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Sazetak. Atopijski dermatitis (AD) sadrzava stanicne imunohistokemijske znacajke slicne onima kod kontaktnog alergijskog
dermatitisa (KAD). Postoji obilje dokaza za T-stani¢nu aktivaciju u AD-u kao $to su nazo¢nost T-limfocita koji nose biljege
CD3, CD4 i CD45RO. Cilj ovog rada bio je prikazati pojavnost povrsinskih limfocitnih antigena ukljucujuci CD30, CD45RO,
CD4 i CD3 u bolesnika s akutnim AD-om te usporediti pojavnost tih molekula u bolesnika s akutnim KAD-om na nikal radi
moguceg morfoloskog razlikovanja tih dvaju entiteta. Pojavnost navedenih molekula evaluirana je imunohistokemijski u biopta-
tima ledirane koze u dermisu i epidermisu. Biopsije su uzete od 12 pacijenata koji su bolovali od akutnog AD i od 13 pacijenata
s KAD-om. Rezultati pokazuju statisticki znacajno visi prosjek pojavnosti, a takoder bitno veci raspon pojavnosti limfocita
CD30+, CD45RO+, CD3+ i CD4+ u dermisu i epidermisu bolesnika s AD-om, u odnosu na prosjek i raspon pojavnosti u
bolesnika s KAD-om. Pri tome uocena je statisticki znacajno vecéa pojavnost CD30, CD45RO, CD3 i CD4 u dermisu nego u
epidermisu u obje skupine bolesnika. Poviseni broj CD30+ limfocita u bolesnika s akutnim AD-om, medutim, ne korelira s
tezinom klinicke slike procijenjene po klinickom skoru za evaluaciju tezine bolesti, tzv. SCORAD-indeksu (engl. Severity
Scoring of Atopic Dermatitis). Nasi rezultati pokazuju povezanost ekspresije CD30 i akutne faze AD-a, ali ne i KAD-a, §to bi
moglo utvrditi CD30 kao koristan biljeg u diferenciranju tih dviju bolesti.

Descriptors: Dermatitis, atopic — immunology; Antigens, CD30 — analysis, immunology; T-lymphocytes — immunology

Summary. Atopic dermatitis (AD) has cellular immunohistochemical features similar to those of allergic contact dermatitis
(ACD). There is plenty of evidence for T-cell activation in this disease such us the presence of T-lymphocytes which carry
CD30, CD3, CD4, CD45RO markers. The aim of this study was to show the presence of lymphocyte-surface antigens including
CD30, CD3, CD4, CD45RO in patients with acute AD and to compare the presence of the same molecules in patients with
acute ACD (nickel-induced) because of the possible morphologic difference of these two entities. The presence of the stated
molecules is immunohistochemically evaluated in biopsies of lesional skin in dermis and epidermis. Biopsies were obtained
from twelve patients suffering from acute AD and from thirteen patients with ACD. The results show statistically significant
higher average of presence and also much higher range of presence of CD30+, CD3+, CD4+, CD45RO+ lympohocytes in
dermis and epidermis of patients with AD compared to the average and range in patients with ACD. Statistically much higher
average of CD30, CD3, CD4, CD45RO is noticed in those occasions more in dermis than in epidermis in both groups of
patients. High number of CD30+ lymphocytes in patients with acute AD does not however correlate with the severity of the
disease evaluated according to clinical score for the evaluation of the severity of the disease, so called the SCORAD-index
(Severity Scoring of Atopic Dermatitis). Our results showed an association betwen CD30 expression and acute AD but not with
acute ACD which could evaluate CD3 as the useful marker in differentiating these two diseases.
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Atopijski dermatitis (AD), neurodermitis, pruridermatitis
allergica chronica constitutionalis je recidivirajuc¢a upalna bo-
lest koze karakterizirana jakim svrbezom i koznim promjena-
ma koja se pojavljuje u osoba s genskom predispozicijom.'
Broj oboljelih u svim dobnim skupinama je u stalnom porastu.
Godine 1986. prevalencija je bila 2-3%, a 1996. god. ve¢ 10%
populacije boluje od AD-a. Promjene na kozi mogu se pojavi-
ti u bilo kojoj dobi, a tipi¢an je pocetak izmedu 3. i 6. mjeseca
zivota.? U 80% pacijenata bolest zapo¢ne prije navrsene 1. go-
dine zivota, a tek u oko 2% nakon 20. godine zivota.?

