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OCENA ZJAWISK IMMUNOLOGICZNYCH | ENZYMATYCZNYCH
W PATOGENEZIE WYBRANYCH PODNASKORKOWYCH
CHOROB PECHERZOWYCH

AGNIESZKA ZEBROWSKA

Klinika Dermatologii i Wenerologii
Uniwersytet Medyczny w todzi

STRESZCZENIE

Patogeneza podnaskérkowych choréb pecherzowych o podtozu autoimmunologicznym, do ktérych
nalezg pemfigoid (ang. bullous pemphigoid - BP) i opryszczkowate zapalenie skory
(ang. dermatitis herpetiformis - DH, choroba Duhringa), zwigzana jest z destrukcjg elementéw
btony podstawnej, prowadzgcg do rozwoju zmian pecherzowych. Btona podstawna jest ztozong
strukturg, ktorej zadaniem jest utrzymanie integralnosci potgczenia skoérno-naskorkowego. Proces
wigzania sie przeciwciat skierowanych przeciwko autoantygenom w btonie podstawnej, aktywuje
szereg proceséw immunologicznych i enzymatycznych prowadzacych do zniszczenia
hemidesmosomoéw i widkien zakotwiczajgcych. Mimo podobnego etapu poczatkowego: potgczenia
autoprzeciwciat z autoantygenami bedgcymi biatkami wchodzgcymi w skiad struktur btony
podstawnej, dalsze mechanizmy rozwoju choroby sg odmienne. Rdznice antygenow i aktywacja
innych cytokin, chemokin i enzymoéw implikuje charakterystyczny obraz histopatologiczny,
immunopatologiczny oraz wymaga innego postepowania terapeutycznego. W BP i DH wykazano
wplyw zaburzen ekspresji niektérych cytokin, zwlaszcza prozapalnych i sktadnikow dopetniacza,
na rozwdj naciekdw zapalnych oraz formowanie pecherzy podnaskoérkowych. Zjawiska te sg
przyczyng aktywacji czasteczek adhezyjnych i kolejnych mediatorow zapalnych , takich jak
chemokiny i neuropeptydy oraz enzymow proteolitycznych. Najnowsze badania eksperymentalne
wykazaty rowniez, ze procesy te mogg aktywowac czynniki prokoagulacyjne powodujgce rozwoj
zakrzepow, bedacych najczestszg przyczyng powiktan u chorych z BP.



Stad tez celem pracy byto:

1.

Okreslenie roli sktadnikow sieci cytokinowej, takich jak czgsteczki adhezyjne, chemokiny,
neuropeptydy oraz markery aktywacji eozynofilbw i mastocytow w powstawaniu zmian
skornych w pemfigoidzie i opryszczkowatym zapaleniu skory;

. Okreslenie roli wybranych enzymow proteolitycznych: metaloproteinaz i adamalizyn oraz ich

tkankowych inhibitorow w procesie rozwoju pecherzy podnaskorkowych;

Ocena aktywnos$ci czynnikow prokoagulacyjnych i wywotanej przez nie destrukcji btony
podstawnej w pemfigoidzie i opryszczkowatym zapaleniu skory;

Wskazanie parametréw uktadu krzepniecia przydatnych w zapobieganiu powiktan leczenia
u chorych na BP.

Grupe badang stanowito 61 os6b, w tym: 27 pacjentéw z BP (w wieku od 58 do 84 lat, srednio -
68,5) oraz 14 chorych na DH (w wieku od 18 do 70 lat, srednio — 49,8) w aktywnym okresie
choroby. Grupe poréwnawczg stanowito 20 osob zdrowych (w wieku od 50 do 80 lat, srednio —
71,6 dla chorych z BP oraz w wieku od 19 do 49 lat, srednio — 42 lata dla chorych z DH). Na
wykonanie wszystkich badan uzyskano zgody Komisji Etyki Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Do okreslenia ekspresji badanych adhezyn, chemokin i ich receptoréow, neuropeptydow,
metaloproteinaz i ich inhibitoréw oraz adamalizyn zastosowano metode immunohistochemiczng z
uzyciem pierwotnych przeciwciat monoklonalnych:

1.

adhezyny: anty- CD29 (B1 rodzina), CD61 (B3 rodzina), CD104 (B4 rodzina), CD62E
(E-selectin), CD62L (L-selectin) firmy Novocastra.

chemokiny i receptory dla chemokin: anty- eotaksyna, TARC, MCP-1, CCR-1, CXCR-1,
CXCR-2 firmy R&D.

neuropeptydy: anty- Neurokinin B, Endothelin B Receptor, CGRP, CRF and Substance P firmy
Abcam.

. metaloproteinazy i ich inhibitory: anty- MMP1, MMP2, MMP9, MMP1, TIMP1, TIMP2, TIMP3

firmy Novocastra.
adamalizyny: anty- ADAM8, ADAM10, ADAM15, ADAM17 firmy R&D.
anty-TNF a firmy R&D.

czynnik tkankowy: anty- TF firmy American Diagnostica Inc.

