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Streszczenie

Rozwdj zmian pecherzowych w opryszczkowatym zapaleniu skéry (dermatitis herpetiformis — DH) jest m.in. wynikiem
destrukcji elementéw btony podstawnej. Jej ztozona struktura odpowiada za utrzymanie integralnosci potaczenia
skérno-naskérkowego, a reakcja wigzania sie autoprzeciwciat skierowanych przeciwko antygenom w niej zlokalizowanym
aktywuje wiele proceséw immunologicznych i enzymatycznych. Rozwoéj pecherza w DH jest zapoczatkowany gromadzeniem
sie neutrofilow tworzacych mikroropnie w brodawkach skérnych, ktére w wyniku dalszych proceséw przeksztatcaja sie
w pecherze podnaskérkowe. Tworzenie sie naciekéw z komérek wielojadrzastych jest poprzedzone naptywem limfocytow,
zaleznym od aktywnosci réznych czasteczek adhezyjnych. Adhezyny posredniczg w oddziatywaniach pomiedzy komérkami,
oraz miedzy komérkami a macierza miedzykomoérkowa. Integryny i selektyny maja udziat w tworzeniu ognisk
kontaktowych, paséw adhezyjnych, desmosoméw czy hemidesmosoméw, jak rowniez w odpowiedzi immunologicznej
podczas procesu zapalenia. Celem pracy byto okreslenie lokalizacji i ekspresji wybranych integryn i selektyn w zmianach
skérnych u chorych na DH. Grupe badang stanowito 13 chorych na DH w aktywnym okresie choroby, grupe poréwnawcza
— 10 os6b zdrowych. Lokalizacje i ekspresje integryn B,, B; i B, oraz selektyn E i L w skdérze oznaczano metoda
immunohistochemiczng (Novocastra). Ekspresje wybranych integryn i selektyn u wszystkich badanych chorych stwierdzono
gtownie w warstwie podstawnej naskérka, a w wiekszosci biopsji wystepowata ona takze ogniskowo w pozostatych
warstwach naskérka. Ekspresje tych enzymow wykazano takze w naciekach neutrofilowych, zwtaszcza tworzacych
mikroropnie. U chorych na DH stwierdzono nieregularng ekspresje integryny f4 wzdtuz btony podstawnej. Silng ekspresje
selektyn wykazano réwniez w Scianach naczyn.

W grupie porownawczej ekspresja badanych czasteczek adhezyjnych byta stwierdzana jedynie w pojedynczych
keratynocytach i komérkach srodbtonka.

Wyniki przeprowadzonych badar wskazuja na udziat czasteczek adhezyjnych w tworzeniu sie zmian skérnych w dermatitis
herpetiformis.

Stowa kluczowe: opryszczkowate zapalenie skory, integryny, selektyny.

Abstract

Pathogenesis of skin lesions in DH is associated with destruction of basement membrane components. Autoantibodies
binding to autoantigens localized in the basement membrane of the epidermis activate a series of immunological
and enzymatic phenomena.

Blister formation is initiated by accumulation of neutrophils, attracted by CD4+ T cells secreting mainly IFN-y, TNF-a.
and IL-2, in dermal papillae, forming Pierrard’s microabscesses. They are quickly transformed by oedema and
inflammation into microvesicles and later into bigger subepidermal blisters. Adhesive molecules have an important
role in processes of adhesion and interaction between individual cells as well as between cells and components of
extracellular matrix. Selected integrins and selectins are cell surface transmembrane glycoproteins that function as
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adhesion receptors transmitting biochemical and mechanical signals in a bidirectional manner across the plasma
membrane and thus influence most cellular functions such as proliferation, differentiation, apoptosis and cell
migration during inflammation.

The aim of the study was to investigate whether selected integrins and selectins are involved in pathogenesis of
DH. Skin biopsies were taken from 13 patients with DH in an active stage of the disease and from 10 healthy subjects
(controls). The localization and expression of integrins B,, B; and B, as well as selectins E and L were examined by
immunohistochemistry (Novocastra).

Signals for selected integrins were detected in basal keratinocytes in all the DH samples and in most of the samples
focally in the other layers of epidermis. Neutrophils in microabscesses and perivascular infiltrations showed positive
staining for integrins. Expression of beta 4 integrin in samples with blister was irregular and focal.

Expression of selectins was detected mainly in basal keratinocytes in all DH samples and sometimes also in other
keratinocytes. The strong expression of selectins was assessed in the vascular wall and in infiltrations.

In all samples obtained from healthy volunteers weak expression of the examined molecules was detected in basal
keratinocytes and endothelium cells.

Our results allow us to conclude that integrins and selectins play an important role in the pathogenesis of skin
lesions of DH.

Key words: dermatitis herpetiformis, integrins, selectins.

Wstep

Rozw6j pecherza w opryszczkowatym zapaleniu sko-
ry (dermatitis herpetiformis — DH) jest zapoczatkowany
gromadzeniem sie neutrofiléw tworzacych tzw. mikrorop-
nie Pierrarda w brodawkach skérnych. Na skutek obrze-
ku i stanu zapalnego sag one szybko przeksztatcane w mi-
kropecherzyki, ktore taczac sie, tworza wieksze pecherze
podnaskdrkowe [1]. Rozwéj nacieku ztozonego z komdrek
wielojadrzastych poprzedza wczesna akumulacja w skoé-
rze limfocytdw o profilu CD4*, wydzielajgcych gtéwnie
INF-y, TNF-a i IL-2 [2-4].

