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Streszczenie

Wprowadzenie: tuszczyca jest autoimmunologiczng choroba skéry mediowana przez limfocyty T. Ostatnio zwréco-
no uwage na role limfocytéw T-regulatorowych (Treg) CD4+CD25+ w patogenezie tuszczycy.

Cel: Ocena odsetka limfocytow Treg CD4+CD25M8" we krwi obwodowej chorych na tuszczyce w réznych stadiach
nasilenia choroby.

Materiat i metody: Badaniem objeto 50 chorych na tuszczyce zwyczajna, ktérych podzielono na dwie grupy —z ma-
tym i umiarkowanym natezeniem (PASI < 12) oraz duzym natezeniem choroby (PASI > 12). Grupe kontrolng stano-
wito 15 zdrowych oséb. Pomiaru stezenia obwodowych limfocytéw Treg dokonano z zastosowaniem metody cyto-
metrii przeptywowej przy uzyciu przeciwciat anty-CD3, anty-CD4 i anty-CD25. U chorych z nasilonymi zmianami
tuszczycowymi Sredni odsetek komérek Treg wynosit 4,44, u chorych na tuszczyce o przebiegu klinicznym tagod-
nym i umiarkowanym 7,01, podczas gdy w grupie kontrolnej 8,39.

Wyniki: Zaobserwowano statystycznie mniejszy odsetek limfocytow Treg o fenotypie CD3+CD4+CD25"8" we krwi
obwodowej pacjentdw z nasilonymi zmianami tuszczycowymi (PASI > 12) w stosunku do grupy kontrolnej (4,44 +2,2
vs 8,39 +2,7, p < 0,05). W przypadku pacjentéw z matym i umiarkowanym nasileniem choroby (PASI < 12) odsetek
limfocytow Treg byt poréwnywalny z odsetkiem w grupie kontrolnej (7,01 £2,6 vs 8,39 +2,7, p > 0,05). Badane gru-
py chorych na tuszczyce ze wskaznikiem PASI < 12 oraz PASI > 12 réznity sie odsetkiem obwodowych limfocytéw
Treg w sposoéb istotny statystycznie.

Whioski: tuszczyce charakteryzuje proces zapalny, za ktéry odpowiada aktywacja patogennych efektorowych lim-
focytow T. Wydaje sie, ze zmiany w odsetkach limfocytéw Treg w krwi obwodowej i skdrze moga $wiadczy¢ o upo-
sledzeniu aktywnosci tych komérek.

Stowa kluczowe: tuszczyca, komoérki T-regulatorowe, krew.

Abstract

Introduction: Psoriasis is a chronic T-cell mediated autoimmune skin disease. Recently, the role of T regulatory lym-
phocytes (Treg) CD4+CD25+ in the pathogenesis of psoriasis has been pointed out.

Aim: To estimate the percentage of Treg lymphocytes CD4+CD25"8" in peripheral blood of patients with psoriasis
in various stages of disease severity.

Material and methods: The study was conducted on 50 patients divided into two groups: with mild and moderate
(PASI < 12) and severe (PASI > 12) psoriasis. The control group consisted of 15 healthy subjects. Treg cells were mea-
sured using flow cytometry with CD3, CD4, CD25 antibody. The mean percentage of Treg was 4.4 in the group of
patients with severe clinical course of psoriasis, 7.01 in patients with mild and moderate stage of the disease, and
8.39 in the control group.

Results: A statistically lower percentage of CD3+CD4+CD25 Treg lymphocytes was found in peripheral blood of
patients with severe psoriasis in comparison with control healthy subjects (4.44 +2.2 vs. 8.39 +2.7, p < 0.05). The

Adres do korespondenji: dr hab. n. med. Mariola Pawlaczyk, Zaktad Profilaktyki Choréb Skéry Katedry Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ul. Dojazd 34, 60-631 Poznan,
e-mail: mariola.pawlaczyk@zozmswia.poznan.pl

Postepy Dermatologii i Alergologii XXVII; 2010/1 25



Mariola Pawlaczyk, Jacek Karczewski, Krzysztof Wiktorowicz

percentage of Treg cells in cases with mild and moderate disease (PASI < 12) was comparable with the control group
(7.01 £2.6 vs. 8.39 +2.7, p > 0.05). Examined patients suffering from psoriasis with PASI < 12 differed statistically
from patients with PASI > 12 in the percentage of Treg in peripheral blood.

Conclusions: Psoriasis is characterized by an inflammatory process for which the activation of effector T lympho-
cytes is responsible. It seems that changes in percentages of Treg lymphocytes in peripheral blood may prove that

the activation of the cells is defective.

Key words: psoriasis, T regulatory cells, blood.

