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Abstract

Recent studies have shown that local up-regulation of Th2
cytokines and handicap of IFN-yand TNF-o production under
inflammatory conditions increase susceptibility of AD skin to
microorganism. The aim of this study was to determine
whether different density of S. aureus colonizing two different
sites (lesional and non-lesional skin areas), and clinical
condition of AD patients have any impact on Thl and Th2
cytokine profiles. Cell culture supernatants of peripheral blood
mononuclear cells from AD patients and control group were
collected following SEB stimulation. The number of bacteria
was determined by colony forming unit method. IFN-,
TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, and IL-10 was evaluated using

Streszczenie

Wykazano, ze konsekwencjq zwigkszonej podatnosci sko-
ry atopowej na zakazenia jest obnizona produkcja IFN-vy i
TNF-a przy réwnoczesnie wysokim poziomie cytokin Th2
w skdrze. Zbadano produkcje cytokin Thl i Th2 przez
PBMC, po aktywacji SEB od chorych z AZS roznigcych sig
gestosciq kolonizacji skory zmienionej i niezmienionej przez
S. aureus i stanem klinicznego zaawansowania (SCORAD
index). Liczbe bakterii kolonizujgcych skore okreslano me-
todq colony forming unit. Produkcje¢ cytokin w supernatan-
tach z hodowli limfocytow T oznaczono metodq ELISA i przy
pomocy zestawu Cytometric Bead Array Kits. Chorych
oceniano pod wzgledem wieku, ptci, stopnia cigezkosci AZS
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specific ELISA and Human Th1/Th2 Cytokine Cytometric
Bead Array. The patients were characterized by age, sex,
severity scoring of AD, and serum eosinophil cationic protein.
Twenty three (62.2%) among 37 of AD patients were positive
for S. aureus cultured from both sites of the skin.
SEB-stimulated PBMC from patients with high density of
S. aureus on involved (log>7.14) and uninvolved (log>5.48)
skin had significantly reduced amount of IFN-y and TNF-o
production than normal non-AD individuals (P<0.001 and
P<0.05, respectively). Although the production of IFN-y and
TNF-a by AD patients was significantly lower than healthy
controls, the production of IL-4 and IL-5 was not increased
in SEB-stimulated cultures. The severity scores, but not the
density of S. aureus, negatively correlated to IFN-y
production (P<0.01). S. aureus skin colonization in AD
patients although correlated to the severity of symptoms have
an impact on patient’s T-cell responsiveness to SEB.

Key words: atopic dermatitis, cytokine, T-cells, staphylococcal
colonization, S. aureus, superantigen.

Wprowadzenie

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest przewlekls i na-
wrotowg dermatozg zapalng, ktérej towarzyszy wybitny
$wiad i charakterystyczny obraz zmian skérnych. W ba-
daniach nad tym schorzeniem wskazywano na kluczowg
role limfocytéw T CD4* w nasileniu alergicznego stanu
zapalnego skory, a szczegdlnie na brak réwnowagi po-
miedzy subpopulacjami limfocytéw Th 11 Th 2 [1, 2].
Charakterystyczna dla AZS jest przewaga funkcjonalna
subpopulacji limfocytéw Th2 CD4* w ostrym okresie
choroby. Zwigkszona jest nie tylko produkcja cytokin
promujacych rozwdj zapalenia alergicznego i nasilaja-
cych wytwarzanie IgE, ale takze ekspresja receptoréw
dla IL-4 i IL-5 na komdrkach w ognisku chorobowym
[3]. Zmiany profilu produkowanych cytokin w AZS zo-
staly wykazane zar6wno w odniesieniu do komérek krwi
obwodowej [4-6], jak i lokalnie naciekajacych skére [7].

W ostatnim czasie ukazaty si¢ prace podkreslajace
takze znaczacg role cytokin Th2 w zwigkszaniu podatno-
Sci skory chorych na AZS na czynniki infekcyjne [7, 8].
Najwigcej uwagi poswigcono kolonizacji zmian skérnych
przez szczepy z gatunku Staphylococcus aureus i jej zna-
czeniu w patogenezie choroby [9]. U chorych na AZS
gronkowce wystepuja w 75—100% w obrebie zmian skor-
nych [10], a w 30-50% w obrgbie skéry niezmienionej
[11]. Szczepy z gatunku S. aureus podtrzymujg alergicz-
ny stan zapalny skéry w AZS, wydzielajac egzotoksyny
o aktywnosci superantygendw [12]. Superantygeny, w tym
gronkowcowa enterotoksyna typu B (SEB), aktywuja lim-
focyty T do produkcji licznych cytokin, w tym czynnika
martwicy nowotworéw (TNF), interleukiny 2 (IL-2),
IL-4, IL-5, IL-6 oraz interferonu-gamma (IFN-y), ktére
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i poziomu eozynofilowego biatka kationowego w surowicy.
Obecnosc S. aureus na skorze atopowo zmienionej i niezmie-
nionej wykazano u 23 atopikow (62,2%) sposrod 37 bada-
nych. Chorych z wysokq kolonizacjq skory zmienionej
(log>7,14) i niezmienionej (log>5,48) charakteryzowata
znamiennie obnizona produkcja IFN-y (P<0,001) i TNF-o
(P<0,05) w porownaniu do osob bez cech atopii. Pomimo iz
produkcja IFN-yi TNF-a u pacjentow z AZS byta istotnie
nizsza w poréwnaniu z grupq kontrolng osob zdrowych, nie
wykazano zwigkszonej produkcji IL-4 i IL-5 przez limfocyty
T krwi obwodowej, stymulowane SEB. Pomimo wykazanej
ujemnej korelacji miedzy wartosciami SCORAD index a pro-
dukcjq IFN-y (P<0,01) sugeruje sig, Ze gestos¢ kolonizacji
gronkowcem w obrebie skory zmienionej i niezmienionej
u chorych na AZS ma wptyw na odpowied? limfocytow T ak-
tywowanych przez SEB.