Z badan eksperymentalnych wynika, ze w okresie two-
rzenia sie pecherza dochodzi do wzmozonej produkcji
IL-4 1 IL-5 [2, 5]. Powoduje to zwiekszong ekspresje czaste-
czek adhezyjnych na komarkach srédbtonka i naptyw neu-
trofiléw i eozynofildw do naskérka. W warstwie podstaw-
nej naskérka wykazano takze podwyzszenie stezenia
IL-8, bedacej bardzo silnym chemoatraktantem dla neu-
trofilow. Zwiekszone stezenie GM-CSF, stwierdzone w ko-
morkach dendrytycznych obecnych w potaczeniach skor-
no-naskérkowych, oprécz aktywacji neutrofiléw jest od-
powiedzialne za indukcje receptoréw dla immunoglobulin
klasy A [4, 6]. Dodatkowo aktywacja kaskady dopetniacza
przez przeciwciata IgA oraz MAC (membrane attack com-
plex) moze by¢ jednym z mechanizméw wptywajacych
na migracje neutrofildow do brodawek skérnych i niszcze-
nie bton komérkowych [7]. Neutrofile, tworzace naciek
w skorze, uwalniaja enzymy degradujace macierz i trawia-
ce ztogi IgA [8].

Badania dotyczace roli transglutaminazy naskérkowe;]
w patogenezie opryszczkowatego zapalenia skory dowio-
dty, ze enzym ten katalizuje, zalezng od jonéw wapnia, re-
akcje tworzenia kowalencyjnych wiazan y-glutamylo-lizy-
nowych [9, 10]. Przy udziale transglutaminazy naskérko-
wej zachodza procesy réznicowania keratynocytéw oraz
stabilizacji potaczen skérno-naskérkowych w brodawkach
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skornych. Wiadomo takze, ze transglutaminaza bierze
udziat w molekularnych reakcjach krzyzowych wigzan z ko-
lagenem typu VII, ktéry obecny w potaczeniach skérno-
-naskérkowych tworzy wtékna zakotwiczajace [8, 11-13].
Wykazano réwniez dominujaca role transglutaminaz
w stabilizowaniu btony podstawnej, macierzy zewnatrz-
komorkowej (ECM — extracellular matrix), sieci wtokien
kolagenowych [9, 12, 13] oraz potaczen z fibronektyna [17].
W procesie tym dochodzi takze do aktywacji mastocytéw
i neutrofiléow, ktére po przejsciu przez Sciany naczyn,
przy udziale czasteczek adhezyjnych, wydzielaja specy-
ficzne proteazy, majace zdolnos¢ trawienia wielu biatek
btony podstawnej. Uwalniane przez komoérki nacieku za-
palnego oraz keratynocyty metaloproteinazy macierzy do-
prowadzajg w konsekwencji do powstawania pecherzy
[1]. Migracja komérek immunokompetentnych poza Swia-
tto naczynia do miejsc objetych procesem zapalnym jest
procesem wieloetapowym. W poszczeg6lne jego etapy sa
zaangazowane kolejne rodziny czasteczek adhezyjnych
odpowiedzialnych za toczenie sie leukocytéw, adhezje, ak-
tywacje, Sciste przyleganie oraz diapedeze.

W poczatkowym etapie toczenia sie leukocytéw do-
chodzi do zblizania sie komorek (tzw. marginalizacji). ta-
czenie sie selektyn z ligandami oligosacharydowymi umoz-
liwia bezposredni kontakt leukocytow ze srédbtonkiem
naczyh. Wiagzanie to nie jest jednak na tyle silne, aby mo-
gto przeciwdziata¢ napierajgcemu pradowi krwi, dlatego
nie dochodzi do catkowitego zatrzymania komorek, ale
do ich toczenia, umozliwiajacego aktywacje limfocytow.

Nastepny etap to aktywacja leukocytéw, w czasie kt6-
rej cytokiny wydzielane w miejscu zapalenia stymuluja to-
czace sie leukocyty. Konsekwencjg tego procesu jest zmia-
na konformacji ich receptoréw integrynowych, zwieksza-
jaca powinowactwo do swoich ligandéw. Dochodzi
wowczas do zatrzymania przeptywu komérek, a nastep-
nie do przeciskania sie komorek przez Sciane srédbtonka.
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W kolejnym etapie — silnej adhezji — biorg udziat integry-
ny zaréwno podrodziny B1, jak i B2.

Ostatni etap — diapedezy i migracji w tkankach, pole-
ga na przechodzeniu leukocytéw przez nieuszkodzone na-
czynie do tkanek. Dzieki zdolnosci do ruchu wtasnego pet-
zakowatego aktywowany leukocyt dociera do miejsca wy-
stepowaniu antygenu i wydziela szereg enzymoéw
trawigcych tkanke. Zatrzymanie przeptywu komorek jest
zwigzane ze zwiekszeniem ptynnosci btony komorkowej,
a takze ze zmianami w cytoszkielecie, prowadzacymi do od-
ksztatcenia btony. W procesie tym dochodzi do syntezy en-
zymow zlokalizowanych na zewnatrz komorki, co ma stu-
zy¢ przygotowaniu komorki do opuszczenia naczynia. Nie-
mal wszystkie komérki opuszczajace naczynie maja
na swojej powierzchni CD26, czyli ektoenzym — peptyda-
ze dipeptydylowa, bioracy udziat w stymulacji limfocytow.

W pozanaczyniowych etapach migracji leukocytow
wazna role odgrywaja czasteczki adhezyjne. Sg one prze-
zbtonowymi glikoproteinami ztozonymi z domen zewng-
trzkomérkowych i srodbtonowych oraz cytoplazmatycz-
nych domen funkcyjnych. Molekuta, ktéra taczy sie z czast-
ka adhezyjna, jest nazywana jej receptorem lub ligandem
[15]. Wsrod czasteczek adhezyjnych odpowiedzialnych
za przyleganie wyr6zniono 6 rodzin: integryny, selektyny,
czasteczki immunoglobulinopodobne, kadheryny, cartila-
ge link proteins i sialomucyny. Przezbtonowe kadheryny,
a wsréd nich desmogleiny i desmokoliny, biorg udziat
w tworzeniu potaczen miedzy komdérkami naskérka.

