ALERGOLOGIA

Kontaktowe zapalenie skory:

od patomechanizmu
do immunotoksykologii

Stefan F. Martin

STRESZCZENIE

Alergeny kontaktowe sg maloczasteczkowymi zwigzkami chemicznymi. Wywoluja alergicz-
ne kontaktowe zapalenie skory (allergic contact dermatitis, ACD) przez pobudzenie wro-
dzonej i nabytej odpornosci. Wyjatkowos$¢ alergenéw kontaktowych wynika z wbudowanej
autoadiuwantowosci, ktéra umozliwia im wywolanie jalowego stanu zapalnego po pene-
tracji przez skore. Wrodzona odpowiedZ zapalna obejmuje pobudzanie receptoréw rozpo-
znajacych wzorce przez bezposrednig interakcje chemiczng z nimi albo przez pobudzenie
ich endogennych aktywator6w. Autor omawia ostatnie wyniki dotyczace rozpowszechnienia
i predyspozycji, identyfikacji mechanizméw odpornosci wrodzonej i mechanizméw odpo-
wiedzi stresowej istotnych dla sensytyzacji oraz orkiestracji wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej na alergeny kontaktowe.

Mimo ciagle istotnych luk w wiedzy ostatnie postepy w pojmowaniu immunopatogenezy
ACD moga zosta¢ wykorzystane do opracowania strategii leczenia przyczynowego i alter-
natyw in vitro testowania na zwierzetach dla wyodrebnienia alergenéw kontaktowych dla
immunotoksykologii.

SKROTY

ACD - alergiczne kontaktowe zapalenie skéry; AhR - receptor wodoroweglanu arylu; BMDC
— komorki dendrytyczne pochodzace ze szpiku kostnego; CHS — nadwrazliwo$¢ kontaktowa;
CYP - cytochrom P450; DAMP - wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem; DC - ko-
mérki dendrytyczne; DNCB - 2,4-dinitrochlorobenzen; ECM - macierz zewnatrzkomérko-
wa; HA - kwas hialuronowy; LLNA - badanie regionalnych weztéw chtonnych; NLR - re-
ceptor Nod-podobny; TLR - receptor toll-podobny; TNCB, 2,4,6-trinitrochlorobenzen; Treg
- limfocyty T regulatorowe.

SLOWA KLUCZOWE
alergen kontaktowy, stan zapalny, odporno$¢ wrodzona, regionalne wezty chtonne, skéra
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Kontaktowe zapalenie skéry
- czestos¢ wystepowania
i predyspozycje
Kontaktowe zapalenie skoéry z podraznienia i alergiczne
kontaktowe zapalenie skéry (allergic contact dermatitis,
ACD) moga byé powaznym problemem zdrowotnym.
Te zapalne wypryskowe choroby skéry sa zazwyczaj
spowodowane przez dziatajgce toksycznie substancje
bez pobudzania odpowiedzi z limfocytéw T (substancje
draznigce) lub przez maloczasteczkowe zwigzki che-
miczne, ktére modyfikujg biatka oraz pobudzajg wro-
dzong i nabyta odpowiedZ immunologiczng (alergeny
kontaktowe). ACD jest ostatecznie posredniczona przez
limfocyty T swoiste dla alergenu kontaktowego.
Czesto$é wystepowania ACD jest duza: 15-20% po-
pulacji ogélnej cierpi z powodu ACD spowodowanego
co najmniej jedng substancja chemiczng, najczesciej
niklem, dodatkami zapachowymi i konserwantami.!-2
Bardzo istotng kwestie stanowi zawodowe kontaktowe
zapalenie skéry. Jest to najczestsza choroba skéry zwia-
zana z pracg i wigze sie ze znacznymi kosztami.>* Do
znanych czynnikéw ryzyka naleza: pleé, z czestszym
wystepowaniem ACD u kobiet, wiek, z czestszym po-
czatkiem w mtodym wieku, ekspozycja w miejscu pracy,
korzystanie z produktéw dostepnych na rynku oraz pre-
dyspozycja genetyczna. Brakuje jednak potwierdzonych
dowodéw na zwigkszone ryzyko zwigzane ze swoisty-
mi haplotypami MHC. Rézni sie to od niektérych reak-
cji nadwrazliwoéci na leki.> Predyspozycja genetyczna
jest jednak wyrazna i skladajg si¢ na nig polimorfizmy
genéw regulujacych metabolizm ksenobiotykéw i ich
biotransformacje, jak réwniez odpowiedzi komérkowe
na stres, wlgczajagc réwnowage proceséw redoks (np.
N-acetylotransferaza, transferaza S-glutationowa), stan
zapalny wlaczajacy odporno$é wrodzong i nabyta (np.
IL-10, IL-1B, IL-6, IL-10, TNFa) oraz czynno$¢ bariery
skérnej (np. filagryne) (tab. 1).57 Najprawdopodobniej
polimorfizmy wrodzonych receptoréw rozpoznajacych
wzorce (pattern recognition receptor, PRR), takich jak
receptory toll-podobne (toll-like receptors, TLR) i recep-
tory Nod-podobne (nod-like receptors, NLR) lub recepto-
réw dla cytokin, takich jak IL-12R, réwniez sktadaja sie
na predyspozycje genetyczng. W tym kontekscie wazng
role moze réwniez odgrywac flora bakteryjna skory.3?
Aktualne dane dotyczace predysponujacych polimor-
fizméw genetycznych istotnych dla sensytyzacji wska-
zujg czeSciowo te same Sciezki, jak zidentyfikowane na
modelu myszy z nadwrazliwoscig kontaktowg (contact
hypersensitivity, CHS),!0 co dostarcza dowodéw na
ich znaczenie dla choroby czlowieka, wzmocnionych
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Tabela 1. Szlaki sygnatowe i odpowiedzi komdrkowe
istotne w alergicznym kontaktowym zapaleniu skéry
(ACD). Wymienione zostaty szlaki sygnatowe

i odpowiedzi komérkowe wyzwalane przez alergeny
kontaktowe stwierdzone w badaniach genomowych
na ludzkich komérkach progenitorowych MUTZ-313

i w badaniach proteomowych na keratynocytach
ludzkich (SENS-IT-IV NEWSLETTER 44, www.sens-it-iv.
eu)16:17 oraz szlaki zidentyfikowane na podstawie
polimorfizméw zwigzanych z podatnosciag na ACDS7

Genomika Proteomika Polimorfizmy
(MUTZ-3) (keratynocyty) ludzkie
Oksydatywna/ Oksydatywna/ Oksydatywna/
/komérkowa /komoérkowa /komérkowa
odpowiedz odpowiedz odpowiedz
stresowa stresowa stresowa
(np. Sciezka (np. Sciezka
Keap1/Nrf2). Keap1/Nrf2).
Metabolizm Toksycznos¢ Metabolizm kseno-
ksenobiotykow metali biotykow
Ubikwitynacja biatek  Odpowiedz Stan zapalny
metaboliczna (wrodzona/
/nabyta
odpowiedz

immunologiczna)
Inhibicja RXR
posredniczona
przez LPS/IL-1
Sygnatowanie AhR
Sygnatowanie
kinazy biatkowej A

Reorganizacja
cytoszkieletu

Funkcja bariery
skornej

przez badania genomu i proteomu ludzkich komérek
eksponowanych na alergeny kontaktowe (tab. 1)!1-17
(Sens-it-iv Newsletter 44, http:/www.sens-it-iv.eu).

Ksenobiotyczne zwiazki chemiczne

i stan ksenozapalny - uczenie sie

od patogendéw

Ksenobiotyczne zwigzki chemiczne, takie jak leki,
alergeny oddechowe i kontaktowe, mogg powodowaé
i przyczyniaé sie do takich reakcji niepozadanych jak
choroby autoimmunologiczne lub alergie.'® Wiele spo-
$réd tych substancji chemicznych jest wyjatkowych,
poniewaz sg egzogennymi czynnikami wywolujacymi
jatlowy stan zapalny. Podobnie jak w przypadku steryl-
nego stanu zapalnego, na przyktad po urazie, do obro-
ny przeciwdrobnoustrojowej pobudzane sg receptory
PRR, przyktadowo pod wplywem alergenéw kontakto-
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wych nawet u wyjalowionych myszy, co sugeruje role
endogennych aktywatoréw, takich jak wzorce moleku-
larne zwigzane z uszkodzeniem (damage-associated
molecular pattern, DAMP).!° Poniewaz odpowiedz za-
palna wywolana substancjami chemicznymi r6zni sie
na poczatkowym etapie od stanu autozapalnego i spo-
wodowanego drobnoustrojami, ale prowadzi do pobu-
dzenia podobnych szlakéw sygnatowych, dla okreslenia
tego zjawiska autor zaproponowat termin ,stan kseno-
zapalny” (xenoinflammation).

