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STRESZCZENIE

Wstep: Astma oskrzelowa jest chorobg przewlekta o podtozu
zapalnym, w ktorej uczestniczy wiele komorek, w tym limfo-
cyty typu Th2. Wykazano jednak, ze w niektorych fenotypach
astmy, szczegdlnie w astmie ciezkiej stwierdza sie udziat
limfocytéw o profilu Th1. Dane dotyczace roli chemokiny
zwigzanej z profilem Th1 - CCL3/MIP-1 alfa w astmie oskrze-
lowej sa niejednoznaczne.

Celem pracy byta ocena zaleznosci miedzy stezeniem CCL3/
MIP-1 alfa w surowicy chorych na astme oskrzelowa a stop-
niem zaawansowania choroby.

Materiat i metoda: Badaniem objeto 27 oséb chorych na
astme oskrzelowa, w tym 14 na astme lekka lub umiarko-
wang i 13 chorych na astme ciezkg oraz 22 osoby w grupie
kontrolnej. W badanych grupach oceniono stezenie CCL3/
MIP-1 alfa oraz catkowite stezenie IgE w surowicy.

Wyniki i wnioski: Wartosci stezenn CCL3/MIP-1 alfa byty
znamiennie wieksze w grupie chorych na astme ciezka
niz w grupie chorych na astme lekka lub umiarkowana
(p=0,02) i w grupie kontrolnej (p=0,001). Nie stwierdzo-
no istotnych korelacji miedzy stezeniem CCL3/MIP-1 alfa
a wiekiem, czasem trwania astmy i catkowitym stezeniem
IgE. Zwiekszone stezenie CCL3/MIP1- alfa wskazuje na
znaczenie odpowiedzi Th1 w patofizjologii przewlektej
ciezkiej astmy oskrzelowe;j.

Stowa kluczowe: chemokiny, ciezka astma oskrzelowa,
patofizjologia astmy, limfocyty Th1, limfocyty Th2

ABSTRACT

Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease with
the dominant role of type 2 T helper cells. In some asthma
phenotypes, particularly in severe bronchial asthma, type 1T
helper cells may participate. Data on the role of CCL3/MIP-1
alpha, that is the type 1 chemokine, in the chronic asthma
are divergent.

The aim of the study was to assess the relationship between
the serum level of CCL3/MIP-1 alpha in asthmatics and
the stage of the disease. 27 patients with chronic asthma,
including 14 patients with mild-to-moderate asthma and 13
patients with severe asthma, and 22 controls were included
into the study. Serum level of CCL3/MIP-1 alpha and total IgE
level were measured.

Results and conclusion: CCL3/MIP-1 alpha levels were
significantly higher in severe asthmatics than in mild-to-
moderate asthma patients (p=0.02) and in the controls
(p=0.001). There were no correlations between level of
CCL3/MIP-1 alpha and age, asthma duration and total IgE
level. Increased serum CCL3/MIP-1 alpha level may indicate
the significance of Th1 response in the pathophysiology of
chronic severe bronchial asthma.

Key words: chemokines, severe bronchial asthma, type 1T
cells, type 2T cells
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Chemokiny to zasadowe biatka o malej masie czasteczko-
wej, duzej aktywnosci biologicznej i charakterystycznej
strukturze chemicznej. Chemokiny maja dzialanie
wielokierunkowe, wplywajac na rozwdj, réznicowanie,
przezywalno$¢ i chemotaksje komorek fazy aferentnej
i efektorowej zapalenia. Uczestniczg takze w roznych pro-
cesach fizjologicznych i patologicznych, jak powstawanie
i hamowanie tworzenia nowych naczyn, hemo- i limfo-
poeza, procesy nowotworzenia czy gojenie si¢ ran [1].

