  rdwnowagi  puli  limfocytarnej w  kierunku
przewagi liczby/aktywno$ci limfocytow Thl i spadku sekrecji cytokin typu Th2.%:1838
Zaobserwowano takze, ze Srodowiska cytokinowe tworzone przez PBMC reagujace na siarczan
niklu u chorych z i bez kontaktowej alergii niklowej oraz na SEA i SEB sa inne (u chorych z
kontaktowa alergia niklowa obserwuje si¢ tylko synergistyczne zalezno$ci w sekrecji cytokin po
stymulacji SEA i SEB i NiSO4, a u chorych bez kontaktowej alergii niklowej te zaleznos$ci sa
zarOwno synergistyczne jak 1 antagonistyczne). Te réznice w tworzonych przez alergeny
srodowiskach cytokinowych moze utatwia¢ lub utrudnia¢ osiagnigcie stanu remisji. Uogolniajac,
wydaje sig, ze regulacja Th1/Th2 zwiazana z przejSciem z fazy zaostrzenia w fazg remisji ma
zwiazek z wptywem alergenéw na srodowisko cytokinowe oraz jest $cisle powiazana z nasileniem
procesow IgE- zaleznych. To zjawisko mozna prébowac thumaczy¢ w ten sposob, ze im bardziej sa
nasilone procesy IgE-zalezne tym udziat puli limfocytow Th2 wydaje si¢ by¢ wigkszy, a wigc
przesunigcie rownowagi w kierunku limfocytéw Thl zwiazanych z faza remisji moze by¢
trudniejsze. Moze to oznaczaé, ze w takich przypadkach istnieje potrzeba zaangazowania wigkszej
liczby PBMC wydzielajacych cytokiny Thl 1 polaryzacj¢ ThO w Thl, wyzszej sekrecji cytokin i
udzialu dodatkowych cytokin typu Thl. Ponadto wydaje sig¢, ze dodatkowym czynnikiem

wplywajacym na molekularne mechanizmy zwiazane z przej$ciem z fazy zaostrzenia w remisjg jest
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wplyw wspotwystepowania innych chorob — w tym astmy alergicznej i alergii kontaktowej.!4> Moze
to by¢ skutkiem migracji komérek pomiedzy tkankami i krwioobiegiem.364> Powracajace ze
skory/ptuc komoérki do krwiobiegu, gdzie nie maja kontaktu z alergenem np. a.D1, SEA, SEB,
wydzielaja cytokiny, ktore wptywaja na inne PBMC obecne we krwi modyfikujac ich odpowiedz.
Taki mechanizm mogtby tlumaczy¢ potencjalny wpltyw wspotwystgpowania innych chordob
alergicznych na profil cytokinowy w remisji u chorych z AZS z réznymi chorobami
wspotwystepujacymi, co jednak wymaga przeprowadzenia badan w grupach wieloosobowych z
tymi samymi obrazami klinicznymi. Wydaje si¢ takze, ze obecno$¢ alergii poliwalentnej czyli
wspotwystepowanie alergii na kilka alergendw u chorego (np.roztocze i nikiel), nosicielstwo
patogennych mikroorganizmow (np. S. aureus) moze wpltywa¢ na molekularne mechanizmy
aktywowane w fazie remisji sprzyjajac lub utrudniajac osigganie stanu remisji. Dlatego tez istotne
jest, aby przy wybieraniu odpowiedniej terapii dla pacjenta z AZS zwraca¢ uwage na alergie
wspottowarzyszace i obecnos$¢ innych chordb alergicznych, ktore moga nasila¢ lub hamowacé efekt
leczniczy stosowanej terapii dazacej do osiagnigcia dhugotrwalej remisji. Tak wigc u pacjentow z
tym samym rozpoznaniem — AZS - mechanizmy przejScia w fazg remisji moga by¢ rdézne 1 w
zwiazku z tym moga wymagac innych terapii dla promowania osiagnigcia tej fazy. Pojawia si¢ wigc

potrzeba indywidualizacji terapii w leczeniu atopowego zapalenia skory.
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VI. WYKAZ SKROTOW

a.D1 — antygen D1 roztocza kurzu domowego Dermatophagoides pteronyssinus
aslgE — specyficzne IgE

AZS — atopowe zapalenie skory

AA — astma alergiczna

AA,- astma alergiczna w dzecinstwie

ANN - alergiczny niezyt nosa

ANO - alergiczny niezyt oczu (spojowek)