Od dawna wiadomo, ze alergeny kontaktowe po-
woduja stan zapalny skéry angazujacy wytwarzanie
cytokin prozapalnych. Wiadomo réwniez, ze jest to
zwigzane z ich reaktywnoscig chemiczna, ale pozosta-
je niejasne, jak ta reaktywnos$¢ przeklada sie na pobu-
dzenie wrodzonego uktadu immunologicznego i odpo-
wiedZ na stres. Dlatego zaczeto analizowaé znaczenie
dobrze znanych wrodzonych szlakéw stanu zapalnego
pobudzanych przez patogeny, podejrzewajac, ze moga
one odgrywaé role w ACD. Dziegki temu wykazano fi-
zjologiczne znaczenie TLR, aktywacji inflamasomu
NLRP3 zaleznego od P2X7 oraz reaktywnych form
tlenu (ROS) w ACD i w modelu CHS?!-23 (PR. Esser,
U. Wolfle, C. Diirr, ED. Von Loewenisch, C.M.
Schempp, M.A. Freudenberg, T. Jakob, S.F. Martin,
opracowanie zgloszone do publikacji).

Substancje chemiczne jako czynniki
modyfikujgce bioczasteczki

Analiza pelnej sekwencji ludzkiego genomu uwidocznita
dylemat ewolucyjny. Duza biologiczna zlozono$¢ gatun-
ku Homo sapiens opiera sie na zaledwie okoto 23 000
genéw kodujacych biatka?42> i okolo 10!* komoérek,
z wieloma genami niewiele r6znigcymi sie od malego
nicienia Caenorhabditis elegans, ktérego genom sklada
sie z okoto 19 000 gendw, a organizm w przypadku do-
rostego hermafrodyty zbudowany jest z 959 komorek,
a w przypadku samca z 1031 komoérek.26 Ta duza ztozo-
no$¢ osiggana jest dzieki r6znorodnosci kombinatorycz-
nej z biatek powstajacych w wyniku réznych potaczen,
co stuzy na przyklad do stworzenia réznych szlakéw sy-
gnatowych. Dodatkowo do tworzenia tej réznorodnosci
wykorzystywane sg chemiczne modyfikacje bialek [mo-
dyfikacja potranslacyjna (post-translational modifica-
tion, PTM)] i innych bioczasteczek. Zmiany w lokalizacji
biatek, interakcjach miedzy biatkami i zmiany czynnosci
bialek sg osiggane przez PTM. Inne poziomy réznorod-
nosci sg generowane przez modyfikacje epigenetyczne,
wlaczajac metylacje DNA i potranslacyjng modyfikacje
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Modyfikacja ' . Dodatnia moc_iyﬁkacja
neutralna czynnosciowa
—-> Szlak sygnafowy
Brak
modyfikacji

Ujemna modyfikacja

* czynnosciowa
v_/ » —> Hamowanie szlaku
Konwencjonalna PTM a g sygnafowego
-> Szlak sygnatowy ‘ .

Rycina 1. Konsekwencje modyfikacji biatek przez
substancje chemiczne. Chemiczne modyfikacje biatek
wywotane przez alergeny kontaktowe (kolor czerwony)
moga by¢ neutralne, indukowa¢ procesy sygnatowania
lub interferowa¢ z konwencjonalng modyfikacja
potranslacyjng (kolor niebieski), np. z fosforylacja. Moze
to hamowac przekazywanie sygnatéw. Tylko niektére
miejsca czasteczki biatka moga by¢ modyfikowane
chemicznie. Inne docelowe miejsca pozostaja
niezmodyfikowane ze wzgledu na ich przestrzenna
niedostepnos¢ lub cechy biochemiczne.

histonéw przez metylacje i acetylacje oraz przez wyko-
rzystanie niekodujacych malych interferujacych (si)RNA
i micro(mi)RNA jako swoistych dla sekwencji potran-
skrypcyjnych regulatoréw ekspresji genow.27-28

Przyktadami PTM prowadzacymi do zmian w bial-
kach sg metylacja, acetylacja, ubikwitynacja, sumoila-
cja, myristoilacja, glikozylacja i fosforylacja. Mozna
réwniez podejrzewaé, ze wiele lekéw i alergenéw che-
micznych powoduje odwracalne i nieodwracalne zmia-
ny bialek i innych biomolekul, w ten sposéb nasladu-
jac lub nakladajac sie z konwencjonalng PTM (ryc. 1).
Zatem wigzanie sie alergenéw kontaktowych, w wiek-
szosci elektrofilowych substancji chemicznych lub
jonéw metali, z biatkami bedzie prowadzito do zmian
w czynnosci bialek, lokalizacji i interakcji miedzy bial-
kami a najprawdopodobniej do zmian konformacyj-
nych prowadzacych nawet do zakl6cania prawidto-
wego faldowania si¢ bialek ze zwigkszonym zakresem
modyfikacji chemicznej. Moze to prowadzi¢ do pobu-
dzenia odpowiedzi niepofaldowanych biatek i pobudze-
nia retikulum endoplazmatycznego.2-3

Alergeny kontaktowe sg wyjatkowe, poniewaz wy-
kazuja podwdéjne dziatanie jako ,pétantygeny” (hapte-
ny), ktére generujg epitopy antygenowe na limfocytach
T oraz jako adiuwanty dla pobudzenia wrodzonego
uktadu immunologicznego z wbudowang autoadiuwan-
towoscig (ryc. 2).3! Okreslenie to jest na przyklad sto-
sowane do opisu adiuwantowego dzialania alergenéw
biatkowych, takich jak Derp2 z roztoczy kurzu domo-
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Q.

Cl

2,4,6-trinitrochlorobenzen

PN

Dziatanie adiuwantowe Dziafanie antygenowe
(autoadiuwantowosc) (tworzenie epitopdéw limfocytow T)

} }

Aktywacja

Jony niklu

Aktywacja nabytego ukfadu
immunologicznego
—> alergiczne kontaktowe
zapalenie skory

wrodzonego ukfadu
immunologicznego
—> zapalenie skory

Rycina 2. Podwadjne dziatanie alergenéw kontaktowych.
Alergeny kontaktowe sa wyjatkowe, poniewaz

sa to jalowe substancje chemiczne, moga one
powodowac spontaniczng aktywacje wrodzonego

i nabytego uktadu immunologicznego nawet u myszy
pozbawionych drobnoustrojéw. Zaréwno wbudowana
autoadiuwantowosé, ktéra indukuje sterylny stan
zapalny, jak i tworzenie antygenowych epitopow
limfocytow T, ktore prowadzi do swoistej alergenowo
odpowiedzi limfocytow T, zalezy od ich reaktywnosci
chemicznej.

wego, ktére nasladujg MD-2, element strukturalny kom-
pleksu receptora TLR4, i ktore dlatego mogg uczest-
niczyé — i zwielokrotniaé, — szlak sygnatowy TLR4.32
Zar6wno antygenowo$é, jak i autoadiuwantowo$é
alergenéw kontaktowych opiera sie na ich reaktywno-
$ci chemicznej, co oznacza ich zdolno$¢ do modyfikacji
biatek i innych biomolekut przez wigzanie kowalencyj-
ne ze zwigzkami organicznymi i tworzenie komplekséw
z czasteczkami nieorganicznymi, takimi jak jony meta-
li, np. niklu i kobaltu. Autoadiuwantowo$¢ alergenéw
kontaktowych moze wynika¢ z bezposéredniego pobu-
dzania szlakéw sygnalowych wrodzonego uktadu im-
munologicznego lub posredniego dzialania, ktére obej-
muje tworzenie lub uwalnianie endogennych sygnatéw
zagrozenia DAMP jako aktywatoréw wrodzonego ukla-
du immunologicznego.!0 Przyktadami bezposrednich
oddzialywan sg interakcja jonéw niklu z utrwalonymi
resztkami histydyny w ludzkim TLR4 i pobudzenie anty-
oksydacyjnej odpowiedzi zaleznej od Keap1/Nrf2 przez
interakcje czasteczek organicznych, takich jak TNCB
i DNCB, z pozostalo$ciami cysteinowymi w Keapl.
Posérednia aktywacja TLR2 i TLR4 przez TNCB, oksa-
zolon i prawdopodobnie przez inne alergeny kontak-
towe prowadzi do degradacji sktadowej macierzy po-

