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1. Wykaz stosowanych skrotow
BBB (ang. blood-brain barrier) — bariera krew-mdzg

BCR (ang. bicaudate ratio) — stosunek odlggtonicdzy wewrgtrznymi brzegamigdra
ogoniastego do odlegioi migdzy brzegami moézgowia mierzonymi na tym samym

poziomie

BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) — maik neurotroficzny pochodzenia

mozgowego

BPF (ang. brain-parenchymal fraction) — waki#t objetosci miazszu do objtosci mozgu
BSS (ang. balanced salt solution) — zebupny roztwor soli

cc (tac. corpus callosum) — cialto modzelowate

CD (ang. cluster of differentiation) — antygenizowania

CIS (ang. clinically isolated syndrome) — pierwsizzolowany zespo6t objawow

neurologicznych
DMDs (ang. disease-modyfing drugs) — leki modyfake przebieg choroby
DTI (ang. diffusion tensor imaging) — obrazowanietath tensora dyfuz;ji

EAE (ang. experimental autoimmune encephalomyglitissksperymentalne zapalenie

mozgu i rdzenia kigowego
EDSS (ang. expanded disability status scale) zevzena skala niewydoléa ruchowej
ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)st iemmunoenzymatyczny

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinasekiraza regulowana przez sygnaty

pozakomorkowe

FLAIR (ang. Fluid Attenuation Inversion Recovery) sekwencja powrotu inwersji

z ttumieniem sygnatu ptynowego
Gd - gadolina

HLA (ang. human leukocyte antigen) — gtéwny uklgoddndci tkankowej cztowieka



IFN — interferon

IQR (ang. interquartile range) — rogsimicdzykwartylowy

JNK (ang. Jun N-terminal kinase) - kinaza Ni&a biatka c-jun

LIF (ang. leukaemia inhibitory factor) — czynnikrhajacy biataczlk

MAG (ang. myelin associated glycoprotein) — glikatgina zwiazana z mielia
MBP (ang. myelin basic protein) biatko zasadowe mieliny

MOG (ang. myelin and oligodendrocyte glycoprotein) glikoproteina mieliny i

oligodendrocytéw

MPRAGE (ang. Magnetisation Prepared Rapid Acquisiteradient Echo) — ultraszybkie

echo gradientowe z przygotowaniem magnetyzaciji

MRI (ang. magnetic resonance imaging) — tomogra&znansu magnetycznego

MTR (ang. magnetization transfer ratio) — wspoétaairiransferu magnetyzacji

MRS (ang. magnetic resonance spectroscopy) — giskipia rezonansu magnetycznego
NGF (ang. nerve growth factor) — czynnik wzrostowav

NMDA — N-metylo-D-asparaginian

NT - neurotrofina

OUN - arodkowy uktad nerwowy

PASAT (ang. Paced Auditory Serial Addition Test)czas rytmicznego dodawania
bodzcéw stuchowych

PBMCs (ang. peripheral blood mononuclear cells) emdérki jednogjdrzaste krwi

obwodowej
PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinasekinaza 3-fosfatydyloinozytolu
PLP (ang. proteolipid protein) — biatko proteolipide mieliny

PMR — ptyn m6zgowo-rdzeniowy



PML (ang. progressive multifocal leukoencephalopgath posgpujaca wieloogniskowa

leukoencefalopatia

PPMS (ang. primary progressive multiple sclerosisposté pierwotnie posfpujaca

stwardnienia rozsianego

PRMS (ang. progressive relapsing multiple sclejosisposté rzutowo-pos{pujaca

stwardnienia rozsianego
Q (ang. quartile) - kwartyl

RRMS (ang. relapsing-remitting multiple sclerosis) post& rzutowo-remisyjna

stwardnienia rozsianego

RT (ang. reaction time) — czas reakcji

SD (ang. standard deviation) — odchylenie standeedo

SLE (ang. systemic lupus erythematosus) - tocaenieniowaty uktadowy
SM (fac. sclerosis multiplex) — stwardnienie ronsia

SPMS (ang. secondary progressive multiple sclerosigposté wtornie postpujaca

stwardnienia rozsianego

TMT (ang. trail making test) — tesiczenia punktow

TNF (ang. tumor necrosis factor, TNF) — czynnik twégy guza

TSST-1 — (ang. toxic shock syndrome toxin - 1) ksyma wstrasu toksycznego

Trk (ang. tropomyosin related kinase) — kinazaagzama z tropomiozyn

VLA (ang. very late antigen) — antygenzp@j aktywacji

VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion protein 1) astzczka adhezji komorkowej nadzy

WPW — wzrokowe potencjaty wywotane



2. Wstep

2.1. Stwardnienie rozsiane — wspoétczesne koncepcje i koowersje

Stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiplex, )Std przewlekta, zapalna choroba
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) o pagdiodemielinizacyjno-zwyrodnieniowym

i wciaz niejasnej etiologii (Peterson i Fujinami, 20073tok choroby jest rozsianie
procesu destrukcyjnego w czasie (wieloczasgvow przestrzeni (wieloogniskowe),

co klinicznie objawia si zrdznicowanymi objawami neurologicznymi. Stwardnienie
rozsiane ujawnia sizwykle w trzeciej dekadzigycia, czsciej u kobiet, stanowt jedra

z podstawowych przyczyn neurologicznego inwalidztwaosob mitodych. Aktualnie
wyroznia sk cztery typy przebiegu SM: rzutowo-remisyjny (anglapsing-remitting MS,
RRMS), pierwotnie pospujacy (ang. primary progressive MS, PPMS), wtdrnie
postpujacy (ang. secondary progressive MS, SPMS) oraz wa#mostpujacy (ang.
progressive relapsing MS, PRMS). PésRRMS jest najogstsza (u 80% pacjentow
choroba zaczynagstym przebiegiem) i rokuje najkorzystniej (Nosevingri wsp., 2000).
Cechuje si okresowym wysipowaniem nowych objawOw neurologicznych Iub
zaostrzeniem objawdw juistniegcych (rzuty), ktére zwykle ugbuja w ciagu kilku
tygodni samoistnie lub pod wptywem leczenia korstieooidami. Deficyt neurologiczny
moze utrzymywa sie, a choroba nierzadko p@ptije pome¢dzy poszczegdllnymi rzutami.
Objawy neurologiczne odzwierciediajokalizacg zmian patologicznych w OUN, przy
czym najcezsciej wystpuja: niedowtad piramidowy (90%), zaburzenia czucia%3p
zaburzenia koordynacji (70%), kontroli zwieraczyp%), ostréci widzenia (zapalenie
pozagatkowe nerwu wzrokowego, 60%), zawroty gtovB0%), a take oczopis,
diplopia, dyzartria, i tzw. zespot zmeenia (Mc Donald i Compston, 2005).
Ostatnio coraz eZciej zwraca s rowniez uwag; na deficyt poznawczy, ktory wysgtuje

u 45-65% pacjentow chorgych na SM (Rao i wsp., 1991). Zaburzenia poznawuae,
pojawi sie na r&nych, nawet wczesnych etapach chorobystz nie korelujc ze
stopniem deficytu neurologicznego ani z catkawibjetoscia zmian w badaniach

neuroobrazowych.

Rozpoznanie choroby opierag orzede wszystkim na obserwacjach klinicznych, &tor
pozwalaj stwierdzé wieloogniskowdéé oraz wieloczasows procesu patologicznego.
Zaréwno obowizujace do niedawna kryteria diagnostyczne wedlug Mcima
po nowelizacji z 2005 roku (Polman iwsp., 2005k ji zrewidowane w 2010,



a opublikowane w 2011 roku nowe rekomendacje (Polinasp., 2011) uwzgtniaja
rol¢ bada pracownianych w rozpoznaniu SM, przede wszystlomdgrafii rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging,),Midania ptynu moézgowo-
rdzeniowego, z oc@nobecndci prazkow oligoklonalnych oraz wskaika IgG, a take
wzrokowych potencjatow wywotanych, WPW sller pacjenta wysipity dwa lub wkcej
rzuty o podobnej manifestacji klinicznej, do potwieenia diagnozy niezbne ledzie
udokumentowanie rozsiania zmian w przestrzeni, ogn@ uczyné poprzez oczekiwanie
na kolejny rzut o innym obrazie klinicznym lubztprzez wykazanie w badaniu MRI
zmian, ktore spetniajkryteria rozsiania wedtug Barkhofa i Tintore (Blaoki wsp., 2003;
Tintore i wsp., 2003) dla nowelizacji z 2005 rokuo ISwantona i wspétpracownikow dla
nowelizacji z 2010 roku (Swanton i wsp., 2006; Stwani wsp., 2007). Wyspienie
jednego rzutu z objawami z dwdch lubeagj ognisk zobowizuje do udokumentowania
rozsiania choroby w czasie: albo poprzez oczekigvamh kolejny rzut, albo te—
w przypadku kryteriow z 2005 roku — przez zobrazowanowych zmian w MRI
w okresie powyej 30 dni (nowe ognisko lub ogniska w sekwencji Eéleznej) lub 3
mieskcy (ognisko wzmacniage s¢ po podaniu kontrastu gadolinowego, Gd+,
w sekwencji T1-zalnej). Wedtug rekomendacji z 2010 roku rozsianieaaste mana
udokumentowapoprzez zobrazowanie co najmniej jednego nowegiskg w sekwencji
T2-zalenej i/lub ogniska wzmacnigego st po podaniu kontrastu w dowolnym czasie
wzgledem wyfciowego badania obrazowego, lutr terzez wykazanie wspotistnienia
niemych klinicznie zmian wzmacnigych se¢ i niewzmacniagicych s¢ po podaniu
kontrastu gadolinowego. Szczegolne znaczenie nmayffileacja pierwszego izolowanego
zespotu objawow neurologicznych (ang. clinicallgl&ged syndrome, CIS), ktory ¢o
stanowi pierwszy rzut choroby. Adekwatnie przeprdmama diagnostyka umlbwia

wczesne rozpoznanie, a tym samym wczesne leczéhie S

Stopier nasilenia objawow, dynamika rozwoju oraz odpowied leczenie magroznic¢
si¢ istotnie u poszczegodlnych pacjentow, zakv obebie tego samego typu przebiegu
choroby. SM wykazuje heterogerido zarowno pod wzghem Klinicznym, jak

I genetycznym, radiologicznym oraz immunopatologien, co sprawiaze coraz cgsciej
sugeruje s, iz stwardnienie rozsiane jed facto zespotem, a nie jednosgtkozologiczia
(Cook, 2006), na co wgi jednak brak wystarczgjych dowoddéw. Istnieje wiele
koncepcji probujcych wyjani¢ przyczyr owego zranicowania. Jedna z nich, ¢sto

ostatnio dyskutowana na forum gqdzynarodowym, zaklada mbwosé, ze SM



10

to schorzenie pierwotnie zwyrodnieniowe. Degeneracjobebie oligodendrogleju i/lub
mieliny miataby prowadzZi do uwolnienia autoantygendw, wywataych wtérm
w istocie reakeg immunologicza, ktérej przebieg zaky w dwej mierze
od indywidualnych wiasrii uktadu immunologicznego dotkftego organizmu (Barnett
i Prineas, 2004; Stys, 2010), w tym od zdébiowdrozenia adekwatnego procesu

regeneracji.

Histopatologicznie choroba charakteryzujewysktpowaniem mnogich ognisk zapalnych
(plak), rozsianych w OUN, w obie ktérych stwierdza si cechy demielinizaciji,
astrogliozy i okotonaczyniowego nacieku komérekatapch uktadu immunologicznego,
a take uszkodzenie aksonalne oraz wutrateuronéw (Compston i wsp., 2006).
Pocatkowo SM postrzegano jako chokppierwotnie zapalno-demielinizacynniemniej
doniesienia naukowe ostatnich lat skierowaty uyvag niezwykle istotmrole aksonopatii
oraz proceséw zwyrodnieniowych zjuod pocatkowych stadibw rozwoju choroby
(Bjartmar i wsp., 2003). Podczas gdy catkowitac¢ti3f zmian demielinizacyjnych
w obrebie OUN, mierzona za pom®cMRI, stabo koreluje z obrazem klinicznym
choroby, pomiar atrofii mézgowia i rdzeniaggowego, ktéry odzwierciedla stopie
utraty aksonow, stanowi istotny wskak rokowniczy w zakresie pagiu niesprawnsi
pacjentow (Bjartmar i wsp., 2000; Fisher i wsp.020 Pacjenci choragy na SM trag
od 0.6 do 1% olkjosci moézgu rocznie, co stanowi o istotnie szybszymptie atrofii
(zaniku) w poréwnaniu z normalnym procesem staezernzdrowej populacji, wahgjym
sie w granicach od 0.1 do 0.3% rocznego spadku catkepwbgtosci moézgowia (Ge i
wsp., 2000; Comi i wsp., 2001; Rovaris i wsp., 208&ardmeier i wsp., 2003). Progresja
atrofii nie zaley od typu przebiegu choroby, anizt®d catkowitej objtosci zmian

demielinizacyjnych (Kalkers i wsp., 2002).

Wedlug aktualnie przgjej hipotezy aktywowane na obwodzie, autoreaktywne
limfocyty T przechodz przez barier krew-mo6zg do OUN, gdzie ulegajponownej
aktywacji przez komorki prezentie antygen i daj pocatek kaskadowej reakciji
zapalnej, z udziatem wrdzy innymi makrofagéw, limfocytbw B i immunoglobali
cytokin prozapalnych oraz gzteczek adhezyjnych, prowagej do uszkodzenia uktadu
nerwowego (Wekerle i Lassman, 2006). Isioivach tej hipotezy jest brak identyfikacji
czynnika sprawczego, odpowiedzialnego za pierwotiktywacg limfocytow T
na obwodzie. Spekulujecsize zjawisko mimikry molekularnej, oparte na poddbivie

antygenowym czynnika infekcyjnego i wkasnych tkarjaktygenow mieliny), mae by
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przyczyra autoimmunizacji w stwardnieniu rozsianym. U patj@n chorych na SM
stwierdza si zwigkszory liczbe limfocytow autoreaktywnych wzgllem antygendow
mieliny (Sospedra i Martin, 2005), takich jak MBBn{. myelin basic protein, biatko
zasadowe mieliny), PLP (ang. proteolipid proteinaikm proteolipidowe mieliny),
oraz MOG (ang. myelin and oligodendrocyte glycogimt glikoproteina mieliny
i oligodendrocytéw) i MAG (ang. myelin associatdglapprotein, glikoproteina zweana

z mielim). Do czynnikbw zakanych, ktore mog wywotywat reakcg krzyzowa

z limfocytami rozpoznagcymi antygeny mielinowe, nate wirusy (m.in. EBV, HHV-6,

SFV E2, HTLV-1, TMEV, wirus grypy, Papilloma; Tejacsimon i wsp., 2003)
oraz bakterie Haemophilus influenzae, Chlamydia pneumoniae). Ponadto czynniki
infekcyjne mog stymulow& nieadekwata reakcg immunologicza poprzez

superantygeny bakteryjne, m.in. takie jak entereyak gronkowcowa i toksyna wsisz

toksycznego, TSST-1 (Zhang i wsp., 1995).