Na podstawie budowy strukturalnej czasteczek che-
mokin, z uwzglednieniem takze réznic w poczatkowej
sekwencji aminokwasdw, wyrdznia si¢ cztery podgrupy
chemokin: CXC, CC, C i CX,C, ktore r6znig si¢ pro-
filem aktywnosci i powinowactwem do odmiennych
receptorow znajdujacych si¢ na réznych komoérkach.
CC chemokiny oddzialujg w szczegélny sposob na lim-
focyty i monocyty, a takze eozynofile, pobudzajac ich
chemotaksje i aktywnos¢. Dlatego uwaza sie, ze wlasnie
te chemokiny odgrywaja istotng role w patogenezie
chorob alergicznych. Do grupy tej nalezy szereg réznych
biatek, sposréd nich niektére chemokiny, np. CCL17 /
TARC (chemokina regulowana przez grasice i aktywacje;
thymus- and activation- regulated chemokine) i CCL22 /
MDC (chemokina pochodzaca z monocytéw; monocyte-
-derived chemokines) zwigzane sa z odpowiedzig typu Th2,
a CCL3 /MIP-1 alfa (macrophage inflammatory protein-1,
bialko zapalne makrofagéw-1 alfa), CCL4 /MIP-1 beta
(macrophage inflammatory protein-1, bialko zapalne
makrofagdw-1 beta) z odpowiedzig typu Th1 [2-4].

Astma oskrzelowa jest chorobg przewlekta o pod-
tozu zapalnym, w ktérej uczestniczy wiele komoérek
i substancji przez nie wytwarzanych [5]. Szczegdlne
znaczenie przypisuje si¢ eozynofilom i limfocytom typu
Th2, ktére wydzielaja IL-4, IL-5, IL-13. Wykazano jednak,
ze w niektdrych fenotypach astmy, szczegdlnie w astmie
ciezkiej stwierdza si¢ udzial limfocytéw o profilu Thl.

Dane dotyczace roli chemokiny zwigzanej z profilem
Th1 - CCL3/MIP-1 alfa w astmie oskrzelowej sg niejedno-
znaczne, szczegolnie w odniesieniu do stopnia nasilenia
choroby. Wykazano, ze w tagodnej astmie oskrzelowej
zdolno$¢ obwodowych limfocytéw T do syntetyzowania
CCL3/MIP-1 alfa i CCL4/MIP-1 beta jest zmniejszona,
natomiast u chorych w stanie astmatycznym stwierdzo-
no wieksze stezenie CCL3/MIP-1alfa w poptuczynach
oskrzelowych [6, 7]. Zwigkszone stezenia CCL3/MIP-1
alfa wykazano réwniez w kondensacie powietrza wy-
dechowego u dzieci chorych na astme [8]. U chorych
z cigzkim zaostrzeniem astmy oskrzelowej wymagajacym
hospitalizacji i stosowania steroidéw systemowo obserwo-
wano niezmienione stezenia CCL3/MIP-1 alfa w surowicy
(obserwacje wtasne).

Dlatego postanowiono oceni¢, czy stezenie CCL3/
MIP-1 alfa, CC chemokiny zwigzanej z odpowiedzig
w Thl, w surowicy chorych na astme oskrzelows zalezy
od stopnia nasilenia astmy.

Chemokines are alkaline proteins with small molecule
mass, big biological activity and characteristic chemical
structure. Chemokines have multidirectional effect,
they influence the growth, differentiation, survivability
and chemataxis of afferent and effector phase cells of
inflammation. They also take part in different physiological
and pathological processes, such as generation and
restraining of new vessels formation, hemo- and
lymphopoiesis, processes of carcinogenesis or wounds
healing. [1]

On the basis of the structural constitution of
chemokine cells, taking into consideration the differences
in the initial sequence of aminoacids, the four subgroups
of chemokines are distinguished: CXC, CC, C and
CX,C, which differ in the activity profile and affinity
to dissimilar receptors which can be found in different
cells. CC chemokines have special effect on lymphocytes
and monocytes and also on eosinophiles, inducting their
chemotaxis and activity. That is why exactly chemokines
are considered to play important role in the pathogenesis
of allergic diseases. A number of different proteins belongs
to this group, among which some chemokines e.g., CCL17
/TARC (thymus- and activation- regulated chemokine)
and CCL22 /MDC (monocyte-derived chemokines) are
connected with the Th2 response, and CCL3 /MIP-1 alpha
(macrophage inflammatory protein-1), CCL4 /MIP-1 beta
(macrophage inflammatory protein-1) are connected with
the Th1 response [2-4].

Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease
in which many cells and substances produced by them
take part. [5] Special meaning is ascribed to eosinophiles
and lymphocytes of type 2 T helper, which educe IL-4,
IL-5, IL-13. In some asthma phenotypes, particularly
in severe bronchial asthma, type 1 T helper cells may
participate.

Data on the role of CCL3/MIP-1 alpha, that is the
type 1 chemokine, in the chronic asthma are divergent,
especially in reference to the stage of the disease. It was
indicated that in the mild bronchial asthma the ability of
peripheral lymphocytes T for synthesizing of CCL3/MIP-
lalpha and CCL4/MIP-1 beta is diminished, however,
asthmatics have increased the level of CCL3/MIP-1
alpha in the bronchial washings.[6,7] Increased levels of
CCL3/MIP-1 alpha were indicated in the condensate of
exhaled air by the children with asthma. [8] Asthmatics
with severe bronchial asthma who required hospitalization
and reception of steroids in systemic way have unchanged
serum levels of CCL3/MIP-1 alpha (self observations).

So that is why it was resolved to estimate if the level
of CCL3/MIP-1 alpha, CC chemokine connected with
the Th1 response, in serum of patients with bronchial
asthma depends on the intensity of disease.

The aim of the study was the analysis of the serum
level of CCL3/MIP-1 alpha in patients with different
intensity of the bronchial asthma.
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Ryc. 1. Stezenia MIP-1 alfa w surowicy krwi w wybranych
grupach chorych i w grupie kontrolnej.

AL-U - astma lekka-umiarkowana, AC- astma ciezka, KON -
grupa kontrolna

Celem badania byta analiza stezert CCL3/MIP-1 alfa
u chorych o réznym nasileniu astmy oskrzelowe;j.

Materiat i metody

Badaniem objeto 27 0s6b chorych na astme oskrzelows,
w tym 14 0s6b (4 mezczyzn) chorych na astme lekka lub
umiarkowang (grupa AL-U) i 13 chorych (6 mezczyzn)
na astme ci¢zka (grupa AC) oraz 22 osoby (5 mezczyzn)
tworzace grupe kontrolng (grupa KON). Mediana
i przedzial $rodkowy wieku badanych oséb wynosity
odpowiednio: 35 (27-48), 44 (40-56) i 34 (28-40) lat.
U wszystkich chorych wykonano ocene funkgji ptuc
za pomoca spirometru Jaeger. Stopien nasilenia astmy
okreslono na podstawie wytycznych GINA.

Grupe kontrolna stanowifo 22 zdrowych ochotnikéw
(5 mezezyzn) w wieku 34 lat (przedzial srodkowy 28-40
lat) bez cech atopii, niepalacych tytoniu. Chorzy oraz
osoby tworzace grupe kontrolng wyrazili Swiadoma zgode
na udzial w badaniu, a projekt badania zostal zatwierdzo-
ny przez Komisje Etyczna przy Slaskim Uniwersytecie
Medycznym.

Krew zostata pobrana do analizy z zyty posrodkowe;j
bez zastosowania srodkéw przeciwkrzepliwych, odwi-
rowana przez 15 minut przy obrotach 1000 g i uzyskana
surowica byla przechowywana w temperaturze -70°C do
czasu przeprowadzenia analizy. Stezenie CCL3/MIP-1 alfa
bylo badane zgodnie z zaleceniami producenta z zasto-

Fig. 1. MIP-1 alpha levels in serum of blond in the chosen
groups of patients and in the control group.

M-MA - mild-to-moderate asthma, SA - severe asthma,
CON - control group

Materials and methods

27 patients with chronic asthma, including 14 patients
(4 men) with mild-to-moderate asthma (M-MA group)
and 13 patients (6 men) with severe asthma (SA group),
and 22 controls (5 men) (CON group) were included into
the study. Median and middle range of the age of people
included into the study were: 35 (27-48), 44 (40-56) and
34 (28-40) years. The lungs functions of all the patients
with bronchial asthma were estimated with the usage of
Jaeger anapnometer. The level of intensity of asthma was
determined on the basis of the GINA directives..