AK — alergia kontaktowa

AP — alergia pokarmowa

Has — choroba Hashimoto

IFNYy - interferon gamma

IL2 — interleukina 2

IL13 — interleukina 13

MHC - (Major Histocompatybility Complex) — kompleks zgodnosci tkankowe;j
NiSO,— siarczan niklu

PBMC — (Peripheral Blood Mononuclear Cells) — komorki jednojadrzaste krwi
PHA — L- fitohemaglutynina

SEA — gronkowcowa enterotoksyna A

SEB — gronkowcowa enterotoksyna B

TCR — (T cell receptor) receptor limfocytéw T

T CD4 (Th) — limfocyty T pomocnicze

T CDS8 (Tc) — limfocyty T efektorowe (cytotoksyczne)

tIgE — catkowita surowicza immunoglobulina E
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VII. STRESZCZENIE

Oddziatywania pomigdzy komodrkami uktadu immunologicznego decyduja o rozwoju
atopowego zapalenia skory, nasileniu objawdéw choroby oraz wystapieniu fazy remis;ji.
Reaktywnos$¢ komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) in vivo na rézne substancje moze zaleze¢ od
wspotoddzialywania alergenow poprzez indukowanie przez te substancje roznych cytokin w tkance
obje¢tej odczynem chorobowym. To moze powodowaé, ze reakcja na ten sam alergen moze by¢
rozna u chorych z AZS. Wiedza na temat mechanizmoéw migdzykomorkowych i interakcji komorek
z alergenami moze by¢ przydatna w procesie leczenia tzn. pomdéc w opracowaniu terapii
promujacych te molekularne procesy, ktore prowadza do wyciszenia objawow choroby.

Celem pracy bylo badanie reaktywnosci PBMC u chorych z AZS w zaostrzeniu 1 remisji
oraz w grupie osob zdrowych — kontrolnych na siarczan niklu, antygen D1 roztocza kurzu
domowego Dermatophagides pteronyssinus oraz enterotoksyny A i B gronkowca zlocistego
Staphylococcus aureus.

Badaniem objeto 30 chorych z atopowym zapaleniem skory w okresie zaostrzenia objawow
chorobowych oraz w remisji leczonych w Poradni Zaktadu Alergologii Klinicznej i Srodowiskowej
Katedry Toksykologii i Chordb Srodowiskowych UCIM. Grupe referencyjna stanowito 30 osob
zdrowych.

Badano profile cytokinowe komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) spontaniczne i
powstate po stymulacji alergenami technika ELISpot. Stgzenie tIgE, asIgE D1, asIgE SEA, asIgE
SEB, panel autoagresyjny: dsDNA i ANA w surowicy krwi oznaczano metoda UNICAP
(Pharmacia).

Na podstawie przeprowadzonych badan 1 uzyskanych wynikoéw wyciagnigto nastgpujace wnioski:

1. Przeprowadzone badania pokazuja, ze chorzy z AZS stanowia grupg zrdéznicowana pod
wzgledem badanych, a czgsto uznawanych za typowe dla AZS parametréw. W grupie chorych z
AZS wzrost stezenia catkowitego IgE (tIgE) wykazano u 35% badanych. Natomiast wzrost st¢zenia
asIgE dla Dermatophagoides pteronyssinus (D1) zaobserwowano u 54,5% chorych z AZS, aslgE
dla enterotoksyny gronkowcowej A u 19% badanych z AZS, a takze u 24% chorych z AZS
wykazano obecno$¢ aslgE dla gronkowcowej enterotoksyny B. Dodatni test ptatkowy z siarczanem
niklu zaobserwowano u 63% chorych z AZS. Dodatni test punktowy z a. D1 Dermatophagoides
pteronyssinus wykazano u 64% chorych. Dane z wywiadu ujawnity obecno$¢ skazy alergicznej
(DE) w dziecinstwie u 67% chorych z AZS, a dodatni wywiad rodzinny wystapit u 65% pacjentow
z tej grupy. U chorych z AZS wspotwystgpowaly inne choroby tj. gldwnie kontaktowe zapalenie
skory (53%), alergiczny niezyt nosa (23%), astma alergiczna (20%), alergia pokarmowa (20%),
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alergiczne zapalenie spojowek (3%) oraz choroba Hashimoto (3%). Te wszystkie parametry byty
ujemne w grupie kontrolnej osob zdrowych.