Kluczowym argumentem przemawgaym za ogoélnie przyja koncepcy pierwotnego
autoimmunologicznego  zapalenia  jest  immunopatofrgic obraz  zmian
demielinizacyjnych w OUN. Makroskopowo plaka maregularny, owalny ksztatt, jest
twarda, odpowiada obszarom odbarwienia mielinygjavjelkos¢ waha st w granicach
od kilku milimetréw do kilku centymetréw. duna pocatku XIX wieku obserwacje
te poczynili niezalenie Robert Carswell i Leon Jean Baptiste Cruveilhigorzy jako
pierwsi wykonali badanie patologiczne w chorobigwanej paniej (1868) przez Jean
Martina Charcota ,sclerose en plaques”, odpowigmgj dzisiejszemu stwardnieniu
rozsianemu. Plaki zlokalizowanes gwykle wokét drobnych nacay zylnych, gdzie
stwierdza si obszerny naciek komorek zapalnych. Aktywne zmiaapalne w SM
odpowiadag naciekom limfocytow T i makrofagbw obserwowanym wodelu
zwierzzcym stwardnienia rozsianego, w eksperymentalnyrmaleapu moézgu i rdzenia
krggowego (ang. experimental autoimmune encephalotisyeliEAE), ktérego
autoimmunologiczna patogeneza jest udowodnionavnpe(Wekerle i Lassman, 2006).
EAE stanowi niewtpliwie uzyteczny, ché nie w petni adekwatny, model ludzkiego SM,
wykorzystywany w celu wygmnienia immunopatogenetycznych mechanizmow
prowadacych do rozwoju choroby, oraz shecy projektowaniu i testowaniu nowych
sposobow terapii. Przyktadem skutecznego pezsta efektywnéci leku w EAE
na warunki Kkliniczne ludzkiego SM jest terapia zyaiem octanu glatirameru,

mitoksantronu oraz fingolimodu (Steinman i Zamva006). Modele zwiekxe H
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przydatne, ale niedoskonate, chabw z uwagi na fakt,z wykorzystywane w nich
zwierzta s organizmami niedojrzatymi immunologicznie i homoggmi genetycznie
(‘t Hart i wsp., 2011). Ukiad odporgciowy szczepdéw daviadczalnych (myszy
i szczury) nie ulega ekspozycji na czynnikodowiskowe, w tym mikroby, z ktérymi
kontakt wptywa na ludzki uktad immunologiczny. Pdi@ w EAE zasadnicznym
mechanizmem autoimmunologicznym jest odpowiedlezna od limfocytow T CD4+,
natomiast w plakach w ludzkim SM licznie wystija takze limfocyty T CD8+. Wreszcie,
EAE jest indukowane konkretnym czynnikiem spustowpoprzez iniekg autoantygenu
zZwigzanego z adiuwantem bakteryjnym, podczas gdy uiluslel pojawia st
spontanicznie — cliodotychczas nie udato ¢sijednoznacznie wykluczy mazliwosci
istnienia czynnika spustowego. To wszystko sprawea,modele déowiadczalne, cho
uzyteczne, daj ograniczony wgld w immunopatologi SM.

Na podstawie szeregu badgopulacyjnych stwierdzonoze czynniki genetyczne
odgrywaj role w rozwoju stwardnienia rozsianego. U blisko 20%cjpatéw z SM
stwierdza si wysipowanie choroby u cztonka rodziny. U krewnych piszego stopnia
ryzyko zachorowania jest 10- do 20-krotnie ¢kgize w stosunku do ryzyka
populacyjnego, a u krewnych drugiego stopnia warasho trzykrotnie wzgbem
populacji ogélnej (Sadovnick i wsp., 2001). ZiddiMgwano szereg genow zyaanych

Z podatnécia na SM, z czego wksza¢ koduje biatka petace funkcg w ukiladzie
immunologicznym. Fakt éw podldlany jest przez zwolennikéw koncepcji pierwotnego
zapalenia w patogenezie SM. Nalgednak podkrdi¢, iz dotychczas opisane asocjacje
odpowiadag za jedynie 2-3% podatdo genetycznej na SM, a dziedziczenie jest
najprawdopodobniej wielogenowe. Do napngejszych nalgy zwiazek pomedzy
wystepowaniem SM a genami ukladu HLA klasy I, w szcZagéci obecndcia allelu
HLADRB1*15:01 (Sospedra i Martin, 2005). Obok czikdw genetycznych coraz
czesciej wymienia s czynniki srodowiskowe, ktorych udziat miatby warunkodveozwoj
choroby, takie jak nikotynizm (Hedstrom i wsp., 2)0czy niedobor witaminy D
(Sundquist i wsp., 2010).

Mimo ze dotychczasowe badania nad patoggisézardnienia rozsianego nie dostargzaj
bezpdrednich dowoddéw na autoimmunologiczne tto SM, nkéadu immunologicznego
w rozwoju choroby nie ulegaatpliwosci. Przez wiele lat uwano,ze uktad nerwowy

jest obszarem immunologicznie uprzywilejowanym (angmunoprivileged) z uwagi na,

miedzy innymi, obecn& bariery krew-moézg (ang. blood-brain barrier, BBBjska
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liczbe limfocytow T oraz ograniczanekspresj antygenow zgodrigi tkankowej klasy Il

w obrbie OUN. Dz jednak wiadomogze system nerwowy i immunologicznycka
ztozone 1 dynamiczne interakcje. W warunkach fizjolagigch potencjalnie
autoreaktywne limfocyty T petaifunkcje integracyjno-ochronn Ziv i wsp. (2006)
wykazali, ze interakcje autoreaktywnych komérek T w OUN i lmlego mikrogleju
przyczyniaj sie do proceséw neuroplastyczeo w dorostym mdzgu szczura, poprzez
stymulacg neurogenezy w zadeie zbatym hipokampa. Z drugiej strony, wykazano
réowniez, ze komorki dendrytyczne migmaij z OUN do obwodowych nagdow
limfatycznych, gdzie magprezentowéa antygen limfocytom T (Karman i wsp., 2004).
Aktywowane limfocyty T maj zdolng¢ przechodzenia przez bakelkrew-mozg,
infiltracji OUN, proliferacji w odpowiedzi na powtda stymulacg okreslonym
antygenem, a naginie aktywacji mikrogleju i innych komoérek immungioznych
za pdrednictwem uwalnianych cytokin prozapalnych, cowmadzi do uszkodzenia
demielinizacyjno-aksonalnego (Yong i Marks, 201Q)e wszystkie limfocyty T pehai
rolg destrukcyja. Komorki typu CD4+ Th2 wydzielaj cytokiny o profilu
przeciwzapalnym, a komorki jedndyzaste krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells, PBMCs) wytwargzagzynniki neurotroficzne, ktore biprudziat

w procesach regeneracji i przetrwania neuronoéw paglaozwoju oraz w dojrzatym
uktadzie nerwowym. Janusowe oblicze odpowiedzi iautminologicznej objawia si

w patologii zwihzanej z omawian choroly szczegdlnie wyraie, kiedy to reakcja
zapalna w olgbie OUN mae odgryw& zar6wno ra¢ destrukcyja, poprzez kaskad
uwalnianych cytokin, wolnych rodnikéw tlenowychalik uktadu dopetniacza, proteaz
i przeciwciat; jak i protekcyjno-regeneracyjriTa ostatnia, ktéra obejmuje ¢dizy innymi
produkcg czynnikdbw neurotroficznych przez komorki uktadunmmnologicznego, jest
niewatpliwie mniej poznana. Dokladne oktenie sposobu i warunkéw, w ktérych
potencjalnie destrukcyjne komorki zapalne sprayjagprawie w olgbie OUN, wydaje
si¢ kluczem do kolejnego etapu badaad nowymi meliwosciami terapeutycznymi
w SM.

Terapia stwardnienia rozsianego opiera aecnie na mechanizmie immunomodulacji,
co odzwierciedla panaga koncepag choroby pierwotnie zapalnej. W 1993 roku
zarejestrowano w leczeniu postaci rzutowo-remigygheroby interferon beta 1B (IFRI-
1B), nast¢pnie wprowadzono interferon beta 1A (IFN-LA) i octan glatirameru

(kopolimer-1), a take cytostatyk mitoksantron dla RRMS o agresywnynepiggu oraz
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postaci posipujacych. Mechanizm dziatania terapeutycznego tych ek SM jest
zroznicowany i nie do kfaca sprecyzowany, niemniej opiera sia niespecyficznym
hamowaniu odpowiedzi zapalnej. Kolgjrgeneragj lekéw modyfikupcych przebieg
choroby (ang. disease-modyfing drugs, DMDs) staanomrizeciwciala monoklonalne,
sparod ktorych preparatem zarejestrowanym na rynkd fegalizumab. Blokuje on
receptor limfocytarnep4fl-integryny (VLA-4), zapobiegag jej zwiazaniu z casteczlg
adhezji komoérkowej nacay (ang. vascular cell adhesion protein 1, VCAM-1),
zlokalizowara na srédbtonku naczy mézgowych, a tym samym unieativiajac
przechodzenie limfocytbw przez baxerkrew-mozg (Noseworthy i wsp., 2006).
Natalizumab wykazuje wksz skuteczné¢ w redukcji czstasci rzutOw niz pozostate
zarejestrowane leki immunomodwog (redukcja r@u 60% wobec 30% dla
interferondw i octanu glatirameru, Polman i wsf20@&), jednake wzbudza kontrowersje
z uwagi na grgne powiktanie, ktére opisywano w zwgku z jego zastosowaniem.
Wystapienie przypadkow pogbujacej wieloogniskowej leukoencefalopatii (PML),
zwiazanej z infekgj oportunistycza wirusem JC, statlo @i przyczyrm czasowego
wycofania preparatu z rynku. Wszystkie 28y wymienione leki wymagaj podawania
pozajelitowego. Niezwykle obiecge s doustne leki modyfikace przebieg choroby,
takie jak niedawno zarejestrowany w leczeniu RRMfgdlimod oraz testowane w Il
fazie bada klinicznych: kladrybina, teriflunomid, doustne pmcne kwasu fumarowego
i laquinimod. Preparaty tea svygodne w wayciu, a ich skuteczrié w dotychczasowych
badaniach niejednokrotnie przekgga tradycyjne terapie immunomodalkg (Losy
i Kalinowska-Lyszczarz, 2011). W leczeniu rzutowstaei RRMS stosuje gizazwyczaj
dozylne steroidy. W wybranych przypadkach wagrask terape z wzyciem daylnych
immunoglobulin ludzkich lub zabiegéw plazmaferekyorych skuteczn&& w leczeniu
rzutow nie zostata jednak udowodniona (Sgrensespi, w2004). Niestety, mimo pepu
w zakresie terapii choroby, w wielu przypadkachal&bnieczne jest leczenie objawowe
utrzymupcych seé dysfunkcji klinicznych. Leczenie immunomodujog pozwala istotnie
zmniejszy czestas¢ rzutdw oraz zredukowa radiologiczne wyktadniki aktywrici
procesu zapalnego, ale w praktyce jego diugofalovpyyw na postp niesprawngci
pacjentow, ktora zahy od postpujacej aksonopatii, jest ograniczony i niewystarazgj
Podstawowym wyzwaniem pozostaje ¢wi wprowadzenie strategii regeneracyjnych,
sprzyjapcych szybkiej i skutecznej remielinizacji, co pozwaapobiec degeneracji
aksonalnej (Warrington i Rodriguez, 2006).
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2.2. Neurotrofiny — nomenklatura, biologia i rola w stwardnieniu rozsianym

Neurotrofiny to polipeptydy wydzielniczne, zbudoware 100-200 aminokwasow, ktére

naleza do rodziny czynnikow neurotroficznych (jej tradyy klasyfikacg przedstawia

rycina nr 1). Deprywacja czynnikdw neurotroficznystanowi fizjologiczny mechanizm

eliminacji neuronéw podczas rozwoju uktadu nerwowvé@onnor i Dragunow, 2009).

W dorostym OUN czynniki neurotroficzne pedrfunkcje protekcyjne wobec oldlenych

populacji neuronalnych, a taik odgrywag role w procesach plastyczém i transmisji
synaptycznej (Altman, 1992; Johnson i wsp., 198®ehen, 2000; Raff i wsp., 2002).

Rycina 1

Ogolna klasyfikacja czynnikdéw neurotroficznych

czynniki neurotroficzne

neurotrofiny |

nadrodzina TGF} |

neurokiny

{cytokiny neurotroficzne)

rodzina rodzina rodzina 1 [ rodzina | [
NGF BDNF | NT—3| NT-4/5 | GDNF TGFB ] BMP CNTF IL-11 | [OSM ] 71 [CI_C | neuropoetyna
GDNF ] NTN | [ PSP ] CNTF IL-6 LIF ]

NGF — czynnik wzrostu nerwéw, BDNF — czynnik newofitzny pochodzenia mézgowego, NT-3 +
neurotrofina 3, NT-4/5 — neurotrofina 4/5, TBF transformujcy czynnik wzrostip, GDNF (ang. glial-
derived neurotrophic factor) — czynnik neurotrofigz pochodzenia glejowego, BMP (ang. bon
morphogenic proteins) — biatka morfogenetyczné&ckdNTN — neurturyna, PSP — persefina, CNTF (an
ciliary neurotrophic factor) — egkowy czynnik neurotroficzny, IL-6 — interleukina lBF (ang. leukemia
inhibitory factor) — czynnik hamugy biataczk, IL-11 — interleukina 11, OSM — onkostatyna M, CF
kardiotrofina-1, CLC (ang. cardiothrophiike cytokine) — cytokina podobna do kardiotrofiny

D
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Jako pierwszy z rodziny neurotrofin zostat zideikipivany czynnik wzrostu nerwoéw
(ang. nerve growth factor, NGF, Levimontalcini, 295Do grupy tej zalicza sirOwniez
czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (dmgin-derived neurotrophic factor,
BDNF), neurotrofiez 3 (ang. neurotrophin-3, NT-3) oraz neurotrefind/5
(ang. neurotrophin-4/5, NT-4/5), zramdwniez jako neurotrofina 4 lub neurotrofina 5
(ang. neurotrophin-4, NT-4; neurotrophin-5, NT-&)akze neurotrofig 6 i neurotrofir 7
(ang. neurotrophin-6, NT-6; neurotrophin-7, NT-Z),czego dwie ostatnie nie zostaty
dotad opisane u ssakéw (Huang i Reichardt, 2001). WWkzysneurotrofiny s
syntetyzowane jako biatka prekursorowe, ktére pailywem dziatania metaloproteinaz
uzyskup aktywna¢ biologiczry (Lee i wsp., 2001). Funkcjoraupne jako niekowalentnie
zwiazane homodimery, niemniej podjednostkimgch neurotrofin mogrowniez tworzy
heterodimery. Na podstawie ba&daekwencji genowych oraz obserwacgjg zamiana
siedmiu aminokwasow w strategicznych pozycjach N3k8tkuje powstaniem biatka
o petnej aktywnéci biologicznej NT-3, BDNF oraz NGF (Urfer i wsdl994), wysnuto
wniosek, ze NT-3 stanowi pierwotny gen-przodek (ang. ancestor geod) ktérego
wywodz, si¢ pozostate neurotrofiny. Aktualnie przyjmujeg gednak,ze NGF i NT-3
powstaly poprzez duplikagjjednego, wspoélnego genu, natomiast BDNF i NT-4/5
pochodz od innego wspolnego przodka (Halbddk, 1999).

Neurotrofiny whza si¢ z wysokim powinowactwem z receptorami z rodzinyagay
Zwiazanej z tropomiozyn (ang. tropomyosin related kinase, Trk), a z niskim
powinowactwem — z receptorami typu P7% (Kaplan i Miller, 2000), ktére nate do
rodziny czynnika martwicy guza (ang. tumor necrdator, TNF, Chao, 1997). NGF
wiaze sk preferencyjnie z receptorem TrkA; BDNF i NT-4 mapajwyzsze
powinowactwo wzgidem TrkB, a NT-3 — wzgtlem TrkC, ché wiaze sk takze z TrkA i
TrkB (Chao, 2003). Wszystkie neurotrofiny wykagygowinowactwo wobec receptora
p75'™R ktéry maze peiné funkcje ko-receptora dla receptoréw Trk, alba tadukowa
niezalena sciezke¢ sygnatows. Zwiazanie neurotrofin z odpowiednim receptorem Trk
prowadzi do jego dimeryzacji, trans-autofosforyilacja nastpnie aktywacji
wewntrzkomaorkowychsciezek sygnatowych, m.in. Ras/ERK (ang. extracelluignal-
regulated kinase) i Akt/PI3K (ang. phosphatidylitals 3-kinase), ktorych indukcja
promuje przetrwanie (Huang i Reichardt, 2001; Kapla Miller, 2000). Z kolei
pobudzenie receptora p¥5 maze prowadzi zaréwno do przetrwania (NEB), jak i do

smierci komérki (Racl/Jun N-terminal kinase, JNKMHafrington i wsp., 2002;
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Khursigara i wsp., 2001). Biologiczne efekty dzmaganeurotrofin zatea od ich sg¢zen,
powinowactwa do receptorow, a f@kod tego, czy wiiza Sie one z receptorami jako
czasteczki ju poddane obrébce enzymatycznej, czy t® formie prekursorowej
(proneurotrofiny, ktére wykazaijsilniejsze powinowactwo do receptoréw B¥5i sa
bardziej skuteczne w indukowaniu p75-zalej apoptozy, Beattie, 2002; Lee i wsp.,
2001). Ponadto, neutrofiny m@gdgrywa& zraznicowane role poprzez wspoétdziatanie
z innymi receptorami oraz kanatami jonowymi. Opisanterakcje midzy receptorami
Trk i kanatami potasowymi bramkowanymi ngpem, a take receptorami NMDA (N-
metylo-D-asparaginian) (Lin iwsp., 1998, TuckerFadool, 2002). P78® maze
natomiast pehdi funkcje ko-receptora dla receptora Nogo, ktory poprzezazaviie

z biatkiem MAG hamuje wzrost aksonéw (Wong i wgfl02; Wang i wsp., 2002).