20

zakomérkowej (ECM) kwasu hialuronowego (HA)2!
(P. R. Esser, U. Weélfle, C. Diirr, ED. Von Loewenisch, C.
M. Schempp, M.A. Freudenberg, T. Jakob, S.F. Martin,
manuskrypt zgloszony do publikacji). Fragmenty kwasu
hialurunowego mogg pobudza¢ TLR2 i TLR4.33-35 Jak
dotad jednak, bezpo$rednie wigzanie czystych, synte-
tycznych fragmentéw kwasu hialuronowego do TLR
nie zostalo opisane. Podobnie pobudzenie inflamasomu
NLRP3 przez te substancje chemiczne obejmuje akty-
wacje purinergicznego receptora P2X, przez uwolnie-
nie endogennego sygnatu zagrozenia ATP z poddanych
stresowi lub uszkodzonych komoérek skéry do przestrze-
ni pozakomérkowej.?3

Orkiestracja wrodzonej komoérkowej

i molekularnej odpowiedzi
immunologicznej pod wptywem
alergenéw kontaktowych

Pozbawienie komérek ich kontekstu tkankowego moze
calkowicie zmieni¢ ich funkcj¢, poniewaz wiele proce-
s6w i czynno$ci komérkowych nie jest autonomicznych
dla komorek, a silnie zalezy od kontekstu tkankowego
i jest przez niego regulowane.3¢37 Dlatego nalezy za-
wrocié¢ od podejécia redukcjonistycznego do zlozono$ci
tkanki i organizmu, co jest sednem biologii systemowej.
Kontaktowe zapalenie skéry jest dobrym przyktadem
wzajemnych oddzialywan komoérek i szlakéw sygnato-
wych w zapalnej chorobie skéry. Odpowiednim okresle-
niem tych wzajemnych oddzialywan jest orkiestracja.
Warto zauwazy¢, ze w badaniach eksperymentalnych
zawsze identyfikujemy jeden rodzaj komérek lub jednag
czasteczke lub szlak, ktére sg kluczowe w uwrazliwie-
niu skéry na alergeny kontaktowe, co jest rozpozna-
wane przez skuteczng prewencje sensytyzacji i w nie-
ktérych przypadkach réwniez przez wylaczenie genu
(knockout) lub inhibicje farmakologiczng pojedynczego
komoérkowego lub molekularnego elementu. Podobne
wyniki mogg by¢ obserwowane w innych typach komé-
rek, czasteczkach i szlakach sygnatowych,!0 co wska-
zuje na istotne interakcje czynno$ciowe niezbednych
uzupelniajgcych mechanizméw komoérkowych i mole-
kularnych.

Nalezy ustali¢ jako$ciowy i iloSciowy wktad réznych
graczy komérkowych i molekularnych, a takze ich
zwigzek w czasie i przestrzeni. Istnieje silna zalezno$é
miedzy ré6znymi komérkowymi szlakami sygnatowymi
i typami komorek, jak réwniez miedzy przedzialami
narzagdowymi, takimi jak naskérek i skéra wtasciwa,
lub calymi narzadami, jak skéra i wezty chlonne, ktére
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wspolnie tworza perfekcyjng symfonie. Wykorzystujac
to por6éwnanie, zabranie skrzypiec lub instrumentéw
detych z orkiestry jest w takim samym stopniu uszka-
dzajace. Dlatego musimy rozumieé orkiestracje tych
odpowiedzi immunologicznych w odpowiednim kon-
tekScie tkankowym.

Orkiestracja wrodzonej odpowiedzi
komoérkowej w kontaktowym
zapaleniu skory

Skéra sktada sie z rezydujacych komorek macierzy, ko-
moérek hematopoetycznych, komérek, ktére stale krazg
w celu utrzymania nadzoru uktadu immunologicznego
oraz z komoérek rekrutowanych w czasie odpowiedzi
immunologicznej. W czasie nagle pobudzonej przez
alergeny kontaktowe odpowiedzi wrodzonego uktla-
du immunologicznego miedzy innymi pobudzane sg
keratynocyty, komérki tuczne i komérki dendrytyczne
(DC), a takze komérki NK i neutrofile. Komoérki tucz-
ne zwickszajg przepuszczalno$é naczyn, w ten sposéb
ulatwiajgc rekrutacje komoérek wrodzonego uktadu im-
munologicznego. Wykazano réwniez, ze komérki tucz-
ne uczestniczg w rekrutacji leukocytéw przez TNFa
i wspomagaja dojrzewanie komérek DC skéry, migracje
i polaryzacje odpowiedzi limfocytéw T w kierunku pro-
dukcji IL-17 i IFN-y.38-4! Konstytutywny brak lub wa-
runkowa deplecja komoérek tucznych u myszy wyklucza
CHS.41 Podobnie, deplecja komérek Gr-1+ za pomo-
ca przeciwcial monoklonalnych zapobiega rozwojowi
CHS. Sugerowano znaczenie neutrofiléow Gr-1+ w re-
krutacji limfocytéw T do skéry,*? ale réwniez znaczenie
monocytéw Gr-14+CCR6, ktére sg rekrutowane z krwi
i sg potrzebne w prezentacji krzyzowej limfocytéw T
Cd8+." Dane te wskazujg na to, ze deplecja komérek
tucznych albo komoérek Grl+ jest wystarczajaca do
wylaczenia odpowiedzi CHS, a orkiestracja obecno$ci
obydwu typéw komoérek na réznych etapach stanu za-
palnego odgrywa istotng role w odpowiedzi wrodzone-
go uktadu immunologicznego na kontaktowe substan-
cje uczulajace.

Ponadto, szczegdlnie we wczesnej fazie efektorowej
CHS, potrzebne sg komérki NKT watroby. Przez wy-
twarzanie IL-4 pobudzajg one komérki Bl B do wywa-
rzania IgM, ktéra odgrywa role w rekrutacji limfocytéw
T.** Wykazano, ze po sensytyzacji w watrobie gromadza
sie lipidy pobudzajace powodujace zalezng od CD1d
aktywacje komoérek NKT.*> Zaobserwowano tu udziat
komoérek B B1 i limfocytéw Tys. IL-33, czlonek rodziny
IL-1, wytwarzana przez komérki zrebu i komérki tucz-
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ne skéry, moze mieé¢ znaczenie w pobudzaniu komérek
B B1 w CHS.*® Powoduje aktywacje komérek tucznych
i odgrywa role w rekrutacji neutrofiléw,*’ co stanowi
kolejne potaczenie miedzy réznymi czynnikami immu-
nologicznymi. Role prozapalng limfocytéw Tyd wytwa-
rzajacych IL-17 w stanie zapalnym skéry wykazano
u myszy i ludzi.*8-50

Kolejnym typem komoérek majacym zasadnicze zna-
czenie w CHS sg komérki NK. Komérki NK watroby
powodujg swoistg dla alergenu kontaktowego odpo-
wiedZ podobna do CHS u myszy pozbawionych RAG,
sztucznie pozbawionych limfocytéw T i B lub u myszy
pozbawionych CD3e.5!33 Odpowiedz zapalna w postaci
obrzegku ucha rézni sie jednak od CHS indukowanego
limfocytami T brakiem komérkowego nacieku zapalne-
go, brakiem zwigkszenia stezenia charakterystycznych
markeréw stanu zapalnego i cytotoksyczno$ci w skérze
oraz efektu wyrzutu po ponownej ekspozycji na alergen
kontaktowy.>3 Swoistoé¢ antygenowa odpowiedzi z ko-
mérek NK moze byé¢ spowodowana haptenacjg ligandu
na komérkach prezentujacych antygen, ktéry jest roz-
poznawany przez odpowiedni receptor na komoérkach
NK. Mozna spekulowaé, ze bezposrednia modyfikacja
haptenu czgsteczek MHC lub prezentacja peptydéw
o zmodyfikowanych haptenach jest postrzegana przez
komoérki NK jako brak, co uniemozliwia rozpoznawa-
nie przez receptory hamujace i umozliwia rozpozna-
wanie zmienionych, alopodobnych wtasnych MHC
przez receptory pobudzajgce. U podstawy tych proce-
s6w moze leze¢ indukcja swoistych haptenowo zmian
konformacyjnych. W klasycznym CHS w skérze zmie-
nionej zapalnie mozna znalez¢ komérki NK, ale ich
zwigzek z chorobg jest do tej pory niejasny.’! Komérki
NK sg réwniez wykrywane w skérze uczulonych na ni-
kiel chorych na ACD. Wykazano, ze sg one pobudzane
przez limfocyty Th1 i Th17 i nasilajg odpowiedz zapal-
ng. Pozostaje do wyjasnienia, czy pobudzenie ligandéw
pobudzajacych receptor NK chemicznie indukowanym
stresem komoérkowym jest zaangazowane w aktywacje
komérek NK w ACD. Wciaz nie przedstawiono dowo-
déw na swoisto$¢ antygenu dla odpowiedzi ludzkich
komoérek NK.>