Stowa kluczowe: atopowe zapalenie skory, cytokiny, lim-
focyty T, S. aureus, kolonizacja gronkowcem, superantygen.

(PDiA 2004; XX1, 4: 180-189)

mogg nasila¢ stan zapalny skoéry atopowe;j [13, 14]. Lin
i wsp. [15], stosujac barwienie cytoplazmatyczne wyka-
zali, ze limfocyty T CD4" pacjentéw chorych na AZS
w hodowlach aktywowanych SEB, w przeciwienistwie do
zdrowych dawcéw, produkowaly znamiennie wigcej
IL-4 niz IFN-y. Campbell i wsp. [16] wykazali, ze zna-
miennie obnizony odsetek limfocytéw T CD2" produku-
jacych IFN-y, jak i zredukowana wewnatrzkomérkowa
synteza tej cytokiny po stymulacji SEB i zabitym szcze-
pem gronkowca, korelowatla ze stopniem nasilenia obja-
wow klinicznych u dzieci chorych na AZS. Badania te
potwierdzily wczesniejsze obserwacje Byrona i wsp. [17],
ktérzy doniesli, ze jednojadrzaste komorki krwi obwo-
dowej (PBMC,) chorych w ostrej fazie klinicznego za-
awansowania uwalniaja w modelu in vitro mniej IFN-y
po aktywacji nieswoistym stymulatorem — fitohemaglu-
tyning (PHA), w poréwnaniu do stgzen tej cytokiny
w grupie os6b bez cech atopii.

W ostatnich badaniach Nomura i wsp. [7] oraz Ong
i wsp. [8] wykazali, ze konsekwencja obnizonej produkcji
IFN-yi TNF-o. w skorze jest zwiekszona podatnos¢ sko-
ry chorych na AZS na infekcje S. aureus przy réwnocze-
snym wzroscie produkcji IL-4 i IL-13. W badaniach wia-
snych [18] potwierdzono wczesniejsze obserwacje [19,
20], ze gestos¢ kolonizacji skory zmienionej przez S. au-
reus znamiennie koreluje z nasileniem objawéw klinicz-
nych wyrazonych wartosciag SCORAD.

Cel pracy

W tym kontekscie interesujagca wydawata si¢ ocena
produkcji cytokin Th1 i Th2 przez PBMC; u chorych
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Tab. 1. Charakterystyka kliniczna chorych z atopowym zapaleniem skéry

Ogdétem (N=37)

Kobiety (N=20) Mezczyzni (n=17)

$rednia® zakres Srednia zaKkres Srednia zakres
wiek, lata 20,3 6-62 17,2 641 229 9-62
czas trwania AZS (lata) 14,1 2-30 12,4 3,5-30 15,5 2-30
SCORAD index 50,2 21-84 49,8 21-84 50,6 24-73
IgE (kKUN)” 1 896,1 2,5-26 256 2369,7 2,5-26 256 1493,6 21,1-10 244
ECP (ug/l) 35,7 2,44-93,5 42,7 6,11-93.5 29,7 2,44-75,3

ANie wykazano roznic statystycznie znamiennych pomiedzy kobietami a mezczyznami: wiek: P=0,14; czas trwania AZS: P=0,34; SCORAD index: P=0,88;
IgE: P=0,57; ECP: P=0,15; beatkowite stezenie IgE w surowicy krwi; CECP — eozynofilne biatko kationowe

na AZS réznigcych si¢ migdzy sobg gestoscig koloniza-
cji przez S. aureus w obrgbie skéry zmienionej i niezmie-
nionej oraz stanem klinicznym, jak réwniez ocena tych
parametréw u 0s6b bez cech atopii. Przeprowadzono tak-
ze analiz¢ korelacji pomigdzy liczbg bakterii w obrgbie
zmian skérnych a parametrami zaawansowania klinicz-
nego AZS (SCORAD index, IgE, ECP).