AD se klinicki manifestira jakim svrbezom, eritemom, eks-
korijacijama i lihenifikacijom. Opc¢enito se moze reci da su
akutne lezije karakterizirane intenzivnim svrbezom s papula-
ma na eritematoznoj kozi, ekskorijacijama, erozijama te seroz-
nim eksudatom.*

Pojava bolesti uvjetovana je atopijskom dijatezom. Termin
»atopija« od pocetka je oznacavao gensku sklonost alergijskoj
reaktivnosti. Odavno se naime zna da je ucestalost alergijskih
bolesti u obiteljima atopicara oko tri puta veca nego u obitelji-
ma zdravih osoba.’ Kromosomske regije za koje se smatra da
su povezane s atopijom velike su i u prosjeku sadrzavaju vise
od 20 Mb DNA i na tisuce gena. Jos uvijek veliki izazov pred-
stavlja identificiranje gena koji uzrokuju bolest.® Ostecenje

tkiva i propagacija upale ¢ini se da je uvjetovana interakcijom
izmedu Th-2-limfocita, odnosno njihovih citokina, stanica koje
predocavaju antigen, mastocita i eozinofila. Histopatoloske stu-
dije pokazuju da se mononuklearni stani¢ni infiltrat u AD sa-
stoji od limfocita i monocita predominantno u perivaskular-
noj regiji dermisa s manjim $irenjem u epidermis.’

Braathen i sur. opisuju da se mononuklearne stanice u der-
malnom perivaskularnom infiltratu sastoje pretezno od T-lim-
focita, dok Leung i sur. napominju da su vecina limfocita koji
infiltriraju kozu pacijenta s AD-om CD4+ T-stanice.®’

AD ima celularne imunohistokemijske znacajke sli¢ne oni-
ma kod KAD-a. Postoji obilje ¢injenica za T-stani¢nu aktivaciju
u AD-u kao $to su nazo¢nost stani¢nih infiltrata T-limfocita, i
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to onih koji nose biljege CD4, CD3 i CD45R0O. CD4-moleku-
la, molekularne tezine 55 kDa prisutna je na pomoc¢nickim
limfocitima normalne periferne krvi, na monocitima te normal-
nim timocitima.'*!" Takoder, CD4-antigen predstavlja recep-
tor za virus humane imunodeficijencije (engl. human immuno-
deficiency virus HIV). Osobe inficirane HIV-om pokazuju kon-
tinuirani gubitak CD4+-limfocita.'> CD3-antigen prisutan je
na 61 do 85% limfocita normalne periferne krvi, 60 do 85%
timocita te na Purkinjeovim stanicama cerebeluma.'

Kompleks T-limfocitnog antigenskog receptora s kojim je
CD3-molekula povezana preko epsilon-lanca sastoji se od naj-
manje Sest proteina ¢ija molekularna tezina iznosi od 20 do 30
kDa.'* CD45RO-molekula ¢lan je CD45-porodice koja uklju-
cuje CD45, CD45RA i CD45RB, ima molekularnu tezinu 180
kDa i prisutna je na oko 40% T-limfocita periferne krvi te na
monocitima, makrofazima i granulocitima.”>!” CD30 je na
membrani vezani glikoprotein molekularne tezine 120 kDa s
pleotropnim bioloskim aktivnostima za razli¢ite CD30+-tipo-
ve limfoma, ali i za imunosni sistem, pogotovo T-limfocite jer
je ukljucen u aktiviranje i funkcioniranje imunosnog odgovo-
ra ovisnog o T-limfocitima. CD30 funkcionira kao citokinski
receptor.'® Stein i suradnici su 1982. god. CD30 opisali kao
povrsinsku molekulu prepoznatu Ki-1 monoklonskim protu-
tijelom na Hodgkinovim i Reed-Sternbergovim stanicama kod
pacijenata s Hodgkinovom bolesti."”*!

U posljednje vrijeme CD30 se opisuje na membrani T-1im-
focita kao ¢lan receptora faktora tumorske nekroze (engl. tumor
necrosis factor — TNF).?>% Fizioloski, CD30+-stanice ne cirku-
liraju u perifernoj krvi, nego su ograni¢ene na male povrsine
B-stani¢nim folikulima limfnog tkiva.?

Pojavnost CD30 vec¢inom je ograni¢ena na limfocite napad-
nute virusom, neoplazme limfnog podrijetla i podtip T-limfo-
cita koji producira Th-2-tip citokina. Uloga CD30 je pleotrop-
na irazumije se u kontekstu kostimulatornih signala. Signalna
transdukcija CD30 zajednicka je s drugim ¢lanovima porodi-
ce TNF-receptora.”’