Istotnie zwiekszong ekspresje adamalizyn ADAM8, ADAM10, ADAM15, ADAM17 w tkankach
(oceniong technikg immunohistochemii) potwierdzono metodg hybrydyzacji in situ i immunoblotu.



W celu okreSlenia stezen badanych biatek w surowicy zastosowano metode immuno-
enzymatyczng przy uzyciu gotowych zestawdw ELISA:

TARC, MCP-1, eotaksyna ELISA kit firmy R&D;

ECP ELISA Kit for Human firma Uscn Life Science;

PAF ELISA Kit for Human PAF firmy Uscn Life Science;

Tryptaza, ELISA Kit for Human Tryptase firmy Uscn Life Science;

Chymaza ELISA Kit for Human Chymase 1, Mast Cell firmy Uscn Life Science;
TNFa Human TNFa -ELISA Kit firmy Gen-Probe Diaclone;

IL-4 Human IL-4 ELISA Kit firmy Gen-Probe Diaclone;

Neurokinina B, Endotelina B, CGRP, Substancja P firmy R&D;

MMP1, MMP2, MMP9 i TIMP2 firmy Quantikine, R&D;

IMUBIND Tissue Factor ELISA Kit firmy American Diagnostica Inc.

Oznaczenia d-dimerow wykonywano za pomocg metody optycznej testem immuno-
turbidymetrycznym aparatem STA Compact (Roche Diagnostics). Oznaczenie stezenia
fibrynogenu wykonano metodg chronometryczng Clauss’a, jak i metodg turbidymetryczng
(podczas oznaczania parametréw koagulologicznych).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wyniki uznano za statystycznie znamienne przy
wartosciach p<0,05.

Ekspresje czgsteczek adhezyjnych — E-selektyny i L-selektyny stwierdzono w komorkach
srodbtonka i neutrofilach. L-selektyna obecna byla tez na limfocytach. Ocena pdtilosciowa
wykazata, ze odczyn byt stabszy w wycinkach skory pobranych od chorych na BP, za$ silniejszy
w wycinkach skory pochodzacych od chorych na DH. Wyniki analizy statystycznej wykazaty
znamienne réznice w nasileniu odczynu pomiedzy badanymi grupami (BP vs DH: E selektyna -
p<0,04, L selektyna - p<0,006). Ekspresja integryny 3 byta dodatnia w skérze chorych na BP
i DH i obejmowata komorki warstwy podstawnej naskérka lub tez ogniskowo komérki pozostatych
warstw naskoérka. Ekspresje integryny B4 wykryto w hemidesmosomach zaréwno w wycinkach
pochodzgcych z grupy kontrolnej, jak tez w wycinkach od chorych na BP i DH. Wyniki analizy
statystycznej wykazaty, ze u chorych na DH ekspresja integryny 33 i B4 byta znamiennie wigksza
niz u chorych na pemfigoid (p<0,05 i p<0,03). Ekspresja integryny B4 byta staba i regularna
w skérze o0sOb zdrowych, w przeciwienstwie do duzo silniejszej i nieregularnej ekspresiji
zlokalizowanej w dnie pecherza zaréwno w BP jak i DH.

Ekspresje jednej z badanych chemokin - eotaksyny stwierdzono w naskoérku i w skupiskach
komérek nacieku zapalnego pod naskérkiem. Ekspresja eotaksyny byta znamiennie wyzsza
u chorych na BP w stosunku do os6b zdrowych, jak tez u chorych na DH w stosunku do osob
zdrowych (naciek — p<0,02, keratynocyty — p<0,03).



U chorych na BP ekspresja chemokiny TARC (ang. thymus and activation regulated chemokine)
byta obecna w keratynocytach dolnych warstw naskérka w obrebie zmian chorobowych oraz w
pojedynczych komérkach nacieku zapalnego zlokalizowanego pod naskoérkiem. Ekspresja TARC
byta znamiennie wyzsza u chorych na BP w stosunku do osob zdrowych (naciek — p<0,001,
keratynocyty — p<0,006) oraz w zmianach skérnych w stosunku do skory otoczenia w BP (naciek
p<0,009 i keratynocyty p<0,001). W skrawkach pochodzacych ze zmian skérnych w DH
obserwowano w wiekszosci przypadkow Srednie nasilenie ekspresji TARC. U chorych na BP i DH
w obrebie zmian chorobowych, jak i otoczenia zmian istotnie réznita sie ekspresja TARC
w keratynocytach (p<0,05). W grupie kontrolnej stwierdzono bardzo stabg, ogniskowg ekspresje
TARC w pojedynczych keratynocytach zlokalizowanych w dolnej warstwie naskorka.

Ekspresja chemokiny MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1) byta obecna w zmianach
skornych i w skérze otoczenia zmian u chorych na BP. W Zzadnym z wycinkéw pochodzacych od
0s6b z DH , a takZze u Zadnej z 0s6b z grupy kontrolnej nie stwierdzono ekspresji MCP-1.