W ostatnich latach prowadzone s3 badania nad mo-
dulacja aktywnosci czasteczek adhezyjnych biorgcych
udziat w zjawiskach zachodzacych w skorze, ktére beda
mogty by¢ wykorzystane jako nowa metoda terapeutycz-
na w dermatologii.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie lokalizacji i ekspresji wy-
branych integryn i selektyn w zmianach skérnych u cho-
rych na opryszczkowate zapalenie skory.

Materiat i metody

Grupe badana stanowito 13 chorych na DH (5 kobiet
i 8 mezczyzn, w wieku 18-64 lata, srednio — 44,78) w ak-
tywnym okresie choroby. Grupe poréwnawcza stanowi-
to 10 0séb zdrowych (5 kobiet i 5 mezczyzn, w wieku 19-49
lat, srednio — 42 lata). Na wykonanie badan uzyskano zgo-
de Komisji Etyki Uniwersytetu Medycznego w todzi.

U 7 chorych na DH obecne byty zmiany skérne o cha-
rakterze pecherzykéw i grudek, u pozostatych 6 oséb — ru-
mienie i grudki. Wszyscy badani zgtaszali uporczywy
Swiad. Rozpoznanie DH ustalono na podstawie wywiadu,
obrazu klinicznego oraz badan histopatologicznych i im-
munologicznych (IIF i DIF). U wszystkich chorych na DH
0znaczono miano przeciwciat IgAEmA na przetyku matpy
(Oesophagus monkey IgAEmMA, Medizinische Labordiagno-
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stica, Denmark) metodg immunofluorescencji posredniej
(IIF) oraz przeciwko transglutaminazie tkankowej
(anty-tTG) (Celikey, Pharmacia & Upjohn) metodg ELISA.

Wycinki skéry pobierano ze zmian chorobowych,
a u 0s6b zdrowych z okolicy karku. Do okreslenia ekspre-
sji badanych enzymow w tkance zastosowano metode
immunohistochemiczna. Skrawki parafinowe o grubo-
$ci 3—4 um postuzyty do sporzadzenia rutynowych prepa-
ratéw barwionych hematoksyling i eozyna oraz do badan
immunohistochemicznych w systemie detekcyjnym DA-
KO EnVision wg metody immunoperoksydazowej, z uzy-
ciem nastepujacych pierwotnych przeciwciat monoklo-
nalnych: CD 62E (E-selectin), CD62L (L-selectin), CD29 (B1
rodzina), CD61 (GPIII) (B3 rodzina), CD104 (34 rodzina) fir-
my Novocastra.

Do badan immunohistochemicznych skrawki parafi-
nowe, po natozeniu na szkietka adhezyjne i wysuszeniu
w cieplarce o temperaturze 56°C przez 24 godz., byty pod-
dawane odparafinowaniu w szeregu sktadajacym sie z ksy-
lenéw i alkoholi o zmniejszajacych sie stezeniach
(96%, 80%, 70%, 60%). Nastepnie hamowano aktywnos¢
endogennej peroksydazy przy uzyciu 3% roztworu perhy-
drolu w metanolu przez 5 min.

W celu odzyskania antygenowosci tkanki i otworzenia
drogi dla przeciwciat stosowano nastepujace procedury:
dla CD62E skrawki podgrzewano w 0,001 M buforze wer-
senianowym (EDTA) o pH 8,0, w tazni wodnej o tempera-
turze 95°C przez 30 min, dla CD62L skrawki gotowano
w 0,001 M buforze wersenianowym (EDTA) o pH 8,0 w ku-
chence mikrofalowej przy poziomie mocy 700 W przez
15 min, dla CD29 skrawki szesciokrotnie podgrzewano
w 0,01 M buforze cytrynianowym o pH 6,0, w kuchence
mikrofalowej przy nastepujacych poziomach mocy 150 W
(5 min), 350 W (5 min), 450 W (5 min), 650 W (6 min), dla
CD61i CD104 skrawki podgrzewano w DAKO Target Retrie-
val Solution, w tazni wodnej o temperaturze 95°C przez
30 min. Po ostudzeniu skrawki ptukano w 0,05 M buforze
TRIS (TBS) 0 pH 7,6 przez 5 min. Nastepnie poddawano
je 60-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej,
w komorze wilgotnej, z odpowiednio rozciefczonymi prze-
ciwciatami: CD62E (E-selectin) 1:50, CD62L (L-selectin) 1:50,
CD29 1:40, CD61 (GPIII) 1:25, CD104 1:50. Po inkubacji dwu-
krotnie ptukano skrawki w buforze TBS i stosowano dwu-
etapowy system wizualizacji DAKO EnVision, aby uwidocz-
ni¢ reakcje antygen — przeciwciato. Pierwszy etap reakcji
polegat na 30-minutowej inkubacji w ww. warunkach z po-
limerem znakowanym peroksydaza i zwigzanym z wtor-
nymi, kozimi przeciwciatami skierowanymi przeciwko uzy-
tym przeciwciatom monoklonalnym (mysim). Ostatni etap
detekgji jest przyktadem reakcji enzymatycznej, w ktorej
przy zastosowaniu substratu dla peroksydazy — tetrachlor-
ku 3,3” diaminobenzydyny (DAB) powstaje barwny pro-
dukt (czas inkubacji z roztworem DAB — 5 min). Po uzyska-
niu pozytywnej reakcji immunohistochemicznej podbar-
wiano jadra komérkowe hematoksyling Meyera (2 min),
a nastepnie odwadniano skrawki w alkoholach o rosna-
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Tab. 1. Srednie wartoéci nasilenia immunoekspresji CD29, CD61, CD104, CD62E i CD62L w tkankach

Czasteczki CD29 CD61 CD104 CD62E CD62L
adhezyjne (integryna B1) (integryna §3) (integryna p4) (E-selektyna) (L-selektyna)
choroba Duhringa 1,36+0,64 0,86+0,64 1,54+0,9 1,73+0,79 1,64+1,0

cych stezeniach (70%, 80%, 96%) i przeprowadzano przez
wiele acetonow i ksylendw. Tak przygotowane zatapiano
w balsamie kanadyjskim.