Ze wzgledu na spowolniong kinetyke prezentacji
i polaryzacji naiwnych limfocytéw T przez komérki
dendrytyczne pochodzace ze skéry, limfocyty T przy-
bywajg p6zZniej niz komoérki wrodzonego uktadu od-
porno$ciowego i koncza reakcje nadwrazliwosci przez
wyzwalanie fazy efektorowej. U myszy do$wiadczalne
wyzwolenie przez ekspozycje na alergen kontaktowy
nie wydaje sie konieczne, poniewaz CHS wystepuje
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po pojedynczej aplikacji silnego alergenu kontaktowe-
20.2>57 Te dane wskazuja, ze dzieki ich autoadiuwan-
towosci alergeny kontaktowe wywotujg wrodzong od-
powiedz zapalna, ktéra pobudza wszystkie elementy
potrzebne do prezentacji, polaryzacji i zasiedlania skéry
przez efektorowe limfocyty T, przynajmniej w przypad-
ku silnych alergenéw.

Obecnie powstaje nowa koncepcja taczgca wrodzo-
ng i nabyta odpowiedz komérkowa skéry. Poczatkowa
wrodzona odpowiedz komérkowa prowadzi do wcze-
snej rekrutacji limfocytéw T swoistych alergenowo,
ktére u myszy stanowig cytotoksyczne limfocyty T (Tc1)
CD8+ wytwarzajace IFN-. Moze by¢ to analogiczna
sytuacja do wczesnej rekrutacji limfocytéw T w skérze
atopowej.>8 Ta swoista antygenowo zalezna od limfocy-
tow T faza inicjacji poprzedza faz¢ amplifikacji, ktéra
czeSciowo nie jest swoista dla alergenu kontaktowego
i angazuje komoérki NK,>* réwniez komoérki NKT moga
rozpoznawaé wlasne lipidy,>® jak réwniez limfocyty
stanu zapalnego Ty5.48

Orkiestracja wrodzonej odpowiedzi
molekularnej i odpowiedzi
stresowych

W ostatnich latach poczyniono istotne postepy w iden-
tyfikacji wrodzonej immunologicznej i komdérkowej
odpowiedzi stresowej wywolywanej przez alergeny
kontaktowe. Szlaki te majg istotne znaczenie w inter-
wencjach terapeutycznych i rozwoju alternatyw in vitro
do testowania na zwierzetach stuzacego opracowaniu
alergenéw kontaktowych w immunotoksykologii.®%-61
W wigkszo$ci badan koncentrowano sie na komérkach
dendrytycznych i keratynocytach. W badaniu z wyko-
rzystaniem mysiego modelu CHS stwierdzono, ze aler-
geny kontaktowe aktywuja $ciezki pobudzane przez
patogeny,21-23.62:65 (PR, Esser, U. Wolfle, C. Diirr, ED.
Von Loewenisch, C.M. Schempp, M.A. Freudenberg,
T. Jakob, S.FE. Martin, opracowanie zgloszone do pu-
blikacji). Podczas gdy nikiel bezposrednio oddziatu-
je z ludzkim TLR4, organiczne alergeny chemiczne,
takie jak TNCB i oksazolon, powoduja degradacje HA
do fragmentéw prozapalnych, ktére mogg byé endo-
gennymi aktywatorami TLR2 i TLR4. Wskazuje to, ze
degradacja i uwolnienie sktadowych ECM, takich jak
HA i biglikan, daje sygnal dla wrodzonego uktadu im-
munologicznego i w ten sposéb uczestniczy w stanie
zapalnym.®® Ponadto, alergeny kontaktowe powodu-
ja uwolnienie ATP z komorek skory, co jest endogen-
nym sygnalem zagrozenia, pobudzajacym inflamosom
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NLRP3 przez P2X7 do wytwarzania dojrzalych IL-1B
i IL-18. Co ciekawe, zespét autora wykazal zasadnicze
znaczenie komorek dendrytycznych w czynnosci TLR2,
TLR4, IL-12R/B2, ASC, NLRP3 i P2X7. Komérki den-
drytyczne pochodzace ze szpiku kostnego (bone mar-
row derived dendritic cell, BMDC) pozbawione dwéch
sposréd trzech receptoréw TLR2, TLR4 i IL-12Rp2
w réznych kombinacjach lub jednego z innych recep-
toréw zmodyfikowane alergenem kontaktowym TNBS
i podane $rédskérnie myszom typu dzikiego tracity
zdolno$¢ indukowania sensytyzacji. BMDC typu dzikie-
go skutecznie uwrazliwialy jednak pozbawione odpo-
wiedniego genu myszy.2123:62.63 Te wyniki podkreslaja
konieczno$¢ indukcji TLR i inflamasomu w komoérkach
dendrytycznych dla skutecznego uwrazliwienia na aler-
geny kontaktowe i jeszcze raz wskazujg na uzupelniaja-
ce si¢ interakcje miedzy réznymi Sciezkami i ich wspét-
dziatanie w indukowaniu stanu zapalnego skory. Takie
interakcje s3 réwniez obserwowane w zakazeniach.67.68

Dodatkowo do aktywacji TLR i inflamasomu, alerge-
ny kontaktowe indukujg oksydacyjne odpowiedzi stre-
sowe prowadzace do wytwarzania ROS i aktywacji an-
tyoksydacyjnej odpowiedzi drugiej fazy. Obejmuje ona
aktywacje Nrf2 posredniczong przez Keapl i pobudze-
nie genéw odpowiedzi antyoksydacyjnej.6%70

Ostatnie dowody sugerujg znaczenie receptora wo-
doroweglanu arylowego (arylhydrocarbon receptor,
AhR) w CHS. Z jednej strony, u myszy pozbawionych
AhR obserwuje sie¢ zmniejszenie nasilenia odpowiedzi
typu CHS, co moze byé spowodowane defektem doj-
rzewania komérek Langerhansa.”! Z drugiej strony,
niektére alergeny kontaktowe, takie jak prohapteny
eugenol i izoeugenol, wydajg sie¢ aktywowaé AhR bez-
po$rednio i w ten spos6b powodowaé supresje progre-
sji cyklu komérkowego, co wykazano w badaniach na
linii keratynocytéw HaCaT.”273 Znaczenie szlaku sy-
gnatowego AhR bylo réwniez wyrazne w komérkach
ludzkich MUTZ-3 stymulowanych alergenem kontakto-
wym w badaniach genomowych.!3 Regulacja postepu
cyklu komérkowego moze byé jedng z fizjologicznych
funkcji AhR. Co ciekawe, niektére ksenobiotyczne en-
zymy rodziny cytochromu P450 (CYP) i niektére trans-
portery ABC, wlaczajac biatka wielolekoopornosci, sg
regulowane przez AhR.747> Moze by¢ to istotne dla
metabolicznej konwersji chemicznie niereaktywnych
prohaptenéw przez CYP do haptenéw w skérze’6-78
i ich eksportu z komérek skéry przez biatka wieloleko-
opornoéci.’®80 Ponadto, AhR bierze udzial w rozwoju
limfocytéw Th17 i odgrywa istotng role w wytwarzaniu
IL-17 i IL-22.81.82 Komérki Th17 s réwniez zaangazo-
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wane w patologiec CHS.!10 AhR ma réwniez znaczenie
dla limfocytéw T, ktére sg zrédtem IL-17,83 i jest wazny
dla homeostazy limfocytéw Tyd skory,3* ktére sg zaan-
gazowane w stan zapalny skéry.*8 Kuszaca jest spekula-
cja na temat znaczenia alergenéw kontaktowych w po-
laryzacji odpowiedzi z limfocytéw T przez szlak AhR
i dla regulacji ich wlasnego metabolizmu i transportu
komérkowego w komoérkach skory.

Genomowe i proteomowe badania profilowe kera-
tynocytéw i DC odkrywaja nowe Sciezki i ich interak-
cje po aktywacji alergenami kontaktowymi.!>17 Przed
badaczami jeszcze wiele pracy, w szczegélnosSci ocena
znaczenia genéw kandydujacych, biatek i szlakéw
z uwzglednieniem ich istotnoS$ci w procesie sensytyzacji
w ACD.