Ekspresja receptora dla chemokin - CCR-1 w zmianach skornych, jak

i w skorze otaczajgcej zmiany skérne u chorych na BP byla staba. Nie stwierdzono statystycznie
znamiennej réznicy miedzy ekspresjag CCR-1 w zmianach skérnych a ekspresjg w otoczeniu tych
zmianw BP iDH .

Ekspresje receptora dla chemokin CXCR-1 wykazano w biopsjach ze zmian skérnych u chorych
na BP. Ekspresja CXCR-1 byta istotnie wieksza w zmianach skornych w stosunku do skory
otoczenia w BP (p<0,03). We wszystkich przypadkach chorych na DH w zmianach chorobowych
stwierdzono komorki z ekspresjag CXCR-1. Ekspresja CXCR-1 byta znamiennie wyzsza u chorych
na DH w stosunku do oséb zdrowych (p<0,001). Chorzy z DH wykazywali wiekszg ekspresje
CXCR-1 w wycinkach ze zmian chorobowych w poréwnaniu do chorych na BP (0,67+0,18 vs.
0,15+0,24; p<0,001).

W zmianach skornych u chorych na BP ekspresja receptora CXCR-2 byta wykazana we
wszystkich wycinkach i byta istotnie wigeksza w stosunku do skory otoczenia w BP (p<0,02), jak
réwniez do ekspresji u osoéb zdrowych (p<0,04). We wszystkich wycinkach pobranych ze zmian
skornych u os6b z DH byta obecna ekspresja CXCR-2. U chorych na DH stwierdzono znacznie
wiekszg ekspresje CXCR-2 w zmianach skornych w poréwnaniu do chorych na BP (1,1£0,87 vs.
0,31+0,24, p<0,001). W zadnym z wycinkdow pochodzacych z grupy kontrolnej nie wykryto
ekspresji CCR-1, CXCR-1, CXCR-2.

Stezenie chemokiny MCP-1 w surowicy byto statystycznie wyzsze u chorych na BP
(374,8+30,8 pg/mL) w poréwnaniu do chorych na DH (282,2+21 pg/mL; p<0,05), chociaz nie byto
statystycznie znamiennej réznicy w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stezenie ECP
(66,92+28,39 pg/mL) i PAF (29,87+13,69 pg/mL) w surowicy byty znamiennie wyzsze w BP niz
u osob zdrowych i w DH (p<0,05). Stezenie chymazy (0,21+£0,98 pg/mL) byto znamiennie wyzsze
u chorych z BP w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych i chorych na DH. Nie wykazano réznicy
w stezeniach tryptazy, IL-4 i TNFa w grupach badanych.



Ekspresje TNFa wykazano w naciekach zapalnych, jak i keratynocytach oraz w ptynie
pecherzowym chorych na BP i DH. Ekspresje TNFa stwierdzono takze w skorze otaczajgcej
zmiany. Analiza morfometryczna wykazata wyzszg ekspresje TNFa w skorze chorobowo
zmienionej w stosunku do skory otoczenia zmian (BP 1,59+0,58 vs. 1,01+£0,43, DH 1,3940,84 vs.
0,6940,59), jak rowniez w grupach badanych vs. grupa kontrolna (p<0,01).

W grupie kontrolnej nie wykazano ekspresji zadnej z badanych chemokin i ich receptorow.

Ekspresja neuropeptydu — kortykoliberyny (CRF, ang. corticotrophin releasing factor) byta obecna
w keratynocytach, komorkach gruczotow tojowych i potowych oraz komoérkach nacieku zapalnego.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono znamiennie wiekszg ekspresje CRF w biopsjach
pochodzgcych ze zmian, niz w biopsjach skoéry pobranej z otoczenia i dotyczyto to zaréwno osob
zBP (1,5840,64 vs. 1,04+0,48, p<0,001), jak i z DH (1,36+0,89 vs. 0,71£0,61, p<0,05).
Najmniejszg ekspresje CRF wykazano u os6b zdrowych (0,36+0,15).

Ekspresje receptora Endoteliny B stwierdzono w komaérkach srédbtonka, miesnidowce naczyn oraz
keratynocytach. Zjawisko wzmozonej ekspresji zaobserwowano dla receptora Endoteliny B u oséb
chorych na DH. Wartos¢ ta byta znamiennie wieksza w zmianach skoérnych niz w skérze otoczenia
(1,24+0,81 vs. 0,66+0,43, p<0,04). Nie stwierdzono réznicy w ekspresji receptora dla Endoteliny B
w skorze otoczenia zmian u chorych na DH i w grupie kontrolnej (0,66+0,43 vs. 0,58+0,32).

Ekspresje Substancji P, CGRP (ang. calcitonin gene related peptide) i neurokininy B wykazano
w zakonczeniach nerwowych w naskorku i skérze. Roéznice w ekspresji tych neuropeptydéw
w badanych grupach nie byty znamienne statystycznie.