2. Nikiel wydaje si¢ uczestniczy¢ w patogenezie kontaktowej alergii niklowej jako niespecyficzny
inicjator reakcji alergicznej na inne alergeny uczulajace chorych z AZS. Przypuszcza sig, ze nikiel
poprzez niespecyficzne pobudzanie do sekrecji cytokin PBMC sprzyja ich aktywacji, co w
przypadku obecnosci w ustroju komorek alergenowospecyficznych moze inicjowaé/regulowac
reakcje alergiczna na inne alergeny np. aeroalergeny, autoantygeny, ktore wywotuja odczyn skorny
w tescie ptatkowym na nikiel w tzw. mechanizmie typu op6znionego. Przeprowadzone badania nie
wykazaty istnienia roznic w sekrecji cytokin (IFNy, IL2, IL13) pomigdzy pacjentami chorymi na
AZS z kontaktowa alergia niklowa i osobami zdrowymi — kontrolnymi, natomiast ze wzrostem
reaktywnosci skory na siarczan niklu w tescie ptatkowym u chorych z AZS wzrastata sekrecja 1L2
po stymulacji siarczanem niklu. Zaobserwowano takze spadek sekrecji IFNy wydzielanego przez
PBMC po stymulacji siarczanem niklu u chorych na AZS z kontaktowa alergia niklowa ze
wzrostem nasilenia zmian skornych (SCORAD).

3. Obecnos¢ kontaktowej alergii niklowej poprzez hamowanie procesow Th2 — zaleznych i
promowanie proceséw Thl-zaleznych moze u pacjentéw z genetyczna predyspozycja do rozwoju
alergii roztoczowej utrudnia¢ ujawnienie si¢ tej alergii. Opisane w tej pracy badania wykazaty, ze u
chorych z AZS, u ktérych nie zdiagnozowano kontaktowej alergii niklowej sekrecja IL13 po
stymulacji nizszym st¢zeniem a.D1 byla wyzsza w porownaniu z chorymi na AZS z kontaktowa
alergia niklowa oraz w poréwnaniu z grupa kontrolna. Natomiast u chorych z kontaktowa alergia
niklowa wykazano wzrost sekrecji IL2 (Thl) po stymulacji wyzsza dawka a.D1 w poréwnaniu do
chorych z AZS, u ktérych nie zdiagnozowano kontaktowej alergii niklowej oraz w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Nikiel wydaje si¢ wigc hamowa¢ mechanizmy typu Th2 w odpowiedzi na niskie
stezenie a.D1 oraz promowaé¢ mechanizmy typu ThO/Thl w odpowiedzi na wysokie st¢zenia a.D1
zarowno u chorych z AZS z kontaktowa alergia niklowa oraz u oso6b zdrowych. U pacjentow z AZS
majacych genetyczne predyspozycje do rozwinigcia alergii roztoczowej modyfikacja odpowiedzi
PBMC na a.D1 przez srodowisko cytokinowe wspottworzone przez nikiel moze zmieniaé
mechanizmy immunologiczne zwiazane z tym typem alergii. Natomiast u os6b zdrowych, u ktérych
immunologiczne mechanizmy zwiazane z rozwojem roztoczowej alergia sa nieaktywne
modyfikacja srodowiska cytokinowego przez nikiel wydaje si¢ nie odgrywac¢ wigkszego znaczenia.
4. Alergia na nikiel (kontaktowa alergia niklowa, krzyzowa z niklem alergia pokarmowa) moze
sprzyja¢ rozwojowi infekcji skory gronkowcem ztocistym u chorych z AZS. Zgodnie z sugestiami z
najnowszej literatury fachowej, sklonnos$¢ do infekcji S. aureus moze mie¢ zwiazek z wptywem

niklu na sekrecj¢ TGF przez limfocyty T regulatorowe. Ta cytokina odpowiada m.in. za ekspresj¢
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fibronektyny, do ktérej wiaze si¢ S. aureus na skoérze. Wyniki badan opisanych w tej pracy
pokazaty, ze najwyzsza sekrecje IL2 po stymulacji SEB zaobserwowano u chorych z AZS z
kontaktowa alergia niklowa w poréwnaniu z chorymi z AZS, u ktorych nie zdiagnozowano
kontaktowej alergii na nikiel i z osobami kontrolnymi. Wykazano rowniez, ze ze wzrostem sekrecji
IL2 przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu wzrasta takze sekrecja IL2 po stymulacji SEA 1
SEB tylko u nosicieli S. aureus chorych na AZS. Zaobserwowano takze, ze w grupie nosicieli S.
aureus chorych na AZS czeg$ciej wystepowata alergia pokarmowa (w przypadku alergii pokarmowe;j
moze wystapi¢ reakcja krzyzowa na nikiel) w porownaniu z chorymi na AZS nie bedacymi
nosicielami tej bakterii. Ta sugestia wymaga jednak potwierdzenia w teScie prowokacji doustnej z
niklem.