Luki w wiedzy i ich praktyczne
konsekwencje
dla immunotoksykologii

Problemy wynikajace z naszej ciagle ograniczonej wie-
dzy o immunopatologii ACD to nie tylko brak lecze-
nia przyczynowego, ale réwniez trudno$ci w opraco-
waniu wiarygodnych alternatyw badan in vitro, ktére
zastapilyby zloty standard immunotoksykologii, w po-
staci testbw na zwierzetach, badania regionalnego
wezta chtonnego (local lymph node assay, LLNA) dla
identyfikacji i oceny sily alergenéw kontaktowych.®0
Siédma Poprawka Dyrektywy Kosmetycznej obowig-
zuje od marca 2009 roku z wyjatkami do konca 2013
roku i zakazuje przeprowadzania badan potencjatu
uwrazliwiajacego substancji kontaktowych zawartych
w kosmetykach na zwierzetach.®> Ponadto, testowanie
40 000-60 000 juz sprzedawanych substancji chemicz-
nych pod katem ich potencjalu uwrazliwiajacego na
zwierzetach ze wzgledu na regulacje Unii Europejskiej
REACh wymagaloby ogromnej liczby zwierzat.
Bezpieczenistwo produktu i konsumenta wymaga oceny
ryzyka immunotoksykologicznego, wyzwanie stanowi
opracowanie badan in vitro, ktére pokrytyby najwaz-
niejsze elementy procesu sensytyzacji.?®¢! Obecnie jest
bardzo prawdopodobne, ze jedynie potgczenie badan
bedzie moglo pokryé rézne etapy tego procesu i jest
ono potrzebne do opracowania optymalnej zintegrowa-
nej strategii testowania.8¢ Aktualne braki w wiedzy i re-
dukcjonizm badan in vitro, ktéry eliminuje wiele czyn-
nikéw odgrywajacych role w fazie sensytyzacji in vivo
stanowig istotny problem w dokladnej ocenie ryzyka
i wlasciwej predykcyjno$ci badan in vitro. Ostatecznie
tylko ekspozycja in vivo moze powiedzieé, czy substan-
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cja chemiczna powoduje sensytyzacje.8” W przyszlosci
nalezy przelozy¢ wiedze z identyfikacji szlakéw mo-
lekularnych i interaktoméw na zrozumienie wplywu
ztozonych interakcji komérek w kontekscie tkanko-
wym i interakcji miedzy r6znymi tkankami na drodze
rozpuszczalnych mediatoréw i komérek migracyjnych
w calym organizmie.

Aktualnie trwajace lub bedgce w fazie wstep-
nej badania dotycza réznych etapéw sensytyzacji
(tab. 2).60.61.88 Chemiczna reaktywno$¢ haptenéw
i prohaptenéw jest oceniana w bezposrednim teScie re-
aktywnos$ci peptydéw (direct peptide reactivity assay,
DPRA),8-1 aktywacji DC w MUSST, badaniach hCLAT
i PBMDC,?>?3 wytwarzaniu IL-18 przez keratynocy-
ty i aktywacji Keap1/Nrf2 w badaniach odpowiednio
NCTC2544 i KeratinoSens.?*°7 Profilowanie geno-
mowe jest przeprowadzane w teécie VITOSENS?8.99
i GARD.!315 Migracja DC jest badana przy wykorzy-
staniu badania opierajacego si¢ na chemokinach i ko-
moérkach Langerhansa wywodzacych sie z MUTZ-3
(MUTZ-LC).190 Jedng z gléwnych wad wszystkich do-
stepnych aktualnie badan jest ich niezdolno$¢ do oceny
sity alergenu. Jest to wyr6zniajgca sie cecha LLNA.
Test DPRA i warstwowa metoda tgczaca NCTC i bada-
nia mocy odpowiednika naskérkowego!?! maja to na
celu. Pozostaje do wyjasnienia, czy badania te sg od-
powiednie do uzyskania takiej informacji. Najbardziej
swoistymi badaniami potrzebnymi do identyfikacji
przypuszczalnych alergenéw kontaktowych sg bada-
nia pobudzania ludzkich limfocytéw T (human T-cell
priming assay, hTCPA).102-104 Sybstancje chemiczne
sg w nich badane pod katem zdolno$ci do pobudzania
naiwnych limfocytéw T. Sprawdzana jest réwniez sita
dziatania hTCPA. Jesli istnieje korelacja miedzy sila
alergenu a nasileniem pobudzenia limfocytéw T swo-
istych alergenowo i limfocytéw T regulatorowych (T,.,)
i zréznicowaniem receptora limfocytéw T (TCR), bada-
nie to moze by¢ przydatne.'% Nie oceniono jeszcze, czy
sita alergenu rzeczywiScie koreluje z rozmiarem puli
limfocytéw T i czy zakres immunoregulacji puli limfo-
cytow T jest wazniejszy, Ciekawe, ze odpowiedzi CHS
poréwnywalne w nasileniu do tych powodowanych
przez silne alergeny kontaktowe mogg byé wywotane
u myszy pod wplywem powtarzajacej sie sensytyzacji
na stabe alergeny kontaktowe i leki przy deplecji ko-
moérek CD4+106-108 ora7 w hTCPA po deplecji komérek
immunoregulatorowych T CD25+ i CD56+.103 Moze
to wskazywad na obecno$¢ puli limfocytéw T o poréw-
nywalnych rozmiarach i skuteczniejsza supresje tych
komorek przez immunoregulatorowe komoérki CD4+,
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zwalidowane.

Tabela 2. Badania in vitro oceniajace potencjat uwrazliwiajacy substancji chemicznych. Wymienione zostaty aktualne
badania in vitro stuzace do rozpoznawania alergenéw kontaktowych. Zadne z badan nie zostato do tej pory oficjalnie

Etap sensytyzacji

Modyfikacja biatek skory

Aktywacja keratynocytow

Antyoksydacyjna odpo-
wiedz keratynocytow

Aktywacja DC

Migracja DC

Toksycznos¢ skérna wywo-
fana przez substancje che-
miczne, stres tkankowy

Pobudzanie limfocytow T

Badanie in vitro

Badanie bezposredniej
reaktywnosci peptydow
(DPRA)

Badanie NCTC2544

Badanie Keratinosens

MUSST
hCLAT
badanie PBMDC

Vitosens®

GARD

Badanie migracji DC

Sita EE

Badanie pobudzania ludz-
kich limfocytéw T (hTCPA)

Typ komaérki/model

Punkt koncowy

PiSmiennictwo

- Reaktywnos¢ 89-91
peptydow
NCTC2544 Wytwarzanie 11-18 94,95
HaCaT Aktywacja Keap-1/Nrf2 96,97
U937 Indukcja CD86, IL-8 92
THP-1 Indukcja CD54, CD86 92
DC CD14+ wywodzace sig Indukcja CD86 93
Z monocytéw
DC CD34+ wywodzace sie Sygnatura genowa 98,99
z komorek progenitorowych
Komoérki progenitorowe Sygnatura genowa 13,15
MUTZ-3
MUTZ-LC Migracja zalezna od 100
CCR5/CXCR4
Ekwiwalent naskorka Toksycznos¢, indukcja 101
IL-1a
DC CD14+ wywodzace sie Proliferacja 102-104

Z monocytow
+ autologiczne naiwne
ludzkie limfocyty T

i wytwarzanie
cytokin przez
limfocyty T

takie jak T, i komé6rki NKT w przypadku stabych aler-
gen6éw kontaktowych. Moze to by¢ czeSciowo zwigzane
z potencjalem alergenéw kontaktowych o réznej sile
wywolywania stanu zapalnego skéry, co wplywa na
roéwnowage miedzy komorkami efektorowymi a limfo-
cytami T,,.!% Aby wyjasni¢ ten problem, nalezy okre-
§li¢ czestotliwosé limfocytéw T i zakresu TCR. Scisle
zwigzana z réwnowagg miedzy komoérkami efektoro-
wymi a limfocytami T, jest sita wrodzonej odpowiedzi
zapalnej. Wydaje sie oczywiste, ze sita alergenu silnie
koreluje ze zdolnoscig do indukowania stanu zapalne-
go skory, ktéra jest wymagana, aby przerwaé home-
ostatyczng tolerancje i powodowaé odporno$é nabyts.
Dlatego opracowanie badan in vitro dla jakoSciowej
i iloSciowej oceny wrodzonej odpowiedzi zapalnej na
alergeny chemiczne powinno dostarczy¢ informacji
o sile dzialania.