Ekspresje metaloproteinaz - MMP1, 2, 9i 10 (MMP, ang. matrix metalloproteinase) u chorych na
BP stwierdzono zaréwno w warstwie podstawnej, jak i catym naskérku oraz w ptynie
pecherzowym, jak i naciekach zapalnych. W wycinkach z obecnym pecherzem linijng ekspresje
MMPs wykazano w jego dnie. U chorych na DH stwierdzono ekspresje MMPs w keratynocytach
warstwy podstawnej we wszystkich wycinkach ze zmian skérnych, w wiekszosci biopsji byta ona
bardzo intensywna. Ekspresja MMPs nie byta ograniczona wytacznie do keratynocytow warstwy
podstawnej, ale obecna byta takze w $rednim natezeniu w keratynocytach pozostatych warstw
naskorka. Ekspresje tych MMPs stwierdzono takze w neutrofilach mikroropni i w ptynie
pecherzowym.

W przeciwienstwie do metaloproteinaz, ekspresja ich inhibitorow - TIMPs (ang. tissue inhibitor
of metelloproteinases) byta srednio lub stabo nasilona. Ekspresje TIMP1, 2, 3 u chorych na BP
stwierdzono w catym naskoérku. W przypadku obecnosci pecherza byta stwierdzana w jego dnie.
Srednio nasilong aktywno$¢ tych enzyméw wykazano w naciekach zapalnych i w ptynie
pecherzowym. Ekspresje TIMP1, 2, 3 o srednim natezeniu wykazano we wszystkich wycinkach
w catym naskorku u chorych na DH, jak rowniez w mikroropniach neutrofilowych.

W badanej surowicy chorych na DH i BP wartosci stezen MMP1, MMP2 i TIMP2 miescity sie
w granicach normy. Pojedyncze wartosci stezen MMP9 byly podwyzszone u chorych z BP,
u pozostatych oséb z grup badanych byly w normie. W grupie poréwnawczej nie stwierdzono
w surowicy podwyzszonych stezen wyzej wymienionych enzymoéw.



Ekspresje adamalizyn - ADAMS, 10, 15 i 17 (ADAM, ang. a disintegrin and metalloproteinases
domain) stwierdzono w komérkach warstwy podstawnej i w pozostatych warstwach naskorka,
jak i skérze witasciwej w BP i DH. Naciek eozynofilowo-neutrofilowy w zmianach skornych
u chorych na BP wykazywat srednie nasilenie ekspresji. Wykazano tez ekspresje dla adamalizyn
w mikroropniach i naciekach wokétnaczyniowych w DH. W grupie kontrolnej ekspresje ADAMS,
10, 15 17 stwierdzono jedynie w pojedynczych keratynocytach.

Analiza morfometryczna wykazata wyzszg ekspresje ADAMS, 10, 15 i 17 w zmianach skérnych
w poréwnaniu do skory otoczenia zmian, w keratynocytach, nacieku zapalnym zaréwno w grupie
chorych na BP, jak i DH. Analiza morfometryczna wykazata ekspresje ADAM15 znaczgco wyzszg
w zmianach skérmnych w BP i skorze otaczajgcej zmiany w poréwnaniu do chorych na DH
(p<0,001). W badaniu metodg immunoblotu stwierdzono znamiennie wyzszg ekspresje ADAM17
u chorych na BP w poréwnaniu do chorych na DH (p=0,007 i p=0,007 odpowiednio), jak i grupy
kontrolnej (p=0,007 i p=0,006 odpowiednio). Wyniki badan immunohistochemicznych
potwierdzono metodg hybrydyzaciji in situ.

Ekspresje czynnika tkankowego (TF, ang. tissue factor) wykazano w komorkach nacieku
zapalnego i keratynocytach oraz w ptynie pecherzowym u chorych na BP. Ekspresje TF
stwierdzano takze w skérze otaczajgcej zmiany. Analiza morfometryczna wykazata wyzsza
ekspresje TF w skorze chorobowo zmienionej w stosunku do skéry otoczenia zmian u chorych na
BP (p<0,02). Badania u chorych na DH nie wykazaty znaczacej ekspresji czynnika w tkankach
chorobowo zmienionych, jak i pozornie zdrowych. TF byt takze stwierdzany w wycinkach od oséb
zdrowych. Ekspresja jednak w tej grupie byta znamiennie nizsza niz w zmianach chorobowych
w BP i poréwnywalna do zmian chorobowych w DH.

W grupie chorych na BP stezenie TF w surowicy wynosito 847,2+402,7 pg/mL, u chorych na DH
285,7+187,7 pg/mL, a w grupie poréwnawczej dla BP - 252,6+169,3 pg/mL, a dla DH 221,9+153,3
pag/mL. Wyniki te wskazujg na statystycznie istotng réznice w zakresie wartosci TF miedzy grupa
chorych na BP a DH i BP a grupg poréwnawczg (p<0,001).