U novije vrijeme prikazuje se povezanost izmedu serumskog
CD30 i AD-a, ali ne i izmedu CD30 i KAD-a.%*3° Naime, una-
to¢ tomu $to rutinski histoloski test u AD-u pokazuje sli¢nost
s tipom IV kasne faze reakcije preosjetljivosti kao u KAD-u,
neke ¢injenice u posljednje vrijeme upucuju na to dau AD-u i
KAD-u postoje razlicite reakcije kasne faze, $to je histoloski
nemoguce razlikovati. Stoga je cilj ovog ispitivanja prikazati
pojavnost aktivacijskog biljega CD30 na T-limfocitima u akut-
nom AD-u i KAD-u, kao i CD45RO+, CD3+ i CD4+-limfoci-
ta u bioptatima koze bolesnika s AD-om i KAD-om radi mo-
guceg morfoloskog razlikovanja tih dvaju entiteta.

Bolesnici i metode
Bolesnici

U ovom radu istrazivani su uzorci koze 25 osoba podjeljenih
u ispitnu i kontrolnu skupinu. Ispitnu skupinu €inili su uzorci
koze 12 bolesnika u fazi akutne egzarcebracije AD-a. Klinicka
dijagnoza postavljena je prema kriteriju Hanifina i Rajke.! Prema
navedenim autorima za postavljanje dijagnoze AD-a nuzno je
dokazati prisutnost najmanje triju temeljnih (svrbez, tipicna
distribucija i morfologija koznih promjena, kroni¢na egzacer-
bacija bolesti te pozitivna osobna ili obiteljska anamneza na
atopiju) i triju ili vise manje karakteristicnih simptoma, tj. zna-
cajke (generalizirano suha koza, povisene vrijednosti IgE, po-
zitivni intradermalni testovi na suspektne antigene, mlada zi-
votna dob, ucestale kozne infekcije, alergija na hranu, kerato-
konus itd.).

Za ocjenu tezine klinicke slike AD-a rabili smo tzv. SCO-
RAD-indeks —klinicki sistem za evaluaciju tezine bolesti (engl.
Severity Scoring of Atopic Dermatitis).”) SCORAD indeks
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ukljucuje ukupnu koli¢inu zahvacenog podruéja koze, intenzitet
promjena (oznacen s 0 = bez, 1 = blag, 2 = umjeren, 3 = jak),
opis tipa promjena (eritem, edem/papule, vlazenje/kruste,
ekskorijacije, lihenifikacija, suhoca koze) te subjektivne simp-
tome (pruritus i poremecaj spavanja — prema vizualnoj analog-
noj skali).

Osim tipi¢ne klinicke slike bolesnici s AD-om ukljuceni u
studiju imali su pozitivnu osobnu i/ili obiteljsku anamnezu za
atopiju, pozitivan kozni ubodni test (engl. skin prick test) koji
je primijenjen na inhalacijske i nutritivne alergene te povisen
nivo ukupnih IgE-protutijela. Svi ispitanici bili su odrasle oso-
be, i to 6 muskaraca i 6 Zena u dobi od 19 do 36 godina. Ni
jedna od osoba nije bolovala od astme ili koje druge atopijske
bolesti. Takoder ispitanici nisu bili tretirani antibioticima, si-
stemskim kortikosteroidima, antihistaminicima ili imunosu-
presivnom terapijom u toku uzimanja biopsije. Kontrolna sku-
pina bolesnika bila je 13 uzoraka koze bolesnika s akutnim
KAD-om na nikal.

Ispitanici su bili odrasle osobe, i to 2 muskarca i 11 Zena,
zivotne dobi od 18 do 35 godina. Svi su imali negativnu anam-
nezu za atopiju i normalnu razinu ukupnih IgE-protutijela. Zbog
nezadovoljavanja svih postavljenih kriterija za ukljucivanje u
ispitnu ili kontrolnu skupinu 5 bolesnika nije pristupilo ispiti-
vanju. Za izvodenje svih pretraga trazena je suglasnost ispita-
nika.