5. Wydaje sig, ze nie zawsze wynik testu ptatkowego moze informowac o obecnosci komorek
reagujacych na nikiel w krwiobiegu. Wyniki badan opisanego w tej pracy projektu pokazaty, ze
znaleziono pacjentow, ktoérych wyniki badan testu platkowego na nikiel byly ujemne, natomiast
PBMC pochodzace od tych pacjentéw charakteryzowaly si¢ si¢ wysoka sekrecja cytokin (IFN, IL2,
IL13) wydzielanych przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu in vitro. Ta reaktywnos¢ PBMC
na nikiel in vitro moze mie¢ zwiazek z obecnos$cia systemowej alergii niklowej, gdyz u tych
pacjentdw stwierdzono astmg alergiczna i/lub alergi¢ pokarmowa. Ta sugestia wymaga jednak
sprawdzenia uznanymi testami diagnostycznymi.

6. Mechanizmy Thl-zalezne wydaja sig¢ niewystarczajace do wywotania alergii roztoczowej w AZS.
O jej pojawieniu si¢ prawdopodobnie decyduje obecno$¢ mechanizméw Th2-zaleznych w
odpowiedzi na a.D1 ujawniajacych si¢ ze wzrostem stgzenia alergenu D1. Opisane w tej pracy
analizy wykazaly, ze u chorych z AZS, u ktorych nie zdiagnozowano alergii roztoczowej
przewazaly mechanizmy typu Thl zwiazane z sekrecja IFNy 1 IL2 wydzielanych przez PBMC w
odpowiedzi na stymulacj¢ niskim stgzeniem a.D1. Natomiast u chorych na AZS ze zdiagnozowana
alergia roztoczowa dominuje mechanizm typu Th2 zwiazany z sekrecja IL13 wydzielanej przez
PBMC w odpowiedzi na stymulacj¢ wyzszym stgzeniem a.Dl1.

7. Spadek sekrecji IFNyw krwiobiegu wydaje si¢ sprzyja¢ nosicielstwu S. aureus, co moze
prowadzi¢ do wystapienia nasilonych zmian skornych u chorych z AZS. Wyniki badan opisanych w
tej pracy pokazuja, ze u nosicieli S. aureus chorych na AZS nasilonym zmianom skérnym
(SCORAD) towarzyszyla niska sekrecja IFNy wydzielanego przez PBMC po stymulacji
superantygenem SEB. Ta obserwacja sugeruje wigc, ze wsrdd nosicieli S. aureus chorych na AZS
pula limfocytow Thl wydzielajacych IFNy zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem nasilenia zmian
skornych.

8. Wspotwystepowanie innych chordb alergicznych wraz z AZS (zwlaszcza astmy alergicznej 1
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alergii kontaktowej) moze modyfikowa¢ molekularne mechanizmy zwiazane z reaktywnoscia
PBMC na a.D1 oraz superantygeny S. aureus oraz na nikiel w zaostrzeniu AZS. Przeprowadzone
analizy pokazaly, ze profil reaktywnosci PBMC na nikiel w astmie alergicznej i alergii kontaktowe;j
jest inny niz w AZS, poniewaz wspotwystgpowanie tych chorob alergicznych z AZS powoduje
zanik korelacji pomigdzy sekrecja IL2 po stymulacji siarczanem niklu in vitro, a wynikiem testu
ptatkowego na nikiel. Natomiast zaobserwowano, ze wspotwystepowanie astmy alergicznej lub
kontaktowej alergii z AZS moze wplywac na sekrecj¢ IFNy w przypadku odpowiedzi PBMC na
a.D1. Stymulacja PBMC superantygenem SEB pokazatla, ze wystapienie cech alergii kontaktowej z
AZS wydaje si¢ prowadzi¢ do spadku liczebnosci Thl wydzielajacych IFNy. Natomiast obecno$¢
alergii pokarmowej, alergii uktadu oddechowego (astma alergiczna i alergiczny niezyt nosa) u
chorych z AZS z cechami alergii kontaktowej wydaje si¢ sprzyja¢ zwigkszeniu puli Thl
wydzielajacych IFNY po stymulacji hodowli PBMC superantygenem SEB. U pacjentow, u ktorych
nie wykazano cech alergii kontaktowej z AZS nie zaobserwowano zadnych zaleznosci po
stymulacji superantygenami. Te wstepne obserwacje wymagaja jednak potwierdzenia na wigkszych
grupach chorych z AZS, u ktorych wspotwystepuja z AZS te same choroby w grupie.