U wiekszosci chorych na BP, przed rozpoczeciem leczenia, wartosci d-dimerow miescity sie
w gornych granicach normy i wynosity srednio: 0,49+0,40 ug/mL (0,33-2,9 pg/mL). U siedmiu
chorych wartosci byty podwyzszone i miescity sie w zakresie miedzy 1,2 a 2,9 yg/mL. Wartosci te
byly wyZzsze niz w grupie chorych na DH i grupie porownawczej. U wszystkich chorych na DH
wartosci d-dimeréw odpowiadaty normie i $rednia ich warto$¢ wynosita 0,31+0,19 pg/mL
(0,26-0,36 ug/mL). W grupie kontrolnej dla chorych na BP u jednej osoby stezenie d-dimeréw
przekroczyto wartosci prawidtowe, u pozostatych odpowiadato normie — 0,29+0,3 pg/mL
(0,24-0,67 ug/mL), w grupie poréwnawczej dla chorych na DH wszystkie wartosci byty w normie —
Srednio - 0,34+0,6 pg/mL. Istniejg statystycznie istotne réznice miedzy grupg chorych na BP a DH
i BP a grupg poréwnawczg w zakresie wartosci d-dimeréw (p<0,05).

Przy normie stezenia fibrynogenu 2,0-5,0 g/L - srednie wartosci tego parametru przedstawiaty sie
nastepujgco: u chorych na BP — 4,50+0,18 g/L, u chorych na DH — 2,80+0,14 g/L, w grupie
poréwnawczej dla BP — 2,60£0,3 g/L a w grupie poréwnawczej dla DH — 2,45+0,26 g/L. Istniejg



statystycznie istotne réznice w wynikach miedzy grupami chorych na BP i DH oraz miedzy grupa
chorych na BP a grupg poréwnawczg (p<0,05).

Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1.

Réznice w ekspresji czagsteczek adhezyjnych oraz chemokin i ich receptoréw sg przyczyng
odmiennego skfadu nacieku zapalnego w opryszczkowatym zapaleniu skéry i pemfigoidzie,
w ktérym szczegolng role aktywujgca czynnik tkankowy odgrywajg eozynofile.

. Wzrost ekspresji neuropeptydow jest jednym z czynnikéw rozwoju neuroimmunologicznego

zapalenia skory i uwarunkowanego nim swigdu w DH i BP.

Podwyzszona aktywnos¢ metaloproteinaz i adamalizyn jak i ich tkankowych inhibitoréw oraz
zaburzenie ich rownowagi sg przyczyng aktywacji cytokin oraz destrukcji tkanek w przebiegu
BP i DH. Dane te stwarzajg nowe perspektywy terapeutyczne BP i DH.

Wazrost ekspresji czynnika tkankowego w zmianach skérnych oraz surowicy u chorych na BP
wskazuje na aktywacje kaskady procesu koagulacji, a wspdétistnienie podwyzszenia stezenia
d-dimerdéw i fibrynogenu, wskazuje na szczegoélng predyspozycje do powiktan zakrzepowo-
zatorowych glikokortykosteroidoterapii.

Oznaczanie parametréw koagulologicznych powinno by¢ standardem przed planowang terapig
glikokortykosteroidami u chorych na pemfigoid.



THE ROLE OF SELECTED IMMUNE CELL POPULATIONS
IN PLASMA EXCHANGE TREATMENT OF MULTIPLE SCLEROSIS
RELAPSES

AGNIESZKA ZEBROWSKA

SUMMARY

The pathogenesis of subepidermal autoimmune blistering diseases, such as pemphigoid (BP, ang.
bullous pemphigoid) and dermatitis herpetiformis (DH, ang. dermatitis herpetiformis, morbus Duhring)
is connected with the destruction of basement membrane components and blister formation.
Ultrastructural studies confirmed the basement membrane zone as a structure responsible for the
integrity of dermo-epidermal junction. The binding of autoantibodies in BMZ zone leads to the
activation of immunological and enzymatic mechanisms leading to the destruction of
hemidesmosomes and anchoring fibres.

Despite a similar initial stage: the connection of autoantibodies with autoantigens ,which are the
proteins of the basement membrane structures, the further development of the disease mechanisms is
different. The Differences of antigens and the activation of other cytokines, chemokines and enzymes
imply the characteristic histological immunological picture, and require a different therapy.

In BP and DH the impact of the disorders of certain cytokines expression , especially proinflammatory
and complement components, on the development of inflammatory infiltrates and the formation of
subepidermal blisters was shown. These phenomena are the cause of the activation of adhesion
molecules and subsequent inflammatory mediators such as chemokines, neuropeptides and proteolitic
enzymes. Recent experimental studies have also shown that these processes can activate
procoagulant factors causing the development of blood thrombus, which is the most common cause of
complications in patients with BP.

The goal of the study was:

1. The assessment of the role of cytokine network components, such as adhesion molecules,
chemokines, neuropeptides, and markers of activation of eosinophils and mast cells in
the formation of skin lesions in pemphigoid and dermatitis herpetiformis.