Mimo ze pierwotra funkcja czynnikdbw neurotroficznych jest nadzér nad proogsa
réznicowania i przetrwania komorek w uktadzie nerwowyrtegaj one ekspresiji tale

w uktadzie immunologicznym, we frakcji komorek jejudrzastych krwi obwodowej.
NT-3 wytwarzana jest przez limfocyty T i B, a nigveerdzono jej w makrofagach (Linker
i wsp., 2009). Beta-NGF i NT-4/5 produkowangepmzez praktycznie wszystkie komorki
ukltadu immunologicznego. Ponadto, na komérkach tyoajduj sie receptory dla
neurotrofin: p75NTR oraz TrkA (limfocyty T, makra@g, TrkB (limfocyty B,
makrofagi), i TrkC (makrofagi), (Reichard, 2006;9&ei wsp., 2003; Linker i wsp., 2009).
W zdrowym mdzgu to neurony stanewgtowne zrodto i punkt uchwytu dla czynnikéw
neurotroficznych, natomiast w warunkach patologycindodatkowa ich synteza przez
mononukleary mze kompensowa wzgledny niedobér w OUN (Hohlfeld, 2008;

Kerschensteiner i wsp., 2003).

W przebiegu SM neurotrofiny wytwarzane przez PBM@wg odgrywa role
neuroprotekcyja bezpdrednio, whzac sk z receptorami Trk na neuronach w OUN
i promupc ich przetrwanie, jak i poednio — poprzez interakcje z receptorami dla
neurotrofin na poszczegdlnych subpopulacjach koknduktadu immunologicznego
(Tabakman i wsp., 2004; Chao, 2003; Linker i w&07). Funkcje neuroprotekcyjne
komédrek immunologicznych mag by¢ wiec regulowane przez lokaln sekreat

czynnikdw neurotroficznych.

W SM najwyzsze stzenia neurotrofin obserwujeesiv obrebie aktywnego brzegu plaki,
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gdzie uwalnianegsone w bezp@rednim asiedztwie aksonow naranych na uszkodzenie
wtérne. Aksony te nie znajdugic w obrebie samej plaki, ale z uwagi na bliskdoczcej
si¢ reakcji zapalnej magulec destrukcji w tzw. mechanizmégviadka (ang. bystander
damage). Obszar ten, podobnie jak w przypadkuysprefiumbry w udarze mézgu, ieo
odnig¢ najwigksze korzyci dzigki zjawisku neuroprotekcji (Hohlfeld, 2008,
Kerschensteiner i wsp., 2003). Niewyddléaktadu immunologicznego w dostarczaniu
adekwatnej  puli  neurotrofin me  skutkowd& ograniczeniem  potencjatu
neuroprotekcyjnego w ratowanym obszarze. To z kmlewadzi do bardziej rozlegtego
uszkodzenia, a wt i wickszej atrofii, ktora jest gtbwnym czynnikiem wplypyaym na

sprawng¢ pacjenta w kontekie dtugofalowym.

Przetomowym odkryciem, ktore skierowalo uwatp potencjalne nitiwosci zwiazane
z zastosowaniem czynnikdéw neurotroficznych w targ, byta obserwacjae naleacy
do tej rodziny czynnik hamagy biataczk (ang. leukaemia inhibitory factor, LIF)
redukuje nasilenie objawéw klinicznych EAE u mysiy sprzyja przetrwaniu
oligodendrocytow (Butzkueven i wsp., 2002). Efelt pojawiat s¢ niezalenie od tego,
czy LIF podano systemowo w momencie immunizacjy ¢ w klinicznie jawnym
okresie choroby, co potwierdza hipaieze czynniki neurotroficzne dziatgjpoprzez
sprzyjanie regeneracji, a nie — hanwjreakcg zapala. W kontekcie powyszych
obserwacji rozpoedy si¢ badania nad rel neurotrofin w stwardnieniu rozsianym

i w eksperymentalnie wywotanym modelu choroby uerit.

W dotychczasowych badaniach wykazano azek sekrecji BDNF przez PBMCs
i potencjatu aksonoprotekcyjnego u pacjentéw chosgh na SM (Azoulay i wsp., 2008;
Weinstock-Guttman i wsp., 2007; Linker i wsp., 2p10dowodniono rownig ze a trzy

z dostpnych lekdw immunomodulagych (IFN{, octan glatirameru oraz alemtuzumab)
zwickszaj poziom BDNF (surowica, frakcja mononuklearéw) wcjpatow poddanych
terapii, co mae stanowd jeden z mechanizméw dziatania tych preparatow w(Eaive

I wsp., 2008; Azoulay i wsp., 2005; Jones i wsf21®@. Rola pozostatych neurotrofin
w stwardnieniu rozsianym nadal pozostaje niejaaivajiteraturze obecnych jest zaledwie

kilka doniesi@ na ten temat (Caggiula i wsp., 2005; Urshanskgp.w2010).

Zagadnienie neurotrofin w SM mioa rOwnie rozpatrywa w kontekcie zaburzé
funkcji poznawczych pojawiagych s¢ w przebiegu choroby (patrz: rozdziat 2.3). Zak

w tym aspekcie znaczenie neurotrofinzemkaza si¢ istotne. Wiadomoze neurotrofiny
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odgrywaj role w plastycznéci synaptycznej, ktora w dorostym mobzgu oznacza
funkcjonalne modyfikacje istnigfych juz polaczen synaptycznych. Proces oOwzie

u podstawy zjawiska kodowania, magazynowania, od@avaa | przetwarzania
informacji, co warunkuje para i inne funkcje poznawcze. BDNF, NGF, NT-3, azak
ich receptory TrkB i TrkC ulegajekspresji na relatywnie wysokim poziomie w dorasty
hipokampie (Lewin i Barde, 1996). Badania na moclelazwierzcych wykazaty,
ze nawet niewielka redukcja poziomu BDNF ragorowadzt do redukcji plastyczrici
synaptycznej w olgbie hipokampa (Korte i wsp., 1995). Mysie heterazyg fenotypie
NGF” prezentuj ograniczone unerwienie cholinergiczne hipokampe, skutkuje
deficytami w zakresie zapaatywania informaciji i ich przechowywania (Chen i wsp
1997). W dorostym mobzgu NGF sprzyja przetrwaniu ropdw kompleksu
cholinergicznego przodomézgowia podstawnego (LewilBarde, 1996). U mysiej
homozygoty NT-4/% obserwuje s deficyty w zakresie panai diugoterminowej, ale
nie — operacyjnej (Xie i wsp., 2000). Z kolei u ma®w z eksperymentalnie
uszkodzonym rejonem CA1l hipokampa egzogenne podaiie3 na néniku
chitozanowym skutkuje poprawv zakresie sprawroi funkcji poznawczych ocenianych
w tescie labiryntu wodnego Morrisa (Mo i wsp., 2010). til@hczas przeprowadzono
zaledwie kilka bada na temat potencjalnego zwku czynnikbw neurotroficznych
z funkcjami poznawczymi u pacjentow chamyjch na SM. W 2010 roku Patanella i wsp.
opisali zaleénos¢ miedzy nizszymi poziomami BDNF wytwarzanego przez PBMCs
a gorszymi wynikami testow neuropsychologicznygbagjentow z SM, w szczegokw
oceniajcych podzielné uwagi | umiegtnosci przeszukiwania  wzrokowo-
przestrzennego. Na pagku 2011 roku opublikowano artykut, ktérego autovzykazali
ochronn, funkcje allelu C rs2030324 BDNF w kont&ke umiegtnoici przetwarzania
informacji wzrokowych, co wize st prawdopodobnie z wptywem na etms¢ wzgérza
(Weinstock-Guttman i wsp., 2011). Dotychczas nidgalogo zwazku pozostatych

neurotrofin ze sprawroia funkcji poznawczych u pacjentow z SM.
2.3. Zaburzenia funkcji poznawczych w przebiegu stwardrenia rozsianego

Zaburzenia poznawcze pojawiagic w przebiegu SM u 45 do 65% pacjentow (Rao
i wsp., 1991; Ron i wsp., 1991), niezalee od rodzaju przebiegu, czasu trwania choroby,
stopnia niesprawrici neurologicznej oraz catkowitej apsci zmian demielinizacyjnych

w badaniach neuroobrazowych. zJ&harcot (1872) stwierdzitze pamec i afekt

u pacjentow ze stwardnieniem rozsianym mbygt istotnie zaburzone. Rdiejsi badacze
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prébowali nawet okrdi ¢ swoisty dla SM typ zespotugitiennego, z eufadii labilnoscia
emocjonaln, przy stosunkowo niewielkim deficycie poznawczykigry Seiffer (1905)
nazwat ,dementia polysclerotica” (w oryginale nieckim ,polysklerotische Demenz”).
Z kolei w 1929 Ombredane trafnie zaobserwouwaltdeficyt poznawczy u chorych na SM
istnieje, ale jest na tyle dyskretny i wybiorczy, moze pozost& niezauwaony przy
pobieznym badaniu i/lub w codziennej rozmowie. Pomima@tpez wiele lat nie vzano
zaburzé psychopatologicznych w SM ze zmianami patologicanyw uktladzie
nerwowym wynikagcymi z choroby podstawowej. W potowie XX wieku Rrat
przedstawit pierwszy usystematyzowany przdgtaburzé psychiatryczno-poznawczych
u pacjentow z SM (Pratt, 1951).

Do funkcji, ktére najcgsciej ulegaj uszkodzeniu w przebiegu stwardnienia rozsianego,
naleza: uwaga, szczegolnie przedana i selektywna, umiginos¢ analizy wzrokowo-
przestrzennej, n#jenie abstrakcyjne, zdol&® wykonywania ziaonych zada
(ang. multi-tasking), pare¢ operacyjna i semantyczna oraz sSzyddk@rzetwarzania
informacji (Rao i wsp., 1991; Kujala i wsp., 199&unkcje gzykowe oraz tzw.
inteligencja ogolna, rozumiana jako czynnik ogéBgyearmana (ang. g factor, Howard,
1993), pozostaj zwykle nienaruszone. Obraz Ow odpowiadagp@niu typu
podkorowego, powstatemu na skutek swego rodzajmtagpenia” (ang. disconnection)
struktur korowych i podkorowych w wyniku uszkodzenistoty biatej (Piras i wsp.,
2007). Mimo % Klinicznie jawny zespot dementywny jest u pacjentds SM rzadki,
deficyt poznawczy mae wystpowa juz podczas pierwszego rzutu choroby, zazwyczaj
bardzo powoli pospujac. U niektérych pacjentébw zaburzenia poznawczebi/lu
zaburzenia zachowania mypgatomiast stanowipierwsze objawy choroby; jest to tzw.

wariant korowy SM (Zarei i wsp., 2003).

W ciagu ostatnich lat probowano uzyskerglad w mechanizm zaburaepoznawczych
u chorych z SM poprzez badania neuroobrazowe zogastiniem metod rezonansu
magnetycznego. Niestety, korelacje e¢damy nasileniem deficytu a rutynowymi
parametrami radiologicznymi ol@lanymi za pomog MRI (catkowita liczba i olgtosc
zmian hiperintensywnych w sekwencji T2-zalej, catlkowita ohjtos¢ widocznych
w sekwencji T1-zalenej ognisk nieodwracalnego uszkodzenia aksonalndguy.
.czarnych dziur”, objtos¢ istoty szarej) g stabe i bardzo zmienne. Wynikéao maze
zarbwno z braku swoistoi metody, jak i z faktu,ze rutynowe metody MRI nie

uwidaczniajg zmian korowych, ktérych liczba koreluje ze stopmiezaburzé
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poznawczych u pacjentéw z RRMS (Roosendaal i w&9; Calabrese i wsp., 2009).
W badaniach na modelach zwigrtych EAE wykazano istotnrole patologii hipokampa
w rozwoju zaburzé poznawczych (Ziehn i wsp., 2010), co potwierdzdakze na
niewielkiej liczbie pacjentow z SM (Roosendaal ipy2009), u ktérych zaobserwowano
zwiazek medzy liczka zmian korowych w hipokampie a sprawoia pamkeci wzrokowo-
przestrzennej. Wykryto rowniezaleznos¢ migdzy obgtoscia hipokampa a wynikiem
testu zapamtywania listy stow u chorych na SM (Sicotte i wsp008). Z kolei Roca
i wsp. (2008) wykazalize nasilenie deficytu poznawczego mierzonego katestow
neuropsychologicznych u 12 pacjentéw z wczesnym(&Ms trwania choroby porj 3
lat) koreluje ze stopniem uszkodzenia szlakow aczotpodkorowych, wyrzonym za
pomoea pomiarow anizotropii frakcyjnej oraz wspétczynnikiyfuzji w badaniu MRI
metod, tensora dyfuzji (ang. diffusion tensor imaging, IDPojawia st tez coraz wecej
doniesi@ o istotnej roli atrofii w rozwoju zaburaepoznawczych. Dotyczy to zaréwno
atrofii globalnej, jak i regionalnej, rulzy innymi atrofii wzgorza (Houtchens i wsp.,
2007; Ramasamy i wsp., 2009).

Woczesna identyfikacja zaburfzgpoznawczych u pacjentow z SM ma istotne znaczenie
w kontelkécie jakaci zycia chorych, ktorym mina zapewri odpowiednie wsparcie
psychoterapeutyczne oraz potencjalfarmakoterap. Ponadto, obecsé deficytu
poznawczego w momencie rozpoznania CIS stanowmikyniekorzystny rokowniczo,
zZwiazany z czstsz konwersj do klinicznie pewnej postaci choroby (Zipoli i wsp010).
Czasochtonne badanie neuropsychologiczne niezyhale rutynowej oceny pacjentow
chorupcych na stwardnienie rozsiane. Dotychczas nie pyfikowano testu, ktéry
mogtby shiy¢ jako marker globalnego deficytu poznawczego u gadw z SM.
Stosowany w wielu badaniach klinicznych test PASABng. Paced Auditory Serial
Addition Test, czas rytmicznego dodawania 4mnv stuchowych) jest badaniem
czasochtonnym, skomplikowanym i wymag@ajm, zaréwno dla badanego, jak i dla
badacza, a u pacjentow wykazano efekt uczeria(Rosti-Otajarvi 1 wsp., 2007).
W praktyce codziennej nadal brakuje przesiewowegtutneuropsychologicznego, ktory
bytby prosty, szybki w wykonaniu i efektywny w idgfikacji pacjentow z zaburzeniami

poznawczymi.
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2.4. Neuroobrazowanie w stwardnieniu rozsianym: rola badnia tomografii

rezonansu magnetycznego

Obrazowanie MRI umdiwito po raz pierwszy przyyciowa wizualizacg zmian
demielinizacyjnych w SM, ktore przedtem opisywanedynie w badaniu
neuropatologicznym (za: Selmaj, 2006). Cegbige wysoky czutascia w wykrywaniu
ogniskowych zmian zapalnych istoty biatej, technikaonansu magnetycznego istotnie
przyczynita st zarowno do pogpu w rozumieniu patologii choroby, jak i do trafnej
identyfikacji chorych. Wprowadzone do procesu d@gycznego w latach
osiemdziesitych XX wieku, MRI stato si podstawowym — obok obserwacji klinicznej —

narzdziem w rozpoznawaniu SM.