Nasilenie immunoekspresji CD29, CD61, CD104, CD62E
i CD62L w wycinkach ze skéry pobranych od chorych oce-
niano pétilosciowo, stosujgc nastepujaca skale: O — brak
odczynu, 0,5 — odczyn bardzo staby, w pojedynczych ko-
morkach, 1 —odczyn staby w wiekszosci komérek, 2 — od-
czyn mierny, 3 —odczyn silny. Nastepnie obliczano sred-
nie wartosci nasilenia immunoekspresji badanych inte-
gryn i selektyn. Wszystkie dane przedstawiono jako
Srednie + odchylenie standardowe.

Ekspresja integryn i selektyn byta oceniana przy uzy-
ciu mikroskopu Olympus BX 41 (Japonia).

Wyniki

W badaniach histopatologicznych we wszystkich wy-
cinkach ze zmian chorobowych od pacjentéw z DH stwier-
dzono nacieki neutrofilowe, tworzgce mikroropnie
w szczytach brodawek skérnych oraz w czesci przypad-
kéw obecnos¢ pecherzy podnaskérkowych. W 7 wycin-
kach wykazano jednokomorowy pecherz podnaskérko-
wy, a w 4 biopsjach obecne byty ponadto niewielkie pe-
cherzyki.

W badaniu DIF we wszystkich wycinkach stwierdzo-
no obecnos¢ ziarnistych ztogdw IgA w szczytach broda-
wek skornych. Badanie IIF wykazato obecnos¢ przeciw-
ciat IgAEmA u wszystkich chorych na DH, a obecnos¢ prze-

. e
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Ryc. 1. Opryszczkowate zapalenie skor
mia. Ekspresja B1 integryny. Powiekszenie 200x
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ciwciat anty-tTG metoda ELISA stwierdzono u 4 na 13 pa-
cjentow.

Badania immunohistochemiczne wycinkéw skory
chorych na DH

Wyniki badan pétilosciowych nasilenia immunoek-
spresji badanych integryn i selektyn przedstawiono
w tab. L

Integryna B1 (CD29). Immunoekspresje integryny g1
u chorych na DH wykryto w komérkach warstwy podstaw-
nej naskorka. Odczyn stabo lub miernie wyrazony byt
obecny we wszystkich komorkach. Nasilenie immunoek-
spresji CD29 oceniono $rednio jako 1,36+0,64. (ryc. 1.)
W skrawkach pochodzacych z grupy kontrolnej odczyn byt
bardzo staby i obejmowat jedynie pojedyncze komorki.

Integryna B3 (CD61). W wycinkach skory pochodza-
cych od 0séb z grupy kontrolnej nie wykryto immunoek-
spresji integryny B3 (ryc. 2.). Odczyn z przeciwciatem CD61
byt natomiast dodatni w wycinkach skéry pobranych
od chorych na chorobe Duhringa i obejmowat komérki
warstwy podstawnej naskérka lub tez ogniskowo komor-
ki pozostatych warstw naskorka (ryc. 3.). Srednia wartosé
nasilenia immunoekspresji CD61 wyniosta 0,86+0,64.

Integryna B4 (CD104). Immunoekspresje integryny B4
wykryto w hemidesmosomach zaréwno w wycinkach po-
chodzacych od 0séb chorych na DH, jak i z grupy kontro-
Inej. Odczyn ten jednak u chorych na DH miat charakter
nieregularnych ognisk barwnika rozrzuconych wzdtuz bto-
ny podstawnej w przeciwienstwie do regularnej linijnej

SRR S Sosiiy
trolna. Immunohistochemia. Ekspresja 33
integryny. Powigekszenie 200x
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Ryc. 3. Opryszczkowate zapalenie skory. Immunohlstoche
mia. Ekspresja 33 integryny. Powiekszenie 400x

Ryc 4. Opryszczkowate zapalenie skory Immunohlstoche-
mia. Ekspresja B4 integryny. Powiekszenie 400x

ekspresji w grupie poréwnawczej (ryc. 4.). Srednia war-
tos¢ nasilenia immunoekspresji CD104 wyniosta u cho-
rych na chorobe Duhringa 1,54+0,9.

E-selektyna (CD62E). Immunoekspresje E-selektyny
stwierdzono na komérkach srédbtonka i neutrofilach. Oce-
na pétilosciowa wykazata, ze odczyn z przeciwciatem
CD62E byt bardzo silny w wycinkach skéry pochodzacych
od chorych na chorobe Duhringa (ryc. 5.). Srednia wartos¢
nasilenia immunoekspresji tej selektyny wyniosta u cho-
rych na chorobe Duhringa 1,73+0,79. W grupie poréwnaw-
czej staby odczyn dotyczyt jedynie pojedynczych komé-
rek srodbtonka (ryc. 6.).