2. The assessment of the role of selected proteolytic enzymes: metalloproteinases, adamalysins
and their tissue inhibitors in the development of subepidermal blisters.

3. The assessment of procoagulation factors activity and basement membrane destruction caused
by them in pemphigoid and dermatitis herpetiformis.

4. The indication of coagulation parameters useful in the prevention of complications in therapy
of BP patients.

The study included 61 persons: 27 untreated patients with BP (range: 58 to 84 years, average - 68,5)

and 14 with DH (range: 18 to 70 years, average — 49,8) in an active stage of the disease. A Control

group consisted of 20 healthy individuals (range:50 to 80 years, average — 71,6 for BP patients and
ranged:19 to 49, average — 42 for DH patients).



All the study subjects gave their consent before entering the study and the study protocol was

approved by The Local Ethical Committee of Medical University of Lodz.

Paraffin-embedded sections were used for routine staining and for immunohistochemistry to assess

the expression of adhesion molecules, chemokines and their receptors, neuropeptides,

metalloproteinases and their inhibitors and adamalysines. The following primary monoclonal

antibodies were used:

1. adhesive molecules: anty- CD29 (81 family), CD61 (GPIll) (B3 family), CD104 (B4 family)
CD 62E (E-selectin), CD62L (L-selectin) from Novocastra

2. chemokines and their receptors: anty- eotaksyna, TARC, MCP-1, CCR-1, CXCR-1, CXCR-2
from R&D.

3. neuropeptides: anty- Neurokinin B antibody, Endothelin B Receptor, CGRP, Corticotropin
Releasing Factor and Substance P, from Abcam.

4, metalloproteinases: anty- MMP1, MMP2, MMP9, MMP1, TIMP1, TIMP2, TIMP3 from
Novocastra.

5. adamalisyns: anty- ADAM8, ADAM10, ADAM15, ADAM17 from R&D.

6. anty- TNF afrom R&D.

7.  tissue factors: anty- TF from American Diagnostica Inc.

The Significantly increased expression of adamalysines: ADAM8, ADAM10, ADAM15, ADAM17 in the
tissues (immunohistochemistry technique assessed) was confirmed by in situ hybridization and
immunoblotting.
In order to determine the concentrations of the examined protein in the serum the enzyme-linked
immunoassay method was used using ELISA kits:

TARC, MCP-1, eotaxin from R&D

ECP — ELISA Kit for Human Ribonuclease A3 from Uscn Life Science;

PAF ELISA Kit for Human Platelet Activating Factor (PAF from Uscn Life Science,

Tryptaza, ELISA Kit for Human Tryptase) from Uscn Life Science,

Chymaza ELISA Kit for Human Chymase 1 Mast Cell from Uscn Life Science,

TNFa Human TNFa -ELISA Kit from Gen-Probe Diaclone,

IL-4 Human IL-4 ELISA Kit from Gen-Probe Diaclone,

Neurokinin B, Endotelin B, CGRP, Substance P ELISA kit from R&D,

MMP1, MMP2, MMP9 i TIMP2 ELISA kit from Quantikine, R&D Systems,

IMUBIND Tissue Factor ELISA Kit from American Diagnostica Inc.

The Indications of d-dimers were performed using the method of optical test apparatus Turbidity STA
Compact (Roche Diagnostics). The Determination of the concentration of fibrinogen was performed
using chronometric Clauss and Turbidity method (during the determination coagulation parameters).
The results were statistically analyzed. The Results were considered statistically significant with
p <0.05.

The localization and expression of adhesive molecules: E- and L-selectins and B1, $3, B4 integrins
was studied by immunohistochemistry. The Expression of selectins was detected in the epithelium and
skin leukocytes in all DH and BP samples. The expression of 1, B3 integrins was detected mainly



in basal keratinocytes as well as focally in the other layers of the epidermis. The expression of (4
integrin was irregular and detected mainly in the blister. In the control group only weak expression
of the examined molecules was detected.

The expression of one of the chemokines: eotaxin was found in the epidermis and in the cells
of inflammatory infiltrate in the epidermis.

The expression of eotaxin was significantly higher in the patients with BP compared to the healthy
subjects, as well as in the patients with DH compared to the healthy subjects (infiltration - p < 0.02,
keratinocytes - p < 0.03).

In the patients with BP TARC (thymus and activation regulated chemokine) expression was present
in keratinocytes of the lower layers of the epidermis around lesions in individual cells and
the inflammatory infiltrate located in the epidermis. TARC expression was significantly higher
in the patients with BP compared to the healthy subjects (infiltration - p < 0.001, keratinocytes —
p < 0.006) and skin lesions in relation to the perilesional skin in BP (infiltration p < 0.009 and
keratinocytes, p < 0.001). In the biopsies from the skin lesions in DH the average intensity
of expression TARC was observed in most cases. In keratinocytes within the lesions it differed
significantly between the patients with expression of BP and DH (p < 0.05), as well as in keratinocytes
of the perilesional skin (p < 0.05). In the control group there was very weak, focal expression of TARC
of single keratinocytes located in the lower layer of the epidermis.

