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Wptyw kolonizacji skéry Staphylococcus aureus na
wewnatrzkomoérkowa ekspresje cytokin w limfocytach

T CD3" krwi obwodowej u dzieci zwypryskiem atopowym

Influence of Staphylococcus aureus skin colonization on intracellular
cytokine expression in peripheral blood CD3* T cells in children with atopic
eczema/dermatitis syndrome
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Streszczenie

Wprowadzenie. Wyprysk atopowy (WA) jest przewlektg dermatozg
zapalng, ktora czesto wyprzedza objawy astmy lub alergicznego
niezytu nosa. Wprawdzie w patogenezie WA uznaje sie kluczowg
role cytokin o profilu Th2, to sg réwniez dowody na udziat INF-y
w przewleklych zmianach skérnych. Wiadomo, ze kolonizacja skoéry
S.aureus pogarsza przebieg kliniczny i wywoluje szereg zjawisk
immunologicznych.

Cel pracy. Ocena populacji limfocytéw T CD3*, CD4+, CD8*,
CD3*CD25*, CD4*CD25* oraz wewnatrzkomorkowej ekspresiji cytokin:
IL-2, IL-4, INF-y, TNF-o. w limfocytach T CD3* krwi obwodowej u dzieci
z WA w zaleznosci od kolonizacji skéry S.aureus.

Materiat i metody. Badanie przeprowadzono u 15 dzieci z WA,
wtym u 6 dzieci ($rednia wieku: 11,2+1,7) z kolonizacjg skory
S.aureus (S.aureus*) i u 9 dzieci ($rednia wieku: 12,3+0,97) bez
obecnosci bakterii w wymazach ze skoéry (S.aureus’). Grupe kontrolng
stanowito 7 dzieci zdrowych ($rednia wieku: 11,5+1,3). Populacje
limfocytow oraz wewnatrzkomorkowg ekspresje cytokin po stymulaciji
PMA+ jonomycyng oznaczano metodg cytometrii przeptywowe;.

Wyniki. Pomiedzy dzie¢mi z WA bez kolonizacji skéry gronkowcem
(S.aureus") i zdrowymi nie stwierdzono réznic w populacji limfocytéw
i produkcji cytokin. Dzieci z WA i kolonizacjg skoéry (S.aureus*) miaty
istotnie nizszy odsetek limfocytow T CD4* w krwi obwodowej (p<0,01)
oraz wyzszg ekspresje TNF-a w limfocytach T CD3*(p<0,03).
Stwierdzono ujemnag korelacje pomiedzy czasem trwania choroby
aliczbg limfocytow T CD3* (R:-0,58; 0,02) oraz ekspresjg INF-y
(R:-0,67; p<0,006) i IL-2 (R:-0,75; p<0,001) w limfocytach T CD3*.
Whioski. Obnizenie odsetka limfocytow T CD4* w krwi obwodowej
oraz wzrost produkcji TNF-o. przez limfocyty T CD3* stwierdzony
u czesci dzieci z WA wynika ze wspdfistnienia WA i kolonizacji skéry
S.aureus.

Stowa kluczowe: WA, populacje limfocytéw, cytokiny

Summary

Introduction. Atopic eczema (AE) is a chronic inflammatory skin
disorder which often leads to asthma or allergic rhinitis. Although Th2
cytokines are recognised to play a key role in the pathogenesis of AE,
also INF-y contributes to chronic skin lesions. It is known that the
extent of S.aureus skin colonisation correlates with AE disease activity
and contributes to changes in the immunological profile.

Aim of the study. Determine the percentage of peripheral blood
CD3*, CD4+, CD8*, CD3*CD25*, CD4*CD25* T cells as well as
intracellular production of IL-2, IL-4, INF-y and TNF-o. by peripheral
blood CD3'T cells from AE children with respect to the degree of
S.aureus skin colonisation.

Material and methods. The study involved 15 children, including 6
(average age 11,2+1,7.) with S.aureus skin colonization (S.aureus®),
and 9 (average age 12,3+0,97) without bacteria on skin (S.aureus").
The control group consisted of 7 healthy children with the same age
average, i.e. 11,5£1,3. T cell subsets and intracellular cytokine
production after p-methoxyamphetamine (PMA)+ionomycin stimulation
were measured by flow cytometry.