L-selektyna (CD62L). Immunoekspresje L-selektyny
stwierdzono na limfocytach, makrofagach i neutrofilach
(ryc. 7.). Srednia wartos¢ nasilenia immunoekspresji L-se-
lektyny u chorych wyniosta 1,64+1,0. W grupie kontrolnej
odczyn oceniono jako bardzo staby i dotyczacy pojedyn-
czych komérek krazacych.

Oméwienie

Pierwsza rodzing czasteczek adhezyjnych rozpoczyna-
jacych diapedeze, czyli toczenie sie leukocytow, sa selek-
tyny. Rodzina ta obejmuje 3 glikoproteiny transportowe:
selektyne leukocytarng (L), ptytkowa (P) i endotelialng (E).
Czasteczki te maja wspolny schemat budowy. Na N-koA-
cu znajduje sie zalezna od wapnia domena lektynopodob-
na, tuz za nig obecny jest region o budowie zblizonej
do czynnika wzrostu naskdrka (EGF — epidermal growth
factor). Najblizej btony znajduje sie zmienna liczna se-
kwencji homologicznych do biatek regulujacych uktad do-
petniacza. Kolejna jest domena transbtonowa i fragment
cytoplazmatyczny czasteczki. Naturalnymi ligandami dla
selektyn sa mucyny. Selektyny przyczyniaja sie do rekru-
tacji leukocytéw do ogniska procesu zapalnego, a w po-
czatkowych jego fazach takze biorg udziat w toczeniu sie
leukocytéw po srodbtonku naczyn krwionosnych [16].

Ryc. 5. Opryszczkowate zapalenle skory. Immunohlstoche
mia. Ekspresja E-selektyny. Powigkszenie 200x

S g€ A =
Ryc 6 Grupa kontrolna. Immunohistochemia. Ekspresja
E-selektyny. Powiekszenie 200x
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Ryc. 7. Opryszczkowate zapalenie skory. Immunohistoche-
mia. Ekspresja L-selektyny. Powiekszenie 400x

Selektyna E znajduje sie w stymulowanych komérkach
srodbtonka, a produkcje tej czasteczki indukuje bakteryjna
endotoksyna (liposacharyd — LPS), trombina, cytokiny: IL-1
oraz TNF-a.. Ekspresje tej czasteczki mozna stwierdzic tyl-
ko w miejscu procesu zapalnego [16]. E-selektyna jest pro-
dukowana tylko przez komorki endotelium, dlatego byc
moze zostata uznana za marker aktywnosci tych komoérek.
W badaniach wtasnych wykazano silng ekspresje ww. se-
lektyny w scianach naczyh oraz nieco stabsza w neutrofi-
lach. Potwierdza to jej udziat w naptywie komérek immu-
nokompetentnych do miejsc objetych procesem zapalnym.

Auria i wsp. [17] badali stezenie rozpuszczalnej E-se-
lektyny we krwi 0séb chorujacych na choroby pecherzo-
we. Byto ono istotnie podwyzszone u 0séb chorych w po-
réwnaniu z grupa kontrolng, a takze istotnie korelowato
z liczbg obecnych zmian skérnych w badaniu wstepnym.
Podczas prowadzonej terapii nasilenie zmian i stezenie
badanej selektyny zmniejszaty sie rownolegle, co moze
sugerowad, iz E-selektyna moze by¢ przydatnym marke-
rem skutecznosci prowadzonego leczenia. Podobnych za-
leznosci nie wykazano natomiast dla badanego we krwi
poziomu rozpuszczalnego ICAM-1.

Selektyna L znajduje sie stale na powierzchni leukocy-
téw, zanika natomiast z ich powierzchni po stymulacji. Bie-
rze ona udziat m.in. w rekrutacji neutrofili do miejsca to-
czacego sie procesu zapalnego, a takze adhezji limfocy-
téw do komérek srédbtonka naczyn obwodowych weztéw
chtonnych [15]. Prawdopodobnie jej forma rozpuszczalna
bierze udziat w regulacji proceséw adhezji, a takze moze
tworzy¢ rodzaj uktadu buforowego, ktéry zapobiega adhe-
zji na srédbtonku pod wptywem stabszej aktywacji. Ligan-
dami dla selektyn sg glikoproteiny sialowane i fukozylo-
wane laktozaminoglikany umieszczone na rdzeniu biatko-
wym. Na powierzchni komérek srédbtonka znajduja sie
ligandy dla selektyny L-CD34 i MAdCAM-1 (mucosal
adresin cell adhesion molecule) [15, 16]. W badaniach wta-
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snych z uwagi na duzy odczyn zapalny i prawdopodobne
ztuszczenie L-selektyny z powierzchni leukocytéw spodzie-
wano sie braku ekspresji tej selektywny w badanych
skrawkach. Whrew naszym oczekiwaniom w wycinkach
skornych stwierdzono jednak jej obecnosé. Ttumaczy¢ to
mozna obecnoscig komoérek o réznym etapie pobudzenia.
W badanych tkankach wykazano takze obecnosé¢ ekspre-
sji w pojedynczych keratynocytach, co moze by¢ zwigza-
ne ze zjawiskiem immunologicznego pobudzenia komo-
rek naskérka i pojawieniem sie na nich tej adhezyny.

Smith i wsp. [18] badali nasilenie ekspresji L-selekty-
ny na neutrofilach u 0séb z chorobg Duhringa. Autorzy ci
stwierdzili, ze zaréwno w aktywnym, jak i nieaktywnym
stadium choroby ekspresja ta byta nizsza niz u oséb zdro-
wych. Dominujaca komérka zapalna naciekéw w mikro-
ropniach brodawek skérnych jest neutrofil, a L-selektyna
bierze udziat w rekrutacji leukocytow do miejsca tocza-
cego sie procesu zapalnego. Aktywacja neutrofiléw i prze-
mieszczenie sie tych komoérek do miejsca zapalenia wig-
ze sie ze ztuszczeniem tej selektyny z powierzchni leuko-
cytéw, prowadzac do narastania stezenia formy
rozpuszczalnej w przestrzeni zewnatrzkomaérkowej. Aby
uzupetni¢ nasze badania tkankowe w przysztosci, nale-
zatoby je skorelowac ze stezeniem rozpuszczalnej L-se-
lektyny w surowicy chorych na DH.