The expression of chemokin MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) was present in skin lesions
and the perilesional skin in the patients with BP. There was no expression of MCP-1 in DH patients
and the control group.

The expression of chemokine receptor: CCR-1 in skin lesions and the perilesional skin of the patients
with BP was similarly weak. There was no statistically significant difference between the expression
of CCR-1 in skin lesions and the perilesional skin in BP and DH.

The expression of receptor for chemokines CXCR-1 was present in the biopsies of skin lesions
in the patients with BP. CXCR-1 expression was significantly higher in the skin lesions in relation to
the perilesional skin in BP (p < 0.03). In all the cases of patients with DH cells expressing CXCR-1
were found in lesions. CXCR-1 expression was significantly higher in the patients with
DH compared to the healthy subjects (p < 0.001). The Patients with DH showed higher expression
of CXCR-1 in the biopsies of lesions compared to the patients with BP (0.67+0.18 vs. 0.15£0.24,
p <0.001).

In the skin lesions in BP patients, receptor for chemokines CXCR-2 expression was demonstrated
in all specimens and was significantly higher compared to the perilesional skin in BP (p < 0.02) as well
as the expression in the healthy subjects (p < 0.04). In the biopsies taken from the blisters in DH
patients in all cases the expression of CXCR-2 was present. The Patients with DH showed
significantly higher expression of CXCR-2 in skin lesions compared to the patients with BP (1.1+£0.87
vs. 0.311£0.24, p < 0.001). There was no expression of CCR-1, CXCR-1, CXCR-2 in the control group.
The concentrations of MCP-1 levels were statistically higher in the patients with BP (374.8+30.8
pg/mL) compared to the patients with DH (282.2+21 pg/mL, p < 0.05), although there was
no statistically significant difference in comparison to the control group. The concentration
of ECP (283.9466.92 pg/mL) and PAF (136.9+29.87 pg/mL) levels was significantly higher in BP than
in the healthy subjects and the patients with DH (p < 0.05). The Concentration of chymase



(0.21£0.98 pg/mL) was significantly higher in the patients with BP compared to the healthy subjects
and the patients with DH. There was no difference in the concentrations of tryptase, IL-4 and TNF

in the treatment groups.

The expression of TNFa was demonstrated in inflammatory infiltrates and keratinocytes and in blister
liquid of BP and DH patients. The Expression of TNFa was also confirmed in the perilesional skin.
Morphometric analysis showed a higher expression of TNFa in the skin lesions as amended in relation
to the perilesional skin (1.59+£0.58 BP vs. 1.01+0.43, DH 1.39£0.84 vs. 0.69£0.59) as well as in the
control groups vs. the control group (p < 0.01).

The expression of neither the examined chemokines nor their receptors was observed in the biopsies
from the healthy people.

The expression of the neuropeptide: corticoliberin CRF (corticotrophin releasing factor) was present
in keratinocytes, cells of the sebaceous glands and sweat glands, and the infiltration of inflammatory
cells. The results had significantly higher expression of CRF in the biopsies derived from the skin
lesions than in the skin biopsies taken from the perilesional skin, and this applied both to the
individuals with BP (1.581£0.64 vs. 1.04+0.48, p < 0.001) and with the DH (1.3620.89 vs. 0.71+0.61,
p < 0.05). The lowest expression of CRF was demonstrated in the healthy subjects (0.36+0.15).

The expression of endothelin receptor B was found in the endothelial cells, vascular muscle and
keratinocytes. This phenomenon was observed for the increased expression of endothelin receptor B
in the individuals with DH. This value was significantly higher in the skin lesions than in the perilesional
skin (1.24£0.81 vs. 0.66+£0.43, p < 0.04). There was no difference in the expression of endothelin B
receptor in the perilesional skin in DH patients and the control group (0.66+0.43 vs. 0.58+0.32).
The Expression of Substance P, CGRP and neurokinin B was demonstrated in the nerve endings
in the epidermis and the skin. The expression of these neuropeptides in the groups was not
statistically significant.

The expression of metalloproteinases - MMP1, 2, 9 and 10 (MMP, matrix metalloproteinase)
in patients with BP was found both in the basal layer and the whole epidermis and in the fluid blister
and inflammatory infiltrates. In biopsies from the skin lesions with the blister the linear expression
of MMPs has been shown in the bottom of the blister. In patients with DH MMPs expression was found
in the basal layer of keratinocytes in all the biopsies from the lesion, in most biopsies it was very
intense. The Expression of MMPs is not limited to the basal layer of keratinocytes, but was also
present in medium intensity in the other layers of epidermal keratinocytes. The expression of these
MMPs was also found in neutrophils, blister fluid and microabscesses. In contrast to the MMPs,
the expression of their inhibitors - TIMPs (tissue inhibitor of martix metelloproteinases) was moderately
or poorly pronounced. The expression of TIMP1, 2, 3 in the patients with BP was found throughout the
epidermis. In the presence of the blister it was ascertained at its bottom. Moderate activity of these
enzymes was demonstrated in inflammatory infiltrates and blister fluid. The expression of TIMP1, 2, 3
of medium intensity in all specimens was demonstrated throughout the epidermis of the patients with
DH, as well as in neutrophilic microabscesses.