The control group made up 22 healthy volunteers (5
men) in the age of 34 years (middle range of 28-40 years)
without atopy characteristics, non smoking. Asthmatics
and the controls knowingly signed an agreement to take
part in the study, and the project of study was accepted by
the Ethical Commission of Medical University of Silesia.

The blood was taken for the analysis from the median
vein without usage of any anticoagulants, it was centrifuged
in 15 minutes with 1000 g revenues and the obtained serum
was stored in temperature -70 degrees Celsius till the time
of the analysis. Levels of CCL3/MIP-1 alpha were studied
in accordance with recommendations of the manufacturer
with the usage of ELISA set (R&D Systems, Minneapolis,
USA). Lower border of MIP-1 alpha detectability is 10 pg/ml.

Total IgE level was assessed with ELISA method of
Allergopharma company.
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sowaniem zestawu ELISA (R&D Systems, Minneapolis,
USA). Dolna granica wykrywalno$ci MIP-1 alfa wynosi
10 pg/ml

Catkowite stezenie IgE oceniono metodg ELISA firmy
Allergopharma.

Analiza statystyczna
Wyniki przedstawiono jako mediane i przedziat $rod-
kowy. W analizie statystycznej w celu poréwnania grup
badanych zastosowano testy nieparametryczne Kruskalla-
-Wallisa i U Mann-Whitney, a w ocenie korelacji test
korelacji rang Spearmana.

Za wartos¢ istotng statystycznie uznano p <0,05.
Zastosowano pakiet Statistica PL, wersje 5.1.

Wyniki
Wiek chorych byt znamiennie wyzszy w grupie chorych
na astme ci¢zka niz w grupie chorych na astme lekka lub
umiarkowang i w grupie kontrolnej (p <0,001). Mediana
i przedzial srodkowy czasu od rozpoznania astmy do
pobrania materialu do badan wynosit w grupie AL-U
3 lata (1-6,5 lat) i w grupie AC - 20 lat (10-28 lat) i byt
znamiennie dluzszy w grupie AC (p <0,0001).

Wartosci stezen (mediana i przedzial srodkowy)
MIP-1 alfa w grupach AL-U, AC i KON wynosity odpo-
wiednio: 46,625 (45,5-54,07) pg/ml, 56,0 (52-65) pg/ml
i 46 (43-53) pg/ml i byly znamiennie wieksze w grupie
chorych na astme ciezka niz w grupie chorych na astme
lekka lub umiarkowang (p=0,02) i w grupie kontrolnej
(p=0,001). Wartosci stezen byly poréwnywalne w grupie
chorych na astme lekka lub umiarkowana i w grupie
kontrolnej (Ryc. 1). Stezenia IgE byly poréwnywalne
w grupach AL-U iAC i wynosily odpowiednio 48,5
KU/1(38-84) i 288 kU/I (82-495), p=0,06.

Nie stwierdzono istotnych korelacji migdzy stezeniem
MIP-1 alfa a wiekiem, czasem trwania astmy i catkowitym
stezeniem IgE.

Dyskusja

Biatko zapalne makrofagdw 1 alfa (macrophage inflamma-
tory protein 1 alpha/CCL3) nalezy do grupy CC chemokin.
CCL3/MIP-1 alfa jest wydzielana gléwnie przez monocyty/
makrofagi, limfocyty T i B, neutrofile, komdrki dendry-
tyczne, komdrki tuczne i NK i w mniejszym stopniu przez
inne komorki, takie jak komorki nablonka czy fibroblasty
[9]. CCL3/MIP-1 alfa dziala przez receptory sprz¢zone
z bialkiem G, wplywajac na chemotaksje i degranulacje
komorek, synteze mediatorow i fagocytoze.

W niniejszym badaniu wykazano, ze stezenie CCL3/
MIP-1 alfa jest zwigkszone u os6b chorych na cigzka
astme o dlugim przebiegu w poréwnaniu z chorymi na
astme lekkg i umiarkowang oraz grupa oséb zdrowych
bez cech alergii. Stezenia te nie korelowaly z wiekiem,
catkowitym stezeniem IgE i czasem trwania astmy.