9. Zaobserwowano, ze niezaleznie od uzytego alergenu wida¢ przewagg mechanizméw Thl nad
Th2 podczas przejécia z fazy zaostrzenia w remisj¢ AZS. Mechanizmy IgE — zalezne oraz stopien
nasilenia zmian skornych, a takze wspdtobecnos$¢ cech alergii kontaktowej z AZS oraz obecnos¢
kontaktowej alergii niklowej wydawaty si¢ wptywac na to, ktore z badanych cytokin odgrywaty
istotng rolg w osiagnigciu stanu remisji.Wyniki przeprowadzonych badan pokazywaly, ze u
chorych z AZS z malym nasileniem zmian skérnych (SCORAD) dochodzitlo do zmniejszenia
sekrecji IL2 wydzielanej przez PBMC po stymulacji siarczanem niklu w remisji AZS w poréwnaniu
z zaostrzeniem AZS, ale nie z grupa kontrolna. U chorych z AZS w remisji spadek sekrecji 1L13
wydzielanej przez PBMC stymulowane siarczanem niklu byl najbardziej widoczny u pacjentow z
najsilniejszym odczynem w te$cie ptatkowym na nikiel. W remisji AZS u pacjentéw z wysokim
stezeniem tIgE obserwowano najwigksza sekrecj¢ IFNy wydzielanego przez PBMC po stymulacji
siarczanem niklu.

Zaobserwowano, ze w remisji u chorych z AZS, u ktérych zmiany skérne w zaostrzeniu
byly nasilone (SCORAD), a takze u pacjentow majacych asIgE D1, wystepowal wzrost sekrecji
IFNy wydzielanego przez PBMC po stymulacji a.D1.

Wykazano, ze u nosicieli S. aureus w remisji AZS sekrecja IL13 wydzielanej przez PBMC
po stymulacji SEB byla nizsza niz w zaostrzeniu AZS 1 niz w grupie kontrolnej. Zaobserwowano

takze, ze obecno$¢ asIgE SEB w surowicy nosicieli S. aureus sprzyjata spadkowi sekrecji 1L2
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wydzielanej przez PBMC po stymulacji SEB w remisji AZS.

Otrzymane wyniki wydaja si¢ sugerowaé, ze nikiel moze wplywaé na osiagnigcie stanu
remisji — wykazano, ze najwigkszy wzrost sekrecji IL2 wydzielanej przez PBMC stymulowane
a.D1 zaobserwowano w remisji AZS u chorych z kontaktowa alergia niklowa. Teoretyczny
mechanizm wptywu niklu regulujacego osiagnigcie stanu remisji w AZS moglby polega¢ na
modyfikacji srodowiska cytokinowego — w remisji AZS u chorych z kontaktowa alergia niklowa
obserwowano tylko dodatnie korelacje pomigdzy sekrecja réznych cytokin wydzielanych przez
PBMC po stymulacji siarczanem niklu i SEA lub SEB. Natomiast u chorych z AZS bez
kontaktowej alergii niklowej te korelacje wystgpowaly pomigdzy roéznymi cytokinami i byty
dodatnie i ujemne. Z kolei u oséb zdrowych korelacje byly tylko dodatnie, ale nigdy pomigdzy

ré6znymi cytokinami.
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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. The positive result of patch test to nickel was found in 63% of patients with
AD. The positive prick test to D1 antigen of Dermatophagoides pteronyssinus was found in 64% of
patients with AD. The family background was discovered in 65% of patients with AD. In 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 (IFNy, 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 IFNY 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 Thl —
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 (Thl) 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 Thl 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 TGF[ 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 (IFNy, 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 Thl
mechanisms based upon IFNy, IL2 secretion dominated in PBMC cell culture from patients with
AD without the HDM allergy under low concentration of DI 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 IFNY 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 IFNy 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 Thl population secreting IFNy 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 IFNy by PBMC stimulated with D1 antigen in vitro. The decrease of IFNY 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

IFNy secretion by PBMC under SEB stimulation in vitro. These preeliminary conclusions need to
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be confirmed by other research projects.

9.1t is supposed that no mater which allergen stimulates PBMC in vitro from patients with AD in the
chronic phase (remission) the predominance of Thl 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 IFNy 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 IFNy observed
in exacerbaed AD with the presence of asIgE DI1. 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-IFNy, IL13-IL13, IFNy-IL2) 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 (IFNy-1L13, IL2-1L2,
IL2-1FNy, IL13-1L13) 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 (IFNy-IFNy, IL13-1L13, IL2-1L2).
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