Materiat i metody

Pacjenci i grupa kontrolna

Badania przeprowadzono w grupie 37 chorych na
atopowe zapalenie skéry (AZS) (20 kobiet i 17 mgz-
czyzn) w wieku 6-62 lat (Srednia 20,3+1,9) leczonych
na Oddziale Dermatologii i Poradni Dermatologiczno-
-Alergologicznej Szpitala Specjalistycznego im. S. Ze-
romskiego w Krakowie. Charakterystyke kliniczng pa-
cjentow przedstawiono w tab. 1. Rozpoznanie atopowe-
go zapalenia skoéry ustalano na podstawie kryteriow
Hanifina i Rajki [21]. Do badai wiaczano chorych z
wieloletnim przebiegiem AZS w okresie zaostrzenia cho-
roby. U wszystkich chorych oceniano stan kliniczny me-
todg SCORAD [22]. Miejscowe objawy skérne ocenia-
no na podstawie obecnosci rumienia, obrzgku, przeczo-
sow, lichenizacji oraz suchosci skéry w skali 0-3
w odniesieniu do kazdego z objaw6w. Swiad i zaburze-
nia snu okreslano na podstawie skali subiektywnej oce-
ny pacjenta 0—10 [23]. Chorzy w ciagu 2 tyg. poprzedza-
jacych badanie nie byli leczeni miejscowymi, doustny-
mi ani parenteralnymi preparatami kortykosteroidowymi,
antybiotykami, ani poddawani immunoterapii. U 27%
pacjentéw catkowite stezenie IgE w surowicy bylo niz-
sze niz 100 kU/1 ($r.=30,3+5,6 kU/1), u pozostatych 73%
wynosito Srednio 2 587,2+1 009 kU/l. Badaniem kolo-
nizacji skéry zmienionej i niezmienionej przez S. aureus
objeto wszystkich chorych na AZS. Oceng¢ odpowiedzi
PBMC;, na aktywacje okreslonymi stymulatorami/mito-
genami przeprowadzono ogétem u 42 oséb, w tym u 29
chorych na AZS iu 13 0séb bez cech atopii. Prébki krwi
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zylnej pobrano od 18 pacjentéw z lekkim lub srednim
stanem klinicznego zaawansowania (SCORAD; 21-59;
§r.=42,7+2,1) i od 11 chorych bedacych w ciezkim sta-
nie klinicznym (SCORAD; 60-84; sr.=67,9+2,0).

Badanym tlumaczono cel i przebieg badan. Od kaz-
dego chorego uzyskano pisemng zgode na udzial w ba-
daniach.

Grupg kontrolng stanowito 13 oséb (8 kobiet i 5 mez-
czyzn) z uyjemnym wywiadem w kierunku choréb ato-
powych. Sredni wiek w tej grupie wynosit 39,4+2.4.
W badanej grupie kontrolnej wartos¢ srednia catkowite-
go stezenia IgE w surowicy krwi wynosita 42,6+8,3 kU/1
iu zadnej z 0séb nie przekroczyta 100 kU/L

Pomiaru catkowitego stezenia IgE w surowicy doko-
nywano przy pomocy komercyjnego zestawu diagnostycz-
nego UniCAP Total IgE fluoroenzymeimmunoassay
(Pharmacia Diagnostic) wg zalecen producenta. Zakres
oznaczalnosci zastosowanych pomiaréw dla prébek
nierozcieficzonych wynosit 2-5 000 kU/I. Stgzenie eozy-
nofilowego biatka kationowego (ECP) w surowicy mie-
rzono z wykorzystaniem zestawu UniCAP ECP fluoro-
enzymeimmunoassay kits (Pharmacia&Upjohn) zgodnie
z zaleceniami producenta. Dolna granica oznaczalnosci
pomiaréw wynosita <0,5 pg/l. Do czasu wykonania po-
miaru surowic¢ przechowywano w temp. -70°C.

lzolacja komorek jednojagdrzastych
z krwi obwodowej

PBMC; izolowano z 10 ml heparynizowanej krwi zyl-
nej w gradiencie gestosci. Krew rozcieniczano zbuforo-
wanym roztworem soli fizjologicznej (PBS), nawarstwia-
no na Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Swe-
den) i wirowano przez 30 min w 400 x g w temp. 20°C.
Komorki ptukano w medium RPMI-1640, a nastgpnie do
dalszej analizy zawieszano w podiozu hodowlanym
RPMI-1640 zawierajacym 2 mM L-glutaming i 10% pto-
dowg surowice cielecg, FCS (Gibco, Grand Island, N.Y.).
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Hodowle komdérkowe

Hodowle komérkowe prowadzono na 96-dotkowych
ptytkach hodowlanych (NUNC), w atmosferze wzboga-
conej w CO, (5%), w temp. 37°C. W kazdym dotku
umieszczano 0,2 ml zawiesiny PBMC, o gestosci
1,0x10%ml i dodawano rézne aktywatory. Stosowano
enterotoksyng gronkowcowg typu B (SEB, superanty-
gen) o stezeniu koricowym 0,1 pg/ml (Sigma, St. Louis,
MO, USA), fitohemaglutyning (PHA, mitogen) o st¢zeniu
koncowym 2,5 pug/ml, Sigma) oraz mitogen szkartatki
(PWM) w rozcieniczeniu 1:100. Do prébek kontrolnych
nie dodawano zadnego stymulatora. Hodowle prowa-
dzono przez 24-96 godz. celem oznaczenia produkcji
cytokin zgodnie z doniesieniami Yoshino i wsp. [6].

Produkcja cytokin

Pomiaru poziomu IFN-y dokonywano po 96 godz.
w supernatantach z hodowli PBMC stymulowanych SEB
i PHA metoda immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzy-
ciu komercyjnego zestawu OptEIA Human IFN-vy Set kits
(Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA), wg zalecen producenta. Dolna granica czutosci po-
miar6éw wynosita do 10 pg/ml. W supernatantach pocho-
dzacych z 48-godz. hodowli PBMC aktywowanych SEB
oznaczano IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 i TNF-a przy pomo-
cy zestawu Human Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead
Array kits (Dickinson Biosciences Pharmingen, San Die-
go, CA), wg procedury podanej przez producenta. Préb-
ki analizowano w cytometrze przeptywowym FACScan
(Becton Dickinson) w programie BD CellQuest Softwa-
re. Wyniki iloSciowego pomiaru oznaczanych cytokin
analizowano w programie BD CBA Analysis Software.
Krzywa standardowa dla kazdej cytokiny miescita si¢
w zakresie stezeri 20-5 000 pg/ml.