W technice tej wykorzystuje siwtasciwosci magnetyczne protondw, ktére w wyniku
zjawiska pdrowego rezonansu magnetycznego (ang. nuclear m@gnesonance)
w silnym polu magnetycznym wytwarzanym przez skameitup energe odbieran jako
sygnat i przetwarzan za pomog metod matematycznych, m.in. z zastosowaniem
dwuwymiarowej transformacji Fouriera, w obraz (Ziedlecki i Kowalski, 2002).
Odr&nienie tkanek prawidtowych od patologicznych awe jest dzeéki odmiennej
zawartéci wody, co warunkuje najistotniejsze zalety i wadyetody. Zalet jest
stosunkowo wysoka czué w wykrywaniu patologii istoty biatej moézgowia, aads —
ograniczona swoisté (Miller i wsp., 2006). W konwencjonalnych sekweaad) MRI
podobnie wygidat maze obrzk, demielinizacja, stan zapalny, remielinizacjaoza

i ubytek aksonow (Mc Donald i wsp., 1992).Ricowanie plak z innymi uszkodzeniami
istoty biatej opiera si wiec przede wszystkim na stwierdzeniu charakterystgczta
danego procesu chorobowego lokalizacji. Zmiany @émzacyjne typowe dla SM
pojawiap Si¢ zazwyczaj okotokomorowo (u 95% pacjentdéw), na pagzu istoty biatej

i szarej (ang. juxtacortical lesions, u 2/3 padent w obkbie ciata modzelowatego,
gdzie zmiany niedokrwienne szadkdcia, a take podnamiotowo, w obbie pnia mézgu

i mézdzku — u 50% pacjentéw z SM. Zmiany korowe, €labserwowane w badaniach
autopsyjnych (5-10% wszystkich zmian, Ormerod i wsf®987), § rzadko widoczne
w rutynowym badaniu MRI (patrz: rozdziat 2.3), z agv na podob#s wartaé¢ gestasci

protonowej istoty szarej oraz plak.

Nowe, niekonwencjonalne techniki akwizycji MRI, #tek jak obrazowanie

z zastosowanem transferu magnetyzacji (ang. magtietn transfer imaging, MTR),
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tensora dyfuzji (DTI) oraz spektroskopii rezonansuagnetycznego (ang. magnetic
resonance spectroscopy, MRS), dostascpamiarow o wkszej swoistéci dla patologii
mieliny i aksonéw (Giacomini i Arnold, 2008). Wyngg one stosowania
zaawansowanych technik analizy obrazu, co stanotiidngci we wprowadzeniu tych

metod do codziennej praktyki klinicznej.

Podstawowe i rutynowe sekwencje stosowane w didge®schoroby to sekwencja
diugiego czasu relaksacji T2 (ang. weighted spilmoee- T2), w ktérej zmiany
demielinizacyjne ukazuj si¢ jako hiperintensywne, oraz sekwencja krotkiegosuza
relaksacji (ang. weighted spin echo — T1), gdzakipbrezentyj sic jako ubytek sygnaitu.
Zmiany hipointensywne, ktérych obeddautrzymuje st przez co najmniej 6 miesly,
nazywane $ potocznie ,czarnymi dziurami’ (ang. black holesm8n i wsp., 2006).
Odpowiadag one ogniskom nieodwracalnego uszkodzenia aksor@wkwencja T1-
zalezna wykorzystywana jest przede wszystkim w celu anbwania zmian aktywnych,
ktére z powodu uszkodzenia bariery krew-mdzg wznaggrsic po dazylnym podaniu
kontrastu gadolinowego (Gd+). Aktywne plaki mogyprzedzéa pojawienie si howych
zmian w sekwencji T2-zateej o godziny lub dni (Miller i wsp., 1988). \dkszai¢
nowych zmian ulega wzmocnieniu przez 2-6 tygodratk@wita liczbe plak ocenia si
natomiast zwykle w sekwencji T2-zateej lub t& w sekwencji FLAIR (ang. fluid
attenuation inversion recovery), ktéra stanowiappénie sekwencji T2 oraz sekwencji
ttumiacej sygnat ptynu mdbzgowo-rdzeniowego, co ulatwiaraabwanie zmian

przykomorowych.

W 1838 roku, w swoim atlasie zmian patologicznyRbbert Carswell opisywat zmiany
zanikowe w stwardnieniu rozsianym. Rozwd¢j technikbomografii rezonansu
magnetycznego umbwit przyzyciowe monitorowanie pogbujacej atrofii mdzgowia,
ktéra warunkuje pogp choroby. Mechanizm, w ktorym dochodzi do zanikGzgowia,
jest zr@nicowany i ztaony, a sktadaj sic nan demielinizacja i utrata aksonéw, m.in. w
procesie degeneracji wallerowskiej. Atrofi@iadczy o nieodwracalnej utracie neuronéw
(Bermel i Bakshi, 2006). Istnieje kilka sposobowrparu atrofii przy ayciu metod MRI.
Metody jakaciowe, ktére opieraj sic na obserwacji zwkszenia przestrzeni ptynowych
kosztem parenchymy w poréwnaniu z narola danego wieku,asogolnie dosipne i
przydatne w codziennej praktyce lekarskiej, ale angbwtarzalne i niewiarygodne w
kontelécie bada klinicznych. Dwuwymiarowe metody igiowe opieray Sig na

pomiarach liniowych, takich jak szerako trzeciej komory, maksymalna szereéko
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komory bocznej, czy tewskanik BCR (ang. bicaudate ratio), ktéry polega na j@one
odlegtaici miedzy wewretrznymi brzegamigdra ogoniastego w stosunku do odlégio
miedzy brzegami moézgowia mierzonymi na tym samym poio Metody te
preferowane wzgblem metod jak&iowych, niemniej w precyzji i powtarzalfm
uskpuja metodom trojwymiarowym. Te ostatnie opiaraje na technikach segmentacji
mozgowia, pozwalagej na rozdzielenie struktur wewtreczaszkowych na npiszowe
(parenchymalne) i nie-rptiszowe (nie-parenchymalne) oraz dckeeie odsetkowego ich
udzialu w zajmowanej przestrzeni (Bermel i Bakst006), ktorego przyktadem jest
wskaznik objetosci miazszu do ohjtosci mozgu ( ang. brain-parenchymal fraction, BPF).
Wskaznik BPF stanowi uznany marker atrofii u pacjentovM (Rudick i wsp., 1999)

i wykorzystywany jest w badaniach farmakokliniczhyc

Wprowadzenie technik wolumetrycznych MRI oraz metpdzwalagcych ocend
uszkodzenie w pozornie niezmienionej istocie biédelg. normal appearing white matter,
NAWM) pozwolito, przynajmniej w pewnym stopniu, mazwiazanie tzw. kliniczno-
radiologicznego paradoksu SM, acwizjawiska dyskorelacji porgilzy catkowit, liczba
uszkodzé a stanem klinicznym pacjentéw (Barkhof i van Walden, 1999). Atrofia
mdbzgowia okazata sbowiem silm, zmienry objaniajaca postp klinicznej niesprawniei
chorych na SM (Dartidar i wsp., 1999). Fisher i W@®02) wykazalize post¢p globalnej
atrofii mdézgowia w cigu 2 lat stanowi najlepszy oparty na MRI czynnikgmostyczny
8-letniego wyniku w skali EDSS. Ponadto, staprofii mézgowia pozwala przewidzie
pdézniejszy deficyt poznawczy u pacjentow z SM (Benediavsp., 2004; Zivadinov
i wsp., 2001).
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3. Cele pracy

Nadrzdnym celem niniejszej dysertacji byto o#emnie, czy zranicowanie grupy
pacjentow ze stwardnieniem rozsianym pod wagm ekspresji wybranych neurotrofin
we frakcji mononuklearéw krwi obwodowej a#e skt z r&nym potencjatem regeneraciji
OUN, wyrazonym poprzez mniejazatrofic mozgowia oraz lepgzsprawng¢ funkcji

poznawczych.
Sformutowano nasgpujace cele szczegotowe pracy doktorskiej:

1. Ocena zrénicowania ekspresji wybranych neurotrofin (beta-NG®H-3 i NT-4/5)
w obrebie frakcji komorek jednaprzastych krwi obwodowej u pacjentow z postaci

kliniczna RRMS i jej zwazku z wybranymi parametrami klinicznymi.

2. Ocena zalencsci migdzy parametrami uszkodzenia OUN mierzonymi za p@moc
ilosciowych bada MRI a produkcj beta-NGF, NT-3 i NT-4/5 przez komorki ukfadu

immunologicznego.

3. Ocena zwizku mkdzy nasileniem zabur#efunkcji poznawczych u pacjentéw
z RRMS a ekspresgjwybranych neurotrofin w komoérkach uktadu immunatzgego

oraz parametrami uszkodzenia OUN w badaniach obgzo

Na podstawie analizy aktualnej literatury naukowejzakresie biologii neurotrofin,
koncepcji patogenezy stwardnienia rozsianego oaalmbna modelach zwieggych SM

wysunkto nasgpujace hipotezy:

1. Istnieje negatywna korelacja ¢dizy stzeniem neurotrofin w komorkach uktadu
immunologicznego a liczb uszkodzé oraz miarami atrofi OUN mierzonych za

pomoa ilosciowych bada MRI.

2. Istnieje negatywna korelacja ¢dizy stzeniem neurotrofin w komorkach uktadu
immunologicznego a nasileniem zaburzéunkcji poznawczych ocenianych za

pomoa wybranych testow neuropsychologicznych.

3. Istnieje dodatnia korelacja guizy nasileniem zabur#ie funkcji poznawczych
ocenianych za pomaavybranych testéw neuropsychologicznych a licakzkodzé

oraz miarami atrofii OUN mierzonych za pomolosciowych bada MRI.
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4. Materiat badawczy i metody

4.1. Charakterystyka grupy badanej

Do badania wiczeni zostali pacjenci z rozpoznaniem rzutowo-rgne postaci
stwardnienia rozsianego, postawionym na podstawitekéw diagnostycznych wedtug
McDonalda (Polman i wsp., 2005), hospitalizowaniOddziale Klinicznym Neurologii
Szpitala Klinicznego im. Heliodor$wiecickiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
ktorzy wyrazili pisema zgod: na udziat w badaniu. Protokot projektu zostat
zaakceptowany przez KomgspBioetyczry przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 1023/2008).

Przygto nasgpujace kryteria wykluczenia:

» wiek ponizej 18 i powyej 65 lat,

» kliniczne cechy rzutu SM podczas badania,

» udokumentowany rzut w czasie do 8 tygodni przechbeam,
* leczenie immunomodulage w czasie ostatnich 12 migsy,

» leczenie steroidami w czasie ostatnich 3 m®@si

» obecnd¢ choroby psychiatrycznej, w szczegd@laociezkiej depresji i schizofrenii,
pobieranie neuroleptykow, lekow przeciwdepresyjnyoh przeciwpadaczkowych,

a takee uzalenienie od alkoholu i/lub lekow,
» obecnd¢ innej choroby o etiologii autoimmunologicznej,
» obecndé¢ postpujacej choroby nargddw mizszowych i/lub choroby nowotworowej,

» niesprawné¢ konczyny dominujcej, deficyt w zakresie nagdu wzroku oraz inne
objawy neurologiczne uniemliwiajace wykonanie testéw neuropsychologicznych,

» obecndé¢ przeciwwskaza do badania tomografii rezonansu magnetycznego.
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4.2. Protokét badania
4.2.1. Badanie podmiotowe

Przeprowadzone wywiady uwzghiaty szczegétowe pytania o aktualne skargi, peggb
choroby, a take objawy mogce sugerowa jakiekolwiek choroby wspdtistnigge.
Ukierunkowane pytania, analiza dotychczasowe] dadtacji medycznej pacjentow oraz
aktualnych, podstawowych, rutynowo wykonywanych ddadaboratoryjnych Kkrwi
(morfologia, OB, CRP, glikemia, lipidogram) pozwwliokresli¢ ewentualne kryteria

wytaczenia pacjentow z badania (jakxgy).
4.2.2. Ocena stanu neurologicznego

Badanie przedmiotowe wszystkich pacjentéw zostatpegrowadzone przez autora
niniejszej pracy. Pelne badanie neurologiczne iwdrgatlo ocer niesprawnéci
ruchowej pacjenta w skali EDSS (ang. expanded iliigabtatus scale), przedstawipn
jako wynik sumaryczny oraz wyniki ggtkowe w démiu podskalach ocenigjych
funkcje: naradu wzroku, pnia mézgu, uktadu piramidowego,zaidkowego, czuciowego,
zwieraczy, a take tzw. funkcje mozgowe (nastroj, funkcje poznawereszliwosé) oraz
funkcjonowanie wzyciu codziennym (ang. ambulation). Dlazkego pacjenta obliczono

rowniez sung podskal, w ktérych wyspit deficyt.
4.2.3. Procedura laboratoryjna

Uproszczony schemat procedury laboratoryjnej ptaedeno na rycinie nr 2 i oméwiono

w kolejnych podpunktach.
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Rycina 2

Uproszczony schemat procedury laboratoryjnej

k
odwirowanie = _ , izolacja Ficoll-Paque
surowica PBMCs
pre— . I 4 Zamrozone wtemp.-80°C do czasu oznaczen
bufor lizujacy (NaCl, Tris-HCL, EDTA) + Triton X-100
v + koktajl inhibitorow proteaz
surowica Lizaty PBMCs

l ELISA i | metoda Lowry'ego

Oznaczenie w probkach stezen Oznaczenie w probkach
beta-NGF,NT-3 i NT-4/5 zawartosci biatka

—I—) Stezenie neurotrofin wyrazone w jednostce

masy na mg biatka

A. Pobranie krwi celem izolacji komoérek jedadjzastych krwi obwodowej (PBMCs)
oraz uzyskania surowicy, a tekzabezpieczenie krwi petnej celem izolacji DNAzora

analizy wybranych polimorfizmow
B. Izolacja PBMCs

Swiezo pobrane prébki heparynizowanej krwi pacjentéwdsot metodzie rozdziatu na
frakcje komoérkowe w gradiencieggtcsci Ficollu, zgodnie z instrukcjami producenta
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare). Zasadzdzialu w gradiencie ¢gtasci Ficollu
przedstawiono schematycznie na rycinie nr 3zdéaazowo na 3 ml roztworu Ficoll-
Paque PLUS delikatnie nawarstwiono 4 ml probki krezciexczonej w zobajtnionym
roztworze soli (BSS, ang. balanced salt solutiblzyyskane prébki wirowano przez 30-40
minut (400 x g) w temperaturze 18-20 °C. Po odwaniu zebrano interfazbogaf

w komorki  jednogdrzaste. Wyizolowane komorki poddano trzykrotnejogadurze
ptukania, celem usugtdia ptytek krwi. Plukanie polegato na zawieszermmiérek w 6 mi
BSS, nasipnie wirowaniu przez 10 minut (60-100 x g) w tengierze 18-20 °C,
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i usunkciu supernatantu. Wyizolowane mononukleary zawieszw roztworze PBS
(8.006 g 137 mM NacCl + 2.90 g 8.1 mM MO, + 0.204 g 1.5 mM KEPO, + 1.342 ml
15% KCI + 1000 ml wody redestylowanej) i rozdziedato probéwek polipropylenowych
typu Eppendorf. Kadorazowo 1Qul zawiesiny umieszczono na szkietku podstawowym,
aby zweryfikowa zawarté¢ mononuklearow w powkszeniu pod mikroskopem
swietlnym. Prébki wyizolowanych PBMCs zanmieno w temperaturze -80°C do czasu
oznaczenia gten wybranych neurotrofin przy pomocy metody immunagenadtycznej
ELISA.

Rycina 3

Schemat metody rozdziatu frakcji komorek surowicy wgradiencie gstosci Ficollu

probka krwi
_ _ surowica
wirowanie
I > PBMCs
Ficoll-Paque
PLUS 400xg ———— Ficoll-Pague Plus
30-40 min.
18-20°C
'-7 granulocyty,
i erytrocyty
C. Liza PBMCs

Po rozmraeniu prébki mononuklearow poddano homogenizacjirpep umieszczenie
w buforze lizupcym (150mM NaCl + 50mM Tris-HCI, pH 8.0 + 5mM EDTA)
z dodatkiem 1%-roztworu Triton X-100 (Sigma-Aldricl®.1 ml na 10 ml buforu
lizujacego) i inhibitorow proteaz (Protease Inhibitor @Gdlc Sigma-Aldrich, 2@l na 10
ml buforu lizupcego). Lizaty poddano wirowaniu (1600 x g, 10 mjnpb czym zebrano
supernatant. Poziom biatka w lizatach gloro za pomog metody Lowry’ego (Lowry
i wsp., 1957).
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D. Oznaczenie gten  wybranych neurotrofin przy  pomocy  metody

immunoenzymatycznej ELISA

ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) tolosciowy test
immunoenzymatyczny oparty o fastah, ktory sty do oznaczenia gtenia antygenu
w badanej prébce, z wykorzystaniem odczynnikow amanych enzymami. Stenia
beta-NGF, NT-3 i NT-4/5 w surowicy oraz w lizataBtBMCs okrélono przy uyciu

nastpujacych testow immunoenzymatycznych:
* RayBio Human Beta-NGF ELISA Kit, RayBiotech,
* RayBio Human NT-4 ELISA Kit, RayBiotech,
* ChemiKine NT-3 Sandwich ELISA kit, Millipore.