Po zwiazaniu leukocytu przez selektyny swoje dziata-
nie rozpoczynaja integryny, ktére silnie mocuja leukocyt
na srédbtonku. Integryny sa czasteczkami adhezyjnymi
odpowiedzialnymi za interakcje pomiedzy komérkami
i macierza zewnatrzkomérkowa oraz miedzy samymi ko-
maorkami, poprzez przekazywanie sygnatu przez te struk-
tury. Wzajemnie oddziatywanie keratynocytéw i komérek
tworzacych struktury btony podstawnej jest niezmiernie
istotne w rozwoju choréb pecherzowych, w tym opryszcz-
kowatego zapalenia skory.

Integryny to heterodimery ztozone z tahcuchéw a i B
potaczonych niekowalencyjnie. Przechodzac przez btone
cytoplazmatyczna, czasteczki te tacza srodowisko ze-
wnatrz- i wewnatrzkomarkowe. U ludzi opisano do tej po-
ry przynajmniej 15 tancuchéw o i 8 B, ktére tacza sie ze
soba w wiele kombinacji [15, 16]. Keratynocyty podczas
procesu réznicowania traca zdolnos¢ ekspresji integryn
[19]. Integryny tacza sie ze swoistymi biatkami zwanymi
ligandami, jednak r6zne integryny moga taczyc sie z tym
samym ligandem. Niektére z nich do tego potaczenia wy-
magaja obecnosci jondw Mg* lub Ca* [15, 19, 20]. Zwia-
zanie integryny z ligandem powoduje inicjacje kaskady
sygnatowej, ktéra moduluje zachowanie komérek i trans-
krypcje genéw [19].

Integryny sg gtownymi receptorami komaérek w pro-
cesie taczenia sie ich z macierza zewnatrzkomérkowa (np.
fibronektyna, witronektyna, kolagen), a takze biorg one
udziat w adhezji miedzykomaérkowej [15, 16]. Dzieli sie je
na podrodziny ze wzgledu na ich podjednostke . Integry-
ny z podjednostka B1 nazywane sg tez VLA (very late ac-
tivation antigen) [16]. Podrodzina B1 bierze udziat gtow-
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nie w interakcji komorek z makromolekutami tkanki tacz-
nej (np. fibronektyna, laminina, kolagen), B2 —w interak-
cji miedzykomorkowej, a B3 —w taczeniu z ligandami ty-
pu fibrynogen, witronektyna, trombospondyna lub czyn-
nik von Willebranda [15, 19]. Podjednostke B1 integryny
wykrywano w szczytowej i bocznych czesciach bton ko-
morkowych komérek warstwy podstawnej, a w niewiel-
kim stopniu w ich dolnej czesci, co sugeruje, ze odgrywa
ona gtéwnie role w potaczeniach miedzykomaérkowych.
Podjednostka a.6 taczy sie B1, np. w komérkach miesnio-
wych, fibroblastach czy ptytkach, a w nabtonku moze wia-
zac sie zaréwno z B1 jak, i 6 [20].

Czasteczki nalezace do podrodziny integryn 1 VLA po-
jawiaja sie czesto dopiero od 2 do 7 tyg. po stymulacji lim-
focytow. Wiekszos¢ molekut nalezacych do tej podrodziny
ma zdolnos¢ wigzania lamininy, fibronektyny, witronekty-
ny, kolagenu i innych biatek macierzy pozakomaorkowej,
dlatego odgrywaja one istotna role w przyleganiu komo-
rek do podtoza [21]. Uzasadnito to badanie ekspresji inte-
gryny B1 w skrawkach chorych na DH w naszych badanich.
W trakcie tworzenia sie mikroropni, a nastepnie pecherzy-
kow w przebiegu DH ekspresja B1 integryny byta silna i do-
tyczyta catej warstwy podstawnej naskérka. Swiadczy to
0 wystapieniu opisanego powyzej procesu stymulacji in-
tegryn przez limfocyty na ztgczu skérno-naskérkowym.
W warunkach fizjologicznych w skérze oséb zdrowych eks-
presja tej czasteczki byta niewielka i ogniskowa.

Integryny na komérkach niepoddawanych stymulacji
sg nieaktywne [22]. Wiekszos¢ integryn jest konstytutyw-
nie w stanie latentnym — nie przytaczaja ligandow, jak tez
nie przekazuja sygnatéw [23, 24].

Druga wazng funkcja integryn jest ich rola w trans-
dukeji sygnatu. Aktywacja odmiennych drog przekazywa-
nia sygnatow zalezy od wielu czynnikdw. Nalezg do nich
réznego rodzaju integryny, biatka macierzy zewnatrzko-
markowej oraz czynniki stymulujace, takie jak cytokiny,
czynniki wzrostu, chemokiny oraz inne czasteczki adhe-
zyjne, wtaczajac w to réwniez same integryny [25].

Integryny odgrywaja wazna role w utrzymywaniu po-
taczenia skorno-naskorkowego. Zdolnosé komérek do przy-
legania do siebie nawzajem lub do macierzy miedzyko-
morkowej jest zasadnicza wtasnoscia organizméw wielo-
komaérkowych. Jest niezbedna m.in. do rozwoju organizmu,
proceséw naprawczych, dziatania uktadu immunologicz-
nego. Na istotna role integryn wskazywac¢ moze fakt wy-
wotania zjawiska letalnego u myszy w przypadku braku
a4 lub B1 w okresie ptodowym [26], a myszy pozbawione
a3 integryny umierajg wkrétce po urodzeniu ze wzgledu
na btedng organogeneze w nerkach i ptucach [19].