Imunohistokemija

Na parafinskim rezovima debljine 4-5 pm metodom imuno-
histokemijskog bojenja odredi se pojavnost CD30, CD3, CD4
i CD45RO0 na stani¢cnim membranama limfati¢nih stanica. Pri
tome se rabila metoda Streptavidin-Avidin-Biotin (ABC). Hi-
stoloski rezovi bili su inkubirani s neimunim konjskim seru-
mom u trajanju od 20 minuta, nakon ¢ega se serum odstranio
i preparati inkubirani s primarnim protutijelom. Nakon toga
rezovi su bili oprani 3 po 5 minuta u fosfatnom puferu (PBS)
te se apliciralo biotinizirano sekundarno protutijelo (Multi-
link Swine anti-Goat-Mouse-Rabbit Immunoglobulins biotiny-
lated) (Dako Kopenhagen, Danska). Rezovi su bili inkubirani
u trajanju od 30 minuta, oprani u PBS-u te inkubirani s konju-
gatom biotin-avidin peroksidaze (ABC/HRP kit, Dako, Kopen-
hagen, Danska) u trajanju od 30 minuta. Nakon pranja u PBS-u
imuni produkt bojenja se vizualizirao 3,3-2 diaminobenzidinom
(DAB; Dako, Kopenhagen, Danska) u PBS-u s 0,01% H,O,.
Preparati su bili kontrastno obojeni hemalaun-eozinom u tra-
janju od 3 minute i uklopljeni u sintetski medij DPX. Evalua-
cija bojenja izvrsena je svjetlosnim mikroskopom. Broj pozi-
tivnih stanica za svako koristeno protutijelo kvantificiran je
brojenjem (+) stanica svjetlosnim mikroskopom, i to na mm
duzine epidermisa i mm? dermisa. Dobiveni rezultati uspore-
deni su s klinickom slikom bolesnika prema SCORAD-indeksu.

Statisticke metode

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Sve distribucije testi-
rane su na normalnost unutargrupno (AD, KAD) Kolmogo-
rov-Smirnovljevim testom. Samo dvije varijable (CD30 i CD4
u epidermisu), i to u skupini KAD pokazale su statisticki zna-
cajan otklon od normalne distribucije. Stoga se u analizi za
sve normalno distribuirane varijable primjenjuje Studentov test
(t-test), a za dvije varijable koje nisu normalno distribuirane
odgovarajuci neparametrijski Mann-Whitneyev test. Graficki
su za sve varijable koje su normalno distribuirane prikazani i
usporedeni medugrupno prosjek, 95%-tni interval pouzdano-
sti te minimalna i maksimalna vrijednost. Za varijable u kojih
se pokazalo statisticki znacajno odstupanje od normalne distri-
bucije u barem jednoj usporedivanoj skupini graficki su prika-
zani medijan, interkvartalni raspon, minimum i maksimum,
kao i statisticka znac¢ajnost medu grupama. Unutar grupne us-
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poredbe prikazane su t-testom diferencijacije za normalne di-
stribucije i Wilcoxonovim testom sume rangova za distribucije
koje odstupaju od normale. Takoder je prikazana regresijska i
korelacijska analiza, pri ¢emu je SCORAD-indeks predsta-
vljao prediktora; a CD30 zavisnu varijablu. Rezultati statistic-
kih analiza za koje je utvrden p<0,05 i nize smatrani su statistic-
ki znacajnima.

Rezultati

U ovom radu istrazivani su uzorci koze 25 osoba podjeljenih
u ispitnu i kontrolnu skupinu. Ispitnu skupinu ¢inili su uzorci
koze 12 bolesnika u fazi akutne egzacerbacije atopijskog der-
matitisa (AD). Svi ispitanici bili su odrasle osobe, i to 6 mu-
Skaraca i 6 zena u dobi od 19 do 37 godina. Takoder, svi ispi-
tanici imali su pozitivan ubodni test, a testirani su na inhala-
cijske i nutritivne alergene. Najcesc¢e zastupljeni inhalacijski
alergeni bili su: D. pteronyssinus i kuéna prasina, a od nutritiv-
nih alergena najcesce su bili zastupljeni jaja i mlijeko.

Kontrolnu skupinu ¢inilo je 13 uzoraka koze bolesnika s
akutnim alergijskim kontaktnim dermatitisom (KAD) na nikal.
Ispitanici su bili 2 muskarca i 11 zena zivotne dobi od 18 do
35 godina. Na tablici 1. prikazane su karakteristike pacijenata

s AD-om. Prikazana je zivotna dob, spol, trajanje bolesti i ukup-
na vrijednost IgE u serumu. Takoder su prikazani pojedini aler-
geni na koje su ispitanici pozitivno reagirali pri izvodenju ubod-
nog testa (engl. skin prick test) te izracunani SCORAD-indeks
u pacijenata ispitne skupine.

Iz navedene tablice moze se utvrditi da je najniza vrijednost
SCORAD-indeksa u nasih ispitanika iznosila 21, a najvisa 62.
Ako ispitanike podijelimo prema vrijednosti SCORAD-a na
one s blagom klinickom slikom (indeks 0 do 30), zatim na one
s umjereno teskom (indeks od 31 do 65) i teskom klinickom
slikom (indeks od 66 do 100), vidljivo je da se nasa ispitna
skupina sastojala pretezno od pacijenata s umjereno teskom
klinickom slikom (10 bolesnika ili 83%). Mala je bila zastu-
pljenost bolesnika s blagom klinickom slikom (2 bolesnika ili
17%).