In the studied serum of the patients with DH and BP the concentrations of MMP1, MMP2 and TIMP2
are within normal limits. Individual values of MMP9 concentrations were elevated in the patients with
BP, in the remaining members of the studied groups they were normal. In the comparison group they
were not elevated in the serum concentrations of these enzymes.



The expression of adamalysins: ADAMS, 10, 15 and 17 (ADAM, a disintegrin and metalloproteinases
domain) was found in the cells of the basal layer and other layers of the epidermis and dermis in BP
and DH. Eosinophilic and neutrophilic infiltration in the skin lesions of patients with BP showed a mean
intensity expression. The Expression of ADAMs was also shown in perivascular influx and
microabscesses in DH. The Expression of ADAMS8, 10, 15 and 17 in the control group in all
the biopsies was detected only in single keratinocytes. Morphometric analysis showed a higher
expression of ADAMS8, 10, 15 and 17 in the skin lesions compared to the perilesional skin
in keratinocytes, inflammatory infiltration in both the group of patients with BP and DH. Morphometric
analysis showed a significantly higher expression of ADAM15 in the skin lesions in BP and
in the perilesional skin compared to the patients with DH (p < 0.001). In a study by immunoblotting
a significantly higher expression of ADAM17 was detected in the patients with BP compared
to the patients with DH (p = 0.007 and 0.007, respectively) and the control group (p = 0.007 and
p = 0.006 respectively). The Immunohistochemical study was confirmed by in situ hybridization.

The expression of tissue factor (TF, tissue factor) was demonstrated in the neutrophils in inflammatory
infiltrates and keratinocytes and blisters fluid of the patients with BP. TF expression was also shown
in the perilesional skin. Morphometric analysis showed a higher expression of TF in the skin lesions
in comparsion to the perilesional skin in the patients with BP (p < 0.02).

The studies of the patients with DH showed no significant expression of the tissue factor
in pathologically changed, and normal appearing skin. TF was also detected in the specimens from
the healthy individuals. The Expression, however, in this group was significantly lower than in the
lesions in BP and comparable to the lesions in DH.

In the group of the patients with BP serum TF concentration was 847.2+402.7 values, in the patients
with DH 285.7+187.7 pg/mL, and the comparison group for BP - 252.6£169.3 pg/mL, and for DH
221.91£153.3 pg/mL. These results indicate a statistically significant difference in the TF values
between the group of patients with BP and DH and BP and the control group (p <0.001).

The values of d-dimers in the group of patients with BP before the treatment, most patients were in the
upper limits of normal and averaged: 0.49+0.40 mg/mL (0.33-2.9 mg/mL). In 7 patients the values
were elevated and had a range between 1.2 and 2.9 pg/mL. These values were higher than in the
group of patients with DH and the comparison group. In all patients with DH values of d-dimers
correspond to the standard dimers and their average value was 0.31£0.19 mg/mL (0.26-0.36 g/mL).
In the control group for patients with BP in an individual d-dimer values exceeded the normal in the
other corresponded to the standard 0.29+0.3 mg/mL (0.24-0.67 g/mL), the comparison group for all
patients with DH values were normal - mean: 0.34+0.6 mg/mL. There is a statistically significant
difference between the group of patients with BP and DH and BP and a group comparison of the value
of d-dimers (p < 0.05).

In the patients with BP the value of fibrinogen is an average 4.50+0.18 g/L at normal 2.0-5.0 g/L. The
Patients with DH had a mean fibrinogen value 2.80+0.14 g/L in the control group for BP - 2.60+0.3 g/L
and for DH - 2.45+0.26 g/L. There is a statistically significant difference between the group of patients
with BP and DH and BP and the comparison group in the value of fibrinogen (p < 0.05).



The obtained results allowed to formulate the following conclusions:

1.

Differences in the expression of adhesion molecules and chemokines and their receptors are
the cause of a different composition of the inflammatory infiltrate in dermatitis herpetiformis and
pemphigoid, in which a special role is played by tissue factor activating eosinophiles.

Increase in expression of neuropeptides is one of the factors of development neuroi-
mmunological inflammation and itching in the DH and BP.

The increased activity of metalloproteinases and adamalysines and their tissue inhibitors and
their balance disorder is the cause of the activation of cytokines and tissue destruction
in the course of BP and DH. These data offer new prospects for therapeutic BP and DH.

The increase in tissue factor expression in skin lesions and the serum of patients with BP
indicates the activation of the coagulation cascade and the coexistence of elevated levels
of d-dimer and fibrinogen, points to the particular predisposition to thromboembolic
complications of glicocorticosteroids in therapy.

The determination of coagulation parameters should be the standard before the planned
treatment with glicocorticosteroids in patients with pemphigoid.
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