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Podziekowania

Od poczgtku mojej dziatalnosci naukowej miatem mozliwos¢
i zaszczyt korzystania z wiedzy, pomocy i wzorcow prezentowanych
przez wybitnego naukowca i wspanialego cztowieka —
Profesora Andrzeja Lewinskiego.
Tajniki neurologii i neuroimmunologii poznawatem pod okiem
znamienitego badacza i niezrownanego klinicysty —
Profesora Krzysztofa Selmaja.
W ostatnich latach moje doswiadczenie badawcze zostalo
wzbogacone poprzez wspolprace z Profesorem Ralfem Goldem.
Obecna praca nie mogtaby powstaé bez zyczliwosci i wielo-
kierunkowej pomocy Profesora Przemystawa Oszukowskiego.
Pani Magister Joanna Kedzierska stuzyta radq zawsze, gdy jej
potrzebowaltem.

Osobom tym serdecznie dziekuje.
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Wykaz uzywanych skrotow

ACE — enzym konwertujacy angiotensyng
(ang. angiotensin converting enzyme)
AP-1 — czynnik transkrypcyjny activator protein-1
APC — komorki prezentujace antygen
(ang. antigen presenting cells)
BDCA — antygen komérek dendrytycznych krwi
(ang. Blood Dendritic Cell Antigen)
CTLA — antygenu cytotoksycznego limfocytu T
(ang. cytotoxic T lymphocyte antigen)
EAE — eksperymentalne zapalenie mozgu i rdzenia krggowego
(ang. experimental autoimmune encephalomyelitis)
EDSS — Rozszerzona Skala Niewydolno$ci Ruchowej
(ang. Expanded Disability State Scale)
FeyRIII —receptor dla fragmentu Fc immunoglobuliny G typu III
FoxP3 — czynnik transkrypcyjny z grupy “forkhead box typu P3
GCS — glukokortykosteroidy (ang. glucocorticosteroids)
GR — receptor glukokortykosteroidow
(ang. glucocorticosteroid receptor)
Hsp — bialko szoku cieplnego (ang. heat shock-protein)
IFN — interferon
IL — interleukina

komoérka NK  — komorka cytotoksyczna (ang. natural killer cell)

komoérka NKT — limfocyt T o charakterystyce fenotypowej komorek NK
(ang. NK T cell)

limfocyt Th - limfocyt T pomocniczy (ang. T helper)

LPS — lipopolisacharyd

MAG — glikoproteina zwigzana z mieling

(ang. myelin associated glycoprotein)



MAPK

MBP
MHC

MKP
MOG

NF-kB
OUN
PBMC

PBS

PHA
PLP

SM
PP-SM
RR-SM
SP-SM
TcR
TGF

TLR
TNF
TNFR
Tregs

— aktywowana mitogenem kinaza proteinowa
(ang. mitogen-activated protein kinase)
— bialko zasadowe mieliny (ang. myelin basic protein)
— gtowny uktad zgodnosci tkankowe;j
(ang. major histocompatibility complex)
— fosfataza MAPK (ang. MAPK phosphatase)
— glikoproteina mieliny i oligodendrocytow
(ang. myelin oligodendrocyte glicoprotein)
— czynnik transkrypcyjny nuclear factor- kB
— o$rodkowy uktad nerwowy
— komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j
(ang. peripheral blood mononuclear cells)
— zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
(ang. phosphate buffered saline)
— fitohemaglutynina (ang. phytohemagglutinin)
— biatko proteolipidowe mieliny
(ang. myelin proteolipid protein)
— stwardnienie rozsiane, (lac. sclerosis multiplex)
— postac pierwotnie przewlekla (ang. primary porgressive) SM
— posta¢ rzutowo-remitujaca (ang. relapsing-remitting) SM
— posta¢ wtornie przewlekta (ang. secondary progressive) SM
—receptor limfocytu T (ang. T cell receptor)
— transformujacy czynnik wzrostu
(ang. transforming growth factor)
—receptory z rodziny Toll (ang. Toll like receptors)
— czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)
—receptor TNF
— limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells)
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l. WSTEP

I-1. Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiplex - SM) jest przewleklym
demielinizacyjnym schorzeniem osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Charakterystyczne dla tej choroby rozsiane ogniska uszkodzenia mozgu
irdzenia kregowego staja si¢ przyczyng roéznego rodzaju i stopnia zaburzen
neurologicznych. Objawy kliniczne SM moga wystepowaé w postaci zaostrzen
stanu neurologicznego - tzw. rzutdw choroby lub w sposob przewlekle
postepujacy. Posta¢ choroby przebiegajaca z ostrymi pogorszeniami nosi nazwe
remitujgco-rzutowego SM (ang. relapsing-remitting SM - RR-SM). Z biegiem
czasu progresja choroby moze zmieni¢ charakter z rzutowego na przewlekle
postepujacy — okreslany wtedy jako postaé wtornie przewlekta SM (ang.
secondary progressive SM — SP-SM). W przypadku przewleklego postepu
objawow neurologicznych od poczatku choroby mamy do czynienia z tzw.
pierwotnie przewlekla postacia SM (ang. primary porgressive SM - PP-SM).
Wyrdznia si¢ takze posta¢ przewlekle postepujaca z naktadajacymi si¢ rzutami
czyli tzw. posta¢ rzutowo-przewlekla SM, mogaca stanowi¢ odrebny typ
przebiegu klinicznego badz formeg przejSciowa pomiedzy rzutowa i wtérnie
przewlekla postacia SM. W zalezno$ci od nasilenia i tempa progresji choroby,
we wszystkich z wymienionych typow przebiegu klinicznego SM moze doj$¢
zczasem do bardzo nasilonych deficytow neurologicznych, prowadzacych
niejednokrotnie do znacznego ograniczenia funkcjonowania pacjenta i obnizenia
komfortu zycia [1].

Etiopatogeneza SM stala si¢ tematem wieloletnich dociekan naukowych,
ktorych wyniki wskazuja na zaburzenia autoagresyjne jako podtoze zmian
demielinizacyjnych zachodzacych w OUN [2-4]. Wykladnikiem patomorfo-
logicznym toczacego si¢ procesu chorobowego jest ogniskowe uszkodzenie

Mariusz Stasiotek, Klinika Endokrynologii i Chorob Metabolicznych,
Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki; ul. Rzgowska 281/289, 93-338 £.6dz, Polska
Telefon: +48 42 2711715; Fax: +48 42 2711343; e-mail: mstasiolek@yahoo.de
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ostonek mielinowych z towarzyszacym naciekiem zapalnym nazywane ze
wzgledu na swoja makroskopowa charakterystyke, plaka demielinizacyjng [5].
Szczegdtowe badania immunopatologiczne umozliwity podzial aktywnych plak
demielinizacyjnych na kilka odrebnych podtypow charakteryzujacych si¢ od-
miennymi cechami akumulacji komorkowych i humoralnych elementéw uktadu
immunologicznego oraz zréznicowanymi zmianami demielinizacyjnymi [6].
Odmienne wzorce demielinizacji 1 remielinizacji struktur OUN opisywano
rowniez w zaleznos$ci od przebiegu klinicznego SM [7]. Poza destrukcja ostonek
mielinowych, w ogniskach chorobowych SM stwierdzono rowniez istotne
uszkodzenia aksonalne, a stopien zaawansowania tych zmian sugerowany jest
jako jeden z gltéwnych korelatow morfologicznych nasilenia niepetnospraw-
nosci w przebiegu SM [8, 9]. W ostatnich latach wzajemne interakcje pomigdzy
procesem zapalnym i zmianami degeneracyjnymi aksondéw 1 komorek
nerwowych w SM staly si¢ punktem ozywionej dyskusji naukowej [10].
Jednakze, wyniki najnowszych badan wydaja si¢ potwierdza¢ pierwotng role
reakcji immunologicznej w kaskadzie proceséw patologicznych prowadzacych
do rozwoju tej choroby [11,12]. Obserwacje poczynione na poziomie
komérkowym, sugeruja oligodendrocyt i formowang przez niego ostonke
mielinowg jako zrodio autoantygenow stymulujacych reakcje autoagresyjna
w SM [13]. Bialka mieliny stwierdzano w ziarnisto§ciach komorek fago-
cytarnych obecnych w obrebie aktywnych ognisk demielinizacyjnych [6].
W warunkach laboratoryjnych wykazano znaczng immunogenno$¢ czasteczek
ztej grupy. Dotyczy to m.in. biatka zasadowego mieliny (ang. myelin basic
protein - MBP), bialka proteolipidowego mieliny (ang. myelin proteolipid
protein - PLP), glikoproteiny zwigzanej z mieling (ang. myelin associated
glycoprotein - MAG), glikoproteiny mieliny i oligodendrocytow (ang. myelin
oligodendrocyte glicoprotein - MOGQG) oraz af-krystaliny [14-18].

Dalszym doswiadczalnym potwierdzeniem powyzszych zatozen jest
eksperymentalne zapalenie mozgu i rdzenia kregowego (ang. experimental
autoimmune encephalomyelitis - EAE), Choroba ta, wywotywana u zwierzat
laboratoryjnych poprzez immunizacj¢ niektorymi z biatek mieliny (np. MBP,
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PLP, MOG), cechuje si¢ wystepowaniem zespotu objawow neurologicznych, na
ktory sktadaja si¢ m.in. niedowtady mie$ni, zaburzenia rownowagi, a takze
zmiany zachowania odpowiadajace stanom depresyjnym i lgkowym. W zalez-
nosci od protokotu immunizacji i uzytego szczepu zwierzat laboratoryjnych,
objawy EAE moga przebiega¢ w sposob ostry - jednofazowy lub - przewlekty -
z rzutami i remisjami [19, 20]. Podlozem histopatologicznym objawéw klinicz-
nych EAE sg rozsiane w OUN ogniska zapalnej demielinizacji oraz uszkodzenia
aksonalnego [13, 21, 22]. Ze wzgledu na przypominajacag SM charakterystyke
kliniczng i1 patologiczna, EAE uwazane jest za najlepszy dostepny model
zwierzecy tej choroby [4, 23]. Badania eksperymentalne, przeprowadzone
zuzyciem EAE, wykazaly zaangazowanie w fazie efektorowej procesu auto-
immunologicznej demielinizacji specyficznych dla antygenéw mielinowych
limfocytow pomocniczych T typu 1 (ang. T helper type 1, Thl), charakteryzuja-
cych si¢ prozapalnym profilem sekrecji cytokin (m.in. IL-2, IFN-y) [24-27].
Jako przyczyne ekspansji autoreaktywnych limfocytow Thl sugerowano
zaburzenie réwnowagi pomi¢dzy mediowang przez te komorki odpowiedzig
zapalng typul oraz odpowiedziag typu 2, zalezng od limfocytow Th2
wydzielajacych preferencyjnie cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym lub
regulacyjnym (m.in. IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) [28,29]. Obraz ten ulegt
w ostatnich latach komplikacji, ze wzgledu na opisanie nowego typu
komoérkowej odpowiedzi immunologicznej, zwigzanej z limfocytami Th
wydzielajagcymi IL-17 (limfocyty Th17) [30]. W krétkim czasie wykazano
kluczowe znaczenie tych komorek w schorzeniach o podlozu autoimmuno-
logicznym, w tym w patogenezie EAE, podwazajac tym samym pierwszo-
rzgdowa role limfocytow Thl [31, 32]. Jednakze wyniki najnowszych badan,
prowadzonych w warunkach eksperymentalnych z zastosowaniem EAE [33, 34],
jak 1 obserwacje poczynione u pacjentow z SM [35-37], sugeruja zaangazowa-
nie w faze efektorowa procesu patologicznego obu tych populacji komoérek
prozapalnych, podkreslajac istotne znaczenie interakcji pomiedzy limfocytami
Thl i Th17 w autoimmunologicznych schorzeniach OUN.
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Znaczaca role w patogenezie SM wydaja si¢ rdwniez odgrywacé elementy
humoralnego uktadu odpornosciowego [38]. W plynie mézgowo-rdzeniowym
pacjentow stwierdza si¢ lokalng produkcje immunoglobulin oraz klonalng
ekspansj¢ limfocytow B [39, 40]. Przeciwciata przeciwko antygenom mielino-
wym obserwowane byly w surowicy chorych na SM, a ich obecno$¢ we wczes-
nej fazie choroby sugerowana byla jako jeden z czynnikow diagnostyczno-
prognostycznych [41].

Dla zrozumienia stwierdzanych w SM i EAE zaburzen immunologicznych
ogromne znaczenie ma fakt, iz autoreaktywne limfocyty T, specyficzne
dla antygené6w mieliny, sa normalng skladowa ukladu odporno$ciowego
u ludzi zdrowych, nie wykazujacych zadnych cech autoimmunologicznej
demielinizacji [42]. Ze wzgledu na tak ztozony i heterogenny obraz immuno-
patologii SM, sugeruje si¢ obecnos¢ w tej chorobie nieprawidtowosci na
poziomie immunoregulacyjnym, mogacych by¢ wynikiem zaburzen funkcji oraz
wzajemnych interakcji wielu zréznicowanych sktadnikéw komérkowych uktadu
odporno$ciowego, a zwlaszcza: komorek prezentujacych antygen i regulatoro-
wych limfocytow T (ang. regluatory T cells - Tregs) [43-48].

I-2. Komorki prezentujgce antygen

Komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells - APC)
stanowig zréznicowang populacje komorek, ktorych wspolng cecha jest zdolnose
do wychwytywania, obrobki i prezentacji antygenu specyficznym limfocytom
w kontekscie czasteczek glownego uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex - MHC). Poza grupa tzw. profesjonalnych APC,
obejmujaca komoérki dendrytyczne, monocyty oraz limfocyty B, zdolnos¢ do
prezentacji antygenu stwierdzono — w specyficznych warunkach — rowniez
w przypadku komorek $rodbtonka naczyn, fibroblastow, a takze astrocytow
[49-51]. Ze wzgledu na ich potencjalnie bardzo istotng role w procesach
immunoregulacyjnych wiodacych do demielinizacji OUN oraz $ciste wzajemne
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zaleznosci, w opracowaniu tym podczas analizy APC, zwrocono szczegdlng
uwage na komorki dendrytyczne i monocyty.

Komoérki dendrytyczne. Komorki dendrytyczne uwazane sg za jedno
z najwazniejszych ogniw taczacych wrodzona i nabyta odpowiedz immuno-
logiczna. Dzigki ekspresji powierzchniowej szerokiego spektrum receptorow
rozpoznajacych sktadniki organizmoéw patogennych (ang. pattern recognition
receptors - PRR m.in. toll like receptors - TLR), komodrki dendrytyczne sa
W stanie w sposob bezposredni reagowa¢ na sygnaly zagrozenia zwigzane
z infekcjg 1 w ten sposob wptywac na charakter, nasilenie i przebieg nieswoistej
reakcji immunologicznej [52, 53]. Jako najbardziej efektywne APC, komorki
dendrytyczne pelnia rowniez role kluczowego ogniwa regulacyjnego nabytej
odpowiedzi immunologicznej, taczac w ten sposob oba gtowne ramiona uktadu
odpornosciowego. Wyjatkowa cechg komorek dendrytycznych jest rozbudowana
zdolno$¢ do aktywacji i réznicowania naiwnych limfocytow T i B, co ksztattuje
charakter pierwotnej odpowiedzi immunologicznej [54,55]. Dodatkowo,
komorki dendrytyczne sa zdolne do prezentacji obcych antygenéw zardwno
w kontekscie czasteczek MHC klasy I jak i czasteczek MHC klasy 1. Proces ten,
nazywany ,,prezentacja krzyzowa” umozliwia reakcje odpornosciowa przeciwko
pozyskiwanym z martwych komoérek antygenom wirusowym i nowotworowym
(,,aktywacja krzyzowa”), jak rowniez warunkuje powstawanie i utrzymywanie
tolerancji obwodowej wobec antygendw wiasnych (,,tolerancja krzyzowa™) [56].
Komorki dendrytyczne biorg rowniez udziat w powstawaniu tolerancji central-
nej, poprzez wykrywanie i delecje autoreaktywnych tymocytow w procesie
selekcji negatywnej, zachodzacej w grasicy [57]. Dziatanie immunoregulacyjne,
wywierane przez komorke dendrytyczna, jest zalezne od wielu czynnikow, do
ktorych naleza: mikrosrodowisko reakcji immunologicznej, interakcja z innymi
komorkami immunologicznymi, a takze stopien dojrzewania i podtyp komorki
dendrytycznej. We krwi obwodowej cztowieka wystepuja dwa podstawowe
podtypy komorek dendrytycznych — mieloidalny i plazmacytoidalny. Podtypy te
roznig si¢ pochodzeniem (odpowiednio mieloidalna i limfoidalna linia
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roznicowania), a takze reakcja na czynniki infekcyjne, zdolno$cia prezentacji
antygenow, profilem wydzielania cytokin oraz rodzajem mediowanej przez nie
odpowiedzi immunologicznej. Mieloidalne komoérki dendrytyczne staja sie, pod
wplywem aktywacji, wydajnym zrédtem IL-12 oraz IL-23, co w konsekwencji
prowadzi do rozwoju reakcji immunologicznej zaleznej od limfocytéw Thl
1 Th17 [58,59]. Plazmacytoidalne komodrki dendrytyczne charakteryzuja sie
natomiast zdolno$cig do wyjatkowo wysokiej produkcji interferonéw typu I oraz
znacznie mniejsza od mieloidalnych komoérek dendrytycznych sekrecjg IL-12.
Temu profilowi wydzielniczemu towarzyszy sktonno$¢ do indukcji odpo-
wiedzi immunologicznej zwigzanej z limfocytami Th2 i komérkami regulatoro-
wymi [60-62].

Niedawno, na podstawie nowo opisanych - specyficznych dla komoérek
dendrytycznych krwi obwodowej antygenow (ang. blood dendritic cell antigen -
BDCA) obejmujgcych czasteczki CD1c (BDCA1), CD303 (BDCA2), CD141
(BDCA3) oraz CD304 (BDCA4), populacje krazacych we krwi komorek
dendrytycznych podzielono na trzy podtypy — jeden z nich CD303+ odpowiada
plazmacytoidalnym komoérkom dendrytycznym, a dwa pozostate: CDlc+
1 CD141+ sktadajg si¢ na frakcje komorek dendrytycznych mieloidalnych [63].

Zaangazowanie komorek dendrytycznych w regulacje procesu demielini-
zacji zapalnej zostato wykazane w licznych pracach z wykorzystaniem EAE.
Komorki dendrytyczne okazaly si¢ bardzo efektywnymi aktywatorami
encefalitogennych limfocytow T. Co wigcej, przeszczep komoérek dendrytycz-
nych, inkubowanych uprzednio z immunogennymi peptydami mieliny,
wywotywal EAE u zwierzat nie poddanych aktywnej immunizacji [64, 65].
W naturalnym przebiegu EAE, akumulacja i stan dojrzewania komorek
dendrytycznych w OUN zwierzat do$wiadczalnych korelowaly z przebiegiem
klinicznym choroby [66]. Z drugiej strony, w zalezno$ci od zastosowanych
warunkow eksperymentalnych, komoérki dendrytyczne prezentujace antygeny
mielinowe wykazywaly rowniez korzystny wplyw na przebieg kliniczny
EAE [67, 68]. Co wigcej, rdézne podtypy komorek dendrytycznych wywieraty
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przeciwstawne lub wzajemnie ograniczajace efekty na reakcje auto-
immunologiczna w EAE [69, 70].

Dane pochodzace od pacjentéw z SM wydaja si¢ potwierdzac¢ istotng role
komérek dendrytycznych w patogenezie tej choroby. Przeprowadzona przez
autora tego opracowania fenotypowa i funkcjonalna analiza podtypéw komorek
dendrytycznych krwi obwodowej, wykazata u pacjentéw z RR-SM obecnosé
wielopoziomowych nieprawidtowosci plazmacytoidalnych komoérek dendrytycz-
nych, objawiajacych si¢ niedojrzatym profilem ekspresji molekut kostymulacyj-
nych ex vivo oraz zaburzeniem procesu dojrzewania i obnizeniem zdolno$ci
immunoregulacyjnych tych komoérek w warunkach in vitro [43]. W dalszej
czesci eksperymentdéw stwierdzono, iz dysfunkcja plazmacytoidalnych komoérek
dendrytycznych w SM obejmuje takze nieprawidlowosci ekspresji receptorow
zgrupy TLR oraz sekrecji interferonu (IFN)-a w odpowiedzi na bodzce
patogenne [44]. U pacjentow z RR-SM opisywano réwniez nieprawidlowosci
w strukturze populacji komoérek dendrytycznych, ktérych wynikiem byto
przesunigcie rownowagi immunologiczne] w stron¢ reakcji prozapalnej [71].
Takze w postaci przewleklej SM obserwowano niedojrzaty profil fenotypowy
komorek dendrytycznych krwi obwodowej [72]. Obecno$¢ komorek dendrytycz-
nych stwierdzano ponadto w ptynie mézgowo rdzeniowym pacjentow z SM
[73], a ich zwigkszong akumulacj¢ obserwowano w trakcie rzutu choroby [74].
Roéwniez wyniki badan histopatologicznych sugeruja aktywna rolg komorek
dendrytycznych w regulacji lokalnego procesu autoimmunologicznego w OUN
pacjentéw z SM [75]. Znaczenie funkcjonalne wspomnianych nieprawidlowosci
komérek dendrytycznych potwierdzaja obserwacje na temat korekcji tych zabu-
rzen w przebiegu leczenia pacjentdéw z SM za pomoca octanu glatirameru [43].
Zmiany w populacji komorek dendrytycznych stwierdzano ponadto w trakcie
terapii preparatami IFN- [76] oraz podczas podawania glukokortykosteroidow
(ang. glucocorticosteroids — GCS) w rzucie choroby [77].

Monocyty. Monocyty krwi obwodowej ustepuja komoérkom dendrytycznym
pod wzgledem efektywnosci prezentacji antygenu oraz interakcji z komérkami
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efektorowymi. Monocyty nie sg tez typowo zaangazowane w inicjowanie
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej ani w proces prezentacji krzyzowej
[78]. Jednakze, komodrki te uwazane sa za bardzo istotny element uktadu
odpornosciowego, nie tylko jako APC warunkujace w duzej mierze przebieg
wtornej reakcji immunologicznej, ale roéwniez jako zrédlo wielu cytokin
prozapalnych takich jak IL-1, IL-6 czy czynnik martwicy nowotworoéw alfa
(ang. tumor necrosis factor-o. - TNF-0). Co istotne, aktywno$¢ monocytow
uzalezniona jest od réwnowagi pomigdzy obecnymi w mikrosrodowisku
cytokinami o dziataniu hamujacym np.: IL-4, IL-10, transformujacy czynnik
wzrostu beta (ang. transforming growth factor-f - TGF-B) a czynnikami pobu-
dzajacymi takimi jak IFN-y lub substancje pochodzenia bakteryjnego, rozpozna-
wane przez receptory z rodziny TLR np. lipopolisacharyd (LPS) [79-82].
Olbrzymie znaczenie dla funkcji monocytéw ma rowniez bezposredni kontakt
z komorkami efektorowymi, w ktorego przebieg zaangazowane s3a m.in.
zwigzane z btong komorkowa molekuty z nadrodziny TNF [83, 84]. Dodatkowo,
ze wzgledu na ich zdolnos¢ do przechowywania pochtonigtego antygenu, mono-
cyty uwazane sg za komodrki mogace bra¢ udziat w transporcie specyficznych
tkankowo antygenow do centralnych organdéw limfatycznych [78, 85].