Wprowadzenie

tuszczyca (psoriasis vulgaris) jest przewlekta, zapal-
na chorobg skéry uwarunkowana genetycznie, wystepu-
jaca w populacji z rézna czestoscia 0,2-4,8% [1]. Od kilku
lat tuszczyce plackowata uwaza sie za chorobe skéry
o podtozu immunologicznym, mediowanga przez limfocy-
ty T, przebiegajaca z nadmierna proliferacja i nieprawidto-
wym réznicowaniem komérek naskérka [2, 3]. Charakte-
rystyczna dla tej jednostki jest przewaga odpowiedzi
komérkowej, zwigzanej z limfocytami T CD4+ (Th1), z to-
warzyszaca produkcja cytokin prozapalnych, gtéwnie in-
terleukiny 2 (IL-2), czynnika martwicy nowotwordéw (tu-
mour necrosis factor o — TNF-a), interferonu y (IFN-y),
interleukiny 12 (IL-12) i 23 (IL-23). W badaniach immuno-
histochemicznych wykazano, ze w wykwitach tuszczyco-
wych znajduja sie gtéwnie limfocyty T-pomocnicze CD4+
(Th), cytotoksyczne CD8+ (Tc), NK, NK-T oraz regulatoro-
we CD4+, CD25+. Interleukina 1, 6 i 23 odpowiadaja za
réznicowanie sie limfocytéw T-pomocniczych (Th), produ-
kujacych IL-17 (Th17). Pobudzone limfocyty Th17 wydzie-
laja IL-17A, IL-17F, IL-6, TNF-a, oraz IL-22. Profil tych cyto-
kin rézni sie od wydzielanych przez limfocyty Thli Th2.
Limfocyty Th17 i IL-17 wywotuja hiperproliferacje keraty-
nocytéw, promuja stan zapalny poprzez stymulacje migra-
¢ji neutrofili do naskérka i indukcje cytokin prozapalnych.
Uwaza sie, ze komorki te sg wyspecjalizowane w zwal-
czaniu bakterii zewnatrzkomaérkowych i niektérych grzy-
bow. Aktywacja limfocytéw T i sekrecja czynnikéw proza-
palnych powoduja wzmozong angiogeneze, infiltracje
leukocytéw i powstawanie mikroropni Munro w warstwie
rogowej skory. Do cech charakterystycznych dla tuszczy-
cy naleza: niska ekspresja markeréw réznicowania kera-
tynocytow (keratyny K1 i K10), zanik warstwy ziarnistej,
parakeratoza oraz wydtuzenie sopli naskorkowych. Kera-
tynocyty wytwarzaja czynniki stymulujgce angiogeneze,
powodujac nadmierng proliferacje naczyn skory. Zarow-
no w blaszkach tuszczycowych, jak i w surowicy chorych
stwierdzono podwyzszony poziom czynnika wzrostu rod-
btonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor
— VEGF). Leukocyty obecne w wykwitach tuszczycowych
to przede wszystkim limfocyty o fenotypie Thl CD4+ znaj-
dujace sie w skorze wtasciwej i CD8+ w naskorku. Komor-
ki te maja na powierzchni czasteczki LFA-1 (lymphocyte-1
function-associated antygen — CD11/CD18), receptor za-
siedlania skory CLA (cutaneous lymphocyte antygen), bar-
dzo pézny antygen VLA-4 (very late antigen — CD49c), cza-
steczki ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1— CD54),
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VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1—CD106) i in-
tegryne aE(CD103)B7, ktére promuja przyleganie i migra-
cje limfocytow. Na keratynocytach znajduja sie ICAM-1,
E-kadheryny, natomiast na srédbtonku naczyn skérnych
wystepuje E-selektyna. Czgsteczki te umozliwiaja przyle-
ganie leukocytow. Obie subpopulacje limfocytow T CD4+
i CD8+ wykazuja ponadto ekspresje HLA-DR i receptora
dla IL-2 (CD25), bedacych markerami stanu pobudzenia.
Wiekszos¢ limfocytow T stanowia efektorowe komérki pa-
mieci, majace antygeny CD45RO+. W wykwitach tuszczy-
cowych znajduja sie gtéwnie limfocyty Tcl, a ich znacze-
nie nie jest do konca znane. Stopien zaawansowania
klinicznego koreluje z liczba krazacych limfocytéw CD8+.
Limfocyty te rozpoznaja antygen HLACw6*602 zwigzany
z tuszczyca typu |, prezentujacy sekwencje aminokwaso-
we obecne w biatkach M paciorkowcéw i keratynach ty-
pu | [4]. Ostatnio zwrécono uwage na limfocyty T-regula-
torowe (Treg) CD4+CD25+, ktére u chorych na tuszczyce
wykazuja defekt funkcjonalny polegajacy na obnizonej
zdolnosci do supresji limfocytow efektorowych Thi[1] oraz
ich role w patogenezie tuszczycy [5, 6].