Jakosciowa i ilosciowa ocena
kolonizacji skéry przez S. aureus

Materiat do badari bakteriologicznych pobierano zmo-
dyfikowang metodg Williamsona i Kligmana [24] co naj-
mniej z 4 r6znych obszaréw skéry zmienionej (najczescie]
z okolic zgi¢¢ tokciowych, dotéw podkolanowych, grzbie-
towych powierzchni dioni) oraz 2 obszar6w skéry nie-
zmienionej (okolica migdzylopatkowa i ledZwiowa), kt6-
re bedac trudno dostgpnymi dla chorego, stwarzaja mate
prawdopodobieristwo przeniesienia bakterii ze zmian skor-
nych. Na powierzchni skéry umieszczano jalowe szklane
cylinderki o Srednicy 2,5 cm i wstrzykiwano do nich
2,0 ml jatowy 0,9% roztwor soli fizjologicznej. Skore po-
cierano nastepnie szklang bagietka, a ptyn aspirowano.

W celu ilosciowej oceny S. aureus w poptuczynach
uzyskiwanych ze skéry zmienionej i niezmienionej préb-
ki posiewano w kolejnych dziesigtnych rozciedczeniach
na ptytki z podlozem agarowym, z dodatkiem 5% krwi
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baraniej (Oxoid, Hanpshire, UK). Hodowle inkubowa-
no przez 24 godz. w temp. 37°C. Gestos¢ kolonizacji
skornej okreslano liczbg colony forming unit (cfu), co
pozwolilo na okreslenie liczby zywych bakterii w prze-
liczeniu na 1 cm® badanej powierzchni skéry. Uzyskane
wartosci analizowano po przeksztalceniu log10.
Identyfikacj¢ bakterii przeprowadzano przy pomocy
standardowych technik laboratoryjnych na podstawie mor-
fologii kolonii, testéw na obecnos¢ koagulazy, czynnika
zlepiajacego clumping factor i potwierdzano w tescie Sli-
dex Staph kit (BioMerieux SA, Marcy-1 Etoile, France).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano przy pomocy pro-
gramu Statistica 5,0 for Windows 95. W przypadku ana-
lizy zmian ilosciowych flory bakteryjnej skéry zastoso-
wano przeksztalcenie logarytmiczne dziesigtne danych.
Dla wszystkich danych empirycznych wyznaczano war-
tosci sredniej arytmetycznej oraz btad standardowy Sred-
nich rozpatrywanych cech (+SE). Do weryfikacji hipo-
tez o rownosci Srednich arytmetycznych zastosowano
test t-Studenta dla zmiennych niezaleznych. Analize ko-
relacji prowadzono przy pomocy testow korelacji Pear-
sona i Spearmana w zaleznosci od normalnosci rozkta-
du i oczekiwanego charakteru zaleznosci. Poziom zna-
miennosci ustalono na P=0,05.

Wyniki

Analiza zwigzku intensywnosci
kolonizacji bakteryjnej i stanu klinicznego

Badanie materiatu uzyskanego z wyptukiwania ské-
ry (patrz Materiat i metody) wykazato obecnos¢ S. aureus
u 91,9% chorych, w obrgbie zmian skérnych oraz
u 62,2%, zar6wno w obrebie skéry chorobowo zmienio-
nej, jak i niezmienionej. Wykazano takze statystycznie
istotng réznice (P<0,05) pomiedzy skéra zmieniong
chorobowo i skdrg niezmieniong w zakresie sredniej
gestosci bakterii na 1 cm’ (tab. 2.). Nie zaobserwowano
natomiast znamiennych réznic w czg¢stosci wystepowa-
nia S. aureus na skérze zmienionej i niezmienionej, mig-
dzy osobami dorostymi a dzie¢mi (tab. 3.).

Tab. 2. Kolonizacja atopowych zmian skérnych i skéry
niezmienionej przez szczepy S. aureus

Skoéra zmieniona Skéra niezmieniona

S. aureus

N(%) loglo (+SE)® N (%) logl0 (+SE)®

+ 34 (91,9) 6,53 (£0,30)* 23(62,2) 5,59 (x0,33)

3(8.1) - 14 (37.8) -

@ §rednia gegstos¢ bakterii/l cm’ skory
* P<0,05 versus log10 gestosci S. aureus w obrebie skory niezmienionej
(+) — kolonizacja skory przez S. aureus; (—) — brak kolonizacji

183



Anna Kedzierska, Monika Kapiriska-Mrowiecka, Marzena Czubak-Macugowska, Jolanta Kaszuba-Zwoiriska, Juliusz Pryjma

Tab. 3. Analiza wystepowania szczep6w S. aureus izolowa-
nych ze zmian skoérnych i skéry niezmienionej od chorych
na AZS z uwzglednieniem wieku badanych

S. aureus

SZM” SNZ” dorosli dzieci ogélem
_ - 2 1 3
_ + 0 0 0

+ - 7 5 12
+ + 12 10 22
ogbtem 21 16 37

ASZM = skora zmieniona; bSNZ = skora niezmienionay
(+) — kolonizacja skory przez S. aureus; () — brak kolonizacji