Wyniki wskazuja na znaczenie tej chemokiny przede

Statistical analysis
The results were presented as median and middle range.
In the statistical analysis the non-parametric Kruskall-
Wallis and Mann-Whitney U tests were used to compare
the groups of people included into the study, and the
test of Spearman rank correlation in the assessment of
correlations.

P<0,05 was regarded to be of statistically fundamental
value. The Statistica PL packet, 5.1 version was used for
the analysis.

Results

The age of patients with severe asthma was characteristically
more advanced than of patients with mild-to-moderate
asthma and of control group (p<0,001). Median and
middle range of time from asthma diagnosis till uptaking
the material for the examination was 3 years (1-6,5 years)
in the M-MA group and 20 years (10-28 years) in the SA
group and was characteristically longer in the SA group
(p < 0,0001).

Values of levels (median and middle range) of MIP-1
alpha in M-MA, SA and CON groups were respectively:
46,625 (45,5-54,07) pg/ml, 56,0 (52-65) pg/ml and 46 (43-
53) pg/ml and were characteristically larger in the group of
patients with severe asthma than in the group of patients
with middle-to-moderate asthma (p=0,02) and in the
control group (p=0,001). Levels values were comparable
in the group of patients with mild-to-moderate asthma
and in the controls (Pic.1).

IgE levels were comparable in M-MA and SA groups
and were respectively 48,5 kU/1(38-84) and 288 kU/1
(82-495), p=0,06.

There were no essential correlations between MIP-1
alpha levels and the age, time of asthma duration and
the total IgE level.

Discussion

Macrophage inflammatory protein 1 alpha/CCL3 belongs
to the CC group of chemokines. CCL3/MIP-1 alpha is
produced mainly by monocytes/microphages, T and B
lymphocytes, neutrophils, dendritic cells, mastocytes
and KC and in the smaller level by other cells such as
epithelium cells or fibroblasts [9]. CCL3/MIP-1 alpha
works through the receptors adjugated with G-protein,
influencing hemotaxis and degranulation of cells, synthesis
of mediators and phagocitosis.

In this study it was indicated that the CCL3/MIP-1
alpha level is increased in patients with severe asthma
with long duration in comparison to patients with middle-
to-moderate asthma and to the group of healthy people
without any features of allergy. These levels did not correlate
with the age, total IgE level and the asthma duration.

These results indicate the importance of this
chemokine especially in older patients with severe asthma
with long duration of the disease. Groups which took part



Gliick, Rymarczyk, Rogala

Zwiekszone stezenie chemokiny CCL3/MIP-1 alfa w ciezkiej astmie oskrzelowej 291

wszystkim w ciezkiej astmie, o dtugim przebiegu, u osob
starszych. Badane grupy chorych nie byly poréwnywal-
ne pod wzgledem wieku i czasu trwania astmy. Jednak
brak korelacji pomiedzy stezeniem CCL3/MIP-1 alfa
a wymienionymi parametrami powoduje, ze réznice
w charakterystyce badanych grup chorych nie zaktdcaja
interpretacji wynikow stezen CCL3/MIP-1 alfa.

Wyniki badan dotyczacych znaczenia CCL3/MIP-
1 alfa w astmie sg sprzeczne i wskazuja na zalezno$¢
od stopnia nasilenia astmy i czasu trwania choroby.
Zwraca sie rowniez uwage na zmieniajacy sie wraz
z przebiegiem astmy udzial réznych grup komoérek
w patofizjologii choroby. Wedtug definicji podanej przez
inicjatywe GINA uwaza sie, ze astma oskrzelowa jest
choroba o podlozu zapalnym, w ktérej uczestniczy wiele
komorek, w tym m. in. limfocyty typu Th2. Sg jednak
dane, ktére wskazuja na role Th1l w astmie oskrzelowe;.
Wykazano, ze w fazie przewleklej, bezobjawowej w re-
akcji zapalenia alergicznego uczestniczg granulocyty
kwasochlonne oraz cytokiny IFN-gamma i GM-CSF
[10]. Obserwowano réwniez zaleznos$¢ miedzy ekspresja
TLR4 na monocytach krwi obwodowej, bioracych udziat
w mechanizmach obronnych przeciw lipopolisachary-
dom bakteryjnym a liczbg limfocytéw Thl u chorych
na astme oskrzelowa [11]. W innym badaniu wykazano
zwigkszona liczbe limfocytow typu CD8 wytwarzajacych
IFN-vy, ktora korelowala z nasileniem astmy, nadreak-
tywnoscig oskrzeli i eozynofilig [12]. Wynika z tego, ze
astma oskrzelowa jest schorzeniem niejednorodnym,
o zmiennej patofizjologii, w przebiegu ktorej uczestnicza
réwniez limfocyty Thl.