B3 integryna jest glikoproteing btonowa, ktorej gtow-
na ekspresja dotyczy ptytek krwi i megakariocytow. Inte-
gryna ta, taczac sie z czasteczka CD51 i tworzac receptor
dla witronektyny, ulega ekspresji w bardzo wielu tkankach.
Moreno i wsp. uzywajac przeciwciat monoklonalnych skie-
rowanych przeciwko tej integrynie, wykazali jej obecnos¢
w nerkach, gtéwnie komérkach nabtonkowych i jadrach
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[27]. Wiele sposréd integryn jest zaangazowanych w pro-
cesy angiogenezy oraz rozwoju guzéw nowotworowych
i promowania przerzutdw. Istotny udziat integryny B3 wy-
kazano w interakcjach miedzykomarkowych, gtéwnie w po-
wstawaniu przerzutéw nowotworowych w nowotworze
piersi. Analiza strukturalna i funkcjonalna fragmentow in-
tegryny B3 wykazata jej silne wtasciwosci adhezyjne i moz-
liwos¢ wptywania na funkcje fibrynogenu, co wigze sie z jej
ekspresja w procesie zapalenia i pojawianiu sie na innych
komérkach, w tym nabtonkowych [28].

W badaniach wtasnych stwierdzono ekspresje tej in-
tegryny w pojedynczych komérkach naskérka. Wydaje sie,
ze proces zapalny i rozwarstwienie potaczenia skorno-na-
skorkowego moze indukowac ekspresje CD61 na keraty-
nocytach, ale zjawisko to wymaga potwierdzenia innymi
metodami diagnostycznymi.

Udziat integryn w zakotwiczaniu wtékien w macierzy
zewnatrzkomarkowej jest doé¢ dobrze poznany [29]. Do-
meny zewnatrzkomorkowe przytaczaja sie do biatek ma-
cierzy, a wewnatrzkomérkowe tancuchy tacza sie z mikro-
filamentami aktynowymi cytoszkieletu cytoplazmatycz-
nego [30]. Genetyczna lub autoimmunologiczna
dysfunkcja a6B4 integryny powoduje zmiany pecherzo-
we skory i bton Sluzowych w takich chorobach, jak postaé
taczaca pecherzowego oddzielania sie naskérka za zwe-
zeniem odzwiernika i pemfigoid bliznowaciejacy. Ekspre-
sja réznych rodzin integryn na keratynocytach, fibrobla-
stach, komérkach srodbtonka i komérkach migrujacych
jest niezbedna takze do prawidtowego gojenia sie ran oraz
zjawiska apoptozy [31, 32]. Zjawiska te maja miejsce
w zwigzku z promowaniem przez integryny migracji ko-
morek, produkcji metaloproteinaz i angiogenezy. Integry-
ny w prawidtowym, niezmienionym naskoérku stwierdza
sie tylko ogniskowo w warstwie podstawnej naskorka
i w mieszkach wtosowych, a a6B4 jest obecna tylko w he-
midesmosomach [33]. W naszych badaniach wykazano
rowniez niewielkg ekspresje badanej integryny w poje-
dynczych komérkach naskérka.

W prawidtowych keratynocytach a6B4 integryna wy-
kazuje ekspresje w czesci podstawnej komérki ograniczo-
nej do hemidesmosomu. Innymi sktadnikami hemidesmo-
somu s3a plektyna, biatko BPAG 11 BPAG2 oraz CD151 te-
traspanina [34]. Preferowanymi ligandami dla o634
integryny sa laminina 5 i laminina 1. Laminina 5 (epiligry-
na) jest gtéwna lamining w btonie podstawnej [35].

Ze wzgledu na role czastek adhezyjnych w utrzyma-
niu integralnosci miedzykomaérkowej badano ich udziat
w powstawaniu wykwitéw w chorobach pecherzowych,
w ktérych dochodzi do tworzenia pecherzy na skutek utra-
ty przylegania miedzykomaérkowego na przyktad w peche-
rzycy czy przylegania komérek do btony podstawnej, jak
np. w pemfigoidzie [17].

a6PB4 integryna jest heterodimerem, ktory bierze udziat
w taczeniu filamentow posrednich komérki do btony pod-
stawnej. Odgrywa ona kluczowa role w tworzeniu hemi-
desmosomow, o czym Swiadcza wyniki badan in vitro.
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Przeciwciata skierowane przeciwko niej hamuja tworze-
nie hemidesmosomow i niszczg juz istniejace [36].

Hemidesmosomy to wielobiatkowe kompleksy odpo-
wiedzialne za adhezje komorek nabtonka do macierzy ze-
wnatrzkomérkowej. Wystepuja nie tylko w naskoérku, ale
tez np. rogdwce, nabtonku uktadu oddechowego i pokar-
mowego [37, 38]. Do prawidtowego funkcjonowania tej
czastki konieczna jest fosforylacja podjednostki B4 [36].
Jest ona réwniez wazna w procesie proliferacji komorek,
ich réznicowaniu i migracji [39].