Oznaczenia sten wybranych neurotrofin wykonano zgodnie z instrakej producenta.
Do zagtbien ptytki polistyrenowej optaszczonej przeciwciataskierowanymi przeciwko
poszukiwanym neurotrofinom dodano po 1dQprob badanych i poddano 12-godzinnej
inkubacji w temperaturze 4 °C (na wysarce). Po czterokrotnym ptukaniu w przypadku
beta-NGF 1 NT-4/5 oraz geiokrotnym dla NT-3 do zaghien dodano po 2100ul
biotynylowanego przeciwciata przeciwko odpowiednineutrofinom, a nagpnie
inkubowano przez godzgnw temperaturze pokojowej. Po kolejnej serii phukdo
kazdego zagibienia ptytki dodano po 10Qd koniugatu streptawidyny i polimeru
peroksydazy chrzanowej (poly-HRP) i inkubowano wmperaturze pokojowej przez 45
minut dla beta-NGF i NT-4/5 oraz przez godzidia NT-3. Po nagpnej serii ptuka do
poszczegolnych zaghien dodano po 100 ul substratu reakcji barwnej,
tetrametylobenzydyny (TMB). Po 30 minutach inkubacgiemndci dla beta-NGF i NT-
4/5 oraz 15 minutach dla NT-3 zahamowano reakgrwra poprzez dodanie 5Ql
roztworu kwasu siarkowego (beta-NGF i NT-4/5) lubnego (NT-3), aby natychmiast
dokona odczytu gstasci optycznej przy gyciu czytnika spektrofotometrycznego (ELX
800 Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instrunsenihc), dla dtugéci fali 450 nm.
Stezenia badanych neurotrofin wyznaczono na podstawligowiednio wykrélonych
krzywych standardowych. W lizatach mononuklearéwzestia wybranych csteczek
wyrazono w pikogramach na miligram biatka (pg/mg biatka) wykorzystaniem

uzyskanych pomiarow poziomu biatka w badanych pagébkpodpunkt C).
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Wszystkie oznaczenia wykonano dwukrotnie. Do ocetgtystycznej wykorzystano

sredni z obydwu pomiarow. Zaimno, ze w przypadku rénicy pomedzy pomiarami

gestasci optycznej wekszej nz 10% dla pojedynczej probki, wynik ow niegdzie

uwzgkdniany w analizie statystycznej. Minimalna wykrywadawka (ang. minimal

detectable dose)gltlaca mian czutcici metody, wynosita 14.0 pg/ml dla RayBio Human
Beta-NGF ELISA Kit, 2.0 pg/ml dla RayBio Human NTELISA Kit, RayBiotech oraz
7.8 pg/ml w przypadku ChemiKine NT-3 Sandwich ELI8A, Millipore.

4.2.4. Ocena

neuropsychologicznych

funkcji

poznawczych

przy

@yciu

wybranych  testéw

Badanie neuropsychologiczne przeprowadzone zogistez autora niniejszej pracy,

w tych samych warunkach (pora dnigweetlenie) i w identycznej kolejrigi, oraz po

wykluczeniu potencjalnych czynnikow mgrych wptywa na uzyskane przez pacjentow

wyniki, tj. zmeczenie, popunkcyjny bol glowy i inne subiektywndedpiwosci. Wybor

zastosowanych testéw psychologicznych wraz z ichratierystylk przedstawiono

w tabeli nr 1.
Tabela 1
sposob .
nazwa . funkcje poznawcze
nazwa polska . przeprowadzenia . .
angielska . oceniane w técie
badania
test spontaneous | pacjent ma 90 sekund | semantyczna fluencja
spontanicznego word list na podanie jak stowna, mylenie
tworzenia generation najwickszej liczby stow| asocjacyjne (clustering),
grup stéw test z danej kategorii liczba przeiczen
(test fluencji (warzywa i owoce (switching),
stowne)) w wersji A, zwierzta | procesy wyobrzeniowe

w wersji B);

pacjent wykonuje test
w obydwu wersjach;
jako wynik przyjmuje
si¢ liczbe prawidtowo
podanych stow

w wersji, ktog pacjent
wykonat lepiegj

(rozumowanie abstrakcyjne

test jest zmodyfikowan
wersp testu fluencji
fonemicznej (ang. phonem
naming task)

z baterii BRB-N (Brief
Repeatable Battery of
Neuropsychological Tests)
Huijbregts i wsp., 2004

15
N—r
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nazwa polska

nazwa
angielska

sposob
przeprowadzenia
badania

funkcje poznawcze
oceniane w técie

test

zapamgtywania
listy stow

15-Word List
Recall Test

po prezentacji 15 stow
(1 stowo jest na ekranig
widoczne jest przez

1 sekund) pacjent
proszony jest

0 zapisanie wszystkich
stow, ktére zapamtat;

wynik to liczba
prawidtowo
zapamgtanych stow

pamk¢ deklaratywna

2 (werbalna)

test
rozpoznawania
obrazu

pattern
recognition

pacjent ma 5 sekund n
zapamgtanie obrazka:

po 5 minutach ma za
zadanie wskaza
zapamgtany obrazek
sparod 6 podobnych
(Carter, 2005)

jako wynik przyjmuje
si¢ 1, jesli odpowied:
jest prawidtowa lub 0,
jesli jest nieprawidtowa

apamic¢ wzrokowa

komputerowa
wersja testu
oceniajcego
czas reakcji
prostej

computerized
Simple
Reaction Time
test, RT test

pacjent wykonuje
zadanie siedgc

w wygodnej pozycji

w odlegtaci 60 cm od
ekranu komputera;
podczas zadania na
ekranie pojawiaj sic ze
zmienny
czestotliwoscia

(100, 150, 200, 250

i 300 ms) losowo
wybrane litery, pacjent

jest poinstruowany,

wzrokowo-przestrzenna
pamk¢ operacyjna,
szybka¢ spostrzegania,
szybka¢
psychomotoryczna,
poziom koncentracji uwagi
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nazwa polska

nazwa
angielska

sposob
przeprowadzenia
badania

funkcje poznawcze
oceniane w técie

aby nacisa¢ okreslony
klawisz palcem
wskazupcym tak
szybko jak to mgiwe
po zobaczeniu litery na
ekranie, zadanie sktadg
si¢ z 35 préb,
wykonywane jest
jednokrotnie,

wynik przedstawiono
jako pierwszy i trzeci
kwartyl, median oraz
rozstp
miedzykwartylowy;
test skonstruowano prz
uzyciu oprogramowani
PEBL
(http://pebl.sf.ngt

y

A

test 4czenia
punktéw —
CzZesC A

version A of
Trail Making
Test (TMT-A)

pacjent rysuje ling
taczaca kolejne liczby
(od 1 do 25)

w porzdku
wzrastagcym;

wynik to czas

(w sekundach),

w ktérym pacjent
poprawnie wykona
zadanie

szybka¢
psychomotoryczna,
poziom koncentracji uwagi,
przeszukiwanie wzrokowo-
przestrzenne

test jest elementem baterii
Halsteada- Reitana, Brosh¢
i Barth, 2000

test 4czenia
punktow —
czese B

version B of
Trail Making
Test (TMT-B)

pacjent rysuje lirg
taczaca na przemian
kolejne liczby i litery
w porzdku
wzrastagcym; wynik to
czas (w sekundach),
w ktorym pacjent
poprawnie wykona

zadanie

wzrokowo-przestrzenna
pamk¢ operacyjna,
zdolnag¢ przehczania st na
nowe kryterium po
wyuczeniu jednej zasady
reagowania,

test jest elementem baterii
Halsteada- Reitana, Broshg

i Barth, 2000
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sposob .
nazwa . funkcje poznawcze
nazwa polska : przeprowadzenia . .
angielska . oceniane w técie
badania

test visual digit test wykonano pojemna@¢ operacyjnej
powtarzania span W oparciu o stro@ pamkci wzrokowej
cyfr wprost — internetowy:
wersja www.realage.com
wzrokowa

wynik to maksymalna

liczba zapamitanych

cyfr
test auditory digit | pacjent powtarza pojemna@¢ operacyjnej
powtarzania span ustyszane szeregqi pamkci stuchowej
cyfr — losowo wybranych
wersja liczb;
stuchowa

wynik to maksymalna

liczba zapamgtanych

cyfr
test attention to pacjent ma 5 minut na | pamg¢ wzrokowa, uwaga
zapamgtywania | detalil zapamgtanie obrazka:
szczegotow —

/ 5 O\
(7] L \
e

[ "‘ﬁT o |
Ve /\ . ’_'_'_,,. f ),-'

NGICK

nastpnie odpowiada na
8 pytax dotyczcych
obrazka; wynik to
liczba prawidtowych
odpowiedzi;

Carter 2005




35

10

Test Matryc
Ravena w
Wersiji
Kolorowej

Raven’s
Coloured
Progressive
Matrices

pacjent wykonuje 36
zada w postaci
niepetnych wzorcow,
ujetych w trzy serie (A,
AB, B), po 12 zada
kazda; pacjent dobiera
brakupcy fragment
sparod podanych;
wynik to liczba
prawidtowych
odpowiedzi

(po 12 w kadej serii,
max 36 punktéw);
Spring i Strauss, 1998

rozumowanie logiczne
(inteligencja ogolna, g)

Ponadto dokonano napujacej oceny:

* regke dominupca oceniono na podstawie Edynburskiego Kwestionaaiusz

Recznaici (Edinburgh Handedness Inventory, Oldfield, 1971)

* wysfkpowanie depresji oceniono na podstawie wypetnianpgrez pacjenta

kwestionariusza skali depresji Becka (21 pyta kazdym wynik od 0 do 3, Beck
i wsp., 1961),

* indeks jakéci zycia oceniono na podstawie polskiej adaptacji Iisdelakéci

Zycia Ferrans i Powers (Jaracz i wsp., 2001),

e poziom wyksztatcenia oceniono w skali 1-4 (1-podstae, 2-zawodowe,

3-srednie, 4-wysze) oraz jakcatzm liczbe lat edukacji.

Deficyt w zakresie poszczegoélnych testéw neuropsipdicznych zdefiniowano jako

wynik gorszy ni mediana grupy dla danego testuctny wynik wyraono jako sum

wynikéw uzyskanych w poszczegolnych testach (defieyl, bez deficytu — 0). Wynik

minimalny (0) oznacza brak deficytu. Wynik maksyma(10) oznacza obecfiodeficytu

w kazdej z badanych domen. Liczba domen uszkodzonydaefizytem) stanowi miar

globalnego deficytu poznawczego.
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4.2.5. Badanie tomografii rezonansu magnetycznego mézgowia

Badania wykonano przyzyciu aparatu 1.5 Tesla Siemens Magnetom Avant@(igen,

Niemcy), w Zaktadzie Neuroradiologii UniwersytetueMycznego w Poznaniu. Czas

pomiedzy badaniem a pobraniem krwi oraz badaniem neyobydogicznym wynosit nie

wigcej niz 5 dni.

Obrazowanie obejmowato naptijace sekwencje:

 wolumetryczna sekwencja T1-zate (ang. Magnetisation Prepared Rapid
Acquisition Gradient Echo, MPRAGE, TR=2400ms, THEd3ns, IR=1000ms,

gruba¢ warstwy 1.2mm, szeroké pasma piksela 180 Hz, obszar obrazowania, ang.
field of view, FOV 240x240mm, rozmiar woksela 1.25365x1.20mm);

* wolumetryczna sekwencja FLAIR-space (TR=6000ms, 3©ms, IR=2200ms,
gruba¢ warstwy 1.5mm, szeroké pasma piksela 930Hz, obszar obrazowania, FOV
227x260mm, rozmiar woksela 1.01x1.01x1.50mm);

» obrazowanie tensora dyfuzji (DTI, TR=5800ms, TE=87ngrubé¢ warstwy 3.5mm,
szeroké¢ pasma piksela 1345 Hz, liczba kierunkéw 20, roxmisoksela
1.79%x1.79x3.50mm).

Na podstawie uzyskanych obrazow obliczono ¢agice parametry strukturalne

mozgowia:
» wskanik objetosci miazszu do ohjtosci mozgu (BPF);
» objctosc istoty biatej i szarej;

» objetos¢ oraz lokalizacja przestrzenna zmian demielinizaggh identyfikowanych na

podstawie sekwencji FLAIR (ang. total lesion volyme
» pole przekroju ciata modzelowatego w ptaszecag strzatkowej (cc).

Obliczenia parametrow strukturalnych moézgowia wykaom za pomag hastpujacego

oprogramowania:

* MedINRIA (Medical Image Navigation and Research [Tdy INRIA, Nicolas
Toussaint, Jean-Christophe Souplet, Pierre FillAst|epios Research Team, INRIA
Sophia Antipolis, France);
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* MRIcron (Rorden i wsp., 2007);
* FSL (TBSS, FLIRT, BET, FAST), Woolrich i wsp., 2008mith i wsp., 2004.

Na podstawie wolumetrycznej sekwencji T1-zakg, za pomog automatycznej metody
FAST z pakietu FSL, dokonano segmentacji moOzgowda, hastipnie korekty
niejednorodnéci sygnatu. Przeprowadzono segmenrtanpzgowia na trzy klasy: ptyn
mobzgowo-rdzeniowy (PMR), istota szara (ang. grestenaGM) i istota biata (ang. white
matter, WM), z zastosowaniem metody ukrytych modiéirkova oraz algorytmu EM
(ang. expectation-maximization algorithm, Zhang spw 2001). Wskaik BPF
obliczono na podstawie formuty: (GM+WM)/(GM+WM+PMR)

Na rycinach nr 4 i 5 przedstawiono przyktadowe krag obrazéw w wolumetrycznej
sekwencji T1-zalenej, posegmentowanych za poraagorytmu FAST z pakietu FSL,
dla pacjenta z minimadn maksymalg wartascia wskanika BPF w grupie badanej.
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Rycina 4: Przekroje obrazbw w wolumetrycznej sekwegji T1-zaleznej,
posegmentowanych za pomac algorytmu FAST z pakietu FSL, dla pacjenta

z minimalna wartoscia wskaznika BPF w grupie badane]

A. Przekroje osiowe

B. Przekroje czotowe

Istote biala zaznaczono kolorem czerwonym, a istsag — kolorem zielonym.

Rycina 5: Przekroje obrazobw w wolumetrycznej sekwegji T1-zaleznej,
posegmentowanych za poma@c algorytmu FAST z pakietu FSL, dla pacjenta
z maksymalm wartoscia wskaznika BPF w grupie badanej

A. Przekroje osiowe

B. Przekroje czotowe

Istote biala zaznaczono kolorem czerwonym, a iststag — kolorem zielonym.
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Catkowita objetos¢ zmian demielinizacyjnych obliczono na podstawiecznej
segmentacji obrazow w wolumetrycznej sekwencji HRAlpace, z zastosowaniem

oprogramowania Mricron _(www.nitrc.org/projects/midn, Rorden i wsp., 2007).

Segmentacjagczna przeprowadzona zostata dwukrotnie, w trybidepgonym tak, by
osoba obrysowaga nie bylaswiadoma statusu klinicznego pacjenta oraze¢tobgi
uprzednio obrysowanych zmian. Zmiedédadacza obliczono za pomowewretrznego
wspotczynnika korelacji (ang. inter-class corraaticoefficient) oraz testu zgodiod
Blanda-Altmana. Na rycinie nr 6 przedstawiono pragk osiowe obrazow w sekwenciji
FLAIR-space wybranych pacjentéw z grupy badanegzna korespondagymi obrazami

Z zaznaczonsegmentagjuszkodzé demielinizacyjnych.

Rycina 6: Przyktadowe przekroje obrazow w sekwencjFLAIR-space bez (A) i z (B)
zaznaczom na czerwono segmentagjuszkodzeé demielinizacyjnych, dla wybranych
pacjentow z grupy badanej

Pacjent nr 1 (przekroje czotowe)
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Pacjent nr 2 (przekroje osiowe)
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Pacjent nr 4 (przekroje osiowe)

A.