CCL3/MIP-1 alfa uznaje si¢ za chemoking zwigzang
z odpowiedzig typu Thl. Uczestniczy w reakcjach zwia-
zanych z limfocytami typu Thl zaréwno w reakcjach
dotyczacych uktadu oddechowego, jak i w zmianach
skornych poprzez indukowanie reakeji przypominajacych
nadwrazliwo$¢ typu natychmiastowego i opéZnionego
[13]. Ponadto wykazano w warunkach in vivo, ze biatko
CCL3/MIP1-a uczestniczy w gromadzeniu sie eozynofi-
16w w drogach oddechowych po prowokacji [14].

Wydaje sie wiec, ze zwiekszone stezenie chemokiny
CCL3/MIP1-a u chorych na cigzka astme wskazuje na
tendencje do przechodzenia w faze zwigzang z odpowie-
dzig typu Th1, charakterystyczng dla faz przewleklych
niektorych choroéb alergicznych [15].

Whioski

Zwiekszone stezenie CCL3/MIP1-alfa w przewlekle;
cigzkiej astmie oskrzelowej moze wskazywac¢ na znaczenie
odpowiedzi typu Th1 w patofizjologii tej postaci choroby.

in the study were not compared with regard to the age
and asthma duration. However, the lack of correlation
between CCL3/MIP-1 alpha levels and parameters
mentioned before, results in the fact, that the differences
characteristic for the groups which took part in the study
do not disrupt the interpretation of the results of CCL3/
MIP-1 alpha levels.

The results of the study concerning the meaning
of CCL3/MIP-1 alpha in asthma are contradictory
and indicate the dependence on the stage of asthma
intensification and its duration. Attention is also paid
to the change of contribution of different groups of
cells in the pathophysiology of asthma together with
its course. According to the definition given by GINA
initiative it is considered that bronchial asthma is a
disease with inflammatory basis, in which many cells
are taking parts, among the others type 2 T helper cells.
However, there exist data which indicate the role of Th1
in bronchial asthma. It was proved that in the persistent
phase, asymptomatic in reaction of allergic inflammation
eosinophiles IFN-gamma cytokines and GM-CSF are
taking part. [10] There was also observed that there is
the dependence of TLR4 expression on peripheral blond
monocytes, taking part in the defense mechanism against
bacterial lipopolysaccharides and the number of others
1 T helper cells in the patients with bronchial asthma.
[11] In other study the higher number of lymphocytes
of CD8 type producing IFN, which correlated with
asthma intensification, bronchial hyperreactivity , and
eosinophilia was indicated. [12] It results from the fact
that bronchial asthma is heterogenic with changeable
pathophysiology in course of which 1 T helper cells are
also taking part.

CCL3/MIP-1 alpha is considered to be the chemokine
connected with type Thl response. It takes part in
reactions connected with type 1 T helper cells both
in the reactions concerning respiratory system as well
as in cutaneous lesions through induction of reaction
resembling oversensitivity of immediate and delayed
type. [13] What is more, it was indicated in the in vivo
conditions, that CCL3/MIP1-a protein takes part in the
commutation of eosinophiles in the air passages after
provocation. [14]

It seems that increased CCL3/MIP1-a chemokine
levels in patients with severe asthma indicated the
tendency of proceeding into the phase connected with
type Thl response, characteristic to the chronic phases
of some allergic diseases. [15]

Conclusion

Increased CCL3/MIP1-alpha levels in the chronic severe
bronchial asthma can indicate the meaning of type Th1l
response in the pathophysiology of this form of disease.
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