Ocena Sredniej, wyjsciowej gestosci kolonizacji (in-
fekcji) w obrebie skéry zmienionej i niezmienionej przez
S. aureus u kazdego pacjenta umozliwita wyodrebnienie
trzech grup chorych. Jako kryterium podziatu przyjeto r6z-
ny stopief nasilenia kolonizacji gronkowcem w miejscach,
z ktérych pobierano materiat (grupy I 1 II) lub jej brak (gru-
pa III). Podstawowg charakterystyke chorych i réznice
migdzy analizowanymi grupami przedstawiono w tab. 4.
Wyniki analizy korelacji pomiedzy gestoscia S. aureus
(log10) w obrebie skéry zmienionej i niezmienionej a stop-

niem zaawansowania klinicznego (SCORAD index)
przedstawiono w tab. 5. Wartos¢ wspétczynnika korela-
cji R w tescie korelacji Spearmana wynosita dla skéry
zmienionej chorobowo 0,74; p<0,001, a dla skéry nie-
zmienionej 0,46; p=0,03, a zatem dodatnig korelacj¢
miedzy gestoscig kolonizacji bakteryjnej skéry (log10)
a SCORAD index wykazano réwniez w odniesieniu do
skéry chorobowo niezmienionej (tab. 5.).

Produkcja cytokin o profilu Th1
przez limfocyty T krwi obwodowej
po stymulacji SEB, PHA lub PWM

Produkcja IFN-y w supernatantach z hodowli PBMC;
stymulowanych SEB byta znamiennie nizsza u 29 chorych
na AZS — niezaleznie od wyjsciowej intensywnosci kolo-
nizacji bakteryjnej skéry zmienionej i miejsc niezmienio-
nych oraz stanu klinicznego — w poréwnaniu do stezer tej
cytokiny w grupie os6b zdrowych. Limfocyty T krwi ob-
wodowej, stymulowane fitohemaglutyning (PHA), produ-
kowaly znamiennie mniej IFN-y jedynie u chorych z wy-
sokg gestoscia S. aureus w skorze zmienionej. Po stymu-
lacji PBMC, mitogenem szkartatki (PWM) nie wykazano
znamiennych réznic dla stgzen interferonu migdzy chorymi
na AZS a grupg kontrolng (ryc. 1a., tab. 6.). Wykazana po-
nadto statystycznie znamiennie obnizona, w poréwnaniu
do kontroli, produkcja TNF-o. u chorych na AZS

Tab. 4. Wartosci Srednie wybranych parametréw klinicznych w zaleznosci od gestosci bakterii (logl0) w obrebie skory

zmienionej i niezmienionej

Skéra zmieniona

Skora niezmieniona

¥ m”

m” e

Parametry p< p< p< p<
$r. +SE ér. +SE L:II $r. +SE $r. +SE $r. +SE LI LI XL:IO

N 16 21 11 12 14

log10 cfu 4724036 7,640,15 0,001 4,19+0,21 6,88+0,26 - 0,001 - -

SCORAD index 39,84+2,8 58,0+2,8 0,001 52,5+3,1 62,3+3,5  38,0%3,1 0,05 0,001 0,001

IgE (KUN) 13994695  2369+1293  >0,05 2551,6+999,3 3001+2 133  374x110 >0,05 0,02 0,03

ECP (ug/l) 23,4+5,0 45,0+6,4 0,01 39,3+7,6 39,949,5  28,9+6,7 >0,05  >0,05 >0,05

af — chorzy z niskq liczbg bakterii; PII — chorzy z wysokq gestoscig S. aureus; Il — chorzy bez kolonizacji gronkowcem; N = liczba badanych

Tab. 5. Korelacja pomiedzy gestoscia S. aureus (1og10) w obrebie skéry zmienionej i niezmienionej a okreslonymi para-

metrami klinicznymi

SCORAD ECP IGE IFN-y
Korelacja z: R” P= R P= R P= R P=
log skéry zmienionej 0,74 <0,001 0,36 0,03 0,15 >0,05 -0,25 >0,05
log skéry niezmienionej 0,46 0,03 0,10 >0,05 -0,04 >0,05 -0,46 0,04

4R = wspdtczynnik korelacji w tescie korelacji Spearmana
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u pacjentow z atopowym zapaleniem skory — zwiqzek ze stanem klinicznym i kolonizacjq skory przez Staphylococcus aureus

Tab. 6. Produkcja cytokin w supernatantach z hodowli PBMC izolowanych od chorych na AZS w réznym stanie

klinicznego zaawansowania i od os6b bez cech atopii

SCORAD index 21-84 (+SE) 21-59 (+SE) 60-84 (+SE) Kontrola (+SE)
n=29 n=18 n=11 N=28
IFN-y (ng/ml) Produkcja cytokin Thl
bez stymulacji (kontrola) 0,18+0,05 0,25+0,08 0,07+0,02 0,19+0,05
SEB” 86,3+9,6%** 93,8+13,1%** 73,7£12,9%** 191,8+21,0
PHA” 9,742, 7%* 11,1+3,8 6,7+1,8 34,2+8,8
PWM? 44,4+54 41,2+6,1 51,2+10,8 58,7+10,5
IL-2 (pg/ml) 2 848,1+320 3 144,9+362 1 897,2+372# 2905,4+337
TNF-o. (pg/ml) 1 467,2+190* 1 367,9+242* 1 620,7+312 2270,9+348
Produkcja cytokin Th2 (pg/ml)
IL-4 48,0+5,7 45,6+6,4 52,0+11,1 40,8+7,5
IL-5 135,6+19,7 145,2+28,9 120,8+23,7 127,0£19,7
IL-10 1733,4+308 1 614,0£354 1902,5+567,7 927,3+145

ASEB = gronkowcowa enterotoksyna typu B; PPHA = fitohemaglutynina; CPWM= mitogen szkartatki
*P<0,05; ** P<0,01, ***P<0,001 versus kontrola; #P<0,05 versus niski SCORAD

(1467,2+2 270,9+348 pg/ml; P<0,05) dotyczyta w szcze-
gblnosci pacjentéw z gestoscig kolonizacji S. aureus w za-
kresie log 7,14-8,41 w obrgbie skéry zmienionej
ilog 5,48-7,97 w obrebie skéry niezmienionej. U chorych
na AZS z wysokim SCORAD index (zakres 60—84) pro-
dukcja TNF-o. nie réznita si¢ znamiennie w poréwnaniu z
grupa kontrolng (tab. 6.).