Results. There was no difference in lymphocyte subsets and cytokine
expression between AE children without bacteria on the skin (S.aureus")
and healthy controls. There was a significant decrease in the
percentage of CD4* (p<0,01) and an increase in the percentage of CD3*
T cells producing TNF-o (p<0,03) upon in vitro stimulation with PMA and
ionomycin in children with skin colonization (S.aureus*). The duration of
AE was inversely correlated both with absolute number of CD3* (R:-0,58,
p<0,02), and the percentage of CD3* T cells producing INF-y (R:-0,67;
p< 0,006) and IL-2 (R:-0,75; p<0,001).

Conclusions. A decrease in the percentage of CD4* T cells and
increased intracellular production of TNF-o. by peripheral blood CD3* T
cells in a subgroup of children with AE may result from AE and the
coexisting Staphylococcus aureus skin infection.
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Wyprysk atopowy (WA) to przewlekta choroba za-
palna skory z towarzyszacym wybitnym swiadem, typowa
morfologia i lokalizacja zmian skornych. Zwykle zaczyna
si¢ w okresie dziecigcym i czgsto wyprzedza objawy ast-
my lub alergicznego niezytu nosa [1]. O ile rozpoznanie
WA w oparciu o kryteria Hanifina i Rajki nie sprawia
zwykle trudnosci, to ztozona patogeneza choroby budzi
wiele watpliwosci [2,3]. U okoto 80% pacjentow z WA
stwierdza si¢ obecno$¢ swoistych IgE dla alergenéw in-
halacyjnych lub pokarmowych [3]. Chociaz wylaczne
znaczenie alergii/atopii w WA jest kontrowersyjne, to im-
munologiczne mechanizmy lezace u podstaw WA sa po-
dobne jak w innych chorobach alergicznych [4,5]. Wsrod
wielu nieprawidtowos$ci immunologicznych stwierdzanych
u chorych z WA istotne znaczenie przypisuje si¢ wysokie-
mu stezeniu IgE i eozynofili, ktore odzwierciedlaja wzmo-
zong ekspresje cytokin o profilu Th2, tj. interleukiny (IL)-4,
IL-5, IL-13 uwalnianych przede wszystkim przez limfocy-
ty T CD4". Fenotyp WA, podobnie jak innych chordb ato-
powych, zalezy od predyspozycji genetycznej, na ktdra na-
ktadaja si¢ wptywy wielu czynnikow srodowiskowych [6,7].

Wiadomo, ze pacjenci z WA sa podatni na wirusowe,
bakteryjne i grzybicze infekcje skory. Wsréd nich szcze-
g6lna rolg przypisuje sig Stapylococcus aureus, ktory ko-
lonizuje skorg od 64 do 90% pacjentow z WA [8,9,10].
Udowodniono, ze kolonizacja S.aureus zaostrza przebieg
WA, a liczba koloni koreluje ze stopniem cigzkosci choro-
by [8]. Sktonnos¢ do zakazen gronkowcowych skory cho-
rych z WA wiaze si¢ z zaburzeniami wrodzonej i nabytej
odpowiedzi immunologicznej. Nieprawidtowy sktad lipi-
doéw warstwy rogowej, alkaliczne pH skory, niskie steze-
nia IgA w wydzielinie gruczotéw potowych oraz niedobdr
peptydow antybakteryjnych — katelicydyny i B-defensy-
ny, stwierdzany u chorych z WA, sprzyjaja kolonizacji skory
przez S.aureus oraz znacznie utrudniaja jego eliminacj¢
[11,12,13]. Obecnie wiadomo, ze S.aureus jest zrodlem
prozapalnych biatek, tj. alfa-toksyny, proteiny A oraz po-
siada receptory o duzym powinowactwie do biatek ma-
cierzy pozakomorkowej — kolagenu (Cna-collagen-bin-
ding protein), fibrynogenu (CLf-clumping factor) i fi-
bronektyny (Fnbp-fibronectin-binding protein) [14].
Dodatkowo cytokiny, ktore w WA wystepuja w zwigk-
szonej ilosci, tj:1L-4 i IL-13, poprzez wzrost ekspres;ji fi-
bronektyny i fibrynogenu wzmagaja adhezj¢ gronkowcow
do zmienionej zapalnie skory. S.aureus jest rowniez zro-
dtem immunomodulujacych toksyn, jak: SEB A B C (sta-
phylococcal enterotoxin A, B, C) 1 TSST-1 (toxic shock
syndrome toxin) [15]. Toksyny te wykazuja wlasciwosci
superantygenow, przez co aktywuja wiele klonow komor-
kowych, w tym limfocyty i makrofagi oraz zwigkszaja
uwalnianie szeregu cytokin [ 16], op6zniaja apoptozg eozy-
nofilow [17], a takze, jak wykazaty niedawno opubliko-
wane badania, wplywaja na funkcje komorek T regulato-
rowych o fenotypie — CD4'CD25" [18]. Warto nadmie-
ni¢, ze S.aureus indukuje syntezg specyficznych IgE, kto-