Slikama od 1. do 4. prikazana je pojavnost CD30, CD45RO,
CD3 i CD4 na stanicnim membranama limfati¢nih stanica bo-
lesnika s akutnim AD-om i KAD-om. Pojavnost je odredena
metodom imunohistokemijskog bojenja na parafinskim rezo-
vima debljine 4-5 pm. Evaluacija bojenja izvrsena je svjetlo-
snim mikroskopom. Broj pozitivnih stanica za svako koristeno
protutijelo kvantificiran je brojenjem (+) stanica svjetlosnim

Tablica 1. Karakteristike bolesnika s atopijskim dermatitisom
Table 1. Characteristics of the atopic dermatitis patients

Rezultati ubodnog testa

Bolesnici Spol Dob (godine) Trajanje AD-a (godine) IgE RIST (U/ml) (20 minuta) SCORAD-indeks
Patients Sex Age (years) Duration of AD (years) Total serum IgE level (U/ml) Results of prick test SCORAD index
(20 minutes)
B. S. m 24 2 38 D. pteronyssinus 35
M. K. f 25 7 812 Kuéna prac¢ina / House dust 55
P. M. f 29 5 32 D. pteronyssinus 50
B. S. f 28 4 245 Jaje / Egg 62
V. M. m 35 10 21000 Mlijeko / Milk 37
B. A. m 37 19 320 Ku¢na pra¢ina / House dust 24
G.G. f 36 14 178 Kuc¢na prasina / House dust 42
B.N. f 22 10 450 Kuc¢na prasina / House dust 37
PV f 19 3 17000 D. pteronyssinus 43
I S. m 28 1 14 Jaje / Egg 32
K. J. m 26 5 780 D. pteronyssinus 21
B. S. m 19 8 659 Jaje/ Egg 49
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Slika 1.a. Pojavnost CD30+ -limfocita u mm? dermisa ispitanika s AD-om
i u kontrolne skupine bolesnika s KAD-om
Figure la. Expression of CD30 on T cells in the mm’ of dermis in pa-
tients with AD and patients with ACD

Slika 1.b. Pojavnost CD30+-limfocita u mm epidermisa bolesnika s AD-om
i KAD-om
Figure 1b. Membrane CD30 expression in mm epidermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
pression in patients with ACD
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Slika 2.a. Pojavnost CD45RO+-limfocita u mm? dermisa u bolesnika
akutne faze AD-a i KAD-a
Figure 2a. Membrane CD45RO+ expression in mm?’ dermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
pression in patients with ACD
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Slika 2.b. Pojavnost CD45RO+-limfocita u mm duzine epidermisa u
bolesnika akutne faze AD-a i KAD-a

Figure 2b. Membrane CD45RO+ expression in mm epidermis derived
from skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30
expression in patients with ACD

mikroskopom, i to na mm duzine epidermisa i mm? dermisa.
Sve su varijable testirane na normalnost unutargrupno (grupa
AD i grupa KAD) Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Samo
dvije varijable (CD30 i CD4 u epidermisu), i to u skupini bole-
snika s KAD-om, pokazale su statisticki znacajan otklon od
normalne distribucije. Stoga se u analizi za sve normalno distri-
buirane varijable primjenjuje Studentov test (t-test), a za dvije
varijable koje nisu normalno distribuirane odgovarajuci nepa-
rametrijski Mann-Whitneyev test. Graficki su za varijable koje
su normalno distribuirane prikazani i usporedeni medugrupno
prosjek, 95%-tni interval pouzdanosti, minimalna i maksimalna
vrijednost. Za varijable u kojih se pokazalo statisticki znac¢ajno
odstupanje od normalne distribucije u barem jednoj usporedi-
vanoj skupini (CD30 i CD4 u epidermisu) graficki su prikaza-
ni medijan, interkvartalni raspon, minimum i maksimum, kao
i statisticka znacajnost razlike medu grupama.

U bolesnika s AD-om utvrdene su vrijednosti CD30 na mem-
branama limfocita u rasponu od 3 do 21 na mm? dermisa, isto-
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dobno taj se raspon kretao od 0 do 3 kod bolesnika s KAD-om
(slika 1.a). Prosjek pojavnosti CD30 u bolesnika s AD-om bio
je statisticki znacajno visi (p<0,05) u odnosu na prosjek u bole-
snika s KAD-om.