Na wlasciwosci funkcjonalne monocytow istotny wptyw ma niejednorod-
no$¢ ich populacji. Posrod zaproponowanych do tej pory sposobow klasyfikacji
monocytdow na odmienne subpopulacje, najbardziej ugruntowany wydaje sie
podzial uwzgledniajacy intensywnos¢ ekspresji powierzchniowej molekutly
CD14 (specyficznego dla calej populacji monocytéw receptora LPS) oraz
obecno$¢ na powierzchni komorki molekuty CD16, bedacej receptorem dla
fragmentu Fc immunoglobuliny G typu III (FcyRIII) [86]. Na podstawie tych
parametréw, monocyty podzielono na gtowng — ,.klasyczng” — frakcje o bardzo
wysokiej ekspresji CD14, charakteryzujaca si¢ brakiem ekspresji CD16
(CD14"®CD16-) oraz znacznie mniejsza subpopulacje cechujaca si¢ niskim do
posredniego stopniem ekspresji CD14 oraz wysoka ekspresja powierzchniowa
CD16 (CD14°“CD16+) [87, 88]. Ze wzgledu na przypominajacy makrofagi
profil ekspresji molekut powierzchniowych [88] oraz mozliwo$¢ otrzymania tej
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populacji de novo z ,klasycznych” monocytow CD14""CD16- w warunkach
hodowli in vitro, subpopulacj¢ CD14°*CD16+ uwaza si¢ za monocyty 0 wyz-
szym stopniu dojrzatosci [89]. Ostatnio opisano kolejna subpopulacje mono-
cytow wykazujacych ekspresje molekuty CD16 [90,91]. W odréznieniu od
monocytow CD14°"CDI16+, komorki te posiadaja poréwnywalng z ,klasycz-
nymi” monocytami wysokg ekspresje CD14, co nadaje im tgcznie charaktery-
styke fenotypowa CD14"¢"CD16+.

Proces réznicowania si¢ monocytow w wyniku migracji do tkanek na-
rzadow obwodowych objetych procesem zapalnym jest kolejna bardzo wazna
wlasciwoscia tej populacji komoérkowej. Podczas ekstrawazacji, pod wptywem
kontaktu z komorkami $rodbtonka oraz czynnikami lokalnej reakcji immuno-
logicznej, monocyty roéznicujg si¢ do makrofagow lub komorek dendrytycznych
o mieloidalnym charakterze [92-95]. Zjawisko to ma szczegdélne znaczenie
w Swietle wynikow badan immunopatologicznych przeprowadzonych na
materiale pozyskanym od pacjentéw z SM. Zgodnie ze wspomnianymi wczes-
niej pracami, naciek komorek monocytarno-makrofagalnych jest stalym elemen-
tem wszystkich z opisanych wzorcow aktywnych ognisk demielinizacyjnych
[5, 6]. Réwniez mieloidalne komorki dendrytyczne, reprezentujace rdzne etapy
dojrzewania, wydaja si¢ by¢ typowym sktadnikiem aktywnych zmian chorobo-
wych w SM oraz w EAE [66, 75]. W badaniach doswiadczalnych z zastosowa-
niem komoérek ludzkiego s$rodblonka bariery krew-mozg (ang. blood-brain
barrier - BBB) stwierdzono, iz subpopulacja prozapalnych monocytéw krwi
obwodowej wykazywala szczegdlnie nasilong tendencje do migracji przez
warstwe komorek endotelium. W wyniku tego procesu, migrujgce monocyty
nabieraty cech fenotypowych mieloidalnych komoérek dendrytycznych, ktére
w kolejnych eksperymentach promowaly ekspansj¢ prozapalnych limfocytow
Thl oraz Th17 [95]. Potwierdzeniem znaczenia monocytOw Ww procesie
autoimmunologicznej demielinizacji sa rowniez badania wskazujace na ztozona
kinetyke akumulacji prozapalnych i supresyjnych subpopulacji monocytow
w OUN zwierzat laboratoryjnych, u ktérych wywotano EAE [96-99].
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Poza wynikami badan histopatologicznych, istotne sg rowniez obserwacje
dokonane w trakcie analizy fenotypu i funkcji monocytow krwi obwodowej
pacjentdow z SM. Po inkubacji z antygenami mieliny, komorki te okazaly sig¢
efektywnymi stymulatorami specyficznych dla antygenéw mielinowych auto-
reaktywnych limfocytow T pamigci [100]. Nieprawidtowosci ekspresji molekut
o charakterze immunoregulacyjnym na monocytach krwi obwodowej stwier-
dzano u pacjentéw z RR-SM, zar6wno w trakcie remisji choroby jak i podczas
ostrego pogorszenia objawow neurologicznych [101, 102]. Ponadto, liczne
badania nad mechanizmem dzialania lekéw immunomodulacyjnych w SM
sugeruja nasilenie procesu apoptozy monocytow [102], jak rowniez zmiang
profilu ekspresji molekul immunoregulacyjnych [101, 102], adhezyjnych [104]
oraz kostymulacyjnych [105], a takze modulacj¢ profilu sekrecji monocytow
[106, 107] jako korelat pozytywnej odpowiedzi klinicznej na terapig.

Zwigkszong sekrecje interferonow klasy I przez te komorki sugerowano
natomiast jako marker opornosci na terapi¢ IFN- w SM [108].

Wiedzg o znaczeniu monocytéw w immunopatologii SM poszerzaja prace
analizujace funkcje komorek dendrytycznych pozyskiwanych w warunkach
doswiadczalnych z monocytow krwi obwodowej. W badaniach tych stwier-
dzono, ze komorki dendrytyczne, roznicowane in vitro z monocytéw uzyskanych
od pacjentow z SM, charakteryzujg si¢ zaburzong ekspresja molekut kostymula-
cyjnych oraz sktonnos$cia do indukcji prozapalnej odpowiedzi immunologicznej
[109, 110]. Co wazne, rowniez i w tym przypadku stwierdzone nieprawidto-
wosci ulegaty czesciowej korekcji u pacjentow poddawanych terapii immuno-
modulacyjnej [111-113].

Powierzchniowe molekuly immunoregulacyjne. Ekspresja powierzch-
niowa wigzacych antygen czasteczek MHC umozliwia komorkom z grupy APC
antygenowo specyficzng aktywacje limfocytow T. Jednakze, przebieg tej
interakcji zalezy w znacznym stopniu od ekspresji na powierzchni APC szeregu
molekul, ktore w wyniku oddziatywania z odpowiednimi ligandami lub
receptorami na powierzchni limfocytow, wptywaja na funkcje obu typow
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komorek, a w konsekwencji rowniez na rodzaj, nasilenie i ostateczny wynik
promowanej odpowiedzi immunologicznej. Posréd licznej grupy czasteczek
zaangazowanych w to zjawisko (nazywane procesem przekazywania drugiego
sygnalu lub kostymulacjg), na szczegélng uwage zasluguje m.in. molekuta
CDS83, uwazana za marker dojrzewania komorek dendrytycznych, jak rowniez
czasteczki CD80 i CD86 oraz CD40 nalezace do dwoch podstawowych grup
molekut kostymulacyjnych (odpowiednio: rodziny B7 oraz nadrodziny TNF).

CD83. Czasteczka CDS83 jest glikoproteing nalezaca do rodziny molekut
o budowie immunoglobulinowej [114]. Ekspresja CD83 na powierzchni ko-
morek dendrytycznych koreluje ze wzrostem ekspresji czasteczek MHC klasy 11
i jest uwazana powszechnie za znacznik dojrzatosci komorki dendrytycznej
[115]. Jednakze, molekuta ta ulega ekspresji réwniez na wybranych
subpopulacjach limfocytéw B i T, a jej obecnos¢ stwierdzano takze na
aktywowanych neutrofilach [116-118]. Oprocz formy powierzchniowej CD83
opisano réwniez tzw. forme¢ rozpuszczalng tego biatka [119]. Jest ona
produkowana poprzez uwalnianie, zwigzanej z powierzchnia komorki,
czasteczki CD83, a natgzenie tego procesu jest skorelowane z poziomem
ekspresji powierzchniowej CD83. Nieliczne przeprowadzone do tej pory
badania wskazuja, ze CD83 moze wchodzi¢ w interakcje z blizej niescharakte-
ryzowanym ligandem na monocytach oraz na aktywowanych limfocytach T
CDS8+ 1 CD4+ [120-122]. Wykazano roéwniez, ze zewnatrzkomorkowa czes$é
CD83 wigze niedojrzate i dojrzate komodrki dendrytyczne [123]. Chociaz
oddzialywanie to nie jest dostatecznie zbadane, poprzez interakcje ze swoim
ligandem, CD83 najprawdopodobniej bierze udzial w regulacji komorkowe;j
odpowiedzi immunologicznej. Odbywa si¢ to czgsciowo na poziomie komorki
dendrytycznej, poprzez zahamowanie ekspresji CD80 i CD83 w trakcie
dojrzewania [123]. Poza tym CD83 moze wptywaé zaro6wno hamujaco jak
i aktywujaco na proliferacj¢ limfocytow T w hodowli, a takze zmieniad
proporcje pomigdzy poszczegélnymi ich populacjami [121, 123]. Co istotne,
ekspresja CD83 na APC wydaje si¢ warunkowa¢ prawidlowy przebieg
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antygenowo specyficznej aktywacji naiwnych limfocytow T CD8+ [122].
Badania na zwierzetach do$wiadczalnych, obejmujace m.in. szczep myszy
pozbawionych w wyniku mutacji genetycznej ekspresji CD83 (CD83-/-)
wykazaty, ze czasteczka ta ulega ekspresji rowniez na komorkach $rodbtonka
grasicy oraz rezydujacych tam komorkach dendrytycznych i jest istotnym
elementem wlasciwego procesu dojrzewania limfocytow T [124, 125]. Deficyt
ekspresji CD83 na dojrzatych komorkach dendrytycznych u pacjentow
z zespotem Wiskott-Aldrich (ang. Wiskott-Aldrich Syndrome - WAS) sugero-
wany byl jako jeden z mechanizméw warunkujacych postepujace zaburzenia
funkcji immunologicznych w tym schorzeniu [126].

Rodzina B7. Rodzina B7 obejmuje stale rosngca grupe czasteczek
powierzchniowych, charakteryzujacych si¢ podobiefstwem strukturalnym oraz
zaangazowaniem w proces kostymulacji limfocytow [127, 128]. Najlepiej
poznanymi czlonkami tej rodziny sa czasteczki CD80 (B7.1) oraz CD86 (B7.2).
Ulegaja one ekspresji prawie wylacznie na elementach uktadu odpornoscio-
wego, a zwlaszcza na APC - komoérkach dendrytycznych, monocytach,
makrofagach, limfocytach B [129]. Podczas, gdy niski poziom ekspresji CD86
utrzymywany jest na APC konstytutywnie i wzrasta po aktywacji w przeciagu
kilku godzin, CD80 jest nieobecny na komoérkach spoczynkowych, a jego
ekspresja wzrasta znacznie wolniej — w przeciagu godzin i dni od otrzymania
bodzca aktywujacego. Szczegbélne znaczenie CD80 i CD86 w procesie
prezentacji antygenu wynika z faktu, ze sa one ligandami dla podstawowych
molekul kostymulacyjnych limfocytu T — CD28 i CDI152, czyli antygenu
cytotoksycznego limfocytu T (ang. cytotoxic T lymphocyte antigen - CTLA)-4.
Ligacja CD28 spetnia bardzo istotng role w biologii limfocytu T. Dostarczany
w ten sposob sygnat wptywa na pobudliwo$¢ komorki, nasila produkcje cytokin,
zwigksza zdolnos¢ komorki do adhezji, utatwia tworzenie synapsy immuno-
logicznej oraz zapobiega anergii 1 apoptozie [129, 130]. Drugi z receptoréow —
CD152, w odréznieniu od konstytutywnego CD28, pojawia si¢ na powierzchni
limfocytu T dopiero po aktywacji komorki [131]. Wigze on CD80 i CD86 ze
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znacznie wigkszym powinowactwem niz CD28 i pelni role inhibitora drég
przekaznictwa uruchamianych przez CD28 i receptor limfocytu T (ang. T cell
receptor - TcR) [132]. Sugeruje si¢ roéwniez, ze oddziatywanie CDI152 ze
swoimi ligandami moze by¢ jednym z mechanizmow powstawania tolerancji
obwodowej [133]. Rozna funkcja oraz czasowy wzorzec ekspresji poszczegol-
nych sktadnikow uktadu CD80/CD86 - CD28/CD152 stwarza bardzo duze
mozliwosci regulacyjne. Czasteczka CD86 wydaje si¢ by¢ bardziej istotna
w trakcie poczatkowej stymulacji, podczas gdy molekuta CD80 peini role
W utrzymywaniu zainicjowanej wczesniej aktywacji limfocytéw. Podobnie
czasteczka CD28, niezbgdna poczatkowo dla prawidlowego przebiegu inicjacji
odpowiedzi immunologicznej, w pézniejszej fazie zostaje zastgpiona przez
ograniczajaca reakcje zapalng molekutg CD152.

Nadrodzina TNF. Czasteczki z rodzin TNF i receptora TNF (TNFR)
tworza wspodlnie nadrodzing receptoréw i1 odpowiadajacych im ligandow.
Cztonkowie rodziny TNFR wykazuja podobienstwo domen zewnatrzkomodrko-
wych, jednakze takiego podobienstwa nie stwierdza si¢ w przypadku domen
cytoplazmatycznych. Odmienno$¢ wewnatrzkomoérkowych odcinkéw recepto-
row umozliwia znaczne zréznicowanie petnionych funkcji [134]. Czgs¢ sposrod
tej duzej grupy receptorow i ligandow petni bardzo istotng role w kontakcie
pomigdzy APC a komoérkami efektorowymi. Do tej podgrupy nalezy m.in.
ulegajacy ekspresji na APC receptor CD40 i jego ligand CD154 [135]. CD40
jest molekuta powierzchniowa nalezaca do rodziny TNFR. Ulega ona ekspresji
m.in. na limfocytach B, komoérkach dendrytycznych, monocytach, aktywowa-
nych makrofagach, limfocytach T, eozynofilach, a takze na komorkach
srodbtonka naczyn, nabtonka grasicy i nerek. Z bardzo szerokim rozpowszech-
nieniem CD40 kontrastuje ekspresja ligandu tego receptora — CD154. Obecnos¢
tej czasteczki stwierdza si¢ przede wszystkim na aktywowanych limfocytach T,
aczkolwiek jej ekspresje obserwowano takze m.in. na aktywowanych limfo-
cytach B i komodrkach dendrytycznych [136, 137]. Molekuta CD40 ulegajaca
ekspresji na APC spelnia jedna z kluczowych 16l w odpowiedzi
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immunologicznej. Ligacja tego receptora przez CD154 obecne na powierzchni
limfocytu T, jest bardzo waznym momentem w procesie aktywacji limfocytow
specyficznych dla prezentowanego antygenu. APC w wyniku wspomnianej
interakcji nasila produkcje cytokin oraz zwigksza ekspresje molekul adhezyj-
nych i kostymulacyjnych (w tym CD80 i CD86) [138, 139]. W konsekwencji
dzigki pobudzeniu receptora CD40 wzrasta znacznie efektywno$¢ prezentacji
antygenu oraz procesu kostymulacji. Zaburzenie tej interakcji np. w przypadku
interakcji APC z anergicznymi limfocytami T, cechujgcymi si¢ obnizong
ekspresja CD154, moze prowadzi¢ do zaburzen aktywacji oraz apoptozy APC
[140]. Znaczenie funkcjonalne uktadu CD40/CD154 podkreslaja badania nad
tzw. ,.Zespotem Hiper — IgM”, bedacym wynikiem mutacji genu CD154.
Schorzenie to objawia si¢ niedoborem odpornosci polegajacym na cigzkim
uszkodzeniu odpowiedzi humoralnej zaleznej od limfocytow T, brakiem
limfocytow B pamigci i niedoborem produkcji immunoglobulin klasy IgG, IgA
i IgE [141]. W sytuacji przeciwnej - u zwierzat doswiadczalnych ze zwigkszona,
w wyniku manipulacji genetycznej, ekspresja CD154, dochodzi do przewlektych
stanéw zapalnych i do ogélnoustrojowych reakcji autoimmunologicznych [142].

I-3. Regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+FoxP3+

Limfocyty T petniace funkcje immunoregulacyjne stanowig heterogenna
iciggle poszerzang grupe komorek, obejmujaca m. in.: wydzielajace IL-10
limfocyty regulatorowe typu 1 (Trl) [143], limfocyty Th3 produkujace TGF-§3
[144] oraz regulatorowe limfocyty T CD8+ [145]. Badania ostatnich lat
dowodza jednakze, iz najwazniejszg rol¢ w tej grupie komoérek immunologicz-
nych pehlia limfocyty T CD4+ charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja
powierzchniowa receptora IL-2 (CD25) oraz obecno$cig czynnika transkrypcyj-
nego z grupy “‘forkhead box” typu P3 (FoxP3) czyli regulatorowe limfocyty T
CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs) [146].
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Znaczna cze$¢ komorek tworzacych populacje Tregs pochodzi bezposred-
nio z grasicy, gdzie komoérki te podlegaja selekcji uwarunkowanej powino-
wactwem ich TcR do prezentowanych antygendow [147]. Istotne znacznie w tym
procesie ma réwniez IL-2, ktorej dzialanie warunkuje powstawanie i ekspansje
Tregs od najwczesniejszych etapéw ich rozwoju [148, 149]. Pochodzace
z grasicy Tregs nazywane sa naturalnymi (ang. natural Tregs - nTregs),
w odréznieniu od generowanych w obrgbie obwodowego uktadu immunologicz-
nego Tregs adaptywnych lub indukowalnych (ang. adaptive/inducible Tregs
-iTregs). Indukowalne Tregs powstaja z prekursorowych limfocytow
CD4+CD25- pod wpltywem specyficznej aktywacji antygenowej, w warunkach
stymulacji cytokinami immunoregulacyjnymi takimi jak: TGF-B, IL-10 i IL-4
[146, 150, 151]. Co wazne, dane eksperymentalne wskazuja na istotng rolg
prezentujacych antygen komoérek dendrytycznych w ekspansji  zardwno
naturalnych jak i indukowalnych Tregs [152, 153].

Supresja reakcji immunologicznej mediowana przez Tregs wymaga
specyficznej antygenowo aktywacji tych komoérek [154, 155]. Uwaza si¢, ze
Tregs najwydajniej hamuja komorki efektorowe specyficzne dla tego samego
antygenu, aczkolwiek istniejg rowniez prace wskazujgce na regulowanie przez
Tregs odpowiedzi zapalnej mediowanej przez limfocyty Th o odmiennej
specyficznosci antygenowej [156-158].

Repertuar TcR komorek Tregs jest zblizony do normalnego repertuaru
limfocytow T i obejmuje zaré6wno antygeny obce jak i wilasne [159-161].
Umozliwia to udziat Tregs zarowno w regulacji odpowiedzi obronnej organizmu
przeciwko réznego rodzaju patogenom [162], jak i w indukcji matczynej
tolerancji plodu [163] oraz kontroli reakcji alergicznych [164] i auto-
agresyjnych [158, 165].

Opisano kilka mozliwych mechanizméw efektu immunoregulacyjnego
wywieranego przez Tregs [150]. Pierwszym z nich jest efekt metaboliczny
polegajacy na wychwytywaniu przez Tregs IL-2 i tym samym zubazaniu
mikro$rodowiska reakcji immunologicznej w ten kluczowy czynnik aktywujacy
komorki efektorowe [166]. Kolejny mechanizm opiera si¢ na bezposrednim
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kontakcie Tregs z komorkami immunologicznymi, a zwlaszcza z APC,
w wyniku ktorego dochodzi do wigzania hamujacych molekut Tregs z ich
ligandami 1ireceptorami, a w dalszej kolejnosci do supresji procesu
kostymulacji. Do grupy tego typu molekut ulegajacych ekspresji na Tregs naleza
miedzy innymi CTLA-4/CD152 i biatko genu aktywacji limfocytéw 3 (ang.
lymphocyte activation gene-3 - LAG-3) [167, 168]. Efekt regulacyjny moze by¢
rowniez osiggniety za pomoca wydzielanych przez Tregs czynnikow
humoralnych, takich jak TGF-B czy IL-10 [169]. Dodatkowo, Tregs moga
rowniez eliminowaé¢ komorki efektorowe w mechanizmie cytotoksycznym
zaleznym od granzymu A i perforyny [170].

Specyficzny antygenowo, korzystny wpltyw Tregs na proces auto-
immunologicznej demielinizacji wykazano w EAE z zastosowaniem roznych
peptydéw immunogennych [157, 171]. Zmiany liczebnosci oraz witasciwosci
funkcjonalnych Tregs sugerowano takze jako mechanizm dziatania licznych
substancji modulujacych przebieg kliniczny EAE, wlaczajac w to czynniki
wzrostowe, immunoglobuliny oraz czasteczki o aktywno$ci hormonalnej
[172-176]. W odréznieniu od EAE, rola Tregs w immunopatogenezie SM nie
zostata dotychczas dobrze zrozumiana. Czesto$¢ wystgpowania Tregs we krwi
obwodowej pacjentow z RR-SM byla opisywana jako obnizona [177-179] lub
niezmieniona w poréwnaniu z osobami zdrowymi [43, 180, 181]. Istotnym jest,
iz w niektérych pracach wyniki oceny ilo§ciowej Tregs we krwi obwodowe;j
pacjentow z SM byly zalezne od zastosowanych kryteriow profilu ekspresji
specyficznych dla Tregs molekut zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych [182, 183].
Jednak niemalze wszystkie badania nad wlasciwosciami immunomodulacyjnymi
Tregs sugeruja obecno$¢ ztozonych zaburzen funkcjonalnych tych komorek
u pacjentow cierpiagcych na SM [179, 181, 183-185], a nieprawidtowosci te
wydajg si¢ by¢ zalezne od postaci przebiegu klinicznego choroby
[178, 180, 186]. We witasnych doswiadczeniach autora tego opracowania,
u pacjentow z RR-SM obserwowano zaburzenia interakcji pomiedzy Tregs
i plazmacytoidalnymi komoérkami dendrytycznymi [43]. Co ciekawe, niektore
z lekow, wykazujacych skutecznos$¢ kliniczng w SM, wplywaja modulujaco na
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funkcje Tregs w tej chorobie, co moze dodatkowo potwierdza¢ znaczenie
funkcjonalne obserwowanych nieprawidtowosci [177, 178, 186, 187].