rych stezenie koreluje ze stopniem cigzkosci WA. Z kolei
wysokie stezenie IgE, poprzez hamujacy wptyw na adhe-
zje neutrofilow i fagocytoze, sprzyja przewlektej koloni-
zacji S.aureus [19]. Wykazano réwniez, ze niedobor p/ciat
w klasie IgG2 przeciwko enterotoksynom gronkowcowym
pogarsza przebieg kliniczny choroby [20].

Celem pracy byta ocena subpopulacji limfocytow T:
CD3",CD4", CD8" oraz CD3'CD25", CD4'CD25" oraz
wewnatrzkomorkowe;j ekspres;ji cytokin: IL-2, [L-4, INF-y,
TNF-o w limfocytach T CD3" krwi obwodowej u dzieci
z WA, u ktorych stwierdzono obfity wzrost kolonii Sta-
phylococcus aureus w wymazie ze zmian skornych.

MATERIAL | METODY
Pacjenci

Do badania wiaczono 15 dzieci, ktore spehialy kryte-
ria WA wg Hanifina i Rajki [21]. Czas trwania choroby
wahat sig¢ 2,7-16,5 lat ($rednia 12,08+1,5). Stopien cigz-
kos$ci choroby oceniany wg skali SCORAD [22].

U wszystkich dzieci pobierano wymazy ze skory
z 3 okolic ciata. Grupg I stanowito 6 dzieci ($redni wiek
w latach: 11,2+1,7, SCORAD — 54,5) z rozleglymi zmia-
nami wysigkowymi, licznymi nadzerkami i §wiezymi za-
drapaniami oraz obfitym wzrostem kolonii Staphylococ-
cus aureus (S.aureus’) w posiewie ze zmian skornych.
Grupg II stanowito 9 dzieci (§redni wiek w latach:
12,3+0,97, SCORAD —46,6) bez kolonizacji skory S.au-
reus (S.aureus’), u ktorych dominowaty zmiany grudko-
wo-wypryskowe z tendencja do lichenizacji skoéry oraz
$lady po starych zadrapaniach. U Zadnego z badanych
dzieci nie stosowano kortykosteroidoterapii systemowe;j
ani tez miejscowo kortykosteroidow o silnym dziataniu co
najmniej przez 4 tygodnie. Grupg kontrolng stanowito
7 dzieci zdrowych z ujemnym wywiadem w kierunku cho-
rob atopowych oraz ujemnymi punktowymi testami skor-
nymi z alergenami roztoczy, pytkow i plesni (§redni wiek
w latach: 11,5+1,3). Wszystkie badane dzieci z grupy A
i B stosowaty miejscowo obojetne emolienty oraz korty-
kosteroidy o stabym dziataniu (0,5-1% hydrokortison). Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycz-
nej Slaskiej Akademii Medycznej