Pacjent nr 5 (przekroje strzatkowe)
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Pacjent nr 6 (przekroje osiowe)

Pacjent nr 7 (przekroje osiowe)
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Pole przekroju ciala modzelowatego segmentowaneo bytznie w plaszczinie
strzatkowej srodkowej na obrazach T1-zalgch. Na rycinie nr 7 przedstawiono
przekroje strzatkow&rodkowe obrazéw T1-zateych, wraz z zaznaczersegmentagj
ciata modzelowatego, dla pacjentéw z ngi8zym i najmniejszym polem przekroju ciata

modzelowatego w grupie badane.

Rycina 7: Przekroje strzatkowesrodkowe obrazéw w wolumetryczne;j
sekwencji T1-zalgnej, z zaznaczon segmentacy ciata modzelowatego,

dla pacjenta z maksymalnym (A) i minimalnym (B) poeém przekroju

ciata modzelowatego w grupie badanej
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4.2.6. Analiza statystyczna danych

Analize statystycza przeprowadzono przy zyciu programu R CRAN _(www.r-
project.org R Development Core Team, R Foundation for StedistComputing, 2010)
oraz programu MedCalc w wersji 11.5.1. (MedCalct\Bafe, Mariakerke, Belgium).
Normalna¢ rozktadu weryfikowano testem Kolomogorova-Smirnoda zmiennych
w skali interwatowej, spetniagych warunki rozktadu normalnego, wyniki przedstawa
jako érednh, odchylenie standardowe (SD) oraz repst(zakres, min-max). Dla
zmiennych w skali poeglkowej oraz zmiennych w skali interwatowej, ktdie spetniag
warunkow rozktadu normalnego, obliczono medig®2), pierwszy i trzeci kwartyl
(Q1 i Q3) oraz rozgp miedzykwartylowy (ang. interquartile range, IQR). Klage
dwoch zmiennych o rozkiadzie normalnym cakoeo przy pomocy wspotczynnika
korelacji liniowej Pearsona oraz wspotczynnika kacg rangowej Spearmana, a dla
zmiennych niespetniagych kryterium normalniei rozktadu obliczono wykcznie
wspotczynnik korelacji rangowej Spearmana. Wykotaye réwnie¢ metod analizy
regresji wieloczynnikowej. Warfoi zmiennych ponadzy grupami porownano stogaj
test t-Studenta dla zmiennych spekpgch warunki rozkadu normalnego oraz test U-
Manna-Whitneya dla zmiennych niespeta@gjch kryterium normalni rozktadu. Za
poziom istotnéci statystycznej przgo p< 0,05.



5. Wyniki

5.1. Statystyka opisowa grupy badanej

i klinicznych
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dla zmiennych dengpaficznych

Do grupy badanej wtzono 41 chorych z RRMS, w tym 25 kobiet i 1@zoryzn,

w wieku od 18 do 63 latsfednia wieku 39,2 + 11,4 lat). Charakterystyka grygod

wzgledem zmiennych demograficznych i klinicznych przadsbna zostata w tabeli nr 2.

Tabela 2

Charakterystyka zmiennych demograficznych i klinicaych grupy badanej

~—

zgodnai¢ z
mediana sredniaxzSD Q1-Q3 min-max rozktadem
(IQR) normalnym
wiek (lata) 40 39,2+11,4 29 - 48 18 - 63 tak (p=0,7
EDSS 15 n/d 0,25 - 2,375 0- 85 n/d
suma podskal 2 1,7£14 0,75- 3 0-5 tak (p = 0,12
EDSS z
deficytem
czas trwania 3 (6,27 + 6,87) 0,65-10 0,08- 24 tak
choroby (lata) (p =0,08)
pteé¢ K =25 (61%) M = 16 (39%) n=K+M=41

Wykaz zastosowanych skrotow: n/d — nie dotyczy, kobiety, M — ngzczyzni

Na rycinie nr 8 przedstawiono histogram z uzyskamegz badanych pacjentow punktaciji

w skali EDSS, a na rycinie nr 9 — histogram z syagskal (domen) EDSS, w ktérych

stwierdzono wysfpowanie deficytu.
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Rycina 8: Histogram punktacji w skali EDSS w grupiebadane;j

Liczba pacjentéw [n]

o —

EDSS

Rycina 9: Histogram liczby uszkodzonych domen EDS® grupie badanej
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15
l

Liczba pacjentéw [n]
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Liczba uszkodzonych domen EDSS
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5.2. Detekcja neurotrofin przy uzyciu metody immunoenzymatycznej ELISA

Obecna¢ beta-NGF, NT-3 i NT-4/5 potwierdzono odpowiednid?tv (61%), 15 (36,6%)

i 32 (78,1%) sp&rdd zbadanych 41 probek surowicy krwi pacjentowM. 8Ve frakcji
mononuklearow krwi obwodowej gtenie beta-NGF byto wykrywalne we wszystkich
prébkach, a jegdrednia wyniosta 1,2& 0,8 pg/mg biatka, przy medianie 1,07 pg/mg
biatka. Detekcja NT-3 we frakcji mononuklearow wyslia 93%, ze&rednh 589,71 +
323,19 pg/mg biatka i mediarb57,8 pg/mg biatka. We frakcji mononuklearowzsnie
NT-4/5 byto wykrywalne jedynie w 10 sfrdd 41 badanych prébek (detekcja 24,4%).
Wyniki oznaczé skzen beta-NGF, NT-3 i NT-4/5 w surowicy oraz we frakcji
mononuklearéw krwi obwodowej w grupie badanej pstadiono w tabeli nr 3.

Dalsz analiz, uwzgkdniajgca ocery korelacji oraz modele regresji, przeprowadzono
w przypadkach, gdy detekcja neurotrofiny w danekdji wynosita co najmniej 80%,
a wigc dla NT-3 i beta-NGF we frakcji PBMCs. Waito odstagce (ang. outliers)
skorygowano za pomadcestu Grubbsa.

Tabela 3

Detekcja neurotrofin  przy uzyciu metody ELISA w grupie badanegj

zgodnai¢ z
neurotrofina | mediana | sredniatzSD Q1-Q3 min-max rozkladem | detekcja
(IQR) normalnym n (%)
NT-3
zawartos¢ w
339,16- 38
PBMCs 557,8 | 590,% 327,52 55,72-1710,39 tak (p=0,79)
724,9 (93%)
(pg/mg
biatka)
NT-3
15
detekcja w n/d n/d n/d n/d n/d
. (36,6%)
surowicy
beta-NGF
zawartos¢ w
tak 41
PBMCs 1,07 1,260,8 0,65-1,65 0,33-3,74
(p=0,34) (100%)
(pg/mg
biatka)
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zgodnaGi¢ z
neurotrofina | mediana | sredniaxzSD Q1-Q3 min-max rozkladem | detekcja
(IQR) normalnym n (%)
beta-NGF
25
detekcja w n/d n/d n/d n/d n/d
. (61%)
surowicy
NT-4/5
10
detekcja w
n/d n/d n/d n/d n/d (24,4%)
PBMCs
NT-4/5
detekci 32
etekcja w
J. n/d n/d n/d n/d n/d (78.1%)
surowicy

Wykaz zastosowanych skrotow: n/d — nie dotyczy.

Stwierdzono,ze stzenie beta-NGF i NT-3 w lizatach nie zafeod wieku i pici, co

przestawiono w tabelach nr 4 i 5.

Tabela 4

Zaleznosé¢ stezen neurotrofin w mononuklearach krwi obwodowej od ptd w grupie

badanej
Kobiety mezczyzni
zgodnaié z zgodnaié z S'{edst t-t
n sredniaxtSD | rozkladem n sredniatSD | rozkladem udenta
normalnym normalnym
NT-3

F(’fg'\/"rfg 24 | 556,72+245,02 tak (p=0,95)| 14| 647,34+439,8%ak (p=0,78)| p=0,42
biatka)

betaNGF
PBMCs

(pg/mg
biatka)

25 | 1,38+0,86 | tak (p=0,71) 16 1,0840,67  tak (p=0,70p=0,25

~—"
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Tabela 5

Zaleznosé stezen neurotrofin w mononuklearach krwi obwodowej od wi&ku oraz czasu

trwania choroby w grupie badane;j

Wiek czas trwania choroby
Pearson Spearman Pearson Spearman
p p p p
r r r r
NT-3 w PBMCs
) 0,24 0,14 0,25 0,12 0,13 0,43 -0,10 0,54
(pg/mg biatka)
beta-NGF
w PBMCs - 0,04 0,82 0,04 0,82 -0,32| 0,04 -0,42 0,00
(pg/mg biatka)

W przypadku, gdy zalmosé¢ osigrela istotndgé statystycza, oznaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym

drukiem.

Stezenie NT-3 w mononuklearach nie zateod czasu trwania choroby, natomiast digestia
beta-NGF zaobserwowano istetnstatystycznie zaimos¢ od czasu trwania choroby
(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r = - 8,3 = 0,04; wspoiczynnik korelacji
rangowej Spearmanar = - 0,42, p = 0,00), @&wn dtuzej trwa choroba tym nsze stwierdza
si¢ sktzenie beta-NGF w mononuklearach krwi obwodowejpczedstawiono w tabeli nr 5.
Zalezno$¢ beta-NGF i czasu trwania choroby zidentyfikowadamiez w ogélnym modelu
regres;ji liniowej (R = 0,1, p = 0,04). Na rycinie nr 10 przedstawiondkeeg punktowy dla

stezenia beta-NGF w mononuklearach oraz czasu trwdrieoby, wraz z lini regres;ji.

Ponadto stwierdzon@e stzenia beta-NGF i NT-3 w lizatach mononuklearéavze soh
istotnie zwazane (wspotczynnik korelacji rangowej Spearmana 0,38 przy p = 0,02).
Wykres punktowy stzen beta-NGF i NT-3 w lizatach PBMCs, wraz z #nregresji,

przedstawiono na rycinie nr 11.
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Rycina 10: Wykres punktowy dla stzenia beta-NGF w mononuklearach krwi
obwodowej oraz czasu trwania choroby, wraz z lirj regres;ji
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beta NGF w PBMC [pg/mg biatka]
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Czas trwania choroby (lata)

Rycina 11: Wykres punktowy sezen beta-NGF i NT-3 w lizatach mononuklearéw krwi
obwodowej, wraz z ling regres;ji
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5.3. Badania neuroobrazowe
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Charakterystyka wyliczonych dla grupy badanej pa&tadw neuroradiologicznych

przedstawiona zostata w tabeli nr 6.

Tabela 6

Parametry strukturalne mozgowia wyliczone na podstaie badania tomografii

rezonansu magnetycznego w grupie badanej

normal-
. . Q1-Q3 .
parametr mediana srednia + SD min-max nosé
(IQR)
rozktadu
Obj gtos¢ istoty tak,
. 588,36 581,32 £ 77,50 537,03 — 628,90 405,62 -5852,
szarej [cnT] p =0,92
Obj gtos¢ istoty tak,
o 5 486,43 486,05 + 60,93 432,53 — 520,02 387,34 6811,
biatej [cm~] p=0,78
Objetos¢ PMR tak,
5 310,66 318,07 + 38,97 291,60 — 343,83 258,26 5416,
[cm’] p=0,37
Calkowita ak
a ’
objetosé 1398,69 1385,44 + 139,67 1267,03 — 1480,90 1130,16092,62 0.86
mézgu [cn] P="
tak,
BPF 0,775 0,77 £ 0,03 0,751 -0,793 0,706 — 0,809
p=0,39
Catkowita ]
nie,
objetosé plak 3,36 n/d 0,92 — 13,56 0,15-57,14 0.01
fom P
Pole przekroju tak
a 1
ciala modzelo- 617,19 606,63 + 134.16 530,08 — 706,64 318,75 5862 0.92
p=0

watego [mnf]

Skroty zastosowane w tabeli: PMR — ptyn mézgowaerniawy, BPF — wskanik objetosci miazszu do objtosci

mozgu.
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Ponadto stwierdzonae BPF i catkowita oljos¢ plak mierzona w crhsg ze soh istotnie
negatywnie skorelowane (wspotczynnik korelacji @ang] Spearmana r = - 0,68,
p < 0,0001), co przedstawiono na rycinie nr 12 wmie wykresu punktowego z lii

regresiji.

Rycina 12

Wykres punktowy wskaznika objetosci miazszu do obgtosci mézgu (BPF) oraz
catkowitej objetosci plak, wraz z linig regres;ji

BPF
0.76 0.78 0.80
|

0.74

0.72

T T T
0 10 20 30 40 50

objeto$¢ zmian demielinizacyjnych [cm”3]

Stwierdzono réwnig bardzo sila dodatnia zaleznos¢ miedzy polem przekroju ciata
modzelowatego a wskaikiem BPF (wspoétczynnik korelacji liniowej Pearson= 0,77,

p < 0,0001; wspotczynnik korelacji rangowej Spearma = 0,71, p < 0,0001), a tak
silng negatywn korelacg migdzy polem przekroju ciala modzelowatego a catkpwit
objetoscia plak (wspodtczynnik korelacji rangowej Spearmarma + 0,63, p < 0,0001), co
przedstawiono w postaci wykresow punktowych wrdiniz, regresji na rycinach nr 13 i
14.
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BPF

Rycina 13: Wykres punktowy dla BPF i pola przekroju
ciata modzelowatego, wraz z linj regresji

0.76 0.78 0.80

0.74
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I I I | I
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Pole przekroju ciata modzelowatego [mm”2]

Objeto$¢ zmian demielinizacyjnych [cm”3]

Rycina 14: Wykres punktowy dla catkowitej objgtosci plak
i pola przekroju ciata modzelowatego, wraz z limg regres;ji
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Zmiennd¢ badacza podczas segmentacji uszkodtsmielinizacyjnych na obrazach FLAIR-
SPACE okrélono za pomog wewretrznego wspotczynnika korelacji, ktory wyniost 9%3
(p < 0,0001) oraz testu zgodmd Blanda-Altmana. W 93% przypadkéw segmentacji
uzyskano zgodrié ponizej dwoch odchyle standardowych wzgtlem rozktadu rinicy
pomiardw, co przedstawiono na rycinie nr 15. W @imlstatystycznej pod uwagorano

sredni z obywdu pomiarow catkowitej odipsci uszkodzé demielinizacyjnych.

Rycina 15

Wykres zgodndgci Blanda-Altmana dla dwéch pomiaréw obgtosci uszkodze

demielinizacyjnych wykonanych przez tego samego badza
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Linie przerywane kropkowe wyznaczapoziom 2 odchyle standardowych wzgtlem rozktadu rénic

pomiedzy dwoma pomiarami. Linia przerywana kreskowa vegzasredni réznice.
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5.4. Badania neuropsychologiczne

Wyniki poszczegolnych testéw neuropsychologicznymizeprowadzonych w grupie
badanej przedstawiono w tabeli nr 7. Wyniki uzysk@nzez pacjentow w dele na czas

reakcji prostej przedstawiono w tabeli nr 8.

Tabela 7

Statystyka opisowa wynikébw poszczegollnych testow um@psychologicznych

. ] ] Q1-0Q3 . normalnosé
Mediana sredniatSD (I0R) min-max | oo du
test
spontanicznego 20 n/d 17-23 12-31 Tak, p=0,9p
tworzenia grup
stow
test
zapamietywania 5 n/d 4-6 2-11 Tak, p=0,11
listy stow

test rozpoznawania Liczba pacjentow, ktérzy odpowiedzieli poprawnie 26-(49%)

obrazu Liczba pacjentéw, ktérzy odpowiedzieligohie n= 21 (51%)
12000- _
TMT-A [ms] 27800 | 37341+28202 21605-46992 Tak, p=0,11
153680
35350- | ..
TMT-B [ms] 66830 n/d 44595-91155 126130 | Nie, p=0,005

test powtarzania
cyfr wprost — 7 n/d 6-9 4-12 Tak, p=0,14
wersja wzrokowa

test powtarzania

cyfr — wersja 6 n/d 5-7 5-10 Tak, p=0,07
stuchowa
Test
zapamietywania 7 n/d 4-8 1-8 Nie, p=0,04
szczegotow

Test Matryc
Ravena w Wersji
Kolorowej (wynik

sumaryczny)

33 3244 30-35 20-36 Tak, p=0,1{L

Skréty zastosowane w tabeli: n/d — nie dotyczy.