I-4. Inne komoérki o znaczeniu immunoregulacyjnym

Obok wymienionych komoérek uktadu odpornosciowego, w patogenezie SM
istotne znacznie moga mie¢ roéwniez zaburzenia funkcji innych populacji
komoérek immunologicznych, do ktéorych naleza m. in. naturalne komorki
cytotoksyczne (ang. natural killer cells — komorki NK), czy tez limfocyty T
o charakterystyce fenotypowej komorek NK (ang. NK T cells - komorki NKT)
[45-48]. Podobnie, sktadniki lokalnego mikrosrodowiska OUN, takie jak
komoérki mikrogleju [188, 189], czy astrocyty [190,191] sa z duzym
prawdopodobienstwem zaangazowane w ztozone procesy immunopatologiczne
warunkujace rozw6j SM. Co wiecej, ostatnie doniesienia sugeruja podobng rolg
takze w przypadku neuronéw korowych OUN, ktére w preparatach
histopatologicznych pozyskanych od pacjentéw z SM wykazywaly zaréwno
ekspresje IL-21 jak i receptora tej prozapalnej cytokiny [192].

I-5. Leczenie rzutu stwardnienia rozsianego

Glukokortykosteroidy. Obserwacje eksperymentalne i kliniczne staty sig
podstawa do powstania i zastosowania w przewlektej terapii SM rosnacej grupy
srodkdw terapeutycznych o zroznicowanym dziataniu immunomodulacyjnym
obejmujgcym m.in. zmiang profilu komoérkowej odpowiedzi immunologicznej,
promowanie ekspansji komorek regulatorowych, deplecj¢ wybranych populacji
komérek immunologicznych oraz ingerencje w migracje komorek efektorowych
[193, 194]. Niezaleznie od leczenia przewleklego, majacego na celu zahamo-
wanie lub spowolnienie akumulacji deficytow neurologicznych, w ostrej terapii
rzutdow SM stosuje sie glukokortykosteroidy (GCS). Brak jest niestety duzych,
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kontrolowanych badan klinicznych wskazujacych na preferowane preparaty lub
najkorzystniejsza drogg podania GCS w leczeniu zaostrzen SM. Jednakze, na
podstawie wieloletnich doswiadczen terapeutycznych, w leczeniu rzutu SM
zaleca si¢ obecnie stosowanie w sposob pulsacyjny (przez 3 — 5 dni) wysokich
dawek metylprednizolonu dozylnie [195]. W wigkszo$ci przypadkow, tego typu
terapia przynosi zadowalajacy efekt leczniczy w postaci ustgpienia badz zmniej-
szenia intensywnosci ostrych objawdéw neurologicznych i skrocenia trwania
rzutu choroby.

Skutecznos$¢ kliniczna GCS oparta jest na ztozonym dzialaniu substancji
ztej grupy na zroznicowane populacje komoérek immunologicznych
[77,196,197], jak rowniez na elementy komodrkowe spoza klasycznie
pojmowanego uktadu odpornosciowego takie jak: komoérki $rodbtonka naczyn
[198, 199] czy komorki glejowe w OUN [200, 201]. Uwaza si¢, ze dzialanie
GCS na docelowe komodrki ma charakter wielofazowy i obejmuje: (i) bardzo
szybki, nastgpujacy w przeciagu sekund, niespecyficzny efekt zwigzany
najprawdopodobniej z bezposrednig interakcjg leku z btong komodrkowa; (ii)
efekt wywierany w ciggu kilku minut, mediowany przez niedawno
scharakteryzowane, specyficzne receptory btonowe GCS [202]; (iii) efekt
dtugofalowy =zalezny od wigzania przez GCS ich wewnatrzkomérkowego
receptora (ang. glucocorticosteroid receptor - GR), ktory w wyniku aktywacji
wywiera szereg dzialan o charakterze przeciwzapalnym [203,204]. Ligacja
znajdujacego si¢ pierwotnie w cytoplazmie GR powoduje uruchomienie procesu
translokacji jadrowej receptora, jego dimeryzacje, a nastepnie wigzanie ze
specyficznymi sekwencjami DNA (ang. glucocorticoids response elements)
w obszarze promotoréw gendéw odpowiadajacych na GCS [205, 206]. Rezulta-
tem tego typu bezposredniej interakcji GR z promotorem jest aktywacja lub
rzadziej hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej poszczegdlnych genow.
W grupie czasteczek, ktorych ekspresja ulega nasileniu pod wplywem dziatania
GCS znajduja si¢ biatka silnie zaangazowane w supresje reakcji immunologicz-
nej m.in. fosfataza aktywowanej mitogenem kinazy proteinowej-1 (ang.
mitogen-activated protein kinase (MAPK) phosphatase-1 - MKP-1). MKP-1,
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poprzez inhibicje szlaku przekaznictwa MAPK, moze hamowaé ekspresje
genow licznych czasteczek zaangazowanych w odpowiedZz immunologiczna,
takich jak cytokiny prozapalne: TNF-a, IL1-B, IL-6 czy tez substancje o aktyw-
nosci enzymatycznej [207-201]. Kolejnym, bardzo istotnym mechanizmem
molekularnym dziatania GCS jest, niezalezny od wigzania DNA, wplyw
czasteczki GR na funkcjonowanie szlakow przekaznictwa wewnatrzkomorko-
wego. Poprzez ingerencj¢ w proces acetylacji i deacetylacji histonu, GR moze
powodowac obnizenie transkrypcji genow zaleznych od kluczowych dla reakcji
zapalnej czynnikow transkrypcyjnych takich jak nuclear factor- kB (NF-xB) czy
activator protein-1 (AP-1), co w konsekwencji prowadzi do hamowania
produkcji szerokiego spektrum cytokin, chemokin, czasteczek adhezyjnych
i innych molekut istotnych dla przebiegu reakcji immunologicznej [206, 211-
213]. Oddziatywanie GR ze szlakami przekaznictwa wewnatrzkomérkowego
zaangazowanymi w ksztattowanie odpowiedzi odpornosciowej zachodzi¢ moze
rowniez na etapie translokacji molekut cytoplazmatycznych do jadra komorko-
wego. Ma to m.in. miejsce w przypadku czynnika transkrypcyjnego GATA3,
konkurujacego o molekuty transportujace z aktywowanym GR [214].

W odréznieniu od mechanizméw dziatania GCS zaleznych od ligacji GR,
niespecyficzny efekt blonowy wystepuje wylacznie w warunkach bardzo
wysokiego stezenia leku w mikrosrodowisku, mozliwego do osiggnigcia
klinicznie jedynie w trakcie pulsacyjnej terapii dozylnej wysokimi dawkami
GCS. Ma to szczegodlne znaczenie w $wietle badan eksperymentalnych nad
mechanizmem dziatania GCS w EAE. Dos$wiadczenia te wykazaty, ze zwigzana
z terapig apoptoza limfocytow T, naciekajagcych OUN zwierzat doswiadczal-
nych, zalezna byla od wysokich dawek GCS. Sugeruje to zwiazek
niespecyficznego efektu blonowego GCS z indukcja apoptozy komorek
immunologicznych [215, 216].

Opornos¢ na GCS. Pomimo przedstawionego powyzej, szerokiego
spektrum dziatania przeciwzapalnego GCS, =zastosowanie nawet bardzo
wysokich dawek tych lekow w czesci przypadkéw rzutéw SM nie przynosi



24 M. Stasiotek

oczekiwanej poprawy klinicznej. Przyczyny i mechanizmy molekularne braku
efektu terapeutycznego GCS w tej specyficznej grupie pacjentow pozostaja
nierozwigzanym problemem wspoétczesnej neurologii.

Przeprowadzone do tej pory badania pozwalajg wyr6zni¢ kilka odmiennych
typow zaburzonej reaktywnosci na GCS. Pierwszy z nich reprezentuje tzw.
zespol rodzinnej opornosci na GCS [217, 218]. To wystepujace bardzo rzadko
schorzenie dziedziczne spowodowane jest réznego rodzaju mutacjami genu GR.
Mutacjom tym towarzysza nieprawidlowosci czynnosciowe GR, obejmujace
u poszczeg6lnych chorych m.in.: zaburzenia wigzania GCS, zmniejszona
ekspresje GR czy obnizong zdolnos¢ wigzania DNA przez receptor [217, 218].
Zaburzenia funkcji GR objawiajg si¢ wysokimi stezeniami kortyzolu w surowicy
krwi pacjentow bez towarzyszacych objawow zespotu Cushinga. Jednakze,
w niektorych przypadkach, symptomatyka kliniczna obejmuje objawy zwigzane
z - wtornym do nadprodukcji hormonu adrenokortykotropowego - nadmiarem
innych niz GCS hormonéw kory nadnerczy (mineralokortykosteroidy,
androgeny) [217, 218].

Kolejny typ =zaburzonej reaktywnosci na GCS nie ma charakteru
uogodlnionego, ale zwiazany jest ze specyficznymi tkankami i1 sytuacjami
chorobowymi. Bardzo dobry efekt terapeutyczny GCS stwierdzono w wielu
chorobach o podtozu zapalnym m. in. w reumatoidalnym zapaleniu stawow,
astmie oskrzelowej czy zapalnej chorobie jelit. Jednakze, istnieje rowniez grupa
chordb, przebiegajacych z wyraznym zaangazowaniem uktadu immunologicz-
nego — takich jak np. przewlekta obturacyjna choroba ptuc, w ktorych
podawanie GCS nie przynosi oczekiwanego efektu przeciwzapalnego [217]. Co
wiecej, oporno$¢ na leczenie za pomoca GCS obserwuje si¢ rowniez u czesci
pacjentdw cierpigcych na choroby charakteryzujace si¢, w wigkszo$ci przy-
padkéw, bardzo dobrg reakcja na tego typu terapie [219-221]. Istotnym jest fakt,
iz pacjenci z opornym na GCS procesem zapalnym, wykazujg niezmieniong
podatno$¢ na wszystkie efekty uboczne terapii, co podkresla specyficznosé
tkankowa stwierdzanych nieprawidlowosci.
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Powyzsze obserwacje sugeruja, ze na efekt terapeutyczny GCS moga miec
wplyw zaréwno czynniki osobnicze jak i charakterystyka zachodzacej w prze-
biegu procesu chorobowego reakcji immunologicznej. Wyniki licznych badan
nad mechanizmami molekularnymi opornosci na GCS w chorobach zapalnych
sugeruja istnienie wielopoziomowych zaburzen regulacyjnych, o zréznicowa-
nym, w zaleznosci od badanej populacji chorych, charakterze [206].
W odroznieniu od rodzinnej opornosci na GCS, nie udato si¢ wykazad
konkretnego podloza genetycznego, determinujacego wystgpienie niewrazli-
wosci na GCS zwigzanej z chorobami zapalnymi. Podatno$¢ na ujawnienie sig¢
tego typu zaburzen w astmie oskrzelowej wydaje si¢ mie¢ charakter
wielogenowy [222]. Znaczng uwage poswiecono ekspresji izoform GR, sposrod
ktorych jedynie czasteczka GRa uwazana jest za funkcjonalny receptor GCS,
podczas gdy dwie pozostale izoformy - GRP oraz GRy moga na zasadzie
kompetycji zaburza¢ translokacje GRa do jadra komorkowego i wigzanie
z odpowiednimi sekwencjami DNA [223-225]. Zaburzone proporcje pomigdzy
poszczegbdlnymi izoformami GR byly sugerowane jako jeden z mechanizméw
oporno$ci na terapie¢ GCS m.in. w astmie oskrzelowej, reumatoidalnym
zapaleniu stawow, zapalnej chorobie jelit oraz w ostrej bialaczce limfoblastycz-
nej [225-228]. Nastgpnym z sugerowanych mechanizméw molekularnych
zmienionej wrazliwosci na GCS w komorkach immunologicznych jest
modyfikacja czasteczki GR pod wplywem bodzcow prozapalnych. Indukowane
mediatorami zapalenia, takimi jak: IL-2, IL-4, TNF-a, kinazy z grupy MAPK
maja zdolno$¢ do fosforylacji GR, co w konsekwencji powoduje zaburzenia
translokacji receptora do jadra komoérkowego oraz nieprawidtowosci jego
interakcji z innymi molekutami i wigzania DNA [229-231]. Co wazne,
fosforylacja GR moze nastgpowa¢ takze na skutek dziatania produktow
organizmow patogennych na komorki uktadu odpornosciowego [232]. Bodzce
prozapalne moga powodowac rowniez nasilong ekspresje molekut wchodzacych
w bezposrednig interakcje z GR i zaburzajacych w ten sposob funkcje receptora.
Dotyczy to m. in. czynnika transkrypcyjnego AP-1, ulegajacego wzmozonej
aktywacji w przebiegu reakcji immunologicznej w opornej na GCS astmie
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oskrzelowej [233]. Kolejnymi z proponowanych mechanizméw molekularnych
lezacych u podstaw zaburzonej reaktywnosci na GCS w chorobach zapalnych
sa: nieprawidlowosci procesu acetylacji ideacetylacji histonu [234] oraz
wzmozona aktywnos$¢ systemu bialek transportujacych leki, w tym GCS, na
zewnatrz komorki [235]. Co ciekawe, u pacjentéw z opornoscia na GCS
w przebiegu astmy oskrzelowej opisywano roéwniez zaburzenie funkcji
regulatorowych limfocytéw T [236, 237].

Pomimo pochodzacych z badan nad patogeneza SM danych wskazujacych
na nieprawidlowosci osi podwzgorze-przysadka-nadnercza [238, 239] oraz na
zaburzenia funkcji GR u pacjentéw z SM, niewiele wiadomo na temat podtoza
molekularnego i immunologicznego rzutéw tej choroby opornych na terapie
GCS. W pojedynczych przeprowadzonych do tej pory badaniach, u pacjentow
z opornymi na GCS rzutami SM stwierdzono zmniejszona zdolnos¢ GCS do
hamowania sekrecji cytokin prozapalnych (TNF-a) oraz proliferacji komorek
krwi obwodowej in vitro [240,241]. Na poziomie molekularnym, niepra-
widlowy efekt dziatania GCS u pacjentdow z opornym na GCS rzutem SM,
wigzany byt ze zmniejszong ekspresja GR w komorkach jednojadrzastych krwi
obwodowej, jednakze bez zaburzen proporcji pomiedzy poszczegdlnymi
izoformami receptora. W badaniu tym stwierdzono rowniez zaburzone proporcje
kompleksu cytoplazmatycznego GR z biatkami szoku cieplnego (ang. heat shock
protein - hsp), bedace wynikiem nadmiernego wigzania hsp90 z receptorem.
Zaburzenie to moze potencjalnie prowadzi¢ do nieprawidlowej translokacji
jadrowej GR 1 w konsekwencji obnizonej wrazliwosci na terapie GCS w tej
grupie pacjentow [241].

Wyrazny zwiazek klinicznych zaostrzeh SM z zaburzeniami immunologicz-
nymi oraz z aktywnoscig zmian zapalnych w OUN stat si¢ motorem poszukiwan
metod modulacji uktadu immunologicznego, skutecznych w przypadkach rzutow
SM opornych na terapi¢ GCS. Dobrym rozwigzaniem tego problemu okazata si¢
terapeutyczna wymiana osocza czyli plazmafereza.
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Plazmafereza. Plazmafereza jest nieselektywna procedura immunolo-
giczng pozwalajaca na oddzielenie catkowitej frakcji osocza od skladnikow
morfotycznych krwi poprzez wirowanie krwi obwodowej w specjalnie do tego
przeznaczonych wirdwkach lub w procesie filtracji membranowej. Separacja
metodg wirdwkowa opiera si¢ na rdznicy gestosci komoérkowych i nie-
komoérkowych sktadnikow krwi. Wynik filtracji membranowej jest uwarunko-
wany wielko$cig porow membrany, ktore w typowych warunkach umozliwiaja
przechodzenie czasteczek o wielkosci do 30 x 10° Da, co gwarantuje usunigcie
molekut takich jak przeciwciata czy kompleksy immunologiczne [242].

Po raz pierwszy procedura ta znalazta zastosowanie terapeutyczne u ludzi
w przypadkach zespotu nadlepko$ci krwi w chorobach hematologicznych
[243, 244]. Obecnie wiadomo, ze rdznego rodzaju zabiegi aferezy moga
prowadzi¢ do istotnej poprawy klinicznej w wielu zr6znicowanych jednostkach
chorobowych. Dotyczy to zwtaszcza schorzen, ktorych patogeneza zwigzana jest
z nieprawidlowos$ciami skladu osocza. Zaburzenia tego typu moga by¢ m.in.
wynikiem nagromadzenia w osoczu produktéw posrednich proceséw meta-
bolicznych, toksyn, a takze humoralnych elementéw ukladu odporno$ciowego,
takich jak cytokiny, sktadniki dopelniacza czy przeciwciata [245]. Do tej pory
najwiekszy pozytywny efekt kliniczny zabiegow aferezy stwierdzono w ostrych
schorzeniach autoimmunologicznych, takich jak matoptytkowos$¢ samoistna
[246], oraz w przypadkach odrzucenia przeszczepionego narzadu
np. u pacjentow po transplantacji nerki [247]. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja réwniez na skuteczno$¢ stosowania plazmaferezy w schorzeniach
o charakterze przewleklym, takich jak: reumatoidalne zapalenie stawow [248],
kardiomiopatia rozstrzeniowa [249], zaostrzona przewlekla niewydolnosé
watroby [250], czy tez wrzodziejace zapalenie jelita grubego [251]. Juz w latach
80-tych ubieglego wieku wykazano efektywnos¢ plazmaferezy takze w terapii
przetlomu miastenicznego [252] oraz zespotu Guillain-Barre [253, 254]. Prace te
przyczynity si¢ do wzrostu zainteresowania zastosowaniem plazmaferezy
w innych stanach i schorzeniach neurologicznych o niepewnym rokowaniu

i niewielkich mozliwosciach terapeutycznych.
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Badania kliniczne nad zastosowaniem plazmaferezy jako dlugofalowej
terapii podstawowej lub terapii dodanej w kombinacji z lekami immuno-
supresyjnymi, u pacjentOw z remitujaco-rzutowa lub przewlekle postepujaca
postacia SM, nie przyniosty przekonujgcych danych na temat skutecznosci
klinicznej tego typu leczenia [255-259]. W przeciwienstwie do zastosowan
w terapii dlugofalowej, efektywno$¢ plazmaferezy zostata wykazana w terapii
ostrych pogorszen stanu neurologicznego w SM [260]. Obserwacja ta ma bardzo
istotne znaczenie kliniczne zwlaszcza w przypadku rzutéw SM opornych na
standardowe dozylne leczenie wysokimi dawkami GCS. W przeprowadzonym
u pacjentow z opornymi na terapi¢ GCS rzutami SM, zrandomizowanym,
podwojnie zaslepionym badaniu klinicznym, terapia plazmafereza prowadzita do
istotnej poprawy objawow rzutu w 42% przypadkow, podczas gdy w grupie
z terapig pozorowana pozytywny efekt kliniczny obserwowano jedynie u 6%
chorych [261]. Wyniki te zostaty potwierdzone w kolejnych grupach pacjentow
z RR-SM [262-264], jak roéwniez u pacjentdéw z chorobg o przebiegu wtoérnie
przewlektym z nakladajagcymi si¢ rzutami [265]. Pozytywny efekt kliniczny
stosowania plazmaferezy w tych grupach badawczych obserwowano powtarzal-
nie u okoto 70% pacjentow, a poczatek poprawy objawow odnotowywano
przecigtnie po trzecim zabiegu wymiany osocza. Wyniki te staty si¢ podstawa
do uznania plazmaferezy jako efektywnej opcji terapeutycznej u pacjentow
z rzutami SM, ze szczeg6lnym uwzglednieniem zaostrzen stanu neurologicznego
opornych na dozylne podawanie wysokich dawek GCS. Znalazto to
odzwierciedlenie w najnowszych rekomendacjach Amerykanskiej Akademii
Neurologii na temat zastosowania plazmaferezy w schorzeniach neuro-
logicznych [266].

Mechanizm dzialania plazmaferezy w leczeniu rzutow SM. Efekt
terapeutyczny stosowania plazmaferezy w chorobach zwigzanych z zaburze-
niami uktadu odporno$ciowego wigzany jest powszechnie z usuwaniem z krwi
obwodowej przeciwcial, kompleksow immunologicznych, cytokin, sktadnikow
dopetniacza oraz innych czasteczek immunologicznie czynnych [267]. Jednakze,
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elementy humoralnego uktadu odporno$ciowego znajdujace si¢ w krwioobiegu
stanowig czgsto jedynie fragment catkowitej puli dostepnej w organizmie i moga
by¢ relatywnie szybko uzupelniane z przestrzeni pozanaczyniowej [242].
W zwigzku z tym sugeruje si¢, iz efekt terapeutyczny plazmaferezy moze by¢
wywierany rowniez poprzez redystrybucje substancji aktywnych immunologicz-
nie. Sugestie te znajdujg potwierdzenie w badaniach eksperymentalnych na
zwierzetach, w ktorych wzrost stezenia immunoglobulin w krwi obwodowej po
uprzednim ich usunigciu droga plazmaferezy, zalezny byl od ich naplywu
z przestrzeni pozanaczyniowej oraz od zmniejszonego katabolizmu [268].
Podobne obserwacje poczyniono réwniez u pacjentow poddawanych zabiegowi
deplecji immunoglobulin za pomoca immunoadsorpcji [269].

Za analogicznymi mechanizmami dziatania plazmaferezy w leczeniu rzutow
SM moga przemawia¢, wspomniane powyzej, dane na temat zaangazowania
humoralnego uktadu odporno$ciowego w immunopatogenez¢ tej choroby.
Istotnym jest rowniez fakt, iz w zaproponowanej niedawno klasyfikacji aktyw-
nych ognisk demielinizacyjnych OUN u pacjentow z SM jeden z czterech
podstawowych wzorcow immunopatologicznych (tzw. wzorzec II) charaktery-
zuje si¢, obok typowego nacieku limfocytéw T i makrofagéow, akumulacja
immunoglobulin i sktadowych dopetniacza [6]. Ponadto, w grupie pacjentow
zopornym na GCS rzutem SM, stwierdzono wyrazng korelacj¢ pomiedzy
pozytywna odpowiedzig kliniczng na wymiane osocza a obecno$cig w materiale
biopsyjnym ognisk demielinizacyjnych odpowiadajacych humoralnej charakte-
rystyce wzorca II [270]. Skuteczno$¢ kliniczna plazmaferez zostata rowniez
wykazana w zapaleniu nerwow wzrokowych i rdzenia (ang. neuromyelitis optica
- NMO) [271,272], jednostce chorobowej spokrewnionej z SM, ktorej
patogeneza wigzana jest z wystegpowaniem autoprzeciwciata przeciwko akwapo-
rynie 4 (ang. aquaporin 4) — gtbwnemu kanatowi wodnemu OUN [273, 274].

Pomimo przedstawionych powyzej specyficznych przypadkow klinicznych,
immunopatogeneza SM wykracza znacznie poza nieprawidtowos$ci humoralnych
mechanizméw systemu odpornosciowego. Dlatego tez istotnym jest poznanie

wpltywu zabiegow plazmaferezy réwniez na komorkowe sktadniki uktadu
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immunologicznego. W pojedynczych, przeprowadzonych dotychczas pracach
nad komérkowymi mechanizmami immunologicznymi zwigzanymi z terapeu-
tyczng wymiang osocza u pacjentow z SM postulowano regulacyjny wplyw
plazmaferezy na aktywnos$¢ limfocytow supresorowych [275], jak roOwniez na
spontaniczng proliferacje limfocytéw i komorek jednojadrzastych krwi obwodo-
wej [276,277]. W badaniu przeprowadzonym na grupie pacjentow z SM
poddanych kombinowanej terapii plazmafereza i IFN-0, obserwowano wzrost
we krwi obwodowe;j liczebnosci zaréwno limfocytow T jak i komorek NK oraz
monocytow [278]. Immunologie komdrkowa oceniano takze u pacjentow
leczonych plazmaferezami z innych niz SM wskazan, obejmujacych przede
wszystkim schorzenia zapalne obwodowego uktadu nerwowego [279, 280]
imigéni [281], choroby tkanki acznej [282-286] oraz stany nadlepkosci krwi
zwigzane z zaburzeniami hematologicznymi [287-288]. Po przeprowadzeniu
terapii plazmaferezami, we krwi obwodowej pacjentdow uczestniczacych
w powyzszych badaniach stwierdzano wzrost [280, 287] lub spadek liczebnosci
catkowitej populacji limfocytow T [281-283], a takze roznokierunkowe zmiany
proporcji pomiedzy limfocytami T CD4+ i limfocytami T CD8+ oraz zaburzenia
funkcji i dojrzewania tych komorek [280-284, 288]. Opisywano rowniez zmiany
liczebnosci komorek NK [279, 281, 283, 288], a takze zmniejszenie populacji
limfocytow B [280, 281, 283, 284] oraz obnizenie liczebnosci i1 funkcji
fagocytarnej monocytow [288]. Ponadto, w jednej z prac wykazano, korelujacy
pozytywnie z efektem terapeutycznym plazmaferezy, wzrost liczebnosci
regulatorowych limfocytow T u pacjentdéw z toczniem ukladowym [286].
Obserwowano takze wzrost spontanicznej proliferacji limfocytow [281, 283]
oraz zmiany profilu sekrecji wybranych cytokin ex vivo [285, 289] oraz in vitro
[290]. Niedawno badanie wptywu plazmaferezy na elementy komorkowe uktadu
immunologicznego przeprowadzono rowniez na grupie zdrowych ochotnikow, u
ktorych zabieg wymiany osocza powodowal wzrost proporcji limfocytow T
CD4+/CD8+ oraz liczebnosci limfocytéw B, bez wplywu na catkowita
populacje limfocytéw T [291].
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Il. CEL PRACY

Zaostrzenie objawow SM nie wykazujace reakcji klinicznej na leczenie
wysokimi dawkami GCS jest tematem badawczym lezagcym na pograniczu
neurologii, endokrynologii i immunologii. Badania ostatnich lat wskazuja na
plazmafereze jako efektywng opcje terapeutyczng dla duzej czgsci pacjentow
cierpiacych z powodu rzutu SM opornego na GCS. Jednakze, mechanizmy
warunkujgce pozytywny efekt kliniczny terapii plazmafereza w tej grupie
pacjentdw, pozostaja w znacznej mierze niejasne. Niedostatecznie zbadane jest
rowniez podloze immunologiczne zroéznicowanej wrazliwosci na poszczegdlne
metody terapeutyczne w rzucie SM.

Z tego wzgledu bardzo istotnym jest poznanie potencjalnych zaburzen
uktadu immunologicznego zwigzanych z opornoscig na GCS w SM, jak réwniez
mechanizméw lezacych u podstaw pozytywnej lub negatywnej odpowiedzi
terapeutycznej na leczenie plazmafereza w tym schorzeniu.

Celami niniejszej pracy byly:

1. szczegdltowa analiza wplywu terapii plazmafereza, prowadzonej u pacjen-
tow z opornym na leczenie GCS rzutem SM, na gléwne populacje komodrek
jednojadrzastych krwi obwodowej, z uwzglednieniem podtypéw limfocy-
tow T pomocniczych, komoérek NK, komoérek NKT, limfocytéw T
regulatorowych, limfocytéw B oraz subpopulacji monocytow i komodrek
dendrytycznych.

2. poszukiwanie korelacji stwierdzanych zaburzen immunologicznych
z efektem klinicznym zabiegdéw plazmaferezy oraz poréwnanie z wynikami
analogicznych pomiarow u pacjentdéw z rzutem SM wrazliwym na

standardowa terapi¢ GCS oraz grupa zdrowych ochotnikow.
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lll. MATERIAL | METODY

lll-1. Pacjenci

Badaniem zostato objetych tacznie 30 uczestnikow, w tym: 14 pacjentow
z rzutem SM opornym na terapi¢ GCS, 6 pacjentdow z rzutem SM wykazujagcym
pozytywna odpowiedz kliniczng na GCS oraz 10 zdrowych ochotnikéw. Celem
wykluczenia towarzyszace]j infekcji, jako czynnika potencjalnie wplywajacego
na analizowane parametry immunologiczne, u wszystkich uczestnikow, przed
wlaczeniem do badania, wykonano ocen¢ morfologii krwi oraz oznaczenie
biatka C-reaktywnego (ang. C reactive protein - CRP) w surowicy. Do badania
zostali zakwalifikowani jedynie pacjenci z wynikami powyzszych oznaczen
mieszczacymi si¢ w zakresie wartosci normalnych. W grupie pacjentow
z opornym na GCS rzutem SM znalazto si¢ 11 chorych z postaciag remitujaco-
rzutowa choroby oraz 3 pacjentdéw z rzutowo-przewleklym SM, u ktorych
obrazowanie OUN metoda magnetycznego rezonansu jadrowego wykazato
obecno$¢ ognisk chorobowych ulegajacych wzmocnieniu w sekwencjach po
podaniu $rodka kontrastowego, stanowigc dodatkowe, poza stanem klinicznym,
potwierdzenie wysokiej aktywnosci procesu chorobowego. Zaden z zakwalifiko-
wanych do badania pacjentéw nie przyjmowal leczenia immunosupresyjnego,
pacjenci byli réwniez wolni od innej niz GCS terapii immunomodulujacej przez
co najmniej 60 dni od rozpoczecia cyklu plazmaferez. Grupa pacjentow
z rzutem SM opornym na GCS objeta 10 kobiet (71%) oraz 4 mezczyzn (29%),
srednia wieku w grupie wyniosta 38,1 lat (£9,8 SD). Stopien nasilenia objawow
neurologicznych pacjentdw oceniany byt z zastosowaniem Rozszerzonej Skali
Niewydolnosci Ruchowej (ang. expanded disability state scale - EDSS) [292].
Warto$¢ EDSS w grupie pacjentdw z rzutem SM opornym na GCS wyniosta
srednio 6,5 punktu, przy rozpictosci wyniku od 2,5 do 8,5 punktu. Wszyscy
pacjenci w tej grupie badawczej doznali ostrego pogorszenia stanu
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neurologicznego w przebiegu SM, ktére nie uleglo poprawie pomimo
dwukrotnej dozylnej terapii metylprednizolonem ($rednia kumulacyjna dawka
metylprednizolonu wyniosta 10g). Brak efektu klinicznego w przeciagu 7 dni od
zakonczenia drugiego cyklu dozylnej terapii GCS stanowil podstawe
kwalifikacji pacjenta do leczenia plazmaferezami. Plazmafereza prowadzona
byta z uzyciem aparatu Octo Nova® (Diamed Medizintechnik GmbH, Kolonia,
Niemcy). Pacjenci otrzymywali standardowo od 4 do 5 zabiegdéw plazmaferez
($rednia liczba wykonanych zabiegdw wyniosta 4,8), w trakcie ktorych
dokonywano kazdorazowo wymiany osocza w ilosci okoto 50 mL/kg masy
ciata. Substytucji osocza dokonywano za pomoca 5% roztworu ludzkiej
albuminy. Celem osiggnigcia w trakcie zabiegu efektywnej antykoagulacji,
stosowano heparyne pod kontrola APTT. W wyniku przeprowadzonej terapii
ull pacjentow doszlo do poprawy stanu neurologicznego, podczas gdy
u pozostalych 3 pacjentow nie zaobserwowano zadnego efektu klinicznego
zastosowanego leczenia. Odpowiedz kliniczna na terapie plazmaferezami byla
klasyfikowana w 4 stopniowej skali, ktorej punkty zostaly zdefiniowane

B

w nastgpujacy sposob: ,,0” — brak odpowiedzi na terapie; ,,1” — poprawa
funkcjonalna bez zmiany w punktacji EDSS; ,,2” — dobra odpowiedz kliniczna
odzwierciedlajaca si¢ poprawa wyniku skali EDSS o co najmniej 1 punkt; ,,3” —
bardzo dobra odpowiedz kliniczna réwnoznaczna z poprawa wyniku skali EDSS
o co najmniej 1,5 punktu lub powrotem stanu neurologicznego do sytuacji
sprzed rzutu. Tak jak to opisywano w uprzednich publikacjach, poczatek efektu
klinicznego terapii obserwowano $rednio po trzecim zabiegu plazmaferezy.
Dziesieciu, dobranych pod wzgledem plci i wieku, zdrowych ochotnikow,
nieprzyjmujacych zadnych lekow oraz z negatywnym wywiadem dotyczacym
choréb przewleklych (w szczegoélnosci: chordb neurologicznych, zaburzen
uktadu odpornosciowego, choréb alergicznych, choréb o podtozu autoimmuno-
logicznym oraz chorob nowotworowych) stuzyto jako grupa kontrolna. Jako
kontrole zmian ukladu immunologicznego zwigzanych z terapia GCS, do
badania witaczono réwniez dodatkowa grupe 6, dobranych pod wzgledem pici
i wieku, pacjentow z RR-SM, leczonych z powodu zaostrzenia choroby
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wysokimi dawkami GCS (metylprednizolon, 1 g/dobe dozylnie przez 5 dni) oraz
wykazujacych poprawe objawow rzutu w wyniku tego typu leczenia.

Protokét badania zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyki
Uniwersytetu-Ruhr w Bochum. Wszyscy z uczestnikow wyrazili pisemna zgode
na udzial w tym badaniu.

llI-2. Pobranie krwi obwodowej

Badanie prowadzone byto na krwi obwodowej, pobieranej od uczestnikow
badania droga naklucia zyty przedramienia, kazdorazowo w ilo$ci okoto 15 mL.
Pobranie krwi nastepowalo, we wszystkich przypadkach, w godzinach
porannych (pomiedzy godzing 9:00 a 10:00), na czczo. W grupie pacjentow
poddawanych terapii plazmaferezg probki krwi pobierane byly w trzech
nastepujacych po sobie punktach czasowych: ,,punkt czasowy I” — bezposrednio
przed pierwszym zabiegiem plazmaferezy; ,,punkt czasowy II” — po trzecim
zabiegu plazmaferezy; ,,punkt czasowy III” — po zakonczeniu terapii plazma-
ferezami. Na podstawie dotychczasowych doswiadczen z procedurami
wykorzystujacymi krazenie pozaustrojowe (takimi jak np. hemodializa)
wiadomo, iz zabiegi te moga prowadzi¢ do bezposrednich zmian w strukturze
populacji komoérkowych krwi obwodowej [291, 293, 294]. Jednakze, analizy
kinetyki tego typu zaburzen wskazuja na powrot do wartosci wyjsciowych
(sprzed zabiegu) w czasie krotszym niz 10 godzin [86, 293, 294]. Z tego
wzgledu, w obecnym badaniu pobrania krwi obwodowej w trakcie trwania
terapii plazmaferezami oraz po jej zakonczeniu (punkty czasowe ,,II” i ,III”"),
odbywaly si¢ kazdorazowo okoto 20 godzin po zakonczeniu uprzedniego
zabiegu plazmaferezy.
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lll-3. lzolacja komérek jednojadrzastych krwi obwodowej

Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells - PBMC) pozyskiwano z probek krwi oséb bioracych udziat
w badaniu z zastosowaniem metody gradientowej. Krew obwodowa (15 mL)
mieszana byla w stosunku 1:1 z jalowym zbuforowanym roztworem soli
fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline - PBS), nawarstwiana na plyn
gradientowy (10 mL) (Histopaque-1077; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA),
a nastgpnie wirowana przez 30 minut, w temperaturze pokojowej, z predkoscia
obrotowa 300g. Po odzyskaniu, ze S$rodkowej warstwy gradientu, frakcja
komorek jednojadrzastych byla ptukana trzykrotnie w jalowym buforze PBS
(10 minut, temperatura 5°C, predkos$¢ obrotowa 300g). Czes$¢ uzyskanych w ten
sposob PBMC zawieszano w schtodzonym buforze PBS celem oceny
fenotypowej na cytometrze przeptywowym. Pozostate komoérki zawieszano
w jalowym medium hodowlanym zawierajagcym: RPMI 1640, streptomycyne
100 pg/mL, penicyling 100 U/mL, 2 mM L-Glutamine (Gibco, Life techno-
logies, Vienna, Austria) oraz 5% inaktywowang ptodowsg surowice cielecg (ang.
fetal calb serum - FCS; Boehringer, Mannheim, Germany), celem zastosowania
w doswiadczeniach z wykorzystaniem izolacji magnetycznej subpopulacji
komoérkowych oraz hodowli in vitro.

lll-4. Cytometria przeptywowa

Ocena ilosciowa oraz fenotypowa populacji komoérek immunologicznych
krwi obwodowej we frakcji PBMC oraz komorek poddanych hodowli in vitro
zostata przeprowadzona z zastosowaniem wielokolorowej cytometrii przeptywo-
wej na aparacie BD FACSCanto II® z zastosowaniem oprogramowania BD
FACSDiva® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). W tym celu, badane
komorki zostaly zawieszone w schiodzonym buforze PBS w stezeniu

10° komoérek/100 pL buforu. Niespecyficzne wigzanie zwiazanych z fluoro-
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chromem przeciwcial monoklonalnych bylo blokowane poprzez dodanie do
zawiesiny barwionych komorek odczynnika Fc-Blocking-Reagent (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) w ilosci 10 uL na prébke. Nastepnie
komorki inkubowano w ciemno$ci z odpowiednimi monoklonalnymi przeciw-
ciatami znakowanymi fluorochromem, w stezeniu zgodnym z zaleceniami
producenta (30 minut, temperatura 4-8°C). Po zakonczeniu inkubacji, niezwig-
zane z powierzchnia komorki przeciwciata usuwano z probek poprzez dwu-
krotne plukanie w buforze PBS (10 minut, temperatura 5°C, predko$¢ obrotowa
300g). W dalszej kolejnosci komorki byly zawieszane w 200 uL buforu PBS
i poddawane analizie. Jako kontroli specyficzno$ci wigzania zastosowanych
przeciwcial monoklonalnych uzyto przeciwcial izotypowych odpowiadajacych
pod wzgledem klasy i podklasy immunoglobulin oraz pod wzglgdem
zwigzanego z nimi fluorochromu poszczegdlnym przeciwciatlom zastosowanym

w badaniu.

llI-5. Charakteryzacja fenotypowa poszczegolnych populacji
komorek jednojadrzastych krwi obwodowej

Celem uniknigcia potencjalnego wptywu przypadkowych zanieczyszczen
erytrocytarnych na analize ilo§ciowa, poszczeg6élne populacje PBMC oceniano
w grupie komorek wykazujacych ekspresje powierzchniowa CD45, czyli
wspolnego antygenu leukocytarnego (ang. common leucocyte antigen), z zasto-
sowaniem nastgpujacych kryteriow fenotypowych: limfocyty T CD4+ oraz
limfocyty T CD8+ odpowiednio — CD3+CD4+ oraz CD3+CD8+; komoérki NK —
CD56+CD3-; komorki NKT — CD56+CD3+; limfocyty B — CD19+. Catkowita
populacja monocytow rozpoznawana byla jako komorki o fenotypie CD14+.
W dalszej kolejnosci frakcja monocytéw zostata podzielona, na podstawie
intensywnosci ekspresji molekuty CD14 oraz obecnosci lub nie ekspresji mole-
kuty CD16, na nastgpujace subpopulacje: (i) monocyty o wysokiej ekspresji
CD14, nie wykazujace ekspresji CD16 (CDI14™CD16-); (ii) monocyty
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o wysokiej ekspresji CD14, wykazujace ekspresi¢ CD16 (CD14™"CD16+);
(iii)) monocyty o niskiej ekspresji CD14 wykazujace ekspresje CDI16
(CD14°¥CD16+). Identyfikacja poszczegodlnych podtypoéw komorek dendrytycz-
nych oparta zostala na panelu przeciwciat specyficznych dla antygenow z grupy
BDCA. W przypadku komoérek dendrytycznych plazmacytoidalnych oraz
mieloidalnego podtypu CD141+, réznicujaca cechg byta ekspresja powierzch-
niowa odpowiednio molekuty CD303 oraz CD141. Natomiast ze wzgledu na
mozliwos¢ wystepowania antygenu CDIlc rowniez na limfocytach B, jako
mieloidalny podtyp CDlc+ komoérek dendrytycznych kwalifikowano komorki
wykazujace ekspresje CDIc i nie wykazujace ekspresji specyficznego dla
limfocytow B antygenu CD19 (CD1¢+CD19-) [63].

Zestawienie molekut powierzchniowych ocenianych za pomoca opisanej
metody przedstawiono w Tabeli 1. Przeciwciala monoklonalne specyficzne dla
antygenéw z grupy BDCA wuzyskano z firmy Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany. Pozostate, zastosowane w tej metodzie, przeciwciala
monoklonalne i odpowiadajace im kontrole izotypowe uzyskano z firmy BD
Biosciences Pharmingen, San Jose, CA, USA.

Limfocyty T regulatorowe o fenotypie CD4+CD25+FoxP3+ identyfiko-
wane byly za pomoca ztozonego zewnatrz- i wewnatrzkomorkowego barwienia
z wykorzystaniem zestawu ,Human Regulatory T Cell Stainig Kit”
(eBioscience, San Diego, CA, USA), zgodnie z instrukcjami producenta.
W skrocie: w pierwszym etapie PBMCs byly barwione zewnatrzkomoérkowo
zuzyciem monoklonalnych przeciwcial specyficznych dla CD4 i1 CD25,
analogicznie do przedstawionej powyzej procedury barwienia zewnatrz-
komoérkowego. W kolejnym etapie, wybarwione komorki byly utrwalane
w roztworze utrwalajacym przez 60 minut, w temperaturze pokojowej,
a nastepnie dwukrotnie wyptukane i zawieszone w roztworze permeabilizacyj-
nym. Nastepnie, komorki byty inkubowane przez 30 min, w temperaturze 4-8°C,
ze zwigzanym z fluorochromem monoklonalnym przeciwciatem specyficznym
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dla czynnika transkrypcyjnego FoxP3, dwukrotnie plukane roztworem
permeabilizacyjnym i zawieszane w buforze PBS.

Przyktadowe obrazy analizy cytometrycznej poszczegdlnych populacji
komérek immunologicznych ocenianych w badaniu zostaly przedstawione na

rycinie 1.

Tabela 1. Oceniane w badaniu antygeny powierzchniowe oraz zastosowane w ocenie
cytometrycznej przeciwciata monoklonalne.
Table 1. Surface molecules assessed in the study and appropriate monoclonal antibodies

for FACS analysis.

Antygen Przeciwcialo Klon Izotyp
CDI1c¢/BDCAL1 Anty-CD1c-APC ADS-8E7 Mouse 1gG2a
CD303/BDCA2 Anty-CD303-FITC ACl144 Mouse [gG1
CD141/BDCA3 Anty-BDCA3-FITC ADS-14H12 Mouse IgG1
HLA-DR Anti-HLA-DR-APC L243 (G46-6) Mouse IgG2a
CD3 Anti-CD3-FITC UCHT1 Mouse IgG1
CD4 Anty-CD4-APC RPA-T4 Mouse [gG1
CD8 Anty-CDS8-PE HIT8a Mouse 1gG1
CD14 Anty-CD14-PerCP-Cy5.5 MSE2 Mouse IgG2a
CD16 Anty-CD16-FITC 3G8 Mouse IgG1
CD19 Anty-CD19-PE-Cy5 HIB19 Mouse [gG1
CD40 Anty-CD40-APC 5C3 Mouse IgG1
CD45 Anty-CD45- PerCP-Cy5.5 TU116 Mouse IgG1
CD56 Anty-CD56-PE B159 Mouse IgG1
CDS83 Anty-CD83-FITC HB15e Mouse [gG1
CD80 Anty-CD80-FITC L307.4 Mouse IgG1
CD86 Anty-CD86-PE 2331 (FUN-1) Mouse [gG1
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Ryec. 1. Populacje komérek jednojadrzastych krwi obwodowej oceniane w badaniu.
Przyktadowe obrazy oceny cytometrycznej poszczegdlnych populacji PBMC ex vivo,

z zastosowaniem barwienia monoklonalnymi przeciwciatami zwiazanymi z fluorochromem, tak
jak to opisano w sekcji ,,Materiaty i metody”: (A.) limfocyty T CD3+CD4+; (B.) limfocyty T
CD3+CD8+; (C.) Tregs (CD4+FoxP3+); (D.) komérki NKT (CD56+CD3+) oraz komorki NK
(CD56+CD3-); (E.) monocyty (CD14+); (F.) limfocyty B (CD19+) oraz mieloidalne komorki

dendrytyczne typu 1 (CD1c¢+CD19-); (G.) mieloidalne komodrki dendrytyczne typu 2 (CD141+);

(H.) plazmacytoidalne komérki dendrytyczne (CD303+).

Fig. 1. PBMC populations assessed in the study.

Representative flow cytometry analysis of particular PBMC populations ex vivo. PBMC were
stained with monoclonal antibodies, as described in “Materials and methods” section: (A.)
CD3+CD4+ T cells; (B.) CD3+CD8+ T cells; (C.) Tregs (CD4+FoxP3+); (D.) NKT cells

(CD56+CD3+) and NK cells(CD56+CD3-); (E.) monocytes (CD14+); (F.) B cells (CD19+) and
myeloid dendritic cells type 1 (CD1c¢+CD19-); (G.) myeloid dendritic cells type 2 (CD141+++);
(H.) plasmacytoid dendritic cells (CD303+).

llI-6. Sortowanie magnetyczne monocytéw

Monocyty pacjentow z rzutami SM opornymi na GCS izolowane byly
z krwi obwodowej, w trzech — opisanych powyzej — punktach czasowych terapii
plazmaferezami. Izolacje¢ prowadzono drogg sortowania negatywnego z zastoso-
waniem zestawu ,Monocyte Isolation Kit II” oraz sortera MidiMACS®
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), zgodnie z =zaleceniami
producenta. W skrécie: bezposrednio po uzyskaniu metoda gradientowa frakcji
PBMC, 2-4x10" komérek byto ptukane (10 minut, temperatura 5°C, predkosé
obrotowa 300g), a nastepnie zawieszane w jalowym, odgazowanym ,,Buforze do
separacji komorek” zawierajacym PBS, 0,5% BSA oraz 2 mM EDTA (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). W dalszej kolejnosci komoérki byty inkubowane
z panelem przeciwcial monoklonalnych zwigzanych z biotyna (specyficznych
dla molekut charakteryzujacych inne niz monocyty populacje leukocytarne),
anastgpnie z mikrokuleczkami magnetycznymi wigzacymi biotyne. Po
zakonczeniu inkubacji, niezwigzane przeciwciala monoklonalne oraz
mikrokuleczki usuwano z probek poprzez dwukrotne plukanie w ,,Buforze do
separacji komorek” (10 minut, temperatura 5°C, predkos¢ obrotowa 300g).
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Przygotowane w ten sposdb komorki byly poddawane sortowaniu na specjalnie
do tego przeznaczonych kolumnach, w polu magnetycznym sortera
MidiMACS®. Zwigzane z mikrokuleczkami magnetycznymi komorki (obejmu-
jace inne niz monocyty populacje komodrkowe) byly zatrzymywane w polu
magnetycznym na macierzy kolumny. Przeptywajaca swobodnie przez kolumne
frakcja negatywna zawierala w przeprowadzonych eksperymentach powta-
rzalnie powyzej 95% monocytow CD14+.

llI-7. Hodowle komoérkowe

Uzyskane od pacjentow z rzutami SM opornymi na GCS komorki pelnej
frakcji PBMC oraz izolowane magnetycznie monocyty zostaty poddane hodowli
in vitro.

PBMC. Niesortowane PBMC byly zawieszane w jalowym medium hodo-
wlanym (o skladzie opisanym powyzej), w stezeniu 2x10° komorek/mL,
a nastepnie umieszczane na 96-dotkowej, okragtodennej plytce hodowlanej
celem 48-godzinnej hodowli (temperatura 37°C, stezenie CO, 5%), bez sty-
mulacji lub w warunkach niespecyficznej stymulacji fitohemaglutyning (ang.
phytohemagglutinin - PHA, 5 pg/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Po zakonczeniu hodowli nadsgcza hodowlane byly zamrazane celem podzniej-
szego wykorzystania do pomiaru stezenia wybranych cytokin.

Monocyty. Izolowane magnetycznie monocyty, po uprzedniej cytometrycz-
nej kontroli czystosci frakcji, byly umieszczane na 96-dotkowych, okraglo-
dennych ptytkach hodowlanych w stezeniu 2x10° komérek/mL, a nastgpnie
poddawane 48-godzinnej hodowli (temperatura 37°C, stezenie CO, 5%)
w medium hodowlanym bez czynnikéw stymulujacych lub w medium hodowla-
nym z dodatkiem LPS (100 pg/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) albo
rekombinowanego ludzkiego IFN-y (100 UI/mL; R&D Systems Inc., Minnesota,
MN, USA). Po zakonczeniu hodowli monocyty byly pozyskiwane i oceniane
fenotypowo za pomoca cytometrii przeptywowej. Nadsacza hodowlane byly
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zamrazane celem pdzniejszego wykorzystania do pomiaru stezenia wybranych
cytokin.

lll-8. Sekrecja cytokin

Zawartos¢ wybranych cytokin w nadsaczach hodowlanych byta oceniana
metodg BD Cytometric Bead Array System™ na cytometrze przeptywowym BD
FACSCanto II® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), zgodnie z instrukcjami
producenta, z zastosowaniem zestawow FlexSets specyficznych dla ludzkiej
IL-1B, ludzkiej IL-6, ludzkiej IL-10, ludzkiej podjednostki p40 wspdlnej dla
IL-12 i IL-23 (IL-12/IL-23p40), ludzkiego IFN-y, ludzkiego TNF-a (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Zakres czulo$ci pomiaru wynosit dla
wszystkich zastosowanych zestawoéw FlexSets od 10 pg/mL do 2500 pg/mL.
Przechowywane w temperaturze -70°C nadsgcza hodowlane byly rozmrazane,
w kazdym przypadku, bezposrednio przed dokonaniem analizy. Natychmiast po
rozmrozeniu, nadsgcza byly inkubowane z, bedacymi skladnikiem odpowied-
nich zestawow FlexSets, kuleczkami optaszczonymi fabrycznie przeciwciatami
specyficznymi dla poszczegdlnych cytokin, a nastepnie z mieszaning zwigza-
nych z fluorochromem specyficznych przeciwciat wychwytujacych poszcze-
golne cytokiny zwigzane na powierzchni kuleczek. Po zakonczeniu inkubacji
i wyptukaniu nadmiaru przeciwcial, intensywnos¢ fluorescencji wiasciwych dla
poszczegdlnych cytokin typow kuleczek byla oceniana na cytometrze przepty-
wowym. Korelacja wynikow pomiaru intensywnosci fluorescencji ze stezeniem
cytokin w supernatancie dokonywana byla na podstawie odpowiednich krzy-
wych wzorcowych za pomoca programu FCAP Array (Soft Flow, Burnsville,
MN, USA).
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lI-9. Analiza statystyczna

Catkowita analiza przeprowadzonych pomiaréw zostala dokonana przez
badacza w sposob =zaslepiony co do danych osobowych i klinicznych
uczestnikow badania. Przypisanie poszczegélnych wynikéw do odpowiednich
grup badawczych oraz ocena statystyczna nastapily dopiero po zakonczeniu
wszystkich jednostkowych analiz (specyficznych dla konkretnych probek krwi
obwodowej). Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu
programu GraphPad Prism 5 (Graph Pad, La Jolla, CA, USA). Wiecej niz dwie
grupy byly porownywane z zastosowaniem nieparametrycznej analizy ANOVA
(test Kruskal-Wallis). W przypadku uzyskania wartosci p <0,05 dalsze
porownanie par grup bylo prowadzone z zastosowaniem nieparametrycznegu
testut w przypadku cytometrycznej analizy fenotypowej lub testu Mann-
Whtitney’a dla wynikdw pomiaru sekrecji cytokin. Wartos¢ p = 0,05 zostala
przyjeta jako prog istotnosci statystyczne;j.
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IV. WYNIKI

IV-1. Wplyw plazmaferezy na dystrybucje gidwnych populacji
limfocytarnych krwi obwodowej

W trakcie trwania i po zakonczeniu cyklu plazmaferez nie obserwowano
zmian ilosciowych populacji limfocytow T CD3+ oraz ich dwoch podstawo-
wych subpopulacji: limfocytow T CD3+CD4+ i limfocytow T CD3+CD8+
(ryc. 2. A-C). Nie stwierdzono rowniez wpltywu zabiegow plazmaferezy na
dystrybucje limfocytéw B CD19+, komérek NK CD56+CD3- oraz komorek
NKT CD56+CD3+ (ryc. 2. D-F). W przebiegu terapii nie doszto do istotnych
zmian we frakcji limfocytéw T regulatorowych CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs)
(ryc. 2. G).

IV-2. Wplyw plazmaferezy na strukture populacji komoérek
dendrytycznych krwi obwodowej

W przebiegu terapii plazmafereza nie stwierdzono zmian czgstosci
wystepowania dwoch  badanych  subpopulacji  mieloidalnych  komorek
dendrytycznych (ryc. 3. A-B). Niewielka tendencja wzrostowa subpopulacji
plazmacytoidalnej (ryc. 3. C) nie osiagnela wartosci istotnych statystycznie,
a czesto$¢ wystepowania plazmacytoidalnych komoérek dendrytycznych po
zakonczeniu cyklu plazmaferez miesdcita si¢, niezmiennie, w zakresie warto$ci
typowych dla zdrowych dorostych [43, 63]. Terapia plazmafereza nie wptyneta
réwniez na proporcje subpopulacji mieloidalnych i plazmacytoidalnych komoérek
dendrytycznych we krwi obwodowej pacjentéw (ryc. 3. D). Ekspresja markera
dojrzewania komoérek dendrytycznych (CD83) utrzymywala si¢ we wszystkich
punktach czasowych badania na bardzo niskim poziomie, nie wykazujac
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istotnych réznic pomigdzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (dane nie

zostaty zawarte w rycinach).
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Ryec. 2. Dystrybucja gtdwnych populacji limfocytarnych oraz monocytow krwi
obwodowej ex vivo w przebiegu terapii plazmafereza.

Dystrybucja podstawowych populacji limfocytow T (A.-C.), limfocytow B (D.), komérek NK (E.),
komorek NKT (F.), Tregs (G.) i catkowitej populacji monocytéw (H.) we frakcji komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej uzyskanej od pacjentow z opornym na GCS rzutem SM, przed
pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. I), po trzecim zabiegu plazmaferezy (pkt czas. II)

i po zakonczeniu cyklu plazmaferez (pkt czas. III). Linie poziome reprezentujg warto$¢ srednia,
linie pionowe reprezentuja wartos¢ +SD.

Fig. 2. Distribution of the main peripheral blood lymphocyte populations and monocytes
ex vivo over the course of plasma exchange treatment.

Distribution of the main T cell populations (A.-C.), B cells (D.), NK cells (E.), NKT cells (F.),
Tregs (G.) and the whole monocyte population (H.) in PBMC fraction obtained from patients
with glucocorticoid (GCS) resistant multiple sclerosis relapse before the first plasma exchange
(pkt czas. 1), after the 3rd plasma exchange (pkt czas. II) and after completion of plasma exchange
treatment (pkt czas. III). Horizontal lines represent mean values, vertical lines represent £SD.
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Ryec. 3. Struktura populacji komorek dendrytycznych krwi obwodowej ex vivo
w przebiegu terapii plazmafereza.

Dystrybucja mieloidalnych komoérek dendrytycznych typu 1 (A.), mieloidalnych komoérek
dendrytycznych typu 2 (B.), plazmacytoidalnych komérek dendrytycznych (C.) oraz stosunek
ilosciowy mieloidalnych do plazmacytoidalnych komorek dendrytycznych (D.) we frakcji komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej uzyskanej od pacjentow z opornym na GCS rzutem SM, przed
pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. 1), po trzecim zabiegu plazmaferezy (pkt czas. II)

i po zakonczeniu cyklu plazmaferez (pkt czas. II1). Linie poziome reprezentujg warto$¢ srednia,
linie pionowe reprezentuja wartos¢ +SD.

Fig. 3. Structure of the peripheral blood dendritic cell population ex vivo over the course
of plasma exchange treatment.

Distribution of myeloid dendritic cells type 1 (A.), myeloid dendritic cells type 2 (B.),
plasmacytoid dendritic cells (c.), and the ratio between myeloid and plasmacytoid dendritic cells
(D.) in PBMC fraction obtained from patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse before
the first plasma exchange (pkt czas. I), after the 3rd plasma exchange (pkt czas. II) and after
completion of plasma exchange treatment (pkt czas. III). Horizontal lines represent mean values,
vertical lines represent +SD.

IV-3. Wplyw plazmaferezy na subpopolacje monocytow
wykazujacych ekspresje CD16

Catkowita populacja monocytow (CD14+) nie ulegta w przebiegu cyklu
plazmaferez zmianom ilosciowym (ryc. 2. H). Jednakze, na podstawie analizy
subpopulacji tych komorek, stwierdzono istotny statystycznie spadek procentu
monocytow wykazujacych ekspresje powierzchniowa molekuty CD16, juz po
trzecim zabiegu plazmaferezy (punkt czasowy II i III) (ryc. 4. A). Terapia
plazmafereza nie miata wptywu na ekspresje CD16 w obrebie innych niz
monocyty populacji komorkowych (komorki CD14-) (ryc. 4. B).
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Ryc. 4. Ekspresja CD16 na komoérkach jednojadrzastych krwi obwodowej ex vivo
w przebiegu terapii plazmafereza.
Procent komoérek wykazujacych ekspresj¢ CD16 w populacji monocytow (CD14+) (A.) oraz

w populacji komoérek innych niz monocyty (CD14-) (B.) we frakcji komorek jednojadrzastych krwi

obwodowej uzyskanej od pacjentéw z opornym na GCS rzutem SM, przed pierwszym zabiegiem

plazmaferezy (pkt czas. I), po trzecim zabiegu plazmaferezy (pkt czas. II) i po zakonczeniu cyklu
plazmaferez (pkt czas. III). Linie poziome reprezentuja warto$¢ srednig, linie pionowe reprezentuja

warto$¢ +SD.

Fig. 4. Expression of CD16 in PBMC fraction ex vivo over the course of plasma
exchange treatment.

The percentage of cells expressing CD16 in CD14+ monocytes (A.) and in CD14- non-monocytes
(B.) in PBMC fraction obtained from patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse before
the first plasma exchange (pkt czas. I), after the 3rd plasma exchange (pkt czas. II) and after
completion of plasma exchange treatment (pkt czas. I1I). Horizontal lines represent mean values,
vertical lines represent +SD.
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IV-4. Zmiany subpopulacji CD14""CD16+ w przebiegu terapii
plazmafereza

Na pule wykazujacych ekspresje CD16 monocytow krwi obwodowej
sktadaja si¢ dwie odmienne fenotypowo i funkcjonalnie subpopulacje: monocyty
CD14°"CD16+ oraz monocyty CD14""CD16+ (ryc. 5. A). Efekt wywierany
przez plazmaferezg na strukture monocytéw u pacjentow poddawanych terapii,
zwiazany byl specyficznie z subpopulacja monocytow CD14"€'CD16+.
W przebiegu leczenia nie obserwowano natomiast wptywu plazmaferezy na
subpopulacje monocytow CD14°¥CD16+ (ryc. 5. B-E).

IV-5. Wplyw terapii glukokortykosteroidami na
obserwowane w przebiegu terapii plazmafereza
zmiany subpopulacji monocytow

W badaniu przeprowadzonym przez Fingerle-Rowsona i wsp. w grupie
pacjentdw leczonych z powodu rzutu SM, dozylna terapia wysokimi dawkami
GCS powodowata szybka redukcje frakcji monocytow krwi obwodowej
wykazujacych ekspresje molekuty CD16 [295]. Celem odrdznienia obserwowa-
nych w niniejszym badaniu efektow plazmaferezy od potencjalnych wptywow
poprzedzajacej terapii GCS, dystrybucja wykazujacych ekspresje CD16
subpopulacji monocytow, w grupie pacjentoéw leczonych plazmafereza, zostala
porownana z grupg zdrowych ochotnikow (n=10) oraz grupg pacjentdw
z rzutem SM leczonych z dobrym efektem klinicznym wysokimi dawkami GCS
i nie poddawanych zabiegom plazmaferezy (n = 6).
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Ryc. 5. Dystrybucja subpopulacji monocytow CD16+ w przebiegu terapii plazmafereza.
Przykladowa analiza cytometryczna subpopulacji monocytéw CD14'CD16+ i CD14°¥CD16+
u osoby zdrowej (A.) oraz u pacjenta z opornym na GCS rzutem SM przed pierwszym i po
ostatnim zabiegu plazmaferezy (odpowiednio: B. i C.). Umieszczone na obrazach analizy
cytometrycznej bramki wskazujg lokalizacj¢ subpopulacji monocytéw wykazujacych ekspresje
CD16 oraz wysoka lub niska intensywnos¢ barwienia CD14 (odpowiednio: CD14"¢"CD16+
i CD14°“CD16+), liczby oznaczaja procent ujetych w poszezegdlnych bramkach komoérek.
Terapia plazmafereza (pkt czas. I - pkt czas. III) prowadzi u pacjentéw z opornym na GCS rzutem
SM do redukeji subpopulacji CD14"CD16+ (D.), podczas gdy subpopulacja CD14°YCD16+ nie
ulega istotnym zmianom (E.). Linie poziome reprezentuja warto$¢ $rednia, linie pionowe
reprezentuja warto$¢ £SD.

Fig. 5. Distribution of CD16+ monocyte subpopulations over the course
of plasma exchange treatment.

Representative flow cytometry analysis of CD14"#"CD16+ and CD14°*CD16+ monocyte
subpopulations in a healthy individual (A.) and in a patient with GCS resistant multiple sclerosis
relapse before the first and after the last plasma exchange (B. and C., respectively). Gates
in dot-plots indicate the localisation of monocyte subpopulations expressing CD16 and high
or low levels of CD14 (CD14""CD16+ and CD14°CD16+, respectively), numbers indicate
the percentage of gated cells. Plasma exchange treatment (time-points: pkt czas. I — pkt czas. III)
leads in patients with GCS resistant multiple sclerosis relapses to reduction of CD14"$"CD16+
monocytes (D.), whereas the CD14°¥CD16+ subpopulation is not affected by the therapy (E.).

Horizontal lines in the graphs represents mean values, vertical lines represent £SD.

Catkowita populacja monocytow nie wykazywata istotnych roznic
ilosciowych pomigdzy poszczegdlnymi grupami. Frakcja monocytow CD16+ nie
roéznita si¢ pomigdzy grupg osoéb zdrowych a grupa pacjentéw z rzutem SM
leczonych jedynie za pomoca GCS. Jednakze, procent wykazujacych ekspresje
CD16 monocytow krwi obwodowej w grupie pacjentow leczonych plazma-
fereza, byl istotnie wyzszy niz u zdrowych ochotnikéw (p < 0,01) oraz u pac-
jentow leczonych jedynie GCS (p < 0,05). Co wazne, roznica ta ulegata
wyrdéwnaniu w przebiegu terapii plazmafereza (ryc. 6. A).
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Ryec. 6. Rozktad subpopulacji monocytow CD16+ w zaleznosci od leczenia GCS.
Ekspresja powierzchniowa CD16 w catkowitej populacji monocytow (A.), w subpopulacji
monocytéw CD14" (B.) i subpopulacji monocytéw CD14°% (C.) u 0sob zdrowych (Kontrola,
n = 10), u pacjentdéw z rzutem SM wrazliwym na GCS (GCS, n = 6) oraz u pacjentow z opornym
na GCS rzutem SM, poddanych terapii plazmafereza - w poszczegbdlnych punktach czasowych
terapii (odpowiednio: pkt czas. I — pkt czas. III, n = 14). Obserwowany wzrost subpopulacji
monocytdw CD14™CD16+ jest specyficzny dla pacjentéw z opornym na GCS rzutem SM przed
pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. I) i nie wystgpuje w grupie kontrolnej os6b
zdrowych ani w grupie pacjentow z rzutem SM wrazliwym na leczenie GCS (B.). Populacja
CD14"°YCD16+ ulega zmniejszeniu u wszystkich pacjentow, ktorzy otrzymywali GCS (C.).

Linie poziome reprezentuja warto$¢ $rednia, linie pionowe reprezentuja warto$¢ £SD.

Fig. 6. Distribution of CD16+ monocyte subpopulations depending on GCS treatment.
Surface expression of CD16 in the whole monocyte population (A.) and CD14"" (B.) and CD14"°"
(C.) monocyte subpopulations in healthy controls (Kontrola, n = 10), multiple sclerosis patients
with GCS sensitive relapse (GCS, n = 6) and multiple sclerosis patients treated with plasma
exchange at different time points (pkt czas. I — pkt czas. III, n = 14). The significant increase
in CD14"¢"CD16+ monocytes is specific for GCS unresponsive relapses before plasma exchange
treatment (pkt czas. I) and does not occur in healthy individuals or MS relapses responsive
to steroids (B.). The CD14°¥CD16+ monocyte subpopulation is decreased in all patients treated

with GCS (C.). Horizontal lines in the graphs represents mean values, vertical lines represent +SD.
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Szczegdtowa analiza subpopulacji monocytow wykazata, iz obserwowany
wzrost liczebno$ci frakcji wykazujacej ekspresje CD16, byl zalezny specy-
ficznie od subpopulacji CD14"CD16+. Procent monocytéow CD14""CD16+
byl istotnie wyzszy w grupie pacjentow leczonych plazmafereza przed
wykonaniem pierwszego zabiegu w poréwnaniu z osobami zdrowymi oraz
z pacjentami leczonymi jedynie GCS (ryc. 6.B). Natomiast, zgodnie
z wezesniejszymi doniesieniami, subpopulacja monocytow CD14°“CD16+ byta,
W poréwnaniu z grupg osob zdrowych, istotnie zmniejszona u wszystkich
chorych, ktorzy otrzymywali GCS — niezaleznie od przynaleznosci do grupy
pacjentdw leczonych jedynie GCS, czy tez zakwalifikowanych do dalszej terapii
plazmafereza (ryc. 6. C).

IV-6. Zaleznos¢ odpowiedzi klinicznej na terapie
plazmaferezg od struktury subpopulacji monocytéw
krwi obwodowej

Na podstawie szczegdtowej oceny neurologicznej oraz kryteriow
zamieszczonych w sekcji ,,Materialy i metody”, 11 z 14 biorgcych udziat
w badaniu pacjentow z opornym na GCS rzutem SM (78,6%), zostalo
ocenionych jako wykazujacy odpowiedz kliniczng na terapi¢ plazmafereza
(pozytywna odpowiedz kliniczna), natomiast u pozostatych 3 pacjentow (21,4%)
nie stwierdzono efektu klinicznego w wyniku zastosowanej terapii (negatywna
odpowiedz kliniczna). Odpowiedz kliniczna na terapi¢ plazmaferezag w badanej
grupie pacjentdw nie miata istotnego zwigzku z wiekiem, plcig ani stopniem
nasilenia objawoéw neurologicznych w skali EDSS przed rozpoczeciem terapii.

Catkowita populacja monocytow (CD14+) nie wykazywata zadnych
istotnych réznic pomigdzy podgrupami pacjentdw z pozytywna i negatywna
odpowiedzig kliniczng, w zadnym z punktéw czasowych badania. Jednakze,
przed rozpoczgciem cyklu plazmaferez (punkt czasowy 1), procent monocytow
wykazujacych ekspresje CD16 byt w podgrupie z pozytywna odpowiedzig
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kliniczng na plazmaferezg istotnie wyzszy niz w grupie osob zdrowych, w grupie
pacjentéw leczonych jedynie GCS oraz w podgrupie pacjentow z negatywna
odpowiedzig kliniczng na terapi¢ plazmafereza (odpowiednio: p < 0,0005,
p <0,005 oraz p < 0,05). Rownolegle do poprawy stanu neurologicznego
w przebiegu cyklu plazmaferez, u pacjentéw z pozytywna odpowiedzig kliniczna
nastgpowato zmniejszenie frakcji monocytow CD16+ (ryc. 7. A). Natomiast
w podgrupie z negatywng odpowiedzia kliniczng, procent monocytow
wykazujacych ekspresje CD16 nie wykazywal zmian w przebiegu cyklu
plazmaferez i nie réznit si¢ od wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej osob
zdrowych oraz w grupie pacjentow z rzutem SM leczonych jedynie GCS
(ryc. 7. A).

Na podstawie analizy subpopulacji monocytow CD16+ stwierdzono, ze
roznice obserwowane pomiedzy pacjentami z pozytywna i negatywna
odpowiedzig na terapi¢ plazmafereza zalezne sg specyficznie od monocytow
CD14""CD16+ (ryc. 7. B). W przeciwienstwie do tych wynikow, w przebiegu
cyklu plazmaferez nie stwierdzono zadnych istotnych zmian subpopulacji
monocytow CDI14°“CD16+, bez wzgledu na przynalezno$é¢ do podgrupy
z pozytywna czy tez negatywna odpowiedzig na zastosowang terapig (ryc. 7. C).
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Ryc. 7. Rozktad subpopulacji monocytéw CD16+ w zaleznosci od odpowiedzi klinicznej
na terapi¢ plazmafereza.

Dystrybucje frakcji monocytéw wykazujacych ekspresje CD16 (A.), subpopulacji monocytow
CD14"¢"CD16+ (B.) i subpopulacji monocytow CD14°¥CD16+ (C.) oceniano u pacjentow
poddawanych terapii plazmafereza z powodu opornego na GCS rzutu SM - wykazujacych
pozytywna odpowiedz kliniczng lub brak odpowiedzi klinicznej na zastosowang terapi¢
(odpowiednio: gr. poz., n = 11 oraz gr. neg., n = 3; kryteria oceny klinicznej zawarte sag w sekcji
,Materialy i metody”). Rycina obrazuje wyniki analizy przeprowadzonej przed pierwszym
zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. I) oraz po zakonczeniu cyklu plazmaferez (pkt czas. I11),

w odniesieniu do danych uzyskanych w grupie kontrolnej 0s6b zdrowych (Kontrola, n = 10) oraz
w grupie pacjentéw z rzutem SM wrazliwym na leczenie GCS (GCS, n = 6).

Linie poziome reprezentuja warto$¢ srednia, linie pionowe reprezentuja warto$¢ +=SD.

Fig. 7. Structure of CD16+ monocyte subpopulations in plasma exchange responders

and non-responders.

Distribution of CD16+ monocytes (A.), and the CD14"#"CD16+ (B.) and CD14°*CD16+ (C.)
monocyte subpopulations was analyzed in multiple sclerosis patients with GCS resistant relapses
clinically responding or without clinical response to plasma exchange treatment (gr. poz.,n =11

and gr. neg., n = 3, respectively). Data were compared to healthy controls (Kontrola, n = 10),
and multiple sclerosis patients effectively treated with GCS (GCS, n = 6). Analyses were
performed at different time points over the course of plasma exchange treatment: before plasma
exchange (pkt czas. 1), and after completion of plasma exchange treatment (pkt czas. III).
Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent +SD.

IV-7. Wplyw plazmaferezy na profil ekspresji
powierzchniowej molekut kostymulacyjnych ex vivo

W celu dalszego sprecyzowania wpltywu terapii plazmafereza na elementy
komoérkowe ukladu odpornosciowego, obok analizy ilo$ciowej dokonano
rowniez analizy fenotypowej badanych populacji, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem molekul bioracych udziat w procesie kostymulacji. Ekspresja jednego
z glownych przedstawicieli nadrodziny TNF - molekuty CD40 oraz jednej
z dwoch najwazniejszych czasteczek kostymulacyjnych z rodziny B7 - CD80
ksztattowala si¢ we wszystkich badanych probkach na bardzo niskim poziomie
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i nie wykazywata r6znic pomigdzy poszczegdlnymi grupami uczestnikow. Nie
stwierdzono réwniez wplywu zabiegow plazmaferezy na ekspresje tych molekut
(dane nie zostaly zawarte w rycinach). W przeciwienstwie do CD40 i CD80,
druga z kluczowych molekut kostymulacyjnych z rodziny B7 — CD86, wykazy-
wala istotna, si¢gajaca powyzej 20%, ekspresj¢ we frakcji komorek jedno-
jadrzastych ex vivo. Jednakze, rowniez w przypadku tej molekuty nie stwierdzo-
no modulacji ekspresji pod wptywem zabiegow plazmaferezy (ryc. 8. A), ani tez
korelacji z odpowiedzia kliniczng na zastosowana terapig (ryc. 8. B).
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Ryc. 8. Ekspresja CD86 ex vivo w populacji komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
w przebiegu terapii plazmafereza.

Ekspresja powierzchniowa molekuty kostymulacyjnej CD86 we frakcji PBMC oceniana byta
ex vivo: w calej grupie pacjentow z opornym na GCS rzutem SM (A.) oraz w podgrupach
pacjentdw wykazujacych pozytywna odpowiedz kliniczng lub brak odpowiedzi klinicznej na
plazmafereze (B., odpowiednio: gr. poz., n =11 oraz gr. neg., n = 3). Analiz¢ prowadzono
w poszczeg6lnych punktach czasowych terapii plazmafereza (pkt czas. I — pkt czas. III).
Linie poziome reprezentuja warto$¢ srednia, linie pionowe reprezentuja wartos¢ +=SD.

Fig. 8. Expression of CD86 ex vivo in PBMC fraction over the course of plasma
exchange treatment.

Surface expression of CD86 in PBMC fraction was analyzed ex vivo in the whole group of patients
with GCS resistant multiple sclerosis relapse (A.) and in subgroups of patients responding
and non-responding to plasma exchange treatment (B., gr. poz., n =11 and gr. neg., n =3,

respectively). Analyses were performed at different time points over the course
of plasma exchange treatment (pkt czas. I — pkt czas. III).
Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent +SD.

Zgodnie z oczekiwaniami, znacznie wyzszy poziom ekspresji CD86
($rednio okoto 90%) wykazano w populacji monocytow krwi obwodowej.
Nie obserwowano jednak zmian tego parametru w przebiegu cyklu plazmaferez,
ani istotnych  réznic pomigdzy poszczegolnymi podgrupami pacjentow
(ryc. 9. AiB).
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Ryc. 9. Ekspresja CD86 ex vivo w populacji monocytéw krwi obwodowej w przebiegu

terapii plazmafereza.

Ekspresja powierzchniowa molekuty kostymulacyjnej CD86 w catkowitej populacji monocytow
(CD14+) krwi obwodowej oceniana byta ex vivo: w catej grupie pacjentéw z opornym na GCS
rzutem SM (A.) oraz w podgrupach pacjentow wykazujacych pozytywna odpowiedz kliniczng

lub brak odpowiedzi klinicznej na plazmaferez¢ (B., odpowiednio: gr. poz.,n=11
oraz gr. neg., n = 3). Analiz¢ prowadzono w poszczegdlnych punktach czasowych
terapii plazmafereza (pkt czas. I — pkt czas. III).
Linie poziome reprezentuja warto$¢ srednia, linie pionowe reprezentuja warto$¢ +=SD.

Fig. 9. Expression of CD86 ex vivo in peripheral blood monocyte population over
the course of plasma exchange treatment.

Surface expression of CD86 in CD14+ monocyte population was analyzed ex vivo in the whole
group of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse (A.) and in subgroups of patients
responding and non-responding to plasma exchange treatment (B., gr. poz., n =11 and
gr. neg., n = 3, respectively). Analyses were performed at different time points over
the course of plasma exchange treatment (pkt czas. [ — pkt czas. III).

Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent +SD.
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IV-8. Wpltyw plazmaferezy na ekspresje powierzchniowg
czasteczek MHC klasy Il ex vivo

Ekspresja czasteczek nalezacych do kompleksu MHC klasy II jest uwazana
za wskaznik zdolnosci komorki do udzialu w procesie prezentacji antygenu.
W badaniu nie obserwowano wpltywu zabiegow plazmaferezy na ekspresje
czasteczek HLA-DR w catkowitej frakcji PBMC ex vivo, ani r6znic pomigdzy
pacjentami z pozytywng i negatywna odpowiedzig na zastosowang terapig
(ryc. 10. A i B.). Jednakze, ocena tego parametru w populacji monocytow
wykazata, iz u pacjentow z negatywna odpowiedzig kliniczng na terapig
plazmafereza procent monocytow wykazujacych ekspresje HLA-DR ex vivo byt
przed rozpoczgciem cyklu plazmaferez istotnie nizszy niz u oséb zdrowych oraz
u pacjentdw reagujacych pozytywnie na tego typu terapi¢ (p < 0,005) (ryc. 11.).
Co wigcej, w przebiegu cyklu plazmaferez parametr ten ulegal istotnej poprawie
(ryc. 11. B).

W szczegdtowej analizie poszczegdlnych subpopulacji monocytow
wykazano, iz obserwowany deficyt ekspresji HLA-DR byt specyficzny dla tzw.
,klasycznych” monocytéw o fenotypie CD14"'CD16- (ryc. 12. A), podczas gdy
obie populacje monocytow CD16+ nie wykazywaly réznic ekspresji HLA-DR,
zaleznych od odpowiedzi klinicznej na plazmafereze (ryc. 12. B i C)
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Ryc. 10. Ekspresja HLA-DR ex vivo w populacji komodrek jednojadrzastych
krwi obwodowej w przebiegu terapii plazmafereza.

Ekspresja powierzchniowa HLA-DR we frakcji PBMC oceniana byla ex vivo: w calej grupie
pacjentéw z opornym na GCS rzutem SM (A.) oraz w podgrupach pacjentow wykazujacych
pozytywna odpowiedz kliniczng lub brak odpowiedzi klinicznej na plazmaferezg
(B., odpowiednio: gr. poz., n = 11 oraz gr. neg., n = 3). Analiz¢ prowadzono w poszczegodlnych
punktach czasowych terapii plazmaferezg (pkt czas. I — pkt czas. III).

Linie poziome reprezentujg warto$¢ srednia, linie pionowe reprezentuja warto$¢ +SD.

Fig. 10. Expression of HLA-DR ex vivo in PBMC fraction over the course
of plasma exchange treatment.

Surface expression of HLA-DR in PBMC fraction was analyzed ex vivo in the whole group
of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse (A.) and in subgroups of patients
responding and non-responding to plasma exchange treatment (B., gr. poz., n = 11 and gr. neg.,
n = 3, respectively). Analyses were performed at different time points over the course
of plasma exchange treatment (pkt czas. I — pkt czas. III).

Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent +SD.
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Ryc. 11. Ekspresja HLA-DR ex vivo w populacji monocytow krwi obwodowe;j
w przebiegu terapii plazmafereza.

Ekspresja powierzchniowa HLA-DR w catkowitej populacji monocytow (CD14+) krwi
obwodowej oceniana byta ex vivo: w calej grupie pacjentdéw z opornym na GCS rzutem SM (A.)
oraz w podgrupach pacjentow wykazujacych pozytywna odpowiedz kliniczng lub brak odpowiedzi
klinicznej na plazmafereze (B., odpowiednio: gr. poz., n = 11 oraz gr. neg., n = 3). Analiz¢
prowadzono w poszczegodlnych punktach czasowych terapii plazmafereza (pkt czas. I — pkt
czas. III), w odniesieniu do danych uzyskanych w grupie kontrolnej osob zdrowych
(Kontrola, n = 10). W panelu B. pominigto punkt czasowy II.

Linie poziome reprezentujg warto$¢ srednia, linie pionowe reprezentuja warto$¢ +SD.

Fig. 11. Expression of HLA-DR ex vivo in peripheral blood monocyte population
over the course of plasma exchange treatment.

Surface expression of HLA-DR in CD14+ monocyte population was analyzed ex vivo in the whole
group of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse (A.) and in subgroups of patients
responding and non-responding to plasma exchange treatment (B., gr. poz., n = 11 and gr. neg.,
n = 3, respectively). Analyses were performed at different time points over the course of plasma

exchange treatment (pkt czas. I — pkt czas. III). Data were compared to healthy controls
(Kontrola, n = 10). The time-point II (pkt czas. II) was not shown in the panel B.

Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent +SD.



M. Stasiotek

66

4
_ F \\eo
<
\*Q
6,
« “« -/ %,
mVo %
\*Q
6,
] 0,
] 2
am | ] - .
[ m _ _ B %, K
mVO
\*Q
UK 8
o0 (] oo - /. oQ‘
L) eﬁr %
O
r T T T T 2
o [~ [~ =] (=] o .VQ.
S © 3 < « S
o,
+9LA0pmo V1 AD M +HA-VTH % %
m
> > o \\\
_ Qmuﬁu
\%Q
&,
<« < [ 7, %.
o@o 6
8 o
Q L] ll "L L 00.
o ] [] \\\e %
& %
\*O‘
% b %
° g S o,
) o@o )
r T T T T 2
o o o o o =] *Q.
m o =) ~ © wn 90
.
-9LAJypy¥1 A M +UA-VIH% %
<

+9100yp, P+ A0 M +¥A-VTH%

™ 4
4 S,
)
£
- /s, %.
&, %
0\
%Q.
%
» %,
7 60 6
m
0\
%Q.
Ly
B w,
< °
£
o *Q .
8
OQ.
%



IV. Wyniki 67

Ryc. 12. Ekspresja HLA-DR ex vivo w poszczegbdlnych subpopulacjach monocytow
w przebiegu terapii plazmafereza.

Ekspresja powierzchniowa HLA-DR byta oceniana w subpopulacji monocytow CD14"¢"CD16-
(A.), w subpopulacji monocytow CD14°"CD16+ (B.) oraz w subpopulacji monocytow
CD14"¢"CD16+ (C.) u pacjentéw poddawanych terapii plazmafereza z powodu opornego na GCS
rzutu SM, z podzialem na pacjentdéw wykazujacych pozytywna odpowiedz kliniczng Iub brak
odpowiedzi klinicznej na zastosowang terapi¢ (odpowiednio: gr. poz., n = 11 oraz gr. neg., n = 3).
Rycina obrazuje wyniki analizy przeprowadzonej przed pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt
czas. I) oraz po zakonczeniu cyklu plazmaferez (pkt czas. III). Obserwowane obnizenie ekspresji
HLA-DR przed rozpoczgciem zabiegdw plazmaferez jest specyficzne dla subpopulacji monocytow
CD14"¢"CD16-. Linie poziome reprezentuja wartosé $rednia, linie pionowe reprezentuja
warto$¢ £SD.

Fig. 12. Expression of HLA-DR ex vivo in monocyte subpopulations
over the course of plasma exchange treatment.

Surface expression of HLA-DR was analysed in monocyte subpopulations: CD14""CD16- (A.),
CD14°YCD16+ (B.) and CD14""CD16+ (C.) in multiple sclerosis patients with GCS resistant
relapse - responding and non-responding to plasma exchange treatment (B., gr. poz., n=11 and gr.
neg., n=3, respectively). The figure shows the results obtained before plasma exchange (pkt
czas. I), and after completion of plasma exchange treatment (pkt czas. III). The decreased
HLA-DR expression before plasma exchange is specific for CD14""CD16- monocyte
subpopulation. Horizontal lines in the graph represents mean values, vertical lines represent =SD.
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Rye. 13. Profil ekspresji powierzchniowej monocytéw in vitro w przebiegu
terapii plazmaferezg.

Ekspresja powierzchniowa CD16 (A.), CD40 (B.), CD80 (C.), CD86 (D.) oraz HLA-DR (E.)
oceniana byta na monocytach poddawanych 48-godzinnej hodowli w czystym medium
hodowlanym lub w warunkach stymulacji za pomoca LPS lub IFN-y (warunki stymulacji
oznaczono na rycinie odpowiednio: M, LPS i IFN). Monocyty izolowane byty z krwi obwodowe;j
pacjentdw z opornym na GCS rzutem SM w poszczegolnych punktach czasowych terapii
plazmaferezg (pkt czas. I — pkt czas. III). Linie poziome reprezentuja warto$¢ mediany,
linie pionowe reprezentuja warto$¢ +=SD.

Fig. 13. Surface expression profile of monocytes in vitro over the course
of plasma exchange treatment.

Surface expression of CD16 (A.), CD40 (B.), CD80 (C.), CD86 (D.) and HLA-DR (E.) was
assessed in monocytes after 48h culture in un-supplemented culture medium or under
inflammatory stimulation with LPS or IFN-y (M, LPS and IFN, respectively), Monocytes were
isolated from peripheral blood of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse at different
time points over the course of plasma exchange treatment (pkt czas. I — pkt czas. III).
Horizontal lines in the graph represents median values, vertical lines represent £SD.
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IV-9. Wpltyw plazmaferezy_ na generacje monocytéw CD16+
z monocytéw CD14™9"CD16- in vitro

W celu charakteryzacji znaczenia funkcjonalnego obserwowanych ex vivo
zmian struktury i fenotypu monocytow krwi obwodowej, we wszystkich
punktach czasowych badania przeprowadzono analize profilu ekspresji
powierzchniowej monocytéw poddawanych hodowli in vitro, w warunkach bez
stymulacji, lub pod wplywem stymulacji LPS lub IFN-y. Zastosowana
w badaniu metoda izolacji magnetycznej nietknictych (,,untouched”)
monocytow, umozliwita otrzymywanie, w powtarzalny sposéb, czystej
frakcji niezwigzanych z zadnymi odczynnikami ,klasycznych” monocytow
CD14""CD16-. W przeprowadzonych eksperymentach, generacja monocytow
CD16+ de novo w hodowli, utrzymywata si¢ na niskim poziomie, bez istotnych
roznic zwigzanych z warunkami stymulacji. Nie obserwowano rowniez wptywu
zabiegow plazmaferezy na ekspresjc CDI16 na powierzchni monocytow
w hodowli (ryc. 13. A), ani zaleznosci tego parametru od odpowiedzi kliniczne;j
na terapi¢ (dane nie zostaly zawarte w rycinie).

IV-10. Profil ekspresji powierzchniowej monocytow in vitro
w przebiegu terapii plazmafereza

W przeprowadzonych eksperymentach hodowlanych obserwowano
odmienny wplyw zastosowanych warunkow stymulacji (LPS vs. [FN-y) na profil
ekspresji powierzchniowej monocytéw. Stymulacja IFN-y powodowata, we
wszystkich punktach czasowych badania, istotny wzrost procentu monocytow
wykazujacych ekspresje powierzchniowg molekut CD40 i CD80, w poréwnaniu
z komorkami hodowanymi bez dodatkowej stymulacji lub stymulowanymi za
pomoca LPS. Stymulacja LPS nie powodowata zadnych istotnych zmian
w ekspresji CD40 i CD80 w porownaniu z komoérkami nie stymulowanymi
(ryc. 13.Bi1C).
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W przeciwienstwie do molekut CD40 i CD80, monocyty krwi obwodowe;j
ex vivo wykazuja wysoki procent ekspresji molekuty kostymulacyjnej CD86 jak
rowniez czasteczek HLA-DR. W warunkach hodowli bez stymulacji lub pod
wplywem stymulacji IFN-y, ta charakterystyka fenotypowa nie ulegata zmianie.
Stymulacja za pomoca LPS powodowala natomiast we wszystkich punktach
czasowych badania istotny spadek ilo$ci monocytow wykazujacych ekspresje
molekut CD86 oraz HLA-DR, w poréwnaniu z komoérkami nie stymulowanymi
oraz z komoérkami stymulowanymi za pomocg IFN-y (ryc. 13. D i E). Nasilenie
ekspresji powierzchniowej poszczegélnych molekul (oceniane w analizie
cytometrycznej na podstawie Sredniej intensywnosci fluorescencji — ang. mean
fluorescence intensity - MFI) na komoérkach pozytywnych dla danego parametru
wykazywato znaczne réznice osobnicze i nie bylo istotnie odmienne pomiedzy
poszczegbdlnymi grupami badawczymi (dane nie zostaly zawarte w rycinach).

Powyzsze obserwacje mialy stalty charakter w przebiegu terapii
plazmafereza (ryc. 13. A-E) i nie wykazywaly istotnego zwigzku z odpowiedzia
kliniczng na zastosowane leczenie.
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Ryc. 14. Profil sekrecji komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j in vitro
w przebiegu terapii plazmafereza.

Sekrecja IL1-8 (A.), IL-6 (B.), IL-10 (C.), podjednostki p40 IL-12/IL-23 (D.), IFN-y (E.) oraz

TNF-a (F.) oceniane byly metoda Cytometric Bead Array System™ w nadsaczach uzyskanych
z 48-godzinnej hodowli PBMC w warunkach niespecyficznej stymulacji za pomoca PHA. PBMC
pozyskiwane byly z krwi obwodowej pacjentdw z opornym na GCS rzutem SM w poszczegdlnych
punktach czasowych terapii plazmafereza. Rycina obrazuje wyniki analizy przeprowadzonej przed

pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. I) oraz po zakonczeniu cyklu plazmaferez
(pkt czas. I1I). Linie pionowe reprezentujg warto§¢ £SD.

Fig. 14. Secretion profile of PBMC fraction in vitro over the course of plasma
exchange treatment.

Secretion of IL1-8 (A.), IL-6 (B.), IL-10 (C.), p40 subunit of IL-12/IL-23 (D.), IFN-y (E.) and
TNF-a (F.) was assessed with Cytometric Bead Array System™ in supernatants from 48h culture
of PBMC under unspecific stimulation with PHA. PBMC were isolated from peripheral blood
of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse at different time points over the course
of plasma exchange treatment. The figure shows the results obtained before first plasma exchange
(pkt czas. 1), and after completion of plasma exchange treatment (pkt czas. III).

Vertical lines in the graph represent £SD.

IV-11. Profil sekrecji komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej in vitro w przebiegu terapii plazmafereza

Kolejnym etapem analizy funkcjonalnej wptywu plazmaferezy na uktad
immunologiczny pacjentdéw byta ocena profilu sekrecji PBMC in vitro
w warunkach niespecyficznej stymulacji za pomoca PHA. W przebiegu cyklu
plazmaferez, nie stwierdzono istotnych zmian w wydzielaniu przez catkowita
frakcje PBMC cytokin o charakterze prozapalnym: IL-1p, IL-6, IL-12/IL-23 p40,
IFN-y, TNF-a oraz immunoregulacyjnym: IL-10, (ryc. 14. A-F).
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Ryec. 15. Profil sekrecji monocytow krwi obwodowej in vitro w przebiegu terapii
plazmafereza.

Sekrecja IL1-6 (A.), IL-6 (B.), IL-10 (C.) oraz TNF-a (D.) oceniana byta metodg Cytometric Bead
Array System™ w nadsaczach uzyskanych z 48-godzinnej hodowli monocytéw w warunkach
stymulacji za pomocg LPS lub IFN-y (warunki stymulacji oznaczone na rycinie odpowiednio: LPS
i IFN). Monocyty izolowane byly z krwi obwodowej pacjentdow z opornym na GCS rzutem SM
w poszczegblnych punktach czasowych terapii plazmafereza. Rycina obrazuje wyniki analizy
przeprowadzonej przed pierwszym zabiegiem plazmaferezy (pkt czas. I) oraz po zakonczeniu cyklu

plazmaferez (pkt czas. III). Linie pionowe reprezentuja warto§¢ +SD.
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Fig. 15. Secretion profile of peripheral blood monocytes in vitro over the course
of plasma exchange treatment.

Secretion of IL1-8 (A.), IL-6 (B.), IL-10 (C.) and TNF-a (D.) was assessed with Cytometric Bead
Array System™ in supernatants from 48h culture of monocytes under inflammatory stimulation
with LPS or IFN-y (LPS and IFN, respectively). Monocytes were isolated from peripheral blood

of patients with GCS resistant multiple sclerosis relapse at different time points over the course of
plasma exchange treatment. The figure shows the results obtained before first plasma exchange

(pkt czas. I), and after completion of plasma exchange treatment (pkt czas. III).
Vertical lines in the graph represent £SD.

IV-12. Zmiany profilu sekrecji monocytéw in vitro w przebiegu
terapii plazmaferezg

W badaniu dokonano réwniez analizy profilu wydzielniczego monocytéw
izolowanych od pacjentow we wszystkich, objetych badaniem, punktach
czasowych terapii plazmafereza. Podobnie jak w przypadku analizy
fenotypowej, monocyty hodowane byly w medium hodowlanym bez dodatkowej
stymulacji, lub w warunkach stymulacji LPS albo IFN-y. Wydzielanie
ocenianych cytokin: IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12/IL-23 p40, TNF-a przez monocyty
niestymulowane ksztaltowato si¢ we wszystkich punktach czasowych ponizej
granicy czulo$ci pomiaru (<10 pg/mL). W przypadku podjednostki p40
IL-12/IL-23, bardzo niskie warto$ci stwierdzono rowniez w hodowli monocytow
stymulowanych za pomocg LPS i IFN-y (dane nie zostaty zawarte w rycinach).

We wszystkich punktach czasowych, stymulacja za pomoca LPS
powodowata istotnie wyzsza, w poréwnaniu ze stymulacjg IFN-y, sekrecje
IL-1B, IL-6 i IL-10 (ryc. 15. A-C). Natomiast wydzielanie TNF-a nie wykazy-
wato réznic pomiedzy tymi dwoma warunkami stymulacji (ryc. 15. D). Analiza
danych catej grupy pacjentow nie wykazata wptywu plazmaferez na powyzsze
parametry. Jednakze, po skorelowaniu profilu sekrecyjnego monocytow in vitro
z danymi klinicznymi stwierdzono, iz w przebiegu plazmaferez u pacjentow
z pozytywng odpowiedzig kliniczng wydzielanie TNF-o pod wptywem LPS
i IFN-y wykazywato tendencje spadkowa (nie osiagajac istotnos$ci statystycz-
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nej), podczas gdy w podgrupie z negatywna reakcjg terapeutyczng wydzielanie
TNF-a rosto, osiagajac — w warunkach stymulacji IFN-y — warto$ci istotnie
wyzsze po zakonczeniu terapii niz przed jej rozpoczeciem (ryc. 16. A i B,
Ww rycinie pomini¢to punkt czasowy II)
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Ryc. 16. Sekrecja TNF-a przez monocyty krwi obwodowe;j in vitro w zalezno$ci
od odpowiedzi klinicznej na terapi¢ plazmafereza.

Sekrecja TNF-a oceniana byta metoda Cytometric Bead Array System™ w nadsgczach uzyskanych
z 48-godzinnej hodowli monocytow w warunkach stymulacji za pomoca LPS (A.) lub IFN-y (B.).
Rycina obrazuje wyniki analizy przeprowadzonej przed pierwszym zabiegiem plazmaferezy
(pkt czas. I) oraz po zakonczeniu cyklu plazmaferez (pkt czas. III) u pacjentow wykazujacych
pozytywng odpowiedz kliniczng lub brak odpowiedzi klinicznej na zastosowang terapi¢
(odpowiednio: gr. poz., n = 11 oraz gr. neg., n = 3). Linie pionowe reprezentuja warto$¢ +£SD.

Fig. 16. TNF-a secretion in vitro by peripheral blood monocytes obtained
from plasma exchange responders and non-responders.

Secretion of TNF-a was assessed with Cytometric Bead Array System™ in supernatants from
48h-culture of monocytes under inflammatory stimulation with LPS (A.) or IFN-y (B.). The figure
shows the results obtained before first plasma exchange (pkt czas. I), and after completion
of plasma exchange treatment (pkt czas. I1I) in patients responding or non-responding to plasma
exchange treatment (B., gr. poz., n = 11 and gr. neg., n = 3, respectively).

Vertical lines in the graph represent £SD.
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V. DYSKUSJA

Ostre pogorszenie objawOw neurologicznych w przebiegu SM wplywa
W sposob istotny na funkcjonowanie i komfort zycia pacjentéw, niejednokrotnie
poszerzajac zakres niesprawnosci lub poglebiajac juz istniejace, utrwalone
deficyty neurologiczne. Dlatego tez, niezmiernie wazne jest jak najszybsze
wprowadzenie skutecznej terapii pozwalajacej na ztagodzenie i1 skrocenie
trwania rzutu choroby [1]. Pomimo braku potwierdzenia w wieloosrodkowych
zrandomizowanych badaniach klinicznych, za ,,ztoty standard” leczenia rzutu
SM uwaza si¢ od wielu lat pulsacyjna, dozylna terapi¢ wysokimi dawkami GCS
[195]. U wigkszosci pacjentéw leczenie tego typu przynosi pozadane korzysci
terapeutyczne, umozliwiajagc w wielu przypadkach szybki powr6t pacjentow do
stanu neurologicznego sprzed zaostrzenia choroby. Niestety, w niewielkiej
grupie pacjentow z rzutem SM terapia GCS nie powoduje poprawy klinicznej,
nawet po zastosowaniu bardzo wysokich dawek preparatow dozylnych. Tego
typu sytuacja kliniczna, nazywana opornym na GCS rzutem SM, wydaje si¢
odpowiada¢ niewrazliwosci na preparaty GCS, obserwowanej u 20-30%
pacjentéw z innymi chorobami o podtozu zapalnym [296]. Juz przed ponad
10 laty wykazano, ze skuteczng alternatywa terapeutyczng w przypadkach
opornych na GCS rzutdw SM moga by¢ zabiegi plazmaferez [261]. Wyniki te
zostaly potwierdzenie przez kolejne badania, w ktorych pozytywny efekt
kliniczny terapii plazmafereza obserwowano w okoto 70% przypadkéw rzutow
SM opornych na GCS [262-265]. Jednakze, w dalszym ciagu nie rozwigzanym
pozostaje problem postgpowania terapeutycznego w przypadkach opornych na
GCS rzutow SM, w ktorych nie uzyskano odpowiedzi klinicznej na terapie
plazmafereza. Z cala pewno$cia rozwigzanie tego problemu utrudnia
brak wystarczajacych danych na temat mechanizméw immunologicznych
i molekularnych pozytywnego dziatania plazmaferezy w SM, jak rowniez brak
pelnego zrozumienia przyczyn oporno$ci na GCS w tej chorobie.



78 M. Stasiotek

Powszechnie uwaza sig¢, iz pozytywne efekty kliniczne, uzyskiwane
w przebiegu stosowania terapeutycznej wymiany osocza w chorobach o podtozu
zapalnym, sg w duzej mierze wynikiem usuwania z krwi obwodowej
humoralnych elementow o aktywnosci immunologicznej [267]. Niewiele
wiadomo jednak na temat wplywu zabiegdw plazmaferezy na skladniki
komoérkowe uktadu odpornosciowego. Niniejsze badanie stanowi pierwsza
w $wiatowym pismiennictwie kompleksowa analiz¢ podstawowych populacji
komoérek immunologicznych krwi obwodowej, z uwzglednieniem specyficznych
podtypow komorek limfocytarnych oraz subpopulacji APC w przebiegu terapii
plazmafereza. Badanie zostatlo przeprowadzone w sposoéb prospektywny na
unikalnej grupie pacjentow z opornymi na GCS rzutami SM. Sposrod
hospitalizowanych w Klinice Neurologii Uniwersytetu-Ruhr w Bochum, na
przestrzeni lat 2008-2010, kilkudziesieciu pacjentow z rzutem SM nie
wykazujacych odpowiedzi klinicznej na wysokie dawki GCS, do badania
zakwalifikowano 14 pacjentow, u ktorych wdrozono terapi¢ plazmafereza
w zalecanym oknie terapeutycznym (wynoszacym do 6 tygodni od poczatku
zaostrzenia choroby) [297] oraz przeprowadzono analiz¢ immunologiczng we
wszystkich, $cisle okre§lonych, punktach czasowych terapii gwarantujacych
oceng parametrow immunologicznych przed rozpoczgciem, w trakcie i1 po

zakonczeniu cyklu plazmaferez.

W ramach przeprowadzonego badania stwierdzono istotne zwickszenie
frakcji monocytow wykazujacych ekspresjc CD16 we krwi obwodowej
pacjentéw z rzutem SM opornym na GCS, w poréwnaniu z pacjentami dobrze
reagujacymi na terapi¢ GCS oraz osobami zdrowymi. Co wigcej, w przebiegu
terapii plazmafereza, rownolegle do poprawy klinicznej nastepowata normali-
zacja tego parametru. W przeciwienstwie do monocytow CD16+, frakcja
monocytéw nie wykazujacych ekspresji CD16 nie ulegata zmianom ilosciowym
w trakcie cyklu plazmaferez. Nie obserwowano réwniez zmian ekspresji CD16

w obrgbie populacji komérkowych innych niz monocyty.
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W pordéwnaniu z ,.klasycznymi” monocytami CD14""CD16-, subpopulacje
monocytdow wykazujacych ekspresje CD16 i nizszy stopien ekspresji CD14
(CD14°¥CD16+) uwaza si¢ za komoérki bardziej dojrzate i charakteryzujace sie
silniej wyrazonymi wlasciwosciami prozapalnymi [89]. W doswiadczeniach
in vitro stwierdzono, iz aktywowane monocyty CD16+ wykazuja zdolnos¢ do
wyjatkowo wysokiej produkcji TNF-a oraz innych cytokin prozapalnych m.in.
IL-12, przy bardzo niewielkiej sekrecji IL-10 [298, 299]. Komorki te cechuja sie
rowniez wicksza niz monocyty CD14"CD16- efektywnoscia prezentacji anty-
genow specyficznym limfocytom T [300], co w polaczeniu z obserwowang re-
dukcja aktywnosci fagocytarnej [301] wydaje si¢ potwierdza¢ wyzsze zaawan-
sowanie procesu dojrzewania w tej subpopulacji monocytow. Sugeruje si¢ takze,
iz obdarzone specyficznymi mechanizmami migracji oraz interakcji z komor-
kami $rodbtonka [302-304] monocyty CD16+ wykazujg szczegdlnag tendencje do
zasiedlania narzadéw obwodowych i réznicowania do komorek dendrytycznych
o silnie wyrazonych wlasciwosciach immunostymulacyjnych [305].

W zgodzie ze stwierdzonym w tym badaniu zwickszeniem frakcji
monocytdow wykazujacych ekspresje CD16 u pacjentdow z opornym na GCS
rzutem SM pozostaja obserwacje wskazujace na ekspansje monocytow CD16+
w zrdéznicowanych schorzeniach o podlozu zapalnym, takich jak: choroby
infekcyjne [306], reumatoidalne zapalenie stawow [307], zapalna choroba jelit
[308] czy choroba Graves-Basedowa [309]. Co ciekawe, w zapalnej chorobie
jelit [310] oraz w przewleklym zapaleniu watroby [311] zaproponowano
istnienie pozytywnej korelacji pomiedzy ekspresja CD16 na monocytach
a aktywnoscig procesu chorobowego. W konteks$cie wynikow obecnego badania
bardzo istotnym wydaje si¢ by¢ rowniez fakt, iz efektywnos$¢ kliniczng roznego
rodzaju zabiegow aferezy stosowanych w terapii zapalnej choroby jelit, wigzano
ze skutecznos$cia deplecji monocytéw CD16+ [310, 312]. Zwigkszenie frakcji
monocytdow wykazujacych ekspresje CD16 sugerowano rowniez jako jeden
z negatywnych czynnikéw prognostycznych w raku drog zotciowych [313].

W ostatnich latach, zarowno u ludzi [90] jak i innych naczelnych [91], we
frakcji monocytow wykazujacych ekspresje CD16 zostaly wyrdznione obok
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komorek CDI14°“CD16+ takze monocyty o fenotypie CDI14""CD16+.
Nieliczne, przeprowadzone dotychczas, badania czynno$ciowe tej subpopulacji
monocytow sugeruja rowniez ich odmienne wilasciwosci funkcjonalne.
W poréwnaniu z monocytami CD14°“CD16+, komoérki CDI14"'CDI16+
charakteryzuja si¢ mniejsza produkcja TNF-a oraz zdolnoscia do wydzielania,
pod wplywem bodzcow pochodzenia patogennego, duzych ilosci IL-10.
Ponadto, wykazuja one zmniejszong zdolno$¢ do stymulacji wydzielania cytokin
prozapalnych przez autologiczne limfocyty T [90]. Powyzsze wlasciwosci
sugerujg odmienng role monocytow CD14°¥CD16+ i CD14""CD16+ w reakcji
immunologicznej. Potwierdzeniem tego zalozenia wydajg si¢ byC prace
prezentujace obie omawiane subpopulacje monocytow CD16+ jako odrgbne
parametry korelujace z przebiegiem klinicznym infekcji HIV [314], dengi [315],
jak rowniez niewydolno$ci mig$nia sercowego [316] i ostrych incydentow
wiencowych [317] oraz udaru mozgu [318] czy tez astmy oskrzelowej [319].
Zgodnie z powyzszymi obserwacjami, rowniez stwierdzone w tym badaniu
zwigkszenie frakcji monocytow CDI16+ u pacjentow z opornym na GCS
rzutem SM zalezne bylo specyficznie od ekspansji subpopulacji monocytow
CD14""CD16+. Aczkolwiek rola tej frakcji monocytéow krwi obwodowej
w immunopatologii SM pozostaje nieznana, potencjalne znaczenie funkcjonalne
stwierdzonych u pacjentéw z opornym na GCS rzutem SM zaburzen podkresla
fakt, iz subpopulacja CD14™"CD16+ charakteryzuje si¢ najwyzszym sposrod
monocytéw krwi obwodowej cztowieka poziomem ekspresji enzymu kon-
wertujacego angiotensyne (ang. angiotensin converting enzyme - ACE) [320].
Niedawno, wystepowanie we krwi obwodowej monocytéow CDI14™'CD16+
wykazujacych wysoka ekspresje ACE zostalo zaproponowane jako czynnik
prognostyczny S$miertelnosci w grupie pacjentdow ze skrajng niewydolnoscig
nerek [321]. Obserwacje te nabieraja szczegdlnego znaczenia w Swietle danych
na temat funkcji uktadu renina-angiotensyna w procesach immunoregula-
cyjnych, obejmujacych m.in. bezposredni wplyw na generacje limfocytow T
regulatorowych [175] oraz na proces rdéznicowania 1 funkcje komorek
dendrytycznych [322, 323].
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W 1998 roku grupa Ziegler-Heitbrock’a opisata szybka redukcje frakcji
monocytéw CD16+ krwi obwodowej w odpowiedzi na terapi¢ GCS u pacjentow
z SM [295]. Obserwacje te znalazly potwierdzenie w dalszych pracach
przeprowadzonych na zréznicowanych grupach pacjentéw [324]. Na podstawie
analiz molekularnych sugeruje si¢, ze u podstaw tego zjawiska lezy wzmozona
ekspresja GR w tej subpopulacji monocytow oraz zwigzany z aktywacja systemu
kaspaz proces apoptozy [325]. Wyniki przeprowadzonych ostatnio badan
sugeruja jednak, ze opisywany efekt terapii GCS nie dotyczy catej frakcji
monocytdow wykazujacych ekspresje CD16, ale specyficznie subpopulacji
CD14°CD16+. U pacjentéw z astma oskrzelowa, ogdlnoustrojowa terapia GCS
powodowata zmniejszenie frakcji monocytéow CDI14°“CD16+ podczas gdy
subpopulacja CDI14"™CD16+ pozostawata niezmieniona [319]. Wszyscy
pacjenci, poddani terapii plazmafereza w obecnym badaniu, otrzymywali
uprzednio wysokie dawki GCS dozylnie. W celu potwierdzenia zalezno$ci
obserwowanych zmian subpopulacji monocytow CD14"'CD16+ od specyficz-
nego efektu terapii plazmafereza, struktura frakcji monocytow wykazujacych
ekspresjc CD16 zostala poréwnana pomiedzy pacjentami leczonymi
plazmafereza z powodu opornego na GCS rzutu SM a grupa pacjentow z rzutem
SM wykazujacych dobra reakcje kliniczng na GCS oraz grupa kontrolng oséb
zdrowych. Zgodnie ze wczesniejszymi doniesieniami, u wszystkich pacjentow
otrzymujacych GCS — bez wzgledu na obecno$¢ lub brak wskazan do dalszej
terapii plazmafereza — stwierdzono zmniejszenie subpopulacji monocytow
CD14°CD16+ w poréwnaniu z grupa osob zdrowych. W przeciwiefistwie do
tego, terapia GCS nie miata wplywu na subpopulacje monocytow
CD14""CD16+, co pozwala z duzym prawdopodobienstwem wykluczy¢ wptyw
GCS na obserwowang w przebiegu cyklu plazmaferez redukcje tej frakcji
komorkowe;.

Celem dalszej charakteryzacji stwierdzonych ex vivo zmian subpopulacji
monocytéw, w badaniu dokonano analizy wptywu terapii plazmafereza na
generacje monocytow CD16+ in vitro. W przeprowadzonych eksperymentach
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nie stwierdzono zadnych istotnych réznic w ekspresji CD16 na monocytach
hodowanych w warunkach stymulacji LPS lub IFN-y, w poszczegolnych
punktach czasowych terapii. Ten negatywny wynik sugeruje, iz mechanizmy
immunologiczne zwigzane z zabiegami plazmaferezy prowadza raczej do
nasilonej deplecji subpopulacji monocytéow CD14"'CD16+, niz do zahamo-
wania ich generacji pod wptywem bodzcéw prozapalnych.

Przeprowadzona w niniejszym badaniu analiza cytometryczna nie wykazata
wplywu terapii plazmafereza na strukture gtéwnych populacji limfocytarnych
ani na liczebno$¢ catkowitej populacji monocytow krwi obwodowej pacjentow
z opornym na GCS rzutem SM. W przebiegu cyklu plazmaferez nie stwierdzono
rowniez zmian w profilu sekrecji komoérek jednojadrzastych krwi obwodowe;.
W odroznieniu od tych wynikow, w jedynej opublikowanej dotychczas pracy
oceniajacej w sposob bardziej szczegdlowy populacje komoérek immunologicz-
nych krwi obwodowej pacjentow z SM poddawanych zabiegom plazmaferez,
stwierdzono wzrost liczebnosci zarowno limfocytow T jak i komorek NK oraz
monocytow [278]. Jednakze, wszyscy opisywani w tej pracy pacjenci
otrzymywali terapi¢ plazmaferezag w kombinacji z IFN-a, a konstrukcja badania
nie pozwala zrdéznicowaé efektow specyficznych dla poszczegdlnych —
zastosowanych rownolegle — metod terapeutycznych.

Zwiazane z zabiegami plazmaferez zmiany iloSciowe catkowitej populacji
limfocytow T [280-283, 287] oraz proporcji pomigdzy limfocytami T CD4+
i limfocytami T CD8+ [280-283, 288], jak rowniez zmiany liczebnosci komorek
NK [279, 281, 283, 288], limfocytow B [280-284] i catkowitej populacji
monocytow [288] opisywano réwniez w innych niz SM stanach chorobowych.
Nalezy jednak podkresli¢ znaczne zréznicowanie prezentowanych we wspo-
mnianych pracach wynikéw, w zaleznosci od badanej jednostki chorobowej
[279, 283], jak rowniez pomigdzy poszczegdlnymi grupami pacjentow z tym
samym schorzeniem [282, 284, 286]. Nie bez znaczenia jest ponadto fakt, iz
wiele z towarzyszacych plazmaferezie zmian populacji komoérkowych byto
wynikiem powrotu do stanu normalnego nieprawidlowosci immunologicznych
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zwigzanych z choroba podstawowa [279, 280, 283, 286]. Dotyczy to m.in.
stwierdzonego w przebiegu cyklu plazmaferez wzrostu ilosci Tregs we krwi
obwodowe]j pacjentow z toczniem ukladowym, u ktéorych obserwowano
wyjsciowo istotne obnizenie tego parametru w poréwnaniu z grupg kontrolng
[286]. Dodatkowo, wickszos¢ z wymienionych prac zostata przeprowadzona bez
zroznicowania efektu wymiany osocza i stosowanej rownolegle terapii
immunosupresyjnej [281-285], co uniemozliwia bezposrednie odniesienie ich
wynikdbw do obserwacji poczynionych w obecnym badaniu. Podobne
zastrzezenia dotycza opisywanego dotychczas wptywu terapii plazmafereza na
profil sekrecyjny komorek krwi obwodowej, ktory rdéznil si¢ znacznie
w zaleznosci od badanego schorzenia jak i stosowanej terapii dodatkowe;j
[285, 289, 290].

W kontek$cie powyzszych ograniczen metodologicznych na szczegdlng
uwage zastuguje badanie nad efektem immunologicznym plazmaferezy
przeprowadzone przez Yeh i wsp. na grupie 18 zdrowych ochotnikéw,
nieprzyjmujacych zadnego leczenia immunosupresyjnego [291]. W pracy tej
obserwowano wzrost proporcji limfocytow CD4+/CD8+ oraz liczebnosci
limfocytow B, bez wplywu na catkowitg populacje limfocytow T. Jednakze,
analiza cytometryczna w tej grupie badawczej objeta swoim zakresem jedynie
populacje limfocytarne. Co rowniez istotne, pobranie krwi obwodowej
nastepowato przed i bezposrednio po zakonczeniu zabiegu plazmaferezy [291].
W  S$wietle dotychczasowych doswiadczen z procedurami medycznymi
wykorzystujacymi krazenie pozaustrojowe, tego typu schemat czasowy analizy
moze mie¢ znaczny wplyw na uzyskiwane wyniki [293,294]. Badania
przeprowadzone u pacjentow poddawanych hemodializie wykazaty, iz w trakcie
zabiegu dochodzi do istotnych zmian struktury populacji komorek
immunologicznych. Po zakonczeniu procedury, zmiany te ulegajg spontanicznie
stopniowemu wyrOwnaniu, osiggajac warto$ci wyjsciowe W czasie nie
przekraczajacym 10 godzin [293, 294]. Z tego wzgledu, w odrdznieniu od pracy
Yeh i wsp., w obecnym badaniu pobranie krwi obwodowej odbywato si¢ we
wszystkich przypadkach okoto 20 godzin po zakonczeniu poprzedzajacego
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zabiegu plazmaferezy. Fakt ten, w polaczeniu z heterogennoscia badanych
populacji (osoby zdrowe vs. pacjenci z opornym na GCS rzutem SM), moze by¢
przyczyng uzyskania w niniejszym badaniu odmiennych wynikéw wpltywu
plazmaferezy na gtéwne populacje limfocytarne.

Kolejnym etapem obecnego badania bylta analiza ocenianych parametrow
immunologicznych w zaleznosci od uzyskanego efektu klinicznego terapii
plazmaferezg. Na podstawie niezaleznej oceny klinicznej 11 pacjentow (79%)
z opornym na GCS rzutem SM zakwalifikowano jako wykazujacych pozytywna
odpowiedz terapeutyczng, u pozostatych 3 pacjentow (21%) nie obserwowano
zadnej poprawy stanu neurologicznego w wyniku przeprowadzonego cyklu
plazmaferez. Co cieckawe, obserwowana w przebiegu terapii plazmafereza
redukcja subpopulacji monocytéow CD14""CD16+ okazata si¢ specyficzna dla
pacjentdow prezentujacych pozytywna odpowiedz kliniczng, podczas gdy
u pacjentow bez poprawy stanu neurologicznego subpopulacja monocytow
CD14"'CD16+ nie ulegala istotnym zmianom. Dodatkowo stwierdzono,
iz przed rozpoczgciem cyklu plazmaferez subpopulacja monocytéw
CD14"#'CD16+ byta istotnie wicksza u pacjentow, ktorzy nastepnie wykazywali
pozytywna odpowiedz na terapie. Obserwacja ta sugeruje mozliwos¢ wykorzy-
stania frakcji monocytow CDI14"'CDI16+ jako czynnika prognostycznego
odpowiedzi klinicznej na terapi¢ plazmafereza u pacjentéw z opornym na GCS
rzutem SM. Jednakze, pomimo bardzo spojnych wynikéw uzyskanych w obu
podgrupach pacjentow, zastosowanie kliniczne stwierdzonych odchylen
immunologicznych wymaga ich potwierdzenia i standaryzacji w badaniach
wieloosrodkowych, obejmujacych swoim zakresem wigksze i zroznicowane
populacje pacjentow.

Bardzo istotnym wydaje si¢ fakt, iz u pacjentéw z negatywna odpowiedzig
kliniczng na terapi¢ plazmafereza stwierdzono obnizenie ekspresji HLA-DR
ex vivo w subpopulacji ,klasycznych” monocytéw CD14"CD16-. Pomimo
braku efektu klinicznego zastosowanej terapii, w przebiegu cyklu plazmaferez
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parametr ten ulegal poprawie osiggajac wartosci obserwowane w grupie
kontrolnej i podgrupie pacjentow z pozytywna odpowiedzig kliniczna.

Powyzsze obserwacje wskazuja na obecno$¢ u pacjentdéw z opornym na
GCS rzutem SM zaburzen immunologicznych, wykazujacych odmienny
charakter w zaleznosci od odpowiedzi klinicznej na terapi¢ plazmafereza.
Sugeruje to niejednorodnos¢ proceséw immunopatologicznych prowadzacych
do objawdéw klinicznych rzutu SM w tych podgrupach pacjentow, a w dalszej
konsekwencji rowniez heterogenno$¢ mechanizméw opornosci na GCS.

Juz we wczesnym etapie badan nad patogeneza SM stwierdzono zaburzenia
funkcjonowania osi podwzgorze-przysadka-nadnercza objawiajace si¢ u pacjen-
tow m.in. podwyzszonym poziomem kortyzolu i hormonu adrenokortykotropo-
wego w surowicy oraz zmniejszong odpowiedzig na test hamowania deksameta-
zonem (ang. dexamethasone suppression test) [238, 239, 326]. Zaburzenia te
znalazly odzwierciedlenie w badaniach autopsyjnych pacjentow z SM, ktérych
wyniki wskazywaly na cechy przerostu nadnerczy oraz rozplem i aktywacje
podwzgorzowych neuronéw wydzielajacych hormon uwalniajacy kortykotroping
[327, 328]. Powyzsze obserwacje, w polaczeniu z brakiem klinicznych cech
hyperkortyzolemii, sugeruja istnienie u pacjentow z SM zaburzen wrazliwo$ci
na dziatanie GCS. Potwierdzeniem tego zalozenia staly si¢ badania, w ktorych
wykazano r6éznego rodzaju nieprawidtowos$ci dziatania GCS na komorki uktadu
immunologicznego chorych na SM. U pacjentéw z przewlekle postepujaca
postacig SM stwierdzono, iz specyficzne dla antygendéw mielinowych limfocyty
T wykazuja opornos¢ na indukowana przez GCS apoptoze, a efekt ten jest
zalezny od ekspresji molekul kostymulacyjnych z rodziny B7 (CD80 i CD86)
[329]. Rowniez w postaci remitujgco-rzutowej choroby obserwowano zmniej-
szong w poroéwnaniu z osobami zdrowymi zdolnos¢ GCS do hamowania
stymulowanego przez LPS wydzielania cytokin prozapalnych takich jak IL-6
1 TNF-o [330, 331]. W opublikowanej ostatnio pracy, Ysrraelit i wsp. wykazali,
ze PBMC pacjentéw z SM charakteryzuja si¢ zmniejszonym powinowactwem
GR do znakowanego izotopem deksametazonu, przy niezmienionej liczbie

miejsc wigzacych. Zaburzonemu powinowactwu receptora do GCS towarzyszyto
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obnizenie zdolnosci do hamowania proliferacji stymulowanych mitogenem
PBMC oraz zwigkszona produkcja cytokin prozapalnych: IL-1f, IL-6, IFN-y,
TNF-a [332]. Co ciekawe, wigzane z obnizong czuloscig receptora polimorfizmy
genu GR, zostaly pozytywnie skorelowane z bardziej agresywnym przebiegiem
klinicznym SM [333, 334]. Jednakze, nie udato si¢ wykaza¢ zwigzku tych
polimorfizmoéw z wrazliwoscig na dziatanie GCS w tej chorobie [335]. Nieliczne
przeprowadzone dotychczas prace sugeruja rowniez, iz zaburzenia wrazliwosci
na GCS moga u pacjentow z SM ulega¢ zmianie w zalezno$ci od nasilenia
procesu patologicznego oraz w wyniku zastosowanej terapii immuno-
modulacyjnej [330, 331].

W uogdlnieniu, zgodnie z wynikami uzyskanymi w obecnym badaniu,
opublikowane dotychczas prace implikuja istnienie w catej populacji chorych na
SM zaburzen wrazliwo$ci na GCS o niejednorodnym charakterze, zaleznym
m.in. od rodzaju przebiegu klinicznego choroby oraz od rodzaju i aktywnoSci
toczacej si¢ reakcji immunologicznej. W zgodzie z tym stwierdzeniem pozostaja
wyniki badan Matysiak i wsp. wskazujace na obnizenie ekspresji wszystkich
izoform GR oraz zaburzenie proporcji kompleksu GR/Hsp90 u chorych
z opornym na GCS rzutem SM w porownaniu z pacjentami z zaostrzeniem
choroby dobrze reagujacymi na zastosowana terapi¢ [241]. Istnienie odmiennych
mechanizméw aktywacji procesu zapalnego u chorych z zaostrzeniem SM
wykazujacych lub nie odpowiedz kliniczna na GCS, sugeruja takze roznice
w zdolnosci GCS do hamowania sekrecji TNF-o przez komorki krwi obwodowej
tych pacjentow [240]. Obserwowany w naszych eksperymentach odmienny
wplyw leczenia plazmaferezg na sekrecje TNF-o przez monocyty uzyskane od
pacjentdow z pozytywna i negatywna odpowiedzia kliniczng na zastosowana
terapi¢, wydaje si¢ dodatkowo potwierdzac istnienie dalszego zrdéznicowania
procesu zapalnego w grupie pacjentéw z opornymi na GCS rzutami SM.

Podsumowujac, uzyskane w obecnym badaniu wyniki wskazuja na
obecnos¢ w SM heterogennych mechanizméw immunopatologicznych, prowa-
dzacych do opornych na terapie GCS rzutéw choroby. Zgodnie z poczynionymi
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obserwacjami, skuteczno$¢ zastosowania w tej szczegodlnej sytuacji klinicznej
terapii plazmafereza moze zaleze¢ od charakteru i natezenia przebiegajacego
procesu zapalnego. Markerem rodzaju lezacej u podstaw pogorszenia klinicz-
nego reakcji immunologiczne] wydajg si¢ by¢ poszczegdlne subpopulacje
monocytow CDI16+ i CDI16-, aczkolwiek dokladna lokalizacja i rola tych
komérek w procesie patologicznym pozostaje niejasna. Interpretacje stwierdzo-
nych w obecnym badaniu zaburzen utrudnia niewielka ilos¢ danych dostepnych
na temat opornosci na GCS w SM oraz mechanizméw efektywnosci plazmaferez
w tej chorobie. Jednakze, podobne do postawionych tutaj wnioski przyniosty
badania histopatologiczne wskazujace na wyrazng korelacje pomiedzy
pozytywna odpowiedzia kliniczng na plazmafereze a obecno$cia w materiale
biopsyjnym ognisk demielinizacyjnych o specyficznej charakterystyce
immunopatologicznej [270, 336].
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VI. WNIOSKI SZCZEGOLOWE

1. Terapia plazmafereza powoduje u pacjentow z opornym na
glukokortykosteroidy rzutem stwardnienia rozsianego roéwnolegle do
poprawy klinicznej zmniejszenie frakcji monocytow krwi obwodo-
wej wykazujacych ekspresje molekuty CD16.

2. Obserwowana w przebiegu cyklu plazmaferez redukcja monocytow
wykazujacych ekspresje CD16 jest specyficzna dla subpopulacji
CD14"CD16+, podczas gdy subpopulacja CD14°“CD16+ nie ulega
zmianie w wyniku terapii.

3. W odroznieniu od subpopulacji monocytdow CD14°“CDI16+,
subpopulacja monocytow CD14"'CD16+ nie wykazuje zmian
zaleznych od terapii GCS, w zwigzku z czym jej redukcja wydaje si¢
by¢ wynikiem mechanizméw immunologicznych wiasciwych dla
terapii plazmafereza.

4. Korelacja obserwowanych parametrow immunologicznych z danymi
klinicznymi wskazuje, ze zachodzace w wyniku cyklu plazmaferez
zmiany frakcji monocytow wykazujacych ekspresje molekuty CD16
sa specyficzne dla pacjentow z pozytywna reakcjg na zastosowang
terapie.

5. Zwigkszenie subpopulacji CD14"'CD16+ przed rozpoczeciem cyklu
plazmaferez w badanej grupie pacjentow z opornym na gluko-
kortykosteroidy rzutem SM bylo czynnikiem prognostycznym dobrej
odpowiedzi kliniczne;j.
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Pacjenci z opornym na glukokortykosteroidy rzutem stwardnienia
rozsianego nie reagujacy poprawa kliniczng na terapi¢ plazmafereza
charakteryzuja si¢ odmiennym wzorcem zaburzen immunologicz-
nych, pod postacia obnizonej ekspresji molekuty HLA-DR
w subpopulacji ,.klasycznych” monocytow CDI14"™"CD16- przed
rozpoczeciem terapii oraz wzrostem sekrecji TNF-a po leczeniu
plazmafereza.

Terapia plazmafereza nie powoduje u pacjentbw z opornym na
glukokortykosteroidy rzutem stwardnienia rozsianego zmian
struktury  podstawowych populacji limfocytarnych (w tym
regulatorowych limfocytow T, komérek NK i komoérek NKT) oraz
subpopulacji komoérek dendrytycznych krwi obwodowej.

W wyniku terapeutycznej wymiany osocza u pacjentow z opornym
na glukokortykosteroidy rzutem stwardnienia rozsianego nie
dochodzi do zmian profilu sekrecji komoérek jednojadrzastych krwi

obwodowej in vitro.
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VII. WNIOSKI OGOLNE

1. Terapia plazmafereza wplywa w istotny sposob na strukture, fenotyp
i funkcj¢ komoérek immunologicznych krwi obwodowej pacjentow
z rzutem stwardnienia rozsianego opornym na glukokortykosteroidy.

2. Efekt wywierany przez plazmafereze¢ na parametry immunologiczne
jest zréznicowany w zalezno$ci od odpowiedzi klinicznej na zastoso-
wang terapi¢ i ma najprawdopodobniej zwigzek z odmiennymi
mechanizmami molekularnymi i immunologicznymi opornosci na
glukokortykosteroidy w poszczegdlnych grupach pacjentow.

3. Analiza subpopulacji komérek immunologicznych krwi obwodowe;j
moze znalez¢ potencjalne zastosowania kliniczne w kwalifikacji
pacjentéw z opornym na glukokortykosteroidy rzutem stwardnienia
rozsianego do terapii plazmafereza, jak rowniez w projektowaniu
skutecznych metod leczenia w przypadku pacjentow nie odnosza-
cych korzysci z terapeutycznej wymiany osocza.
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Xl. STRESZCZENIE

Znaczenie wybranych populacji komérek immunologicznych
w leczeniu zaostrzen stwardnienia rozsianego
z zastosowaniem plazmaferezy

Wstep: Stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiplex - SM) jest
przewlektym demielinizacyjnym schorzeniem osrodkowego uktadu nerwo-
wego. U wigkszo$ci pacjentdw, przynajmniej w poczatkowym okresie,
choroba przebiega pod postacig zaostrzen (tzw. rzutdow) i remisji objawow
neurologicznych. Standardem leczenia w rzucie SM jest dozylne podawanie
wysokich dawek glukokortykosteroidow. Jednakze, w niewielkiej grupie
pacjentdw terapia ta nie przynosi pozadanych efektow klinicznych. Liczne
badania wykazaty, iz plazmafereza stanowi efektywna opcje terapeutyczng
dla pacjentéw z opornymi na glukokortykosteroidy rzutami SM. Powszech-
nie uwaza si¢, ze skuteczno$¢ kliniczna plazmaferezy jest wynikiem
usuwania z krwi obwodowej szeregu zréznicowanych czasteczek czynnych
immunologicznie. Niewiele wiadomo jednak, na temat wplywu plazma-
ferezy na komérkowe sktadniki uktadu immunologicznego.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena zaangazowania komorkowych
elementéw uktadu immunologicznego w mechanizmy warunkujace skutecz-
no$¢ kliniczng plazmaferezy w zaostrzeniach stwardnienia rozsianego
opornych na terapi¢ glukokortykosteroidami. Badaniem zostaly objete
podstawowe populacje limfocytow T (w tym limfocyty T regulatorowe),
komoérki NK, komoérki NKT, limfocyty B oraz najwazniejsze z punktu
widzenia immunoregulacji subpopulacje monocytéow i komorek dendrytycz-
nych krwi obwodowe;j.
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Materialy i metody: Krew obwodowa zostala pobrana od pacjentow
zopornym na leczenie glukokortykosteroidami rzutem SM w trzech
punktach czasowych terapii plazmafereza: przed pierwszym zabiegiem
plazmaferezy, po trzecim zabiegu plazmaferezy oraz po zakonczeniu cyklu
plazmaferez. Pacjenci z rzutem SM wrazliwym na terapi¢ glukokortyko-
steroidami oraz zdrowi ochotnicy stanowili grupy kontrolne. Populacje
komoérek immunologicznych analizowane byly we frakcji komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej za pomoca cytometrii przeptywowej
ex vivo. W kolejnej czgsci badania, czysta frakcja monocytéw izolowana
byla z krwi obwodowej z zastosowaniem metody sortowania magnetycz-
nego. Uzyskane w ten sposdb monocyty byly poddawane 48-godzinnej
hodowli w warunkach stymulacji prozapalnej. Po zakonczeniu hodowli,
profil ekspresji powierzchniowej monocytow in vitro, obejmujacy szereg
molekut kostymulacyjnych oraz czgsteczki MHC klasy II, oceniany byt
metoda cytometrii przeptywowej. W dalszych eksperymentach produkcja
cytokin prozapalnych i regulacyjnych przez komorki jednojadrzaste oraz
monocyty krwi obwodowej in vitro analizowana byla w nadsaczach
hodowlanych.

Wyniki: W przebiegu terapii plazmafereza obserwowano, rownolegle do
poprawy klinicznej, istotne zmniejszenie frakcji monocytow krwi obwodo-
wej wykazujacych ekspresje CD16 ex vivo. Analiza poszczegolnych sub-
populacji monocytow wykazata, ze efekt ten byl specyficzny dla
subpopulacji CDI14™"CD16+, podczas gdy subpopulacjia monocytow
CD14"°"CD16+ oraz frakcja ,.klasycznych” monocytow CD14"™'CD16- nie
wykazywaty zmian w trakcie terapii. Terapia plazmafereza nie miata
wplywu na gtéwne populacje limfocytéw (m.in. limfocyty T regulatorowe,
komérki NK, komorki NKT, limfocyty B) oraz na mieloidalne i plazma-
cytoidalne komorki dendrytyczne krwi obwodowej. Obserwowane przed
rozpoczeciem terapii zwickszenie frakcji monocytow CD14""CD16+ byto
czynnikiem prognostycznym dobrej odpowiedzi terapeutycznej na plazma-
fereze. Natomiast, u pacjentéw z negatywna odpowiedzig terapeutyczna
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obserwowano poczatkowo zmniejszong ekspresje HLA-DR w subpopulacji
,klasycznych” monocytow CD14"'CD16-. Parametr ten ulegal normalizacji
po zakonczeniu cyklu plazmaferez, czemu towarzyszyla zwigkszona
sekrecja TNF-o przez monocyty in vitro. W badaniu nie wykazano wplywu
terapii plazmaferezg na profil sekrecji catkowitej frakcji komoérek jedno-
jadrzastych krwi obwodowe;.

Whioski: Uzyskane wyniki dowodza istotnego wpltywu plazmaferezy na
strukture i funkcje komoérek krwi obwodowej pacjentdéw z opornym na
glukokortykosteroidy zaostrzeniem SM. Zrdznicowanie efektéw immuno-
logicznych plazmaferezy w zaleznosci od odpowiedzi klinicznej na terapie¢
sugeruje istnienie w SM zlozonych i niejednorodnych mechanizméw
zaburzen wrazliwosci na glukokortykosteroidy. Poczynione w badaniu
obserwacje moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia efektow
klinicznych plazmaferezy w terapii rzutow SM, jak rowniez znalez¢ zastoso-
wanie w badaniach nad zagadnieniem opornosci na glukokortykosteroidy
w chorobach zapalnych.
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XIl. ABSTRACT

The role of selected immune cell populations in plasma
exchange treatment of multiple sclerosis relapses

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic demyelinating disorder
of the central nervous system. In the majority of patients the disease is
characterized, at least in the early phase, by relapsing-remitting clinical course.
The standard therapy of MS relapse consist of high dose intravenous
glucocorticoid treatment. However, in a small group of MS patients this therapy
brings no clinical improvement. Numerous studies showed that plasma
exchange is an effective therapeutic option for patients with glucocorticoid-
resistant MS relapse. Elimination of multiple humoral factors has been
postulated as a possible therapeutic mechanism of plasma exchange. However,
the influence of plasma exchange on cellular immunity remains poorly
understood.

Aim of the study: The aim of this study was to assess the involvement
of cellular immunity in clinical efficacy of plasma exchange as therapy for
multiple sclerosis patients suffering from relapses resistant to glucocorticoid
pulse therapy. The analysis encompassed main T cell populations (including
regulatory T cells), NK cells, NKT cells, B cells and the most important for
immunoregulatory processes monocyte and dendritic cell subpopulations.
Materials and methods: Peripheral blood was obtained from MS patients
suffering from glucocorticoid-resistant relapses at three consecutive time-points
of plasma exchange treatment: before the first plasma exchange, after the third
plasma exchange and after completion of plasma exchange therapy. Patients
with MS relapse with good response to glucocorticoid pulse therapy and healthy
individuals served as controls. Peripheral blood mononuclear cells were
obtained and immune cell subsets were investigated by flow cytometry ex vivo.
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In further experiments, the pure monocyte population was isolated from
peripheral blood by magnetic sorting. Isolated monocytes were cultured
48 hours under inflammatory conditions. After completion of culture period,
surface expression profile of monocytes in vitro, including various
co-stimulatory and MHC class II molecules, was assessed by flow cytometry.
The secretion of pro-inflammatory and regulatory cytokines by peripheral blood
mononuclear cells and monocytes in vitro was analyzed in culture supernatants.
Results: The percentage of monocytes expressing CD16 decreased significantly
over the course of PE treatment. The effect was specific for the CD14""CD16+
monocyte subpopulation, whereas the CD14°“CD16+ and the “classical”
CD14""CD16- subpopulations showed no differences during the treatment.
Plasma exchange did not influence the main lymphocyte populations (including
regulatory T cells, NK or NKT cells, B cells) and dendritic cell subtypes.
A baseline increase in the percentage of CDI4"™"CD16+ monocytes was
predictive for a good therapeutic response to plasma exchange treatment. In
contrast, PE non-responders were characterized at baseline by lower expression
of HLA-DR in CDI14""CD16- monocytes. This parameter normalized after
completion of plasma exchange, paralleled by increased TNF-a secretion by
monocytes in culture. The secretion profile of peripheral blood mononuclear
cells was not influenced by plasma exchange therapy.

Conclusions: Results obtained in the study demonstrate a significant influence
of plasma exchange on the structure and function of immune cells in peripheral
blood of patients with glucocorticoid-resistant MS relapse. The diversity
of immune effects of plasma exchange depending on the clinical response to
therapy suggests complex and inhomogeneous mechanisms of glucocorticoid
resistance in MS. These observations may be of particular importance for
understanding of clinical effectiveness of plasma exchange in MS relapse
as well as for the problem of glucocorticoid sensitivity in inflammatory
disorders.