Produkcja IL-2 w supernatantach — pochodzacych
z hodowli limfocytéw T krwi obwodowej chorych na AZS
— nie réznita si¢ znamiennie od stezefi w grupie kontrol-
nej. Réznice znamienne statystycznie wykazano pomig-
dzy chorymi na AZS — z nasilong kolonizacjg bakteryjna,
niezaleznie od jej lokalizacji, i wysokim klinicznym
wsp6tczynnikiem SCORAD - a pacjentami, u ktérych
liczba bakterii w obrebie skéry zmienionej (log 3,57-6,99)
i niezmienionej (log 3,13-5,02) byta niska (P<0,05
i P<0,01, ryc. 1a.).

Zwigzek pomiedzy stanem zaawansowania
klinicznego a produkcjg IFN-y

PBMC; izolowane od chorych z AZS charakteryzo-
wata obnizona zdolnos¢ do produkcji IFN-y in vitro w na-
stepstwie stymulacji SEB i PHA w poréwnaniu do 0séb
bez atopii. Wykazano statystycznie znamiennie ujemng
korelacj¢ miedzy zmniejszong produkcjg interferonu a za-
awansowaniem klinicznym AZS w okresie zaostrzenia
wyrazonym jako SCORAD index (ryc. 2.iryc. 3.). U cho-
rych na AZS, wykazujacych kolonizacj¢ S. aureus jedy-
nie w obr¢bie skéry zmienionej, nie stwierdzono statystycz-
nie istotnej korelacji pomigdzy produkcjg TNF-y a iloscig
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bakterii. Natomiast u chorych na AZS, u ktérych koloni-
zacja (infekcja) gronkowcem wystepowata rownolegle na
skorze atopowo zmienionej i niezmienionej (R=-0,46;
P=0,04) wykazano dodatnig korelacje miedzy produkcjg
IFN-vy a iloscig bakterii kolonizujacych skére (tab. 5.).

Produkcja cytokin Th2
przez PBMC¢ po stymulacji SEB

Produkcja IL-4, IL-5 i IL-10 nie réznita si¢ znamien-
nie u chorych na AZS, w poréwnaniu do oséb z grupy kon-
trolnej. Wyjatek stanowito znamiennie podwyzszone ste-
zenie IL-10 u 8 pacjentdw z niskg gestoscig kolonizacji
bakteryjnej skéry niezmienionej w poréwnaniu z grupg
kontrolng (2 719661 pg/ml vs 927145 pg/ml; P<0,01)
oraz z chorymi na AZS (n=10) z nasilong kolonizacja gron-
kowcem w obrebie skéry zmienionej i niezmienionej
(2719661 pg/ml vs 1 040295 pg/ml; P<0,05).

Wykazano ponadto, ze produkcja IL-5 w hodowlach
PBMC; izolowanych od chorych na AZS znamiennie
korelowata ze stezeniem eozynofilowego biatka katio-
nowego uwalnianego z eozynofiléw (R=0,52; P<0,01;
ryc. 3.). Nie wykazano natomiast statystycznie znamien-
nej korelacji pomigdzy produkcja IL-4 a poziomem cal-
kowitego IgE w surowicy (R=0,29; P>0,05).

Whioski

1. Obecnos¢ i intensywnos¢ kolonizacji skéry chorych
na AZS przez S. aureus ma zwigzek z nasileniem ob-
jawow chorobowych.
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Ryc. 1. Produkcja cytokin Thl i Th2 przez PBMC; u chorych z rézna gestoscia kolonizacji przez S. aureus skéry zmie-
nionej i niezmienionej oraz w kontroli

Produkcje IFN-y oznaczono w suprnatantach z 96-godzinnej hodowli PBMC, stymulowanych SEB i PHA, jak opisano
w sekcji Material i metody. Pozostale cytokiny (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 i TNF-o) oznaczono w 48-godzinnych hodowlach
limfocytéw T stymulowanych SEB. Histogramy przedstawiaja Srednie wartosci stezen (+SE) cytokin Th1 (A) i Th2 (B)
w hodowlach PBMC; od chorych na AZS z odpowiednio niskg gestoscia kolonizacji przez S. aureus skéry zmienionej
(SZM; log 3,57-6,99) i niezmienionej (SNZ; log 3,13-5,02); wysoka gestoscia SZM (log 7,14-8,41) i SNZ (log 5,48-7,97);
brakiem kolonizacji bakteryjnej w obrebie skory niezmienionej oraz w grupie kontrolnej. Kolonizacje skory przez
S. aureus wyrazano jako logl0 liczby zywych bakterii/cm’. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej oraz #P<0,05, #P<0,01 w poréwnaniu do chorych z niska kolonizacja bakteryjna w obrebie skéry zmienionej
i bez zmian (test t-Studenta)
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Ryc. 2. Ujemna korelacja pomiedzy stanem klinicznego zaawansowania chorych atopowych a produkcja IFN-y przez

PBMC, po stymulacji SEB (A) i PHA (B)

Stan kliniczny wyrazano wartoscia SCORAD index, produkcje¢ IFN-y w supernatantach z hodowli PBMC mierzono
metoda immunoenzymatyczng (ELISA), jak opisano w rozdziale Material i metody (analiza korelacji Spearmana, P<0,01

i P<0,05 odpowiednio po stymulacji SEB i PHA)

2. Gestos¢ kolonizacji w obrebie skéry zmienione;j i nie-
zmienionej chorobowo ma wplyw na odpowiedz lim-
focytow T aktywowanych SEB.