Subpopulacje limfocytéw T

Do oceny subpopulacji limfocytow T zastosowano
standardowe techniki dla immunofluorescencyjnego zna-
kowania komorek zgodnie z wymogami podanymi przez
producenta. Pelng krew zylna inkubowano przez 30 mi-
nut z odpowiednimi przeciwciatami monoklonalnymi, a nas-
tepnie przez 10 minut z ptynem lizujacym FACSLysis (Bec-
ton Dickinson) w celu usunigcia erytrocytow. Po dwu-
krotnym przeptukaniu w buforze PBS, znakowane komor-
ki wprowadzono do cytofluorometru przeptywowego
(Becton Dickinson), rejestrujac 10000 komorek w kazde;j
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probee. Probke kontrolna stanowita zawiesina Igl—+Ig2
mysich immunoglobulin odpowiednio wyznakowanych.
Analizg uzyskanych parametrow morfologicznych i fluore-
scencji przeprowadzono z uzyciem programu CellQuest.

Wewnatrzkomorkowa ekspresja cytokin

Ekspresje cytokin w limfocytach CD3 przed i po sty-
mulacji octanem myrystanianu forbolu (PMA) i jonomy-
cyna przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowe;j
zgodnie z przyjeta procedura [23]. Krew obwodowa po-
bierano w ilo$ci 2ml na heparyng i rozcienczano w sto-
sunku 1:1 ptynem hodowlanym RPMI1640. Rozcienczona
krew rozdzielano do dwoch probowek, do pierwszej (kon-
troli) dodawano 10 ul monensyny (2,5uM; Sigma), do dru-
giej — 10 ul monensyny, 20 ul jonomycyny (1pul/ml) oraz
20ul PMA (25ng/ml; Sigma). Krew inkubowano w tem-
peraturze 37°C przez 4 h. Po inkubacji krew rozdzielano
do probowek zawierajacych przeciwciata monoklonalne
CD3 FITC PerCP (Becton Dickinson) i ponownie inku-
bowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut. W celu
permeabilizacji btony komdrkowej po inkubacji do wszyst-
kich komoérek dodano 100 pl Reagentu A (Intra Prep
DAKO) i inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji dwukrotnie przeptukiwano PBS
i dodawano przeciwciata anty-CD69, 1L-2, IL-4, INF-y
i TNF-o (PE-Becton Dickinson) oraz 100ul Reagentu B
i ponownie inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji przeptukiwano dwukrotnie w PBS
1 zawieszono w 0,5 ml Cell Wash. Znakowane komorki
wprowadzono nastgpnie do cytometru przeptywowego
FACS Scan (Becton Dickinson), rejestrujac 10 000 prze-
ptywajacych komorek. Analiz¢ parametréw morfologicz-
nych i fluorescencji badanych komorek przeprowadzono
przy uzyciu programu komputerowego Cell Quest (Bec-
ton Dickinson)

Analiza statystyczna

Poréwnanie wartosci $rednich w badanych grupach do-
konano za pomoca nieparametrycznego testu U Mann’a-
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-Whitney’a. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednia
1 blad standardowy (SE), przyjmujac wartos¢ p<0,05 za istotna
statystycznie. Korelacj¢ wybranych parametréw przepro-
wadzono za pomoca testu korelacji rang Spearmana.

WYNIKI
Calkowite stezenie IgE a eozynofilia

U dzieci z WA 1ikolonizacja skory S.aureus (WA S.au-
reus’) stezenie IgE bylo istotnie wyzsze niz u dzieci zdro-
wych; p<0,007 (WA S.aureus’: 2000987 Ul/ml, dzieci
zdrowe: 68,7+138 Ul/ml). Rowniez u dzieci z WA, u ktd-
rych nie stwierdzono obecnosci bakterii w wymazach ze
skory (WA S.aureus’), stezenie IgE (722,1+369 Ul/ml)
bylo wyzsze w poréwnaniu do warto$ci stwierdzanych
u dzieci zdrowych; p<0,03. Odsetek eozynofilow u dzieci
z WA S.aureus byl istotnie wyzszy niz u dzieci zdrowych;
p<0,009 (WA S.aureus™: 11,8+4,1%, dzieci zdrowe:
2,1+0,9%). Takze w grupie dzieci z WA S.aureus™ odse-
tek eozynofilow (8,7+2,2%) byl wyzszy niz w grupie kon-
trolnej; p<0,006. Eozynofilia bezwzgle¢dna u dzieci z WA
S.aureus’ byla istotnie wyzsza niz u zdrowych; p<0,008
(WA S.aureus: 394,6+74.4 ul, dzieci zdrowe: 120£15,8 pl).
U dzieci z WA S.aureus™ eozynofilia (357+£27,7 pul) takze
byta wyzsza niz w grupie kontrolnej; p<0,001.