Tabela 8

Wyniki w te §cie oceniagcym czas reakcji prostej w grupie badanej
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01-03 Zgodnoi¢ z

[ms] mediana | s$redniaxSD (IOR) min-max rozktadem
normalnym

RT min 85 101,18+53,22 69,5-125 26-244,5 | tak (p=0,16)
RT Q1 309.5 317,29+58,84 279-347,5 221,5-509,% tak (p=0,46)
RT mediana 339.5 357,79+74,98 314-397 231-636 | tak (p=0,45)
RT Q3 396.25 418,47+95,39 360-473 247,5-714,5 tak (p=0,50)
IOR 264 257,82+55,93 237-284 94-412 | tak (p=0,48)

W grupie badanej stwierdzono stosunkowo #iskartas¢ wspotczynnika korelacji
pomidzy Q1 a Q3 RT (r = 0,87 przy p < 0,0001), co pstagiono na rycinie nr 16.

Rycina 16: Wykres punktowy RT Q1 [ms] oraz RT Q3 [n3]

w grupie pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym

RT Q1 [ms]
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Na rycinie nr 17 przedstawiono w postaci histogragestawienie pacjentéw pod
wzgledem liczby testow neuropsychologicznych, w ktérgdmgreli oni wynik gorszy
niz mediana grupy dla danego testu, co pitoyjza definicg deficytu poznawczego

w domenie neuropsychologicznej owego testu.

Rycina 17

Histogram deficytow w testach neuropsychologicznyctv grupie badanej

Liczba pacjentow
4
|

Domeny z deficytem

Ponadto stwierdzonase taczny deficyt w domenach neuropsychologicznych tmsto
koreluje z rozktadem parametrow testu RT webe badanej grupy: z mediaroraz
trzecim kwartylem, a tatle z wynikami nagpujacych testow: spontanicznego tworzenia
grup stow, zapamtywania listy stow, dczenia punktow w wersji A i B, powtarzania cyfr
wprost w wersji wzrokowej, powtarzania cyfr w wjerstuchowej, zapamtywania
szczegOtoéw oraz Testu Matryc Ravena w wersji kol@jo W tabeli nr 9 przedstawiono
macierze korelacji dla wynikbw poszczegdélnych testdG tacznego deficytu

neuropsychologicznego.
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Tabela 9

Macierze korelacji dla wynikbw poszczegolnych test® neuropsychologicznych

i tacznego deficytu poznawczego

t aczny deficyt poznawczy (suma)
Pearsonr p Spearman r p
RT min 0,29 0,08 0,27 0,09
RT Q1 0,31 0,06 0,26 0,12
RT mediana 0,33 0,05* 0,28 0,08
RT Q3 0,35 0,03* 0,3 0,07
RT IQR 0,17 0,32 0,24 0,14
test spontanicznego . .
tworzenia grup - 0,66 <0,0001 - 0,65 <0,0001
stow
test . )
zapamietywania - 0,56 0,0002 - 0,58 0,0001
listy stow
test lpczenia 0,61 <0,0001* 0,74 <0,0001*
punktow — czesé A
test iaczenia n/d n/d 0,83 <0,0001*
punktéw — czsé¢ B
test powtarzania . |
cyfr wprost — -0,72 <0,0001 -0,76 <0,0001
wersja wzrokowa
test powtarzania
ovf - 0,56 0,0002* - 0,58 0,00017
yir —
wersja stuchowa
test |
Zapamigtywania n/d n/d -0,77 <0,0001
szczegotoéw
Test Matryc .
Ravena w Wersj - 0,68 <0,0001 - 0,69 <0,0001
Kolorowej

W przypadku, gdy zalmosé¢ osiagrela istotndé statystycza, oznaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym

drukiem.
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W modelu regresji krokowej wyjaiajacym faczny deficyt neuropsychologiczny istotne
statystycznie znaczenie uzyskaty natomiast jedyagepujace testy: powtarzania cyfr wprost
w wersji wzrokowej, spontanicznego tworzenia grigws zapamitywania szczego6tdw oraz
zapamgtywania listy stow, co przedstawiono w tabeli nr. Model 6w opisuje wskanik
R2 = 084 (p < 0,001). Wykresy punktowe wynikbw watych testow
neuropsychologicznych oraz sumy deficytow poznawbzywraz z lina regres;ji,

przedstawiono na rycinach nr 18-23.

Tabela 10

Model regresji krokowej dla tacznego deficytu poznawczego jako zmiennej zaleej oraz

dla wybranych zmiennych niezalenych

Zmienna zalezna t aczny deficyt poznawczy
Metoda Regresja krokowa
Kwalifikacja zmiennej jesli p< 0,05
Wytaczenie zmiennej jesli p> 0,1

Liczba pacjentéw (n) 38
Wspotczynnik R? 0,84
Skorygowany wspdétczynnik R 0,82

Poziom istotnosci p<0,001*

Rownanie regresiji

. . . Wspotczynnik Btad Wartosé Wartosé

Zmienne niezale zne
B standardowy T p
stala réwnania regresji 14,9282
test zapamietywania
szczego6toéw - 0,3502 0,1121 -3,123 0,0037
test powtarzania cyfr wprost

w wersji wzrokowej - 0,5452 0,1031 -5,290 <0,0001
test spontanicznego
tworzenia grup stéw -0,1796 0,05256 - 3,417 0,0017

test zapamietywania listy
stow - 0,2353 0,1033 -2,278 0,0293
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Zmienne wyt gczone z modelu Warto $¢ wspétczynnika r
test powtarzania cyfr — wersja stuchowa - 0,5620
RT Q3 0,3502
Test Matryc Ravena w wersji kolorowej - 0,6808
TMT A 0,6209
TMT B 0,6568

W przypadku, gdy zalmosé¢ osigrela istotndé statystycza, 0znaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym
drukiem.

Rycina 18

Wykres punktowy liczby domen z deficytami poznawczmi (n)
I wyniku testu wzrokowego powtarzania cyfr wprost )
W grupie pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym, wraz linig regresji
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Intensywnd¢ skali szaréci jest proporcjonalna do liczby pacjentow, ktormyskali dany wynik.
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Rycina 19: Wykres punktowy liczby domen z deficytarnpoznawczymi (n)
i wyniku testu spontanicznego tworzenia grup stown
w grupie pacjentow ze stwardnieniem rozsianym, wraz linia regresji

Suma domen z deficytem poznawczym [n]
4
|

\ \ \
15 20 25 30

Wynik testu spontanicznego tworzenia grup stéw [n]

Intensywndc¢ skali szaréci jest proporcjonalna do liczby pacjentéw, ktéuayskali dany wynik.

Rycina 20: Wykres punktowy liczby domen z deficytarnpoznawczymi (n)
i wyniku testu zapamitywania szczegotow (n)
W grupie pacjentow ze stwardnieniem rozsianym, wraz linia regres;ji
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Intensywndc¢ skali szaréci jest proporcjonalna do liczby pacjentéw, ktéuayskali dany wynik.
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Rycina 21: Wykres punktowy liczby domen z deficytarmpoznawczymi (n) i wyniku testu
zapamietywania listy stow (n) w grupie pacjentéw ze stwardieniem rozsianym,
wraz z linia regresji

Suma domen z deficylem poznawczym [n]
4

2 4 B ] 10
Wynik testu zapami etywania listy stéw [n]

Intensywnd¢ skali szaréci jest proporcjonalna do liczby pacjentdw, ktdtzyskali dany wynik.

Rycina 22: Wykres punktowy liczby domen z deficytampoznawczymi (n) i RT Q3 [ms]
W grupie pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym, wraz linig regresji

Suma domen z deficytem poznawczym [n]

200 300 400 500 600 700

RT Q3 [ms]




Rycina 23

Wykres punktowy liczby domen z deficytami poznawczyi (n) i mediany RT (ms)
W grupie pacjentéw z ze stwardnieniem rozsianym, vaz z linia regres;ji

Suma domen z deficytem poznawczym [n]

200 300 400 500 600 700

Mediana RT [ms]
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5.5. Zaleznos¢ miedzy parametrami uszkodzenia OUN mierzonymi za pomec
ilosciowych badan rezonansu magnetycznego a eksprasjpeta-NGF i NT-3

w komorkach uktadu immunologicznego
5.5.1. Neurotrofina 3

a) Stwierdzono obecKé istotnej statystycznie zaleosci pomigdzy wskanikiem

objetosci miazszu do ohjtosci mézgu (BPF) a steniem NT-3 we frakcji komorek
jednopdrzastych krwi obwodowej. Dla powszej zalenosci wspotczynnik korelacji
liniowej Pearsona wynosi r = 0,37, przy p = 0,02uvspotczynnik korelacji rangowej
Spearmana r = 0,42 przy p = 0,01. Wykres punktolayBiPF i s¢zenia NT-3 w lizatach
mononuklearéw krwi obwodowej przedstawiono na riginr 24. Powysza zaleznosé

zidentyfikowano rownig w ogélnym modelu regresji liniowej, obejraaym zmienne

wedtug modelu przedstawionego w tabeli nr 11, oamsiku Rz = 0,19 (p = 0,02).

Rycina 24

Wykres punktowy dla BPF i stezenia NT-3 w mononuklearach krwi obwodowej
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Tabela 11

Ogolny model regresji liniowej dla zmiennej zaleénej BPF i wybranych zmiennych

niezaleznych
Zmienna zalena: BPF
] _ btad
_ wspotczynnik wartos¢ T wartosé p
Zmienne standardowy
niezalezne
stata rownania
) 0,770 0,017 45,905 < 0,000
regresji
stezenie NT-3
w PBMCs 0,00004 0,00002 2,267 0,03
[pg/mg biatka]
wiek [lata] - 0,00058 0,0004 -1,515 0,14
R2=0,19 p=0,02

W przypadku, gdy zalmosé¢ osiagrela istotndé statystycza, oznaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym
drukiem.

W modelu regresji wielorakiej, przy uwzgdhieniu catkowitej liczby zmian
demielinizacyjnych w mézgowiu jako dodatkowej znriejy bardzo silna zateos¢ miedzy
BPF a liczla uszkodzé powoduje,ze wptyw stzenia NT-3 w mononuklearach przestaje
mie¢ w owym modelu istotne znaczenie, co przedstawiertabeli nr 12. Model 6w opisuje
wskaznik Rz = 0,61 (p < 0,001).
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Tabela 12

Model regresji wielorakiej dla zmiennej zalenej BPF i wybranych zmiennych

niezaleznych
Wspotczynnik btad 108 T {04é
, wartosé wartosé
Zmienne B standardowy g
niezalezne
stata rownania
0,794 0,012 66,171 < 0,000

regresji

stezenie NT-3
w PBMCs 0,00002 0,00001 1,303 0,20
[pg/mg biatka]

wiek [lata] - 0,00058 0,0003 - 2,105 0,04
catkowita
objetos¢ plak - 0,000002 < 0,0000 - 6,040 < 0,000
[cm?]

Rz2=0,61 p<0,001

W przypadku, gdy zalosé¢ osagrela istotndé statystycza, oznaczonoa symbolem oraz wyttuszczonym
drukiem.

b) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacpomkdzy stzeniem NT-3
w mononuklearach a catkowitobjetoscia plak w mdzgowiu (wspoéiczynnik korelacji
rangowej Spearmana r = - 0,21 przy p = 0,20).

c) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacpomidzy stzeniem NT-3

w mononuklearach a aftpscia istoty szarej mdzgowia (wspotczynnik korelacjiidiwej
Pearsona r = 0,22 przy p = 0,18, wspotczynnik lkamjerangowej Spearmana r = 0,25 przy
p=0,12).
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d) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacpomidzy stzeniem NT-3

w mononuklearach a catkowitobjetoscia mdzgowia (wspoétczynnik korelacji liniowe]
Pearsona r = 0,18 przy p = 0,28, wspotczynnik kajerangowej Spearmana r = 0,19 przy
p = 0,25).

e) Stwierdzono obecKé istotne] statystycznie zaleosci pomkdzy stzeniem NT-3

w mononuklearach a polem przekroju ciata modzeleg@{wspotczynnik korelacji rangowe;j
Spearmana r = 0,32, p = 0,05; wspoétczynnik korelagpwej Pearsona r = 0,28, p = 0,08).
Na rycinie nr 25 przedstawiono wykres punktowy @da-3 w mononuklearach i pola
przekroju ciata modzelowatego, wraz z dimegresji. Zalenosci tej nie potwierdzono w

ogdélnym modelu regresji liniowej R 0,08, p = 0,08), ktéry przedstawiono w tabell8r

Rycina 25

Wykres punktowy dla stezenia NT-3 w mononuklearach krwi obwodowej i pola

przekroju ciata modzelowatego, wraz z lim regres;ji

1000 1500

Stezenie NT-3 w PBMC [pg/mg bialka]
500

T I |
300 400 500 600 700 800

Pole przekroju ciata modzelowatego [mm”2]




68

Tabela 13

Ogolny model regresji liniowej dla zmiennej zalénej w postaci pola przekroju ciata
modzelowatego i  wybranych  zmiennych  niezaleych  (sigzenie  NT-3
w mononuklearach)

Zmienna zaleina: pole przekroju ciata modzelowatego [mrfi

Wspotczynnik btad
wartos¢ T wartos¢ p
B standardowy
stata rownania
174,70 239,99 0,728 0,47

regresji

stezenie NT-3
w PBMCs 0,68 0,3866 1,77 0,08
[pg/mg biatka]

R“=0,08, p = 0,08

W modelu regresji krokowej z polem przekroju ciedadzelowatego jako zmiearzalezna,
uwzgkdniapcym jako zmienne niezalee stzenie NT-3 w mononuklearach, a takBPF,
wiek, czas trwania choroby oraz catkaywidbjetos¢ plak, jedynie zwizek z BPF okazat i
istotny statystycznie. Model 6w opisuje wysoki wisg§nnik R = 0,59 przy p < 0,0001,
a przedstawiono go w tabeli nr 14.
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Tabela 14

Model regresji krokowej dla zmiennej zalenej w postaci pola przekroju ciata

modzelowatego i wybranych zmiennych niezataych

ZIEE ZElE Pole przekroju ciata modzelowatego (mm )
Metoda Regresja krokowa
Kwalifikacja zmiennej jeslip< | 005
‘Wylgczenie zmiennej jeslip> | 01 ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘
“““ Liczba pacientow () | 4o
‘Wspéiczynnik R° 05864 ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘
- Skorygowany wspotczynnik R® 05749 ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘
‘Poziom istotnoci | <00001* ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘
Rownameregresi
Zmienne niezale zne Wspotczynnik B | Blad standardowy | Wartos¢ T | Wartosé p
stata rownania regresji -2221,7436
BPF ‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ 3679,2041 514,9768 7,144 < 0,001*
Zmienne wyt gczone z modelu Warto $¢ wspotczynnika r
wiek [lata] -0,1135
czas trwania choroby [lata] -0,2199
NT-3 w PBMCs [pg/mg biatka] 0,3354
catkowita objetosé plak [cm?] -0,6858

W przypadku, gdy zalmosé¢ osigrela istotndgé statystycza, oznaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym
drukiem.
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5.5.2. beta-NGF

a) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelappmidzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach a wskaikiem BPF (wspotczynnik korelacji liniowej Pearson
r = 0,17 przy p = 0,28, wspotczynnik korelacji ramgj Spearmana r = 0,17 przy
p = 0,29).

W modelu regresji wielokrotnej obejmagym zmienne przedstawione w tabeli nr 15
R? wyniosto 0,1, nie ogjajac krytycznej wartéci istotndici statystycznej (p = 0,26).

Tabela 15

Model regresji krokowej dla zmiennej zalenej BPF i wybranych zmiennych
niezaleznych.