Slika 1.b prikazuje pojavnost CD30+-limfocita u epidermisu
ispitanika s AD-om i KAD-om u kojih se Kolmogorov-Smir-
novljevim testom pokazalo statisticki znac¢ajno odstupanje od
normale. Graficki su prikazani medijan, interkvartalni raspon,
minimum i maksimum, kao i statisticka znacajnost razlike
medu grupama (AD i KAD). Iz prikaza je vidljivo da su bole-
snici s AD-om imali vi$i medijan za pojavnost CD30+-limfo-
cita u epidermisu u odnosu na bolesnike s KAD-om. Razlika
je bila statisticki znacajna (p<0,05). Takoder, vidljiv je znatno
veciraspon (od 1 do 6) za ekspresiju CD30 u epidermisu bole-
snika s AD-om u odnosu na bolesnike s KAD-om (od 0 do 1).

Iz slike 2.a 1 2.b je vidljivo da su bolesnici s AD-om imali
visi prosjek pojavnosti CD45RO-molekule na membranama
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Slika 3.a. Pojavnost CD4+-limfocita u mm? dermisa bolesnika s AD-om
i KAD-om
Figure 3a. Membrane CD4+ expression in mm?’ dermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
pression in patients with ACD
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Slika 3.b. Pojavnost CD4+-limfocita u mm epidermisa bolesnika s AD-om
i KAD-om
Figure 3b. Membrane CD4+ expression in mm epidermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
pression in patients with ACD
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Slika 4.a. Pojavnost CD3+-limfocita u mm? dermisa bolesnika s AD-om
i s KAD-om
Figure 4a. Membrane CD3+ expression in mm epidermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
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Slika 4b. Pojavnost CD3+-limfocita u mm epidermisa bolesnika s AD-om
i KAD-om

Figure 4b. Membrane CD3+ expression in mm epidermis derived from
skin infiltrates of patients with AD compared with membrane CD30 ex-
pression in patients with ACD

limfocita i u dermisu i u epidermisu u odnosu na bolesnike s
KAD-om. Razlika je bila statisticki znacajna (p<0.05). Pojav-
nost CD4+-molekule u dermisu bolesnika s AD-om pokazuje
raspon vrijednosti od 20 do 112, a u bolesnika s KAD-om od 4
do 24.

Srednja vrijednost iskazana prosjekom bila je statisticki zna-
¢ajno visa u pacijenata s AD-om (slika 3.a). U bolesnika s
AD-om utvrden je raspon vrijednosti pojavnosti CD4+-limfo-
cita u epidermisu od 1 do 10, istodobno u bolesnika s KAD-om
taj se raspon kretao u puno uzim granicama od 0 do 2.

Medijan u bolesnika s AD-om bio je statisticki znac¢ajno
visi (p<0,05) u odnosu na medijan u bolesnika s KAD-om
(slika 3.b).

1z slike 4.a 1 4.b vidljiv je za ekspresiju CD3-molekule na
membrani limfocita znatno veci raspon u bolesnika s AD-om
(0od 48 do 218 u mm? dermisa i od 3 do 32 mm duzine epider-
misa) u odnosu na raspon istog pokazatelja u bolesnika s KAD-
-om (od 10 do 38 u mm? dermisa i od 0 do 4 mm duzine epi-
dermisa). Iz istih grafova takoder je vidljivo da su bolesnici s
AD-om imali visi prosjek pojavnosti CD3 u odnosu na bole-
snike s KAD-om. Razlika je bila statisticki znacajna (p<0,05)
i za dermis i za epidermis. Takoder je prikazana regresijska i
korelacijska analiza, pri ¢emu je SCORAD-indeks predsta-
vljao prediktor, a CD30 zavisnu varijablu.

Iz slike 5. vidljiva je pozitivna korelacija izmedu ekspresije
CD30 i tezine bolesti evaluirane prema SCORAD-indeksu,
koja medutim nije statisticki znacajna (p=0,113; 1=0,402). Koe-
ficijent determinacije (r*) iznosi 23,2%, $to znaci da se s po-
mocu SCORAD-vrijednosti dade objasniti svega 23,2% vari-
jabilnosti CD30 u dermisu.