Subpopulacje limfocytéw T

U dzieci z WA S.aureus' odsetek limfocytow T CD4 *
byt istotnie nizszy nizu dzieci z grupy kontrolnej; p<0,01
(WA S.aureus: 32,8+1,8%, dzieci zdrowe: 42,1+3,0%).
Liczba bezwzgledna CD4" w tej grupie dzieci nie roznita
si¢ od wartosci stwierdzonej u zdrowych dzieci
(1419,5+38,3 v/s 998,73+130). Stosunek CD4/CD8 u dzieci
z WA S.aureus’ byt nizszy niz u zdrowych; p<0,03 (WA
S.aureus’: 1,2+0,1, dzieci zdrowe: 1,9+0,31) (ryc. 1).
U dzieci z WA S.aureus odsetki i bezwzgledne liczby po-
zostatych subpopulacji limfocytow nie roéznily sig istotnie
od wartos$ci uzyskanych u dzieci zdrowych (WA S.au-
reus : CD3": 62,8+1,7% (2873,6+839), CD8": 26,1+1,61%
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Ryc. 1. Poréwnanie odsetka komdrek CD4" i wskaznika CD4"/CD8* w krwi obwodowej w badanych grupach. Test U Mann’a-

-Whitney’a
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(1251,2£479), CD3*CD25": 4,6+0,8% (116 +£26,2),
CD4'CD25": 4,5+0,8% (58,7+12,7), dzieci zdrowe:
CD3":65,5£2,9% (1568,2£203,1), CD822+2%
(568,8+87,3),CD3'CD25:7,140,76% (109+13,8),
CD4"CD25": 6,7+9,9% (65+28), CD4/CD8:1,9+0,31).

U dzieci z grupy II — WA S.aureus™ uzyskano nast¢pu-
jace wartosci odsetkowe (liczby bezwzgledne) subpopula-
cji limfocytow: CD3": 63+3,2% (1392,3+127), CD4":
39+1,8% (865+78,1), CD8": 25,3+1,6% (562+52,3),
CD3'CD25": 6,0+0,52% (83,8+11,3), CD4"CD25":
5,440,55% (47,246,9), CD4/CD8: 1,5+0,17. Warto$ci te nie
r6znity sig od wartosci obserwowanych u dzieci zdrowych.
Pomigdzy grupami: I — dzieci WA S.aureus™ i I — dzieci
WA S.aureus™ nie wykazano rdéznic statystycznych odno-
$nie odsetka i liczby limfocytéw badanych subpopulacji.

Wewnatrzkomoérkowa ekspresja cytokin

Odsetek limfocytow CD3 IL-2" byt wyzszy u dzieci
grupie I, tzn. WA S.aureus” (15,1£2,5%), ale r6znica nie
byta istotna statystycznie w stosunku do dzieci WA S.au-
reus’(9,8+1,6%) i dzieci zdrowych (11,4+2,5%). Odsetek
CD3"IL-4" u dzieci z WA S.aureus’ (8+2,0%) takze byt
nieco wyzszy niz u dzieci z WA S.aureus (6,8+0,88%) oraz
u dzieci zdrowych (6,5+0,3%), ale rdznice byly nieistotne.
Ekspresja INF-y w limfocytach CD3" byla rowniez wy-
zsza u dzieci z WA S.aureus’ (17,0+4,61%) niz u dzieci
z WA S.aureus (10,0+£2,1%) i grupie kontrolnej
(11,743,06%), ale roznice pomigdzy grupami byty nieistot-
ne. Odsetek limfocytow CD3"TNF-o" u dzieci z WA
S.aureus’ (17,3£3,0%) byl istotnie wyzszy zarbwno w po-
rownaniu do dzieci zdrowych (12+1,85%); p<0,03, jak i po-
réwnaniu do dzieci z WA S.aureus™ (12,6+0,55%); p<0,04
(ryc. 2). Produkcja cytokin u dzieci z grupy I (WA S.au-
reus’) nie roéznila si¢ znaczaco od produkcji cytokin u dzieci
zdrowych.
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Ryc. 2. Por6wnanie wewnatrzkomorkowej ekspresji TNF-ouw sty-
mulowanych in vitro (PMA+jonomycyna) limfocytach CD3"
(CD3" TNF-o") w badanych grupach. Test U Mann’a-Whit-
ney’a