Charakterystyczna cecha podjednostki B4 jest jej du-
7y wewnatrzkomérkowy region liczacy 1000 reszt amino-
kwasowych w poréwnaniu z 50 resztami w przypadku in-
nych tancuchéw B [37]. Funkcje tej integryny sa prawdo-
podobnie regulowane sekwencjami wewnatrzcytoplazma-
tycznymi domeny B4, ktéra sktada sie z dwaéch par fibro-
nektyny Ill oddzielonych fragmentem taczacym [36, 40].
Obserwacje te wskazuja, iz autoprzeciwciata musza prze-
chodzi¢ przez btone komérkowa. Jednym z mozliwych wy-
jasnien ww. zjawiska jest jego zapoczatkowanie przez re-
akcje przeciwciat skierowanych przeciw zewnatrzkomor-
kowym fragmentom. Przeciwciat takich do tej pory nie
opisano, wiadomo jednak, ze mozliwe jest ich wystepo-
wanie np. tylko w przedklinicznej fazie choroby. Innym
wyttumaczeniem moze by¢ to, ze rozpoczynajace choro-
be sa przeciwciata niezwigzane z 4 integryna, a nastep-
nie w przebiegu zjawiska epitope spreading dotaczane sg
epitopy homologiczne do B4 integryny. Kompleksy auto-
przeciwciat i tych antygenéw moga by¢ internalizowane
i wewnatrzkomaérkowo przeciwciata moga sie taczy¢ z do-
menami, prowadzac w konsekwencji do powstania obja-
wow chorobowych [23].

Kurpakus i wsp. na modelu in vitro badali udziat a.634
w tworzeniu hemidesmosomow w przebiegu procesu go-
jenia sie ran. Przeciwciata skierowane przeciw podjednost-
ce B4 nie zaburzaty migracji komoérek nabtonka, ale zapo-
czatkowywaty rozrywanie sie potaczen utworzonych wecze-
$niej, a takze nie dochodzito do prawidtowego formowania
hemidesmosomaéw. Przeciwciata przeciw a.6 catkowicie od-
izolowywaty komérki nabtonka od miejsca gojenia [41].

Badania wtasne wykazaty stabg, ale linijna i regularna
ekspresje B4 integryny w wycinkach skéry oséb zdrowych.
Ekspresja ta Swiadczy o konstytutywnej obecnosci tej cza-
steczki w strukturach zakotwiczajacych naskoérka. Natomiast
w przebiegu immunologicznego rozwarstwienia naskérka
w DH, mediowanego przeciwciatami skierowanymi przeciw-
ko naskorkowej transglutaminazie, a spowodowanego ka-
skada reakgji cytokinowych i enzymatycznych, ekspresja ta
ulegata istotnej zmianie. Nieregularna i ogniskowa ekspre-
sja tej integryny w obrebie mikroropni i pecherzy $wiadczy
0 zniszczeniu potgczenia skérno-naskérkowego.

Stezenie badanych czasteczek adhezyjnych jest pod-
wyzszone w réznych chorobach zapalnych, np. reumato-
idalnym zapaleniu stawdw, toczniu rumieniowatym, ast-
mie oskrzelowej, atopowym zapaleniu skéry i tuszczycy [17].
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W literaturze opisano praktyczne wykorzystanie ha-
mowania aktywnosci czasteczek adhezyjnych w leczeniu
réznych choréb poprzez stosowanie przeciwciat lub frag-
mentéw peptydowych blokujacych ich interakcje. Dobry
efekt terapeutyczny uzyskano w terapii pemfigoidu [42].
Autorzy podawali immunoglobuliny we wlewach dozyl-
nych u pacjentéw, u ktérych istnieja przeciwwskazania
do konwencjonalnej terapii.

Obecnie natalizumab, czyli rekombinowane monoklo-
nalne przeciwciato, jest stosowany w leczeniu stwardnie-
nia rozsianego i choroby Lesniowskiego-Crohna. Efekt te-
rapeutyczny wywotany jest prawdopodobnie blokowa-
niem wigzania z receptorem VCAM-1 w uktadzie
nerwowym i MAdCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion
molecule-1) w jelitach [43]. Natalizumab jest przeciwcia-
tem skierowanym przeciwko integrynie a4, znajdujacej
sie na powierzchni leukocytow i posredniczacej w migra-
cji limfocytow przez srodbtonek naczyniowy do sciany je-
lita. Badania kliniczne prowadzone u chorych na chorobe
Lesniowskiego-Crohna w aktywnym okresie schorzenia
wykazaty skutecznos¢ natalizumabu w uzyskaniu remi-
sji, a takze poprawy jakosci zycia. MLNO2 (LDP-02) prze-
ciwciato skierowane przeciwko integrynie a4B7 we wstep-
nych badaniach klinicznych wykazuje pozytywny wptyw
na przebieg zaréwno choroby Lesniowskiego-Crohna, jak
i wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [44].

Liu i wsp. [45] wykazali, ze podawanie neutralizuja-
cych przeciwciat przeciw CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1),
CD11A+CD11b, lub CD18 przed wstrzyknieciem patogen-
nych przeciwciat nie powodowato rozwiniecia zmian
w mysim modelu BR Myszy genetycznie pozbawione Mac-
-1 byty odporne na eksperymentalny BP pomimo prawi-
dtowego komplementu i degranulacji komérek tucznych
czy neutrofili. Zaobserwowano przy tym réwniez znacz-
ne zmniejszenie akumulacji neutrofili, co moze ttumaczy¢
korzystny efekt terapeutyczny w dermatitis herpetiformis,
w przebiegu ktérego tworza sie mikroropnie w obrebie
brodawek skdrnych.

Dane z literatury z ostatnich lat jak tez uzyskane wyni-
ki badan wtasnych potwierdzaja udziat czasteczek adhe-
zyjnych w patogenezie opryszczkowatego zapalenia skory
i wskazuja na nowe mozliwosci terapeutyczne choréb pe-
cherzowych poprzez modulujacy wptyw naich aktywnosc.

Praca wykonana z funduszu nr: 503-1019-1, 503-8019-1.
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