Problem wynika z tego, ze badania immunotoksyko-
logiczne przeprowadzane sa z pojedynczymi skladnika-
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mi, a nie z mieszaninami i formutami lub z produktem
koncowym, ktéry zawiera mieszanine stabego alergenu
kontaktowego, w zwigzku z tym wigze sie z matym ryzy-
kiem wywotania sensytyzacji. Ponadto substancje draz-
nigce mogg czesto znajdowaé sie w produkcie konico-
wym, jak réwniez w miejscu pracy. Moga one ulatwiaé
sensytyzacje lub nasila¢ ACD. Z mechanistycznego
punktu widzenia mozna przewidywaé addytywne i sy-
nergistyczne dzialania mieszaniny kilku stabych aler-
genéw kontaktowych, ktére wspélnie wywotujg wy-
starczajacy do przekroczenia punktu krytycznego stan
zapalny, co umozliwia uwrazliwienie na jeden lub kilka
sktadnikéw (ryc. 3). Takie synergistyczne dzialanie zo-
stato opisane na modelu mysim CHS!1? i istniejag dowo-
dy na istotno$¢ kliniczng takich dziatan.!!-113 W przy-
padku substancji draznigcych mozna przewidywad
ulatwianie penetracji przez skére np. przez detergenty.
Zwiekszy to miejscowe stezenie alergenu kontaktowego
i w ten sposob zwielokrotni niewystarczajace dzialanie
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autoadiuwantowe ponad prég sensytyzacji. Substancje
draznigce moga réwniez wywolywaé zapalenie skéry
przez pobudzenie szlakéw kluczowych dla sensytyzacji
i fazy efektorowej (ryc. 3). Niektére substancje draznig-
ce mogg pobudza¢ odpowiedzi zapalne, ktére utatwia-
ja stabemu alergenowi kontaktowemu przekroczenie
progu sensytyzacji, jak to przedstawiono na przyktadzie
oleju krotonowego i suboptymalnych dawek TNCB,!10
innym przyktadem jest laurylosiarczan sodu i DNTB.%4
Nalezy zda¢ sobie sprawe, ze wiedza na temat dziala-
nia substancji draznigcych jest niewystarczajaca. Ze
wzgledu na profilowe dane genomowe i proteomowe
dotyczace alergenéw kontaktowych i nieopublikowane
dane dotyczace substancji drazniacych stosowanych
jako kontrole w badaniach mozna zidentyfikowaé za-
sadnicze dla sensytyzacji na alergeny kontaktowe szla-
ki, ktére moga by¢ réwniez pobudzane przez substan-
cje draznigce i z tego wzgledu moze dochodzi¢ do ich
wzmocnienia w ACD. Oczekuje sig, ze odkryte zostanie
nakladanie sie profili genomowych i proteomowych
sygnatur substancji drazniagcych i swoistych dla aler-
genéw kontaktowych, ale powinno sie¢ réwniez odkryé
$ciezki, ktére nie sg pobudzane przez substancje draz-
nigce i takie, ktére sg tylko przez nie pobudzane.
Badania przeprowadzane na zwierzetach maja kilka
ograniczen, na przyklad falszywie dodatnie i falszywie
ujemne wyniki badania LLNA dla niektérych substan-
¢ji chemicznych lub gatunkowo swoiste réznice inte-
rakcji niklu z TLL4. Ponadto brakuje badan potencjatu
uwrazliwiajacego mieszanin i formul, w ktérych mozna
obserwowaé dzialania addytywne i synergistyczne po-
szczegblnych sktadnikéw, oraz brak badan produktéw
koficowych i dostepnych na rynku. Dodatkowo w wie-
dzy dotyczacej procesu sensytyzacji sg nadal istotne
luki. Te problemy uzasadniajg konieczno$¢ lepszego
postmarketingowego i epidemiologicznego nadzoru.

Genomika i proteomika w badaniach
podstawowych i immunotoksykologii
Wspolczesne szeroko zakrojone badania sprawnie iden-
tyfikujg swoiste alergenowo sygnatury genomowe i pro-
teomowe, ktére mogg poméc w opracowaniu testow
o duzej przepustowosci. Wraz ze zwigkszaniem sie¢ licz-
by substancji wykorzystywanych w takich badaniach
widoczna jest coraz bardziej wysoka zmienno$¢ w pro-
filach réznych substancji chemicznych, co moze unie-
mozliwia¢ identyfikacje sygnatury pojedynczego aler-
genu kontaktowego. Moze by¢ to spowodowane duzg
réznorodnoscia wlasciwosci fizykochemicznych zwigz-
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Prég sensytyzacji kontaktowej

v
Staba autoadiuwantowos¢

]
] b (staby alergen kontaktowy+X)
|

T | Nasilona autoadiuwantowosc¢
'}

(sfaby alergen kontaktowy+X)

Silna autoadiuwantowos¢
(silny allergen kontaktowy)

Koadiuwantowos¢
(staby alergen kontaktowy+X)

Substytut adiuwantowosci

Sita wrodzonej odpowiedzi zapalnej

Rycina 3. Hipotetyczne mozliwosci pobudzania
wrodzonej odpowiedzi zapalnej w ACD. Silne alergeny
kontaktowe (kolor turkusowy) wykazujg wystarczajgco
silng autoadiuwantowos¢ do przekroczenia progu
sensytyzacji, podczas gdy stabe alergeny moga
wykazywac¢ niewystarczajaca autoadiuwantowosc¢
(kolor jasnoniebieski). W ostatnim przypadku
nasilona autoadiuwantowo$¢ moze na przyktad

zostac osiggnieta (efekt dawka-odpowiedz) dzieki
substancjom drazniacym, takim jak detergenty, ktére
moga zwieksza¢ penetracje przez skore alergenu
kontaktowego, lub przez inne alergeny kontaktowe,
zakazenie lub inne czynniki (jasnoniebieski stupek).
Alternatywne dziatania addytywne lub synergistyczne
moga prowadzi¢ do przekroczenia progu przez
koadiuwantowos$¢ substancji draznigcych, innych
alergenow kontaktowych, przez molekularne

wzorce zwigzane z patogenami (PAMP) w przypadku
wspotistniejacej infekcji, przez molekularne wzorce
zwigzane z uszkodzeniem (DAMP) i inne czynniki,
ktore pobudzaja wrodzone sygnatowanie (stupek
jasnoniebieski/czerwony). W niektorych przypadkach
autoadiuwantowos¢ alergenu kontaktowego moze by¢
niewystarczajaca lub moze w ogdle nie wystepowac,
przyktadowo z powodu polimorfizméw genetycznych,
ktore hamuja wrodzone sygnatowanie lub pozbawiaja
miejsc interakcji alergenu kontaktowego i kluczowego
biatka docelowego. W takim przypadku wystarczajacym
substytutem adiuwantowosci moga by¢ inne alergeny
kontaktowe, substancje drazniace, PAMP, DAMP i inne
czynniki (stupek czerwony). X-substancje drazniace,
alergeny kontaktowe, PAMP, DAMP, inne czynniki
(nanoczasteczki itd.).

kéw chemicznych, ktére powodujag ACD. Jednym ze
sposobéw rozwigzania tego problemu moze by¢ pogru-
powanie substancji chemicznych wedlug domen me-
chanistycznych, to jest mechanizméw reakcji tworzenia
adduktéw z biatkami.l14115 Jest to bardzo interesujgca
metoda mogaca uwidocznié klasy profili chemicznych
na podstawie domen mechanistycznych. W optymalnej
sytuacji moze wykry¢ wspdlne elementy dominujace
miedzy kilkoma lub wszystkimi klasami substancji che-
micznych, ktére moga byé stosowane w identyfikacji
alergenéw kontaktowych. Podobne badania powinny
zostaé przeprowadzone z alergenami oddechowymi
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i lekami, ktére moga powodowaé nadwrazliwo$é po-
$redniczong przez limfocyty T, ktéra moze mie¢ wiele
czeSci wspdlnych z alergenami kontaktowymi w zakre-
sie odpowiedzi wrodzonego ukladu immunologicznego
i odpowiedzi na stres, jak réwniez z substancjami draz-
nigcymi.