Wptyw czasu trwania choroby i SCORAD na analizo-
wane parametry

Czas trwania WA byt odwrotnie skorelowany z we-
wnatrzkomorkowa ekspresja INF-y (R:-0,67; p<0,006)
(ryc. 3), IL-2 (R:-0,75; p<0,001) w limfocytach T CD3",
bezwzgledna liczba limfocytow (R:-5,4; p<0,03) oraz lim-
focytow T CD3" (R:-0,58; p<0,02). Ponadto stwierdzono
dodatnia korelacj¢ pomigdzy czasem trwania choroby
a odsetkiem limfocytow CD3"CD25" (R:0,75; p<0,001),
CD4'CD25" (R:0,74; p<0,001). Z kolei warto$¢ SCO-
RAD byta dodatnio skorelowana z catkowitym st¢zeniem
IgE (R:0,67; p<0,005), a odwrotnie z wartoscia odsetkowa
limfocytow CD3" (R:-0,53, p<0,03).
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Ryc. 3. Wykres zalezno$ci odsetka limfocytow CD3 INF-y" od
czasu trwania WA. Korelacja rang Spearmama (R=-0,67; p<0,006)

DYSKUSJA

Wiele badan potwierdza szczegdlng rolg aktywnych
limfocytow T CD4" w patogenezie WA. Udowodniono,
ze aktywne limfocyty T pamieci-CD4"'CD45RO", wyka-
zujace ekspresje czasteczki CLA (cutaneous lympho-
cyte antigen), dominuja w zmianach zapalnych skory
u chorych z WA oraz obecne sa w skorze pozornie wgla-
dajacej na zdrowa [24]. W wielu badaniach wykazano
réowniez, ze limfocyty T CD4'CD45RO'CLA" u chorych
z WA wystepuja w zwigkszonej proporcji w krwi obwo-
dowej w porownaniu do 0so6b z astma i zdrowych [25].

W obecnym badaniu analizowali$my populacje limfo-
cytéow T oraz produkcje cytokin w limfocytach T CD3"
krwi obwodowej u dzieci z WA w zaleznos$ci od koloniza-
cji skory S.aureus. Odsetki i liczby bezwzgledne limfocy-
tow T CD3", CD4" i CD8"u dzieci z WA bez obecnosci
S.aureus w skorze i w grupie dzieci zdrowych nie roznity
si¢ istotnie. Z kolei u dzieci z kolonizacja skory S.aureus
odsetek limfocytow CD4" oraz stosunek CD4/CD8 byty
istotnie nizsze niz u dzieci zdrowych. W tej grupie dzieci
rowniez warto$ci odsetkowe i liczby bezwzgledne
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limfocytow CD8" byly wyzsze w pordéwnaniu do warto-
$ci u zdrowych dzieci, ale rdznice nie byly istotne staty-
stycznie. Obserwowana tendencja do wyzszych warto-
$ci limfocytow T CD8" u dzieci z WA, zwlaszcza w przy-
padku kolonizacji skory S.aureus, moze $wiadczy¢ o ich
udziale w patogenezie choroby. Badania ostatnich lat
wykazaty, ze rola limfocytow T CD8" w alergii nie ogra-
nicza si¢ do funkcji supresorowych, jak poczatkowo sa-
dzono. Wiadomo, ze wérdd limfocytow T CD8" mozna
wyr6znic limfocyty Tcl i Te2, ktore uwalniaja cytokiny
o profilu podobnym do Th1 i Th2 [26]. Wykazano, ze spon-
taniczne uwalnianie [L-4 i IL-13 oraz w wyniku aktywa-
cji poliklonalnej i alergenowej z limfocytow T CD8" u cho-
rych z WA jest poréwnywalne, a nawet wigksze niz z lim-
focytow T CD47[27]. Warto rowniez doda¢, ze w czesci
badan przeprowadzonych u dorostych z WA wykazano
istotne obnizenie odsetka limfocytow CD4" [28] oraz sub-
populacji CD4"CD45RO" [29]. Mozna przypuszczaé,
ze obnizenie limfocytéw CD4", ktore stwierdzilismy
w grupie dzieci z obecnoscia S.aureus w skorze, moze
by¢ spowodowane migracja komorek z krwi obwodowe;j
do zmienionej zapalnie skory. Jak wiadomo, enterotoksy-
ny gronkowcowe zwigkszaja na limfocytach ekspresja cza-
steczki CLA pelniacej role receptora zasiedlajacego sko-
re [15].