3. Statystycznie znamiennie obnizona korelacja pomig-
dzy zmniejszong produkcja IFN-y a zaawansowaniem
klinicznym AZS w okresie zaostrzenia objawéw AZS
wskazuje, ze obserwowana zaleznos$¢ odzwierciedla
przede wszystkim status kliniczny chorych na AZS.

Dyskusja

Badania klonéw limfocytéw T u chorych na AZS
wskazuja, iz pobudzenie subpopulacji limfocytéw T po-
mocniczych (Th) prowadzi do wytwarzania cytokin ma-
jacych istotny udziat w patogenezie AZS [25]. Wg
niektérych autoréw egzotoksyny gronkowcowe, obok
ich dziatania jako superantygeny, moga w przypadku
chorych na AZS petic takze role alergenéw [26]. Nasze
badania pozwolity wykazaé, ze w okresie zaostrzenia cho-
roby kolonizacja (infekcja) zmian skérnych miata miej-
sce u 92% chorych z AZS, jednak nie byta ona jednorod-
na. U czgsci z nich wykazano wysoka kolonizacje bakte-
ryjng we wszystkich lub tylko w niektérych lokalizacjach
zmian skérnych (67%), u pozostatych byta ona niska we
wszystkich miejscach zapalnie zmienionych (33%). Po-
twierdzono réwniez wczesniejsze obserwacje, ze ilos¢
drobnoustrojéw izolowana z cm’ skéry zmienionej i nie-
zmienionej koreluje z zaawansowaniem objaw6w klinicz-
nych wyrazonym wartosciag SCORAD [18, 19].

Podjete badania zmierzaty do ustalenia, na ile rézni-
ce w gestosci kolonizacji bakteryjnej pomigdzy chorymi
na AZS réznia pacjentéw pod wzgledem produkcji cy-
tokin Thl i Th2 przez limfocyty T krwi obwodowej in
vitro po ich stymulacji superantygenem (SEB) lub mito-
genami (PHA, PWM). Zwazywszy, ze szczepy S. aureus
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Ryec. 3. Dodatnia korelacja pomiedzy produkcjg IL-5 a ste-
zeniem eozynofilowego bialka kationowego (ECP) w suro-
wicy chorych na AZS (analiza korelacji Pearsona, r=0,515,
P<0,01)