Rasprava

Sve veca ucestalost atopijskog dermatitisa (AD) u klinickoj
praksi uvjetuje pronalazenje novih seroloskih i imunoloskih
pokazatelja koji bi mogli poboljsati objektivno pracenje ovih
bolesnika. U ovom radu prikazana je prisutnost CD30 u biop-
tatima koze bolesnika u akutnoj fazi AD, ali ne i u bioptatima
bolesnika s KAD-om. Nasi rezultati sugeriraju specificnu re-
gulatornu funkciju CD30+ obiljezenih T-limfocita u akutnom
AD-u. Isto se moze zakljugiti i iz studije Bengtssona, Capro-
nija i Dummera koji su dokazali povezanost izmedu u serumu
topljivog CD30 (sCD30) i AD-a, ali ne sCD30 i KAD-a.*3
Imajuéi u vidu stajalite da je CD30-molekula biljeg za Th-2-
limfocite, nase istrazivanje potvrduje prethodne pretpostavke
da je Th-2-odgovor dominantan u infiltratu pretezno akutne
faze AD-a.
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Slika 5. Korelacija SCORAD indeksa

s pojavnosti CD30+-limfocita u dermisu
bolesnika s AD-om

Figure 5. Correlation between presence

] of CD30+ cells in the lesional skin of adults
HE with AD and clinical score (SCORAD index)
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Nasi rezultati poklapaju se s rezultatima Dummera i surad-
nika, koji su dokazali pojavnost CD30 na membranama lim-
focitau AD-u, ali ne i u KAD-u i predlozili CD30 kao koristan
biljeg u histoloskom diferenciranju tih dviju bolesti.*® Capro-
ni i suradnici su imunohistokemijski takoder dokazali pojav-
nost CD30 na CD4+ T-limfocitima u koznim lezijama bolesni-
ka s AD-om, medutim u tom radu autori nisu pravili razliku
izmedu akutne i subakutne/kroni¢ne faze bolesti.*® Najintere-
santniji rezultat njihove studije je demonstracija znacajnog bro-
ja CD30+ T-limfocita u lediranoj kozi bolesnika s AD-om koji
odgovara visokoj vrijednosti topljivog oblika CD30-moleku-
le u serumu, $to podupire koncepciju da je AD Th-2/Th-0 do-
minantna bolest. U istom radu autori su dokazali da ekspresija
CD30 na T-stani¢nim klonovima iz koze bolesnika s AD-om
usko korelira sa sposobnoscu tih stanica da produciraju IL-4 i
IL-5, dok je bila sasvim inverzna s njihovom sposobnoscu da
produciraju IFN-y.

I druge studije in vitro podupiru stajaliste da kozna infiltra-
cija CD4+ T-stanicama u pacijenata s AD-om uglavnom pri-
pada Th-2-fenotipu te da CD4+ T-stanice iz koznih lezija ato-
picara produciraju veliku koli¢inu IL-4, a malo ili nista IFN-y,
tako pokazuju Th-2/Th-0 profili. Medutim, rezultati klinickog
testa (engl. atopy patch test — APT) pokazuju da se u kozi
atopicara osim IL-4 producira i IFN-y ili se producira samo
IFN-y bez IL-4.3* Taj nesklad mogao bi se objasniti bifazic-
nim odgovorom na odredeni alergen u AD-u koji je karakteri-
ziran, poc¢etnim Th-2 dominiraju¢im odgovorom koji kasnije
zamjenjuje Th-1 dominantan odgovor in situ. Imunohistoke-
mijski s anti-IL-4 i anti-IFN-y primijenjenim u APT-u dokaza-
na je IL-4-pojavnost u pocetnoj fazi upalnog odgovora nakon
koje je uslijedila u kasnijoj i kroni¢noj fazi promjena u INF-y-
predominacija.*

S obzirom na to da jo$ uvijek nije utvrdeno da li pozitivna
APT-reakcija zaista znac¢i AD ili je tek reakcija iritacije koju
je lako izazvati kod atopicara*® evaluacija pojavnost CD3 u
tkivu mogla bi pojasniti prirodu pozitivne APT. Iako je uloga
CD30 kao biljega za Th-2-limfocite kontroverzna,>*' njego-
va pojavnost jasno je udruzena s AD-om, ali ne i s KAD-om.
Navedeni rezultati pokazuju da dokazivanje pojavnosti CD30
na limfocitima u tkivu moze biti jednostavan i koristan alat za
detekciju imunosnog odgovora u kojem dominira Th-2-tip cito-
kina u akutnoj fazi AD.