Odsetek i bezwzgledna liczba limfocytow T CD3"
i CD4" wykazujacych ekspresje czasteczki CD25, odpo-
wiadajaca podjednostce o tancucha receptora dla 1L-2,
byly podobne w badanych grupach. Obecnie wiadomo,
ze cze$é limfocytéw o fenotypie CD4"CD25" wykazuje
wlasciwosci supresyjne i obok limfocytéw Th3 i Thrl za-
liczana jest do tzw. limfocytow T regulatorowych (Treg)
[30]. Komorki CD4"CD25" zostaly po raz pierwszy opi-
sane przez Sakaguchi i wsp jako niewielka (okoto 10%)
frakcja limfocytow CD4', ktora odgrywa istotng role w ha-
mowaniu autoreaktywnych limfocytow T i zapobieganiu
autoagresji oraz ma istotne znaczenie w podtrzymywaniu
tolerancji wlasnych antygenéw na obwodzie [31]. Zna-
czenia komorek regulatorowych CD4'CD25" w alergii
jest obecnie przedmiotem szeregu badan. Mechanizm
dziatania komorek regulatorowych CD4" CD25" w choro-
bach alergicznych nie do konca jest jasny, ale rozwaza si¢
wplyw bezposredniego kontaktu komoérkowego z udziatem
czasteczek kostymulujacych (CTLA-4, PD-1) oraz IL-10
i TGF-B (cytokiny wydzielane przez tzw. indukowane lim-
focyty CD4"CD25") na wygaszanie odpowiedzi immuno-
logicznej. Wykazano, ze funkcja i liczba limfocytow
CD4'CD25" w krwi obwodowej u wigkszo$ci chorych
z astma jest porownywalna do wartosci stwierdzanych
u zdrowych, ale u chorych z alergicznym niezytem nosa
W sezonie pylenia obserwowano wzrost ich liczby, ktore-
mu towarzyszyto obnizenie funkcji supresyjnych [32]. Z kolei
we krwi obwodowej dorostych z WA stwierdzono, ze lim-
focyty CD4"CD25" wystepuja w zwigkszonej proporcji, ale

w obecnosci superantygendéw gronkowcowych dochodzi
do utraty ich wlasciwo$ci immunosupresyjnych [17].