Cel

Celem pracy byta cytometryczna ocena odsetka lim-
focytow Treg CD4+CD25M8" we krwi obwodowej chorych
na tuszczyce w réznych stadiach nasilenia choroby.

Materiat i metody

Badaniem objeto populacje 50 chorych na tuszczyce
zwyczajng, bez wspdtistniejacych schorzen ogbélnoustro-
jowych i dolegliwosci bélowych stawéw, leczonych na Od-
dziale Dermatologii ZOZ MSWiA w Poznaniu im. prof. Lu-
dwika Bierkowskiego z powodu nawrotu zmian skérnych
w latach 2004-2008. Analizowani pacjenci przez 2 mies.
nie stosowali terapii miejscowych badz uktadowych mo-
dyfikujacych przebieg tuszczycy. Stan dermatologiczny
oceniano za pomoca skali Psoriasis Area and Severity In-
dex (PASI). Przyjeto kryteria zaawansowania klinicznego
choroby wg zalecen Schmitt i Wozel, uznajac wynik PASI
o wartosci ponizej 7 za tagodny stopiefi zaawansowania
tuszczycy, 7-12 za umiarkowany i powyzej 12 za tuszczy-
ce o ciezkim przebiegu [7]. W badane] grupie byto 21 ko-
biet i 29 mezczyzn w wieku 21-56 lat.

Projekt badawczy uzyskat zgode Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkow-
skiego w Poznaniu.
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Biorac pod uwage stopien nasilenia tuszczycy mierzony
wskaznikiem PASI, chorych podzielono na dwie grupy —z ma-
tym i umiarkowanym natezeniem choroby (PASI < 12), w kto-
rej znalazto sie 22 pacjentéw, oraz z duzym natezeniem
choroby (PASI > 12), obejmujaca dalszych 28 oséb. W wy-
odrebnionych grupach przeprowadzono analize charakte-
rystyki epidemiologicznej z uwzglednieniem wieku i ptci.
W ramach rutynowych badan od pacjentéw pobrano préb-
ki krwi obwodowej na heparyne litowg. Pomiaru poziomu
obwodowych limfocytoéw Treg dokonano z zastosowaniem
metody cytometrii przeptywowej (FACScan, BD Biosciences,
USA) przy uzyciu przeciwciat anty-CD3, anty-CD4 i anty-CD25
(BD Biosciences Pharmingen, USA). Grupe kontrolng sta-
nowito 15 zdrowych 0séb, wolontariuszy z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Poznaniu, do-
branych pod wzgledem ptci i wieku.

Analize statystyczng danych przeprowadzono przy uzy-
ciu programu Spss v. 15 (SPSS, USA) z zastosowaniem te-
stu U Manna-Whitneya oraz testu y2. Za statystycznie
istotng przyjeto wartos¢ p < 0,05.

Wyniki

Sredni wiek badanych chorych na tuszczyce wynosit
43,6 roku. Nasilenie objawoéw klinicznych mierzone wskaz-
nikiem PASI osiggneto wartosci 7,1-23,4. Nie stwierdzo-
no istotnie statystycznych réznic w charakterystyce epi-
demiologicznej grupy chorych z wartosciami PASI < 12
w poréwnaniu z pacjentami ze wskaznikiem PASI > 12
(p > 0,05).

Odsetek limfocytow Treg o fenotypie CD3+CD4+CD25Men
w badanej populacji przedstawiono w tab. 1. U chorych
z nasilonymi zmianami tuszczycowymi sredni odsetek
tych komérek wynosit 4,44, u chorych na tuszczyce o prze-
biegu klinicznym tagodnym i umiarkowanym 7,01, pod-
czas gdy w grupie kontrolnej 8,39. Zaobserwowano sta-
tystycznie mniejszy odsetek limfocytéw Treg o fenotypie
CD3+CD4+CD25MeN we krwi obwodowej pacjentow z na-
silonymi zmianami tuszczycowymi (PASI > 12) w stosun-
ku do grupy kontrolnej (4,44 +2,2 vs 8,39 +2,7, p < 0,05).
W przypadku grupy pacjentéw z matym i umiarkowanym
nasileniem choroby (PASI < 12) odsetek limfocytow Treg
byt poréwnywalny z odpowiednim odsetkiem w grupie
kontrolnej (7,01 +2,6 vs 8,39 +2,7, p > 0,05). Badane gru-
py chorych na tuszczyce ze wskaznikiem PASI <12 oraz
PASI > 12 réznity sie odsetkiem obwodowych limfocytow
Treg w sposab istotny statystycznie (7,01 +2,6 vs 4,44 +2,2,
p < 0,05), co przedstawiono na ryc. 1.