Nasi su rezultati pokazali da je povezanost izmedu pojav-
nosti CD30+-limfocita u dermisu bolesnika s AD-om i tezine
iste bolesti evaluirane prema SCORAD-indeksu pozitivna,
medutim bez statisticki signifikantne znacajnosti. Takoder, u
ovom radu nismo utvrdili statisticki znacajnu povezanost izme-
du pojavnosti CD30+-limfocita u dermisu i pojedinih SCO-
RAD-parametara u bolesnika s AD-om, iako je korelacija medu
njima bila pozitivnog smjera. Zelimo li usporediti ove rezul-
tate s rezultatima slicnih radova, moramo poci od Cinjenice da
u dostupnoj literaturi nailazimo na proturjecne podatke. Capro-
ni i suradnici u svojoj su studiji istrazivali pojavnost CD30 u
bioptatima koze odraslih bolesnika s AD. U toj studiji i broj
CD30+-stanica i razina topljivog CD30 bili su povecani. Da-
pace, T-stanicni klonovi derivirani iz koze ledirane AD-om se-
cernirali su Th-2-tip citokina i iskazivali membranski CD30.%
Pojavnost CD30-molekule na stanicama koje infiltriraju ledira-
nu kozu u djece s AD-om istrazivali su Cavagni i suradnici.*!
Oni su takoder utvrdili povecan broj CD30-molekule kao 1
Frezzolini i suradnici,” medutim u svojoj studiji nisu dokazali
korelaciju izmedu CD30 i aktivnosti bolesti, niti korelaciju sa
sistemskim biljezima IgE-reakcije. Ti rezultati u skladu su s
rezultatima Bengtssona i suradnika’® u odraslih, ali u suprotno-
sti sa zakljuccima Frezzolinija i suradnika kod djece. Naime,
prema rezultatima studije Frezzolinija i suradnika prisutnost
visoke razine sCD30 u atopijskih pacijenata potvrduje ulogu
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te molekule kao aktivacijskog biljega upotrebljivog na evalua-
ciju in vivo Th-2-imunosnog odgovora, dok korelacija s kli-
nickim skorom (SCORAD-indeksom) prikazuje molekulu CD30
kao dodatni biljeg aktivnosti bolesti pedijatrijskih pacijenata
s AD-om.*

Takvi konfliktni rezultati mogu biti uzrokovani razli¢itim
karakteristikama bolesnika i kontrolne skupine ili metodolos-
kim problemima. Pomanjkanje povezanosti moze takode biti
uzrokovano malim uzorkom. Nasi rezultati najvise se poduda-
raju s navodima Cavagnija i suradnika. Na smjer i jac¢inu po-
vezanosti dvaju obiljezja moze utjecati vise ¢cimbenika. U citi-
ranim radovima bolesnici su bili razlicite dobi, a ispitne su se
skupine razlikovale i po tezini klinicke slike prilikom uzimanja
uzoraka koze za analizu. To u znacajnoj mjeri otezava medu-
sobne usporedbe dobivenih rezultata. Sto se ti¢e nasih rezul-
tata, za procjenu korelacije izmedu ekspresija CD30 na limfo-
citima i SCORAD-indeksa svakako je znac¢ajno mogla utjecati
relativno mala ucéestalost pacijenata s visokim odnosno niskim
SCORAD-indeksom. Osim toga neki autori® drze da se pri
usporedbi kvantitativnih vrijednosti, kao $to je broj limfocita
s CD30-molekulama na membrani limfocita u kozi bolesnika,
sa semikvantitativnim obiljezjima (ocjena tezine bolesti) ne
moze ocekivati izravna korelacija.

Zakljuéak

Imajuci u vidu postavljene ciljeve i utvrdene rezultate, u
zakljucku mozemo istaknuti da u ovom radu utvrdena statisticki
znacajno visa pojavnost CD30-molekule na membranama lim-
focita u bioptatima koze bolesnika u akutnoj fazi AD-a, ali ne
i u bioptatima bolesnika s akutnim KAD-om prikazuje CD30-
molekulu kao koristan biljeg u diferenciranju AD-a i KAD-a.
Takoder, pojavnost CD30 u kozi bolesnika u akutnoj fazi AD-a
mogla bi pojasniti prirodu pozitivne APT-reakcije. Stoga, bi
odredivanje CD30-molekule u bioptatima koze bilo opravdano
kao dodatna metoda u pracenju i lije¢enju bolesnika s AD-om.

Biopsija i histopatoloska pretraga pacijenata ispitne (akut-
ni atopijski dermatitis) i kontrolne (akutni kontaktni alergijski
dermatitis) skupine vrsena je u Klinici za kozne i spolne bole-
sti KBC-a i MF-a u Zagrebu, gdje je postavljena dijagnoza
ovih bolesti. Imunohistokemijska pretraga ucinjena je u Klinic-
kom zavodu za patologiju KBC-a i Medicinskog fakulteta u
Zagrebu (prof. dr. sc. Jasminka Jakic-Razumovic).
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