Dzigki badaniom bioptatow skory u ludzi oraz w mo-
delu zwierzgcym wiadomo, ze w rozwoju zmian zapal-
nych skory w WA uczestnicza cytokiny o profilu Th1 i Th2.
I tak w fazie ostrej WA obecne sa nacieki z limfocytow T
oraz wzmozona jest ekspresja cytokin o profilu Th2 t;.
IL-4, IL-5, IL-13, podczas gdy w fazie przewleklej domi-
nuje ekspresja INF-y oraz pojawiaja si¢ nacieki z eozyno-
filow i makrofagéw [33,34,35]. W pracy stwierdzilismy,
ze dzieci ze zmianami ostrymi i obecnos$cia gronkowca
w skorze miaty znamiennie wyzsza ekspresje TNF-o
w limfocytach T CD3" niz dzieci zdrowe. Rowniez eks-
presja IL-2, IL-4 i INF-y byly wyzsza w tej grupie dzieci
nizu zdrowych, ale nieistotnie statystycznie. W wigkszo-
$ci badan wykazano, ze w fazie ostrej w przebiegu WA
komarki mononuklearne krwi obwodowej (PMBC) uwal-
niaja wigksze ilosci IL-4 1 IL-13 w wyniku stymulacji aler-
genowej i poliklonalnej niz u dzieci z faza przewlekta WA
o zdrowych [36,37,38,39]. Istotny wzrost produkcji TNF-
o w limfocytach T CD4" u dorostych ze zmianami ostry-
mi w przebiegu WA wykazali rowniez Antinez C i wsp.
[40]. Rowniez u dzieci z WA i alergia na mleko uwalnia-
nie TNF-ooz PMBC pod wptywem kazeiny byto wyzsze
niz u dzieci bez alergii na mleko krowie [41]. Roznice
w uwalniania TNF-o z limfocytow T CD3" pomiedzy
dzie¢mi z WA i kolonizacja skory S.aureus a dzie¢mi zdro-
wymi i dzie¢mi WA bez obecnosci bakterii, ktore stwier-
dziliSmy w naszym badaniu, moga $wiadczy¢ o udziale tej
cytokiny w patogenezie WA. TNF-o. jest niespecyficzna
prozapalng cytoking uwalniana przede wszystkim przez
makrofagi, keratynocyty, mastocyty oraz limfocyty.
W przeciwienstwie do TNF-f3, ktory jest uwalniany przez
limfocyty Th1, TNF-o produkowany jest zar6wno przez
limfocyty Th11iTh2.

TNF-o uwalniany jest w poczatkowej fazie odpowie-
dzi immunologicznej i indukuje uwalnianie innych cytokin
[5]. Poprzez zwigkszenie ekspresji czasteczek adhezyj-
nych, m.in. selektyny E, bedacej ligandem dla CLA, na
$rodbtonku postkapilarnych zytek zwigksza naptyw aktyw-
nych limfocytow T do zmienionej zapalnie skory, przez co
wplywa na rozwoj zmian zapalnych w skorze [42].

W pracy analizowaliSmy rowniez zalezno$¢ czasu
trwania choroby oraz stopnia cigzko$ci choroby ocenia-
nego punktowo wg SCORAD od analizowanych para-
metrow. StwierdziliSmy, ze im dtuzszy czas trwania cho-
roby, tym nizsza liczba limfocytéw T CD3" i wewnatrz-
komorkowa ekspresja INF-y. Mozna przypuszczaé, ze
spadek wraz z wiekiem limfocytow CD3" i INF-y moze
zwigksza¢ wrazliwos$¢ chorych z WA na infekcje wiruso-
we i sprzyja¢ kolonizacji skory przez bakterie. Wpraw-
dzie dzieci z WA mialy nieco nizsze wartosci limfocytow
T CD4"CD25" niz dzieci zdrowe, co jest sprzeczne z ob-
serwacjami u dorostych z WA, ale wraz z czasem trwa-
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nia choroby obserwowano wzrost wartos$ci odsetkowe;j
tych komorek.

W interpretacji tych wynikow trzeba uwzgledni¢ fakt,
ze subpopulacja limfocytéw T CD4'CD25 obejmuje nie
tylko limfocyty pehiace funkcje regulatorowe, ale row-
niez pule aktywnych limfocytow CD4" wykazujacych
ekspresje receptora dla IL-2 (dla supresorowych limfo-
cytow T CD4"CD25" bardziej swoistym markerem jest
czynnik transkrypcyjny foxp 3, ktory nie ulega ekspresji
w aktywnych limfocytach). Badania wykazaty roéwniez,
ze odsetek komorek CD4'CD25" u zdrowych dorostych
wzrasta wraz z wiekiem [43].
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