izolowane ze skory chorych na AZS w ok. 60% wytwa-
rzaja superantygen(y) [9, 19], zastosowanie SEB jako
swoistego aktywatora stanowi wiasciwy uktad do bada-
nia PBMC,. Obserwacjami po raz pierwszy objeto nie
tylko chorych, u ktérych kolonizacja gronkowcem wy-
stgpowata w obrebie skory zmienionej, ale réwniez gru-
pe pacjentéw z réwnolegly kolonizacjg skéry niezmie-
nionej (miejsc kontrolnych). Nasze badania wykazaty,
ze nasilenie stanu klinicznego pacjentéw z AZS korelu-
je ze znamiennie obnizong produkcjg IFN-y w poréwna-
niu do oséb zdrowych. Wprawdzie zblizong obserwacje
poczynili juz Campbell i wsp. [16] oraz Byron i wsp.
[17], ale w niniejszej pracy udato si¢ wykazac t¢ zalez-
nos¢ nie tylko po stymulacji PBMC; in vitro SEB, lecz
réwniez po aktywacji nieswoistym stymulatorem — fito-
hemaglutyning. Statystycznie znamiennie obnizona pro-
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dukcja interferonu u chorych na AZS wystepowala nie-
zaleznie od intensywnosci kolonizacji przez S. aureus
skéry zmienionej i niezmienionej oraz w grupie 10 cho-
rych, u ktérych nie wykazano obecnosci bakterii w miej-
scach atopowo zmienionych. Obserwacja ta potwierdza
tezg, iz uposledzenie syntezy IFN-v jest jedng z przyczyn
zaburzonej odpornosci na obecny na skérze szczep gron-
kowca, co prowadzi do kolonizacji skory przez t¢ bak-
teri¢ [7, 8, 27]. Ostatnio Nomura i wsp. [7] stwierdzili
obnizong ekspresje genéw dla czynnikéw przeciwbak-
teryjnych w skérze, jako wynik lokalnej nadprodukcji
cytokin Th2 (IL-4, IL-13) i obnizonego poziomu cyto-
kin prozapalnych, jak TNF-o, IFN-y i IL-1f. Wykaza-
ny w ukladzie in vitro prawdopodobny mechanizm tego
zjawiska polega na inhibicyjnym oddziatywaniu w ské-
rze IL-4 1 IL-13 na TNF-a. i IFN-y jako potencjalnych in-
duktoréw ludzkich B-defensyn, w tym HBD-3. Campbell
i wsp. [16] twierdza, ze znamienne obnizenie produkcji
IFN-v u chorych na AZS jest wynikiem réwnoczesnego
uposledzenia produkcji tej cytokiny przez pojedyncze ko-
morki i cale populacje komorek, zdolnych do jej wytwa-
rzania. Jednoczesnie wykazaliSmy, ze produkcja IFN-y w
96-godzinnych hodowlach PBMC, ujemnie koreluje
z ggstoscia szczepdw S. aureus, kolonizujacych skore
niezmieniong w grupie 23 chorych na AZS, cho¢ podob-
nych zaleznosci nie stwierdzono w odniesieniu do in-
tensywnosci kolonizacji w obrgbie skéry zmienionej.
Uzyskane przez autoréw niniejszej pracy wyniki suge-
rujg jednak, ze obnizona produkcja IFN-y odzwiercie-
dla przede wszystkim status kliniczny chorych na AZS,
chociaz gestos¢ kolonizacji S. aureus w obrebie skory
zmienionej i niezmienionej u chorych na AZS ma wplyw
na odpowiedz limfocytéw T, aktywowanych SEB.
Dalsze obserwacje pozwalaja wykazac, w populacji
badanych chorych, przesunig¢cie w kierunku profilu cyto-
kinowego Th2, zwigzane nie tylko z obnizong produkcja
IFN-y, ale réwniez TNF-o [25]. Znamiennie nizszg pro-
dukcje TNF-o u chorych z AZS, w poréwnaniu do oséb
bez atopii, wykazywali juz Takahashi i wsp. [4]. W na-
szej grupie znamiennie niska produkcja TNF-o. dotyczy-
ta pacjentow z wysokg kolonizacjg bakteryjng, zar6wno
w obrebie skéry zmienionej, jak i niezmienionej. W prze-
ciwienstwie do uprzednich analiz nie wykazaliSmy do-
datniej znamiennej korelacji pomiedzy IFN-y a TNF-a.
W badanej grupie chorych nie potwierdzono znamien-
nych réznic w produkcji IL-2 przez limfocyty T krwi ob-
wodowej u chorych na AZS w poréwnaniu do kontroli.
Wykazano jednak znamienne réznice w poziomie IL-2
miedzy grupami z wysoka kolonizacja skéry zmienionej
i niezmienionej oraz wysoka wartoscig indeksu SCORAD,
a pacjentami z niskg iloscig bakterii i ze stabo nasilony-
mi zmianami klinicznymi. Obserwacje autoréw pozo-
stajg zgodne z doniesieniem Kapp i wsp. [28], ktérzy
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wykazali, ze zdolnos¢ do produkcji IL-2 przez limfocy-
ty izolowane z krwi obwodowej odwrotnie koreluje z kli-
nicznym nasileniem atopowego zapalenia skéry. W tych
samych badaniach wykazano znamiennie wyzsze pozio-
my receptora dla IL-2 (IL-2R) w surowicy pacjentéw
z AZS. Ostatnio Yoshino i wsp. [6] opisali u chorych
z wysokim klinicznym SCORAD obnizong reaktywnos¢
PBMC; na SEB, ttumaczac ja zwigkszong apoptoza ak-
tywowanych limfocytéw T. Konig i wsp. [29] sugeruja,
ze zahamowana proliferacja PBMC, chorych na AZS
spowodowana jest zahamowang ekspresjg IL-2 w sty-
mulowanych przez SEB limfocytach T. W badaniach
wlasnych [18] wykazano znamiennie wyzszy odsetek
apoptotycznych limfocytéw T aktywowanych SEB u pa-
cjentéw z wysoka kolonizacjg bakteryjng i wysokim kli-
nicznym SCORAD, przy réwnoczesnie znamiennie ob-
nizonej produkcji IL-2.

W niniejszej pracy nie wykazano znamiennych réznic
pomigdzy chorymi na AZS i grupg kontrolng pod wzgle-
dem produkcji cytokin o profilu Th2 (IL-4, IL-5) przez
PBMC, w odpowiedzi na stymulacj¢ SEB. Podobne ob-
serwacje poczynili uprzednio Aleksza i wsp. [30]. Yoshi-
no i wsp. [6] wykazali, ze PBMC; od pacjentéw z niska
wartoscig indeksu SCORAD charakteryzowata znamien-
nie nizszg produkcja IL-4 w poréwnaniu z grupg kontro-
Ing, podczas gdy u chorych z wysokim SCORAD poziom
tej cytokiny nie réznit si¢ od grupy kontrolnej. Ostatnie
badania Heaton i wsp. [14] wskazujg na rol¢ gronkow-
cowej enterotoksyny B w wybidrczej stymulacji
produkcji IL-5 przez PBMC; izolowanych od 0séb za-
réwno z objawami atopowego zapalenia skory, jak i ast-
my atopowej. Wykazana przez nas znamiennie dodatnia
korelacja migdzy produkcjg IL-5 in vitro a stgzeniem ECP
W surowicy pacjentéw atopowych promuje obserwacje
Wedi i wsp. [31], ze autokrynna produkcja IL-5 przez
eozynofile wydtuza okres przezycia tych komérek. W rze-
czywistosci wydzielanie cytokin przez zaktywowane przez
SEB limfocyty T scisle zalezy od wzajemnych interakcji
limfocyt T-monocyt, podobnie, jak wykazany udziat in-
nych niz limfocyty T CD4* komérek w produkcji cyto-
kin w hodowlach stymulowanych SEB [16, 25].
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