Oméwienie wynikow

Duze zainteresowanie komoérkami regulatorowymi do-
prowadzito w ostatnich latach do ustalenia ich kluczowej
roli w kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej po-
przez oddziatywanie na efektorowe komérki T. Limfocyty
Treg stanowig ok. 5-10% wszystkich komaérek T CD4+,
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petnigc wazng funkcje w homeostazie obwodowej limfo-
cytéw T oraz immunoregulacji [8, 9]. Najlepiej poznanymi
z tej heterogennej grupy sa naturalnie wystepujace ko-
morki Treg CD4+CD25+, ktére wykazuja ekspresje recep-
tora dla tancucha a IL-2 (CD25), antygenu 4 zwigzanego
z limfocytami T-cytotoksycznymi (CTLA-4) oraz recepto-
row z rodziny TNF indukowanych przez glikokortykoste-
roidy (GITR) [10, 11]. Limfocyty Treg wykazujg takze eks-
presje czynnika Foxp3 (forkhead transcription factor),
uznawanego za ich specyficzny marker [8, 12, 13]. Muta-
cja genu Foxp3, kodujacego czynnik transkrypcyjny — skur-
fine, prowadzi do niedoboréw lub catkowitego braku
komérek CD4+CD25+ oraz do rozwoju choréb autoim-
munologicznych [8-14].

Zwieksza sie liczba danych sugerujacych istotna role
limfocytéw Treg o fenotypie CD3+CD4+CD25"8" w pato-
genezie tuszczycy [1-3, 5, 6]. Wydaje sie, ze u pacjentow
z tuszczyca zaburzenia proporcji ilosciowych miedzy sub-
populacja limfocytéw Treg a catkowitg subpopulacja lim-
focytow T CD4+ moga prowadzi¢ do hiperproliferacji ko-
morek efektorowych. W efekcie dochodzi m.in. do
zwiekszonej produkcji cytokin prozapalnych przez akty-
wowane limfocyty, co stymuluje proliferacje keratynocy-
tow i komérek endotelialnych [15].

Tab. 1. Sredni odsetek limfocytéow Treg o fenotypie
CD3+CD4+CD25"¢" obliczonych jako odsetek limfocytéw
CD3+CD4+ w badanej populacji

Badana Sredni odsetek Liczba Odchylenie
grupa Treg badanychn standardowe
kontrolna 8,39 15 2,68
PASI <12 7,01 22 2,64
PASI > 12 4,44 28 2,16
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Ryc. 1. Sredni odsetek limfocytéw Treg o fenotypie
CD3+CD4+CD25"¢" we krwi pacjentéw z matym/umiarko-
wanym natezeniem tuszczycy PASI < 12, pacjentéw z duzym
natezeniem tuszczycy PASI > 12 oraz w grupie kontrolnej.
Wyniki przedstawione jako odsetek limfocytéw T CD4+
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Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych wykaza-
ty, ze u chorych na tuszczyce odsetek limfocytéw Treg
CD4+CD25M8" we krwi obwodowej jest obnizony w po-
réwnaniu z populacja 0séb zdrowych i zalezny od ciezko-
Sci przebiegu procesu chorobowego skory, co potwierdza
powyzsza sugestie. Zaburzenia funkgji i liczby limfocytow
Treg stwierdzono w wielu chorobach o podtozu autoim-
munologicznym, w tym w tuszczycy, i nadal analizuje sie
ich role w patogenezie tych schorzen. Po raz pierwszy zmia-
ny dotyczace komérek T CD4+CD25+ w skorze i krwi obwo-
dowej u chorych na tuszczyce opisat Sugiyama i wsp. [1],
uwazajac, ze roéznig sie one od komoérek Treg oséb
zdrowych zmniejszong aktywnoscig cytotoksyczng. Wy-
stepowanie w naskérku i skérze wtasciwej limfocytow
CD4+CD25+Foxp3+ potwierdzono takze metodami im-
munohistochemicznymi [16, 17]. Patogeneza tuszczycy
nadal pozostaje niewyjasniona, jednak w wielu badaniach
sugeruje sie, ze pobudzone limfocyty T w zmianach skor-
nych moga produkowac cytokiny, ktére odpowiadaja na-
stepnie za proliferacje komorek podstawnych naskdrka
i za zaburzenia rogowacenia wystepujace w tuszczycy [18].
Chorobe te charakteryzuje proces zapalny, za ktéry odpo-
wiada aktywacja patogennych efektorowych limfocytow T.
Wydaje sie, ze zmiany w odsetkach limfocytéw Treg we
krwi obwodowej i skérze wtasciwej Swiadczg o uposle-
dzeniu aktywnosci tych komérek, co moze prowadzi¢ do
niekontrolowanego rozwoju procesu zapalnego.

Praca zostata wykonana w ramach badan wtasnych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu Nr programu 501-1-4402503-6035.
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