Zmienna zalena: BPF
Wspotczynnik btad , « .z
B standardowy wartosé T wartosé p
stata
réwnania 0,774 0,017 44,480 < 0,001
regresji
stezenie
beta-NGF
w PBMCs 0,002870 0,0058 0,493 0,62
[pg/mg
biatka]
wiek [lata] - 0,000025 0,0005 0,054 0,96
czastwania | 51116 0,0008 1,392 0,17
choroby [lata]

W przypadku, gdy zaimos¢ oshgreta istotnGé statystyczm, — oznaczono aj symbolem oraz
wyttuszczonym drukiem.

b) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelappmidzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach a catkowibbjetoscia plak (wspétczynnik korelacji liniowej Pearsona
r =- 0,29 przy p = 0,06; wspotczynnik korelacjngmwej Spearmana r = - 0,19 przy
p =0,22).
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c) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelappmidzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach a afipscia istoty szarej mézgowia (wspotczynnik korelacjiidivwej
Pearsona r = 0,02, p = 0,9; wspoétczynnik korelaajigowej Spearmana r = 0,06,
p=0,73).

d) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelappmigdzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach a catkowitobjetoscia mézgowia (wspoétczynnik korelacji liniowej
Pearsona r = - 0,09, p = 0,59; wspotczynnik kojelengowej Spearmana r = 0,01,
p = 0,98).

e) Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelappmigdzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach a polem przekroju ciata modzelegat (wspotczynnik korelaci
liniowej Pearsona r = 0,05, p = 0,74; wspolczynkikrelacji rangowej Spearmana
r=0,04, p =0,8).

5.6. Zaleznos¢ miedzy nasileniem zaburzé funkcji poznawczych u pacjentow

z RRMS a ekspresy beta-NGF i NT-3 w komorkach ukfadu immunologiczneg
5.6.1. Neurotrofina 3

Nie stwierdzono istotnej statystycznie zalesci migdzy stzeniem NT-3
w  mononuklearach krwi obwodowej a wynikami zastosoych testow

neuropsychologicznych, co przedstawiono w tabeliGr
5.6.2. beta-NGF

a) Nie stwierdzono istotnej statystycznie zalesci migdzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach  krwi obwodowej a wynikami rasfacych testow
neuropsychologicznych: TMT-A, TMT-B, test powtarmamncyfr wspak — wersja
wzrokowa, test powtarzania cyfr — wersja stuchoweat zapangtywania szczegotow,
Test Matryc Ravena w Wersji Kolorowej. Statystykpisows owych zalenosci

przedstawiono w tabeli nr 16.



Tabela 16
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Zaleznos¢ miedzy stkezeniem badanych neurotrofin a wynikami poszczegdlnyc

testow neuropsychologicznych

NT-3 PBMCs (pg/mg biatka)

beta-NGF PBMCs (pg/mg bika)

Pearson r (p) Spearman r (p) Pearson r (p) Spear(pan
test r=0,09 r=0,15
spontanicznego r=0,37 r=0,33
tworzenia grup _ _ _ _
o p=0,60 p=0,38 p=0,02 p=0,04
test
Zapamietywania =- 0,16 =- 0,13 r= 0,40 r= 0,27
listy stow p=0,34 p=0,44 p = 0,00 p=0,08
TMT-A [ms] =-017 =-0.08 r=-0,12 r=-0,17
p=030 P =065 p = 0,45 p=0,27
TMT-B [ms] ND r=-003 ND r=-0,16
p = 0,85 p - 0’31
test
powtarzania — — —
oyt Wprost - r _0,06 r _0,07 r _0,15 r=0,05
wersja P= 0,71 p= 0,65 p= 0,33 p= 0,76
wzrokowa
test
powtarzania r=0,04 r=0,07 r=0,08 r=-0,06
cyfr — wersja p =0,80 p =0,69 p =0,59 p=0,72
stuchowa '
Test —
zapami etywania ND ' __0’12 r=0,25 r=0,24
szczegbtow p=048 p=0,11 p=0,14
Test Matryc
Ravena w
Wersi r=021 r=0,17 r=0,19 r=0,23
Kolorowej p=0,20 p=0,30 _ _
(wynik p=0,23 p=0,15
sumaryczny)
RT Q1 =073 r=011 r=0,02 r=0,15
P= 0,67 p= 0,51 p= 0,89 p= 0,37
RT mediana r=004 r=012 r=0,05 r=0,17
p=081 P =049 p=0,75 p=0,31
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NT-3 PBMCs (pg/mg biatka) beta-NGF PBMCs (pg/mg bika)
Pearson r (p) Spearman r () Pearson r (p) Spear(pan
RT IOR r=024 r= 0'34* r=0,08 r=017
p=0,16 p:0,04 p:0,64 p:0’3
RT Q3 r= 0,00 r= 0,05 - 0,0l r= 0’11
p=0.98 P=0.75 p=0,94 p = 0,52

W przypadku, gdy zaios¢ oshgrela istotndé statystycza, oznaczonosjsymbolem oraz wytluszczonym
drukiem.

zalmos¢e

w mononuklearach krwi obwodowej a wynikiem testworggnicznego tworzenia grup

b) Stwierdzono istotp statystycznie miedzy stzeniem beta-NGF
stow. Dla powyszej zalenosci wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona wynosi 0,37,
przy p = 0,02, a wspotczynnik korelacji rangoweje8pnana r = 0,3®rzy p = 0,04.
Powyzszy zalenos¢ zidentyfikowano take w ogolnym modelu regresji liniowej o
wspétczynniku R = 0,14 przy p = 0,02. Wykres punktowy dla wynikustte
spontanicznego tworzenia grup stow (WLG max) ¢zethia beta-NGF w lizatach

mononuklearéw krwi obwodowej przedstawiono na rigcimr 26.
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Rycina 26
Wykres punktowy dla wyniku testu spontanicznego twrzenia grup stow
oraz stkzenia beta-NGF w lizatach mononuklearow krwi obwodowj,

wraz z linig regres;ji

30

w | 3
—

Wynik testu spontanicznego tworzenia grup stéw [n]

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

beta NGF w PBMC [pg/mg biatka]

Zaleznoé¢ powyzsza nie osigreta istotngci statystycznej w modelu regresji krokowej,
uwzgkdniajgcym takie zmienne jak gtenie betaNGF w mononuklearach, wiek, czas trwania
choroby, poziom wyksztatcenia, BPF oraz catkowitgimsé plak. Model 6w przedstawiono

w tabeli nr 17.



Tabela 17

Model regresji krokowej dla zmiennej

zalenej
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WLG_max (wynik testu

spontanicznego tworzenia grup stow) i wybranych zrennych niezalénych

Zmienna zalezna

WLG max

Metoda Regresja krokowa
Kwalifikacja zmiennej jesli p< 0,05
Wytaczenie zmiennej jesli p> 0,1

Liczba pacjentéw (n) 41
Wspotczynnik R? 0,3481
Skorygowany wspétczynnik R 0,3138
Poziom istotnosci p<0,001*

Rownanie regres;ji

Zmienne niezalezne Wspoitczynnik B | Btad standardowy T p
stala réwnania regresji 15,4662

czas trwania choroby [lata] 0,4245 0,1964 2,162 @ 0,0370*
catkowita objetos¢ plak [cm?] -0,1193 0,03934 @ -3,033 | 0,0043*
Zmienne wytaczone z modelu R

beta NGF w PBMCs [pg/mg biatka] 0,3720
BPF 0,4043
czas trwania choroby [lata] -0,2729
wiek [lata] -0,2621

W przypadku, gdy zaimos¢ oshgreta istotng¢ statystycza,
wyttuszczonym drukiem.

oznaczono g symbolem oraz
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c) Stwierdzono istotp statystycznie zammos¢ miedzy stzeniem beta-NGF

w mononuklearach krwi obwodowej a wynikiem testparaktywania listy stow. Dla
powyzszej zalenosci wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona wynost 0,37, przy
p = 0,02, a wspétczynnik korelacji rangowej Spearana = 0,33przy p = 0,04.
Powyzszy zaleznosé zidentyfikowano réwniz w ogolnym modelu regresji liniowej
o wspoéiczynniku R = 0,16 przy p = 0,01. Wykres punktowy dla wynikstte
zapamgtywania listy stow i sfzenia beta-NGF w lizatach mononuklearéw krwi

obwodowej przedstawiono na rycinie 27.

Rycina 27

Wykres punktowy dla wyniku testu zapametywania listy stow
i stezenia beta-NGF w lizatach mononuklearow krwi obwodowj,

wraz z linig regresji

10

Wynik testu zapamigtywania listy stéw [n]

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

beta NGF w PBMC [pg/mg biatka]

Mimo iz wynik testu zapamtywania listy stow zaley takze od poziomu edukacji
(wspotczynnik korelacji Spearmana 0,40 przy p <0B,0v modelu regresji krokowej
ow silny zwhazek traci znaczenie, natomiast zales¢ od stzenia beta-NGF

utrzymuje istotné¢ statystycza, co przedstawiono w tabeli nr 18.



Tabela 18
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Model regresji krokowej dla zmiennej zalenej wig (wynik testu zapametywania

listy stéw) i wybranych zmiennych niezalenych

Zmienna zalezna

Wynik testu zapami etywania listy stow

Metoda Regresja krokowa
Kwalifikacja zmiennej jesli p< 0,05
Wytaczenie zmiennej jesli p> 0,1
Liczba pacjentow (n) 41
Wspoiczynnik determinaciji R 0,4485
Skorygowany wspétczynnik R 0,4194
Poziom istotnosci p<0,001*
Rownanie regresji
Zmienne niezalezne Wspobtczynnik Biad T p
B standardowy
stata réwnania regresji 8,2673
beta NGF w PBMCs [pg/mg 0,9987 0,3179 3,141  0,0033*
biatka]
wiek [lata] -0,09986 0,02236 -4,466 | 0,0001*
Zmienne wytaczone z modelu R
beta NGF w PBMCs [pg/mg biatka] 0,3988
liczba lat edukacji 0,3629
wiek [lata] -0,5525
BPF 0,2147
catkowita objetosé¢ plak [cm3] -0,2299

W przypadku, gdy zalmos¢ osigrela istotnGé statystyczm, oznaczono g symbolem oraz

wyttuszczonym drukiem.
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5.7. Zaleznos¢ miedzy nasileniem zaburzé funkcji poznawczych a parametrami

uszkodzenia OUN w badaniach obrazowych

Wyniki wigkszaci testow neuropsychologicznych, z watiem testu zapargiywania
listy stow oraz parametrow rozktadu wynikow wde RT, g istotnie zwizane zarowno
z BPF, jak i z catkowit objetoscia zmian demielinizacyjnych, jak i z polem przekroju
ciata modzelowatego. Charakterysydwych zalenaosci przedstawiono w tabeli nr 19.

Tabela 19
Zaleznos¢ miedzy wynikami poszczegolnych testow neuropsychologigych
a wybranymi neuroradiologicznymi parametrami uszkodzenia OUN

catkowita objetosé plak pole przekroju ciata
BPF 3
(cm’) modzelowatego (mr)
Pearson | Spearman | Pearson| Spearman | Pearson r | Spearman
r(p) r(p) r(p) r(p) () r(p)
test
spontanicznego — —
POl | =040 =042 =049 | =045 | r=0,45
worzenia grup p=0,008 p=0,006 p=0,001* | p=0,003* | p=0,003*
stow
test
zapami gtywania r=0,21 r=0,25 ND r=-0,25 r=0,07 r=0,09
listy stow p=0,18 p=0,12 p=0,11 p=0,66 p=0,59
TMT-A [ms] r=-0,61 | r=-0,67 \D =043 | r=-0,59 | r=-0,53
p<0,0001*| p<0,0001 p=0,0052* | p=0,0001*| p=0,0003*
=-0,62 — -
TMT-B [ms] ND r=-u, ND r=0,58 r=-0,59
p<0,0001* p=0,0001*| NP | p<0,0001*
test
powtarzania
cyfrwprost— | =0.98 | r=0.59 |\ yn | y=.046 | r=050 | r=0,48
wersja p=0,0001*} p<0,0001 p=0,003* | p=0,0008*| p=0,0014*
wzrokowa
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catkowita objetosé plak

pole przekroju ciata

BPF (cm?) modzelowatego (mm)
Pearson | Spearman | Pearson| Spearman | Pearson r | Spearman
r(p) r(p) r(p) r(p) (P) r(p)
test
powtarzania _ —
i - wersia =056 | =063 | \p r=-0,45 | r=0,46 | r=0,53
— wers) p=0,001*| p<0,0001 p=0,003* | p=0,0023*| p=0,0004*
stuchowa
Test
; ; =0,65 — -
zapami etywania ND r=u, . r=-0,48 r=0,45
= ND ND
szczegotow p=0,0001 p=0,001* p=0,003*
Test Matryc
Ravena w
Wersiji — —
— =059 | =059 | | r=-047 | r=049 | r=0,39
}- | p<0,0001% p=0,0001 p=0,002* | p=0,001* | p=0,01*
(wynik
sumaryczny)
RT Q1 =023 r=021 | r=0,15 | r=-0,11 | r=-0,09
p=0,16 p=0,20 p=0,37 p=0,52 p=0,57
RT mediana r=-0,29 r=-0,21 r=0,16 r=-0,13 r=-0,04
p=0,08 | p=0,21 ND p=0.35 p=0,45 | p=0,81
RTIQR (~008 | =00 r=0,11 | r=0,02 | r=0,01
P=0,6357|  p=0.74 p=0,50 | p=0,91 | p=0,93
RT Q3 =029 ) =020 1 o =020 | r=0,14 | r=0,10
P=0,07 | p=0.23 p=0,22 p=0,4 | p=0,54

W przypadku, gdy zaimosé oshgreta istotngé statystycza, oznaczonoaj symbolem oraz wytluszczonym

drukiem.
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5.8. Podsumowanie wynikow

1. Stzenie beta-NGF w lizatach mononuklearéw krwi obwodppacjentéw z rzutowo-

remisyjra postaci stwardnienia rozsianego maleje wraz z czasem tanaoroby.

2. Stezenia beta-NGF i NT-3 w lizatach mononuklearow kotiwodowej pacjentow

z RRMS g ze soh istotnie zwizane, a zalaos¢ ta ma charakter dodatniej korelaciji.

3. Istnieje zalenos¢ o charakterze dodatniej korelacji paoay wskanikiem objgtosci
migzszu do objtosci mézgu (BPF) a steniem NT-3 we frakcji komorek
jednopdrzastych krwi obwodowej pacjentow z RRMS.

4. Stwierdzono istotp statystycznie zamos¢ o charakterze dodatniej korelacji
pomiedzy stzeniem NT-3 we frakcji komorek jedrmjrzastych krwi obwodowej

a polem przekroju ciata modzelowatego u pacjentéRMS.

5. Stwierdzono istots statystycznie zalmos¢ o charakterze dodatniej korelacji quzy
stezeniem beta-NGF w mononuklearach krwi obwodowej gblor z RRMS

a wynikiem testu spontanicznego tworzenia grup stow

6. Istnieje silna zabnos¢ typu dodatniej korelacji mdzy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach krwi obwodowej a wynikiem testipaaktywania listy stow.
W modelu regresji wielorakiej zalros¢ ta okazata si bardziej istotna i poziom

wyksztatcenia pacjentow z RRMS.

7. Parametry atrofii mézgowia (BPF) mierzone za poana@omografii rezonansu
magnetycznegoasstotnie zwizane z catkowit objetoscia zmian demielinizacyjnych

u pacjentow z RRMS, a zalos¢ ta ma charakter negatywnej korelaciji.

8. Wyniki uzyskane w t&ie spontanicznego tworzenia grup stow, TMT-A, THT-
w tescie powtarzania cyfr wprost (wersja wzrokowa) opaevtarzania cyfr w wersji
stuchowej, w técie zapamitywania szczegotdw oraz wynik sumaryczny testu yeatr
Ravena w wersji kolorowepsstotnie zwizane z radiologicznymi parametrami atrofii
mozgowia (BPF) oraz z catkowibbjetoscia zmian demielinizacyjnych w mozgowiu.
Im wyzszy BPF oraz im mniejsza @bps¢ plak, tym lepsze wyniki uzyskane w »gj
wymienionych testach neuropsychologicznych.
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6. Dyskusja

W niniejsze] pracy podfo prokz oceny zranicowania pacjentow chomgych na
rzutowo-remisyjn post& stwardnienia rozsianego pod wadgm ekspresji beta-NGF,
NT-3 i NT-4/5 w komorkach jedngfirzastych krwi obwodowej, w kont&tie
parametrow uszkodzenia OUN mierzonych przyciu ilosciowych bada tomografii
rezonansu magnetycznego oraz nasilenia zabdurecji poznawczych okéanych za

pomoa wybranych testow neuropsychologicznych.

Po raz pierwszy stwierdzongg ekspresja NT