Jednym z przyszlych zadan proteomiki jest identyfi-
kacja proteomu haptenu, ktéry jest zbiorem biatek ze-
wnatrz- i wewnatrzkomérkowych, ktére wchodzg w in-
terakcje z alergenami kontaktowymi.!® Takie badania
zostaly rozpoczete, dotycza identyfikacji bialek wcho-
dzacych w interakcje z niklem w ludzkich komoérkach
i biatkach modyfikowanych DNP w ludzkich monocy-
tach THP-1 i makrofagach RAW264.7.116-118 Tch celem
jest identyfikacja bialek celowych, ktérych modyfikacja
przez alergeny chemiczne prowadzi do pobudzenia
szlakéw istotnych dla sensytyzacji i wywotywania ACD.
Ponadto potrzebna jest identyfikacja istotnych miejsc
celowych w obrebie tych bialek. Badania te sg istotne
do wyjasnienia podstaw molekularnych autoadiuwan-
towosci alergenéw chemicznych.

Brzydkie, zte i dobre

Oprocz zlych dziatan niepozadanych alergenéw kon-
taktowych prowadzacych do przewleklych zmian wy-
pryskowych lub mniej ciezkiego, ale nawrotowego aler-
gicznego kontaktowego zapalenia skory, te substancje
chemiczne majg dobre strony i moga by¢ stosowane
w miejscowej immunoterapii choréb skéry.!1? Jednym
z przykladéw jest lysienie plackowate. W chorobach
skéry powodujacych utrate owlosienia glowy alerge-
ny kontaktowe, takie jak DNCB, difenylocyproteron
(DPCP) lub kwas skwarowy, sg stosowane do stymula-
cji wzrostu wlosa.'20 Innym przyktadem wykorzystania
alergenéw kontaktowych jest chemioimmunoterapia
czerniaka skéry.121.122 W tym przypadku pobudzenie
ostrego stanu zapalnego przez alergeny kontaktowe
moze pomdc przerwaé¢ mechanizmy tolerancji guza.
Ponadto modyfikacja haptenéw antygenéw wlasnych
moze promowacl limfocyty efektorowe T swoiste dla
guza, ktére mogg réwniez rozpoznawaé niezmienione
antygeny wtasne. Ta samoreaktywno$¢ limfocytéw T
wyjasnia okresowe wystepowanie odbarwien typu viti-
ligo, ktére sg najprawdopodobniej wywotane zniszcze-
niem prawidlowych melanocytéw prezentujgcych wia-
sne antygeny na czasteczkach MHC.

Dalszy interesujacy ciagle hipotetyczny aspekt to
potencjalne wykorzystanie alergenéw kontaktowych
do lepszego zrozumienia i modulacji czynnosci biatek.

26

Jest prawdopodobne, ze PTM wywolana przez alergeny
kontaktowe moze rézni¢ sie od konwencjonalnej PTM
budowg molekularng substancji chemicznej i jej miejsc
docelowych oraz sktadem aminokwaséw w biatkach.
Z tego wzgledu by¢é moze dowiemy sie, ze czynnoSci
biatek mogg by¢ dalej modulowane przez alergeny
kontaktowe, co wplywa na jakoSciowe i iloSciowe pa-
rametry odpowiedzi. Przydatnym poréwnaniem moze
by¢ réznorodno$é fenotypowa choroby w przypadku
mutacji tego samego biatka w réznych domenach bial-
kowych, jak to sie¢ na przyktad obserwuje w pacjentéw
IPEX z réznymi mutacjami FOXP3.!123-125 Badania
w tym obszarze biologii chemicznej wydajg sie ciekawe
i moga pomé6c w opracowywaniu lekéw, ktére nasla-
duja lub zapobiegaja zaleznej od alergenéw modulacji
czynnosci bialek.

Wszystkie drogi prowadzg do Rzymu
- implikacje wrodzonej i stresowej
odpowiedzi na alergeny kontaktowe

Zdanie sobie sprawy, ze alergeny kontaktowe i czyn-
niki infekcyjne moga pobudzaé te same szlaki wro-
dzonego uktadu immunologicznego i szlaki stresowe,
ma istotne implikacje. Zakazenia mogg by¢ czynni-
kami spustowymi dla sensytyzacji kontaktowej i fazy
efektorowej przez substytucje nieskutecznej badz nie-
obecnej autoadiuwantowos$ci lub wzmacnianie sta-
bej autoadiuwantowos$ci alergenéw kontaktowych,
co pomaga przekroczyé prég aktywacji wrodzonego
uktadu immunologicznego (ryc. 3). Dowody na te¢ hi-
poteze pochodzag z do$wiadczen zespolu autora doty-
czacych BMDC, ktére ze wzgledu na brak IL-12Rf2
i TLR4 nie mogg wywola¢ CHS indukowanego TNCB
u myszy, moga wywolywaé sensytyzacje po uprzednim
traktowaniu in vitro oligonukleotydami CpG, ktére
sg ligandami dla TLR9.2! Wskazuje to, ze niekoniecz-
nie te same PRR, ktére sg odpowiedzialne za szlak
kontaktowy posredniczony alergenem kontaktowym,
musza by¢ pobudzane, aby zapewni¢ niewystarczajaca
autoadiuwantowos$¢. Inne badania wykazaty opornosé
myszy na rozwédj CHS indukowanej niklem u myszy
pozbawionych miejsc wigzania niklu na mysim re-
ceptorze TLR4. Niewystarczajaca autoadiuwanto-
wos¢ byla zastepowana przez jednoczesng iniekcje
niklu z LPS12¢ lub elementéw drobnoustrojéw. 127,128
Z tego wzgledu ciekawe jest rozwazenie adiuwantéw
drobnoustrojowych, ktére mogg powodowaé zmia-
ny w ukladzie immunologicznym i immunoregulacje
lub tolerancje i dlatego moga pomée w opracowaniu
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strategii leczenia jak to sugerowano w ostatnim ba-
daniu.!?°

Fakt, ze zakazenia indukujg szlaki sygnalowe TLR
i mogg réwniez prowadzi¢ do aktywacji inflamasomu
oraz wytwarzania ROS sprawia, ze koncepcja drob-
noustrojowych koadiuwantéw/adiuwantéw substytu-
cyjnych jest bardzo atrakcyjna. Przypadkowe zakaze-
nia moga wiec dostarczyé egzogennych adiuwantow
(PAMP) lub pobudzi¢ wytwarzanie lub uwalnianie
endogennych sygnaléw zagrozenia takich jak DAMP,
w ten sposéb moga stanowi¢ substytut niewystarcza-
jacej lub brakujacej autoadiuwantowosci i nasilaé
niewystarczajacg autoadiuwantowo$é alergenéw kon-
taktowych. Aktywacja inflamasomu nie musi sie ogra-
niczaé do bakteryjnych lub wirusowych molekularnych
wzorcéw zwigzanych z patogenem (PAMP) i innych
prozapalnych czynnikéw indukowanych drobnoustro-
jami, ale moze odbywa¢ sie réwniez przez inne nie-
drobnoustrojowe czynniki, takie jak krzemionka czy
krysztaty azbestu,!30 nanoczasteczki'3!132 i wiele in-
nych sktadnikéw, ktére moga wywotaé wazne zapalne
Sciezki sygnatowe odpowiedzi wrodzonej bezposrednio
lub przez indukcje endogennych aktywatoréw takich
DAMP (ryc. 3). Mozliwe, ze zwiekszona ekspozycja
na takie egzogenne koadiuwanty w $rodowisku lub
produktach dostepnych na rynku wyjasnia czeSciowo
wzrost czesto$ci wystepowania ACD w ciggu ostatnich
dziesiecioleci.

Podsumowanie

Naglacym problemem nauk podstawowych w dziedzi-
nie alergii na substancje chemiczne jest wyzwalanie
wrodzonych immunologicznych i stresowych odpowie-
dzi przez alergeny kontaktowe, ktére sg wykorzysty-
wane w przeciwdrobnoustrojowej/przeciwwirusowej
odpowiedzi.!%133 Dotyczy to nie tylko alergenéw che-
micznych, ale jest réwniez obserwowane w przypad-
ku niektérych alergenéw biatkowych31:134 i wynika
z wewnatrzpochodnej autoadiuwantowosci alergenéw.
Dodatkowe znaczenie maja kofaktory biogenne no-
$nikéw alergenowych, na przyktad oksydazy NADPH
zwigzanych z pytkami lub mediatory lipidowych.!35
Te ciekawe dane dostarczaja informacji ttumaczacych
dlaczego alergen jest alergenem.

Podobne mechanizmy moga dotyczy¢ chemicznych
alergenéw wziewnych i lekéw, takich jak antybiotyki
B-laktamowe, ktére wywotujg reakcje niepozadane,
w ktérych posrednicza limfocyty T.5108.136 Swoiste
dzialanie tych substancji chemicznych, biorac pod
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uwage rodzaj odpowiedzi immunologicznej, moze by¢
wywolywane ich wewnatrzpochodnymi wlasciwoscia-
mi, ale najprawdopodobniej réwniez odpowiednim mi-
krosrodowiskiem tkankowym. Rézne podtypy komoérek
zrebu w skérze, ptucach, jelicie, watrobie i innych na-
rzadach oraz odpowiednie komérki immunologiczne
z pewnoscig wplywaja na wyniki ekspozycji na sub-
stancje chemiczng.3%37 Moze to czesciowo ttumaczyé,
dlaczego naktadane zewnetrznie alergeny wziewne
daja dodatni wynik testu LLNA, ale nie wywotujg ACD.
Innym chemicznym wewnatrzpochodnym zjawiskiem
jest indukcja réznych profili cytokin przez alergeny
kontaktowe i wziewne.®0-137-141 Co ciekawe, sensyty-
zacja na alergeny wziewne moze odbywaé sie¢ przez
skére.

Identyfikacja cech molekularnych swoistego mikro-
srodowiska tkankowego, szczegélnie na komérkach
nabtonka, ktére réwniez odzwierciedlajg tkankowo
swoiste cechy komoérek immunologicznych, tak zwany
epimmunom, stanowi wyzwanie i ciekawy temat przy-
sztych badan.!4?

Majac na uwadze leczenie ACD, odkrycie uzupel-
niajacego sie dziatania wrodzonego uktadu immuno-
logicznego i szlakéw stresowych prowadzacych razem
do indukcji zapalenia skéry otwiera nowe mozliwosci
objawowego leczenia przeciwzapalnego. Jak pokazano
na modelu CHS, zablokowanie jednej $ciezki wystar-
cza, aby zapobiec sensytyzacji, a w pewnych przypad-
kach fazie efektorowej. W przysztych badaniach nale-
zy oceni¢ istotno$¢ tych szlakéw dla fazy efektorowej
i przewleklego ACD. Przewiduje si¢ opracowanie stra-
tegii leczenia przeciwzapalnego, ktére blokujg wiecej
niz jedna Sciezke, w polaczeniu ze strategiami, ktére
prowadza do pozbycia sie alergenowoswoistych komo-
rek efektorowych i limfocytéw T pamieci, na przyktad
przez immunoterapi¢ swoista, co ma na celu przywro-
cenie tolerancji.
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W latach 70. ubieglego wieku przeprowadzono

wiele badan wykorzystujacych modele mysie

i szczurze, w ktérych wykazano genetyczne
podloze uwarunkowania i ukierunkowania odpo-
wiedzi immunologicznej. Stwierdzono, ze niektére
szczepy zwierzat nie sg w stanie odpowiedzieé¢ na
uczulanie na cze$é prostych substancji chemicznych,
ktére stanowity antygen rozpoczynajacy odpowiedz
immunologiczng u innych pokrewnych szczepéw
myszy. Poréwnywano zwykle odpowiedZ rodzicow
i ich potomstwa z krzyzéwek z innym szczepem
myszy na substancje chemiczne, a jako antygenu uzy-
wano zwykle prostych cyklicznie powtarzajacych sie
sekwengcji tancuchéw peptydowych lub DNA, do kt6-
rych przylaczano hapteny, najczesciej dwunitrochlo-
robenzen lub tréjnitrochlorobenzen. Sg to substancje
generujace swoiste populacje limfocytéw T, rozpozna-
jace okreslony hapten.

Wyniki tych badan legly u podstawy zrozumienia
mechanizmu powstawania odpowiedzi limfocytow
(komérkowej, opéznionej) i powstawania wyprysku
kontaktowego na skérze. Zrozumiano wowczas spo-
s6b prezentacji antygenéw/haptenéw na czasteczkach
HLA i budowe receptora TCR, ktéry rozpoznawat
niewielkie 9-10-aminokwasowe fragmenty z przyla-
czonymi do nich czgsteczkami haptenu.

Artykut Martina przedstawia wspolczesne poglady
na patomechanizm wyprysku kontaktowego na po-
ziomie molekularnym i stara sie uporzadkowac naszg
wiedze o powstawaniu odpowiedzi immunologicznej
(fizjologicznej) po kontakcie z haptenami oraz o zja-
wiskach wspélistniejacych, ktére nasilajg odpowiedz
zapalng w czasie rozwoju wyprysku kontaktowego.

Po pierwszych badaniach zrozumiano, Ze to, czy
dany osobnik jest sktonny do uczulenia na dang sub-
stancje jest zapisane w genach i zalezy od tego, czy
wystepuje u niego populacja naiwnych limfocytéw

zdolna do rozpoznania budowy przestrzennej alerge-
nu/haptenu na nos$niku polipeptydowym, z ktérej po-
wstaja swoiscie uczulone limfocyty T odpowiedzialne
za objawy wyprysku kontaktowego.

W dalszych badaniach wykazano, ze nie kazda
substancja chemiczna moze staé sie antygenem, bo
zalezy to od: 1. mozliwosci wigzania z biatkami,
2. wigzania sie z miejscem danego bialka, co zmienia
jego ksztalt przestrzenny lub czynno$é. Czynniki te
wplywajg na wywotanie naturalnej odpowiedzi, a nie
tylko swoistej nabytej odpornos$ci. Autorzy wskazu-
ja ze tzw. ksenobiotyczne zwigzki chemiczne mogg
prowadzié¢ do rozwoju alergii lub procesu autoagre-
syjnego.

Substancje chemiczne mogg zmienia¢ budowe
biatek (jako proces modyfikacji posttranslacyjnej), co
zmienia lokalizacje bialek w komoérce, wspoétdziata-
nie réznych bialek oraz czesto ich podstawowg funk-
cje. Zmiany te moga byé spowodowane metylacja,
acetylacja, glikolizacjg, fosforylacja, ubikwityzacjg
oraz sumojlacjg. Zwykle wiagze sie to z przylacze-
niem dodatkowego rodnika lub taicucha bocznego
do tancucha polipeptydowego/biatkowego, co po-
woduje zmiany antygenowosci tego biatka. Staje sie
ono immunologicznie czynng czasteczka réwniez
w przypadku przylaczenia haptenéw, co prowadzi
z kolei do wyprysku kontaktowego lub odpowiedzi
komorkowe;j.

Ten typ reakcji zostal przedstawiony na rycinie 2
artykutu. Hapten (Ni lub TNCB) wywoluje nabytg
odpowiedZz immunologiczng generujaca swoiscie
uczulone limfocyty T, ale jednoczes$nie prowadzi do
aktywacji naturalnej nieswoistej odpowiedzi immu-
nologicznej, np. poprzez wigzanie atoméw niklu
z histydyng w receptorach TLR4 lub DNCB z cyste-
ing w Keap 1 odpowiedzialng za proces antyoksy-
dacji.

Autor podkresla, ze substancje chemiczne po-
winny byé badane pod wzgledem ich potencjalnej
zdolnos$ci do uczulania przez kontakt ze skérg. Sg
to modele hodowli komérkowych pochodzenia na-
btonkowego lub z linii dendrytycznych. Pozwolitoby
to na ocene substancji chemicznych jako adiuwantu
w reakcji zapalnej pobudzajgcej naturalng odpornosé
immunologiczng (wiele mozliwosci przedstawio-
no na rycinie 3). Adiuwantem sg zwykle substancje
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drazniace, hapteny, biatka zwigzane z patogenami  Nazwano to ,hapten proteome”, co nie ma odpowied-
lub z biatkami uwalnianymi przy zniszczeniu tkanki ~ nika w polskim nazewnictwie.
(urazie, martwicy). Zrozumienie tych mechanizméw byé moze pozwoli
Wazne dla alergii kontaktowej jest rozpoznanie  na przeciwdzialanie uczuleniu lub pomoze w uzyski-
powinowactwa haptenéw do poszczegblnych bialek  waniu tolerancji na alergeny kontaktowe. Przy bloka-
w komérkach i tkankach, co wyjasniloby najtatwiej-  dzie choéby jednego gléwnego ogniwa patogenetycz-
szg droge uczulenia, jak i wskazywaloby, ktére bial-  nego, ktére moze by¢ rézne dla poszczegblnych grup
ka zmieniajg swa czynno$¢ pod wpltywem haptenu.  haptenéw/alergenéw, uzyskiwatoby sie efekt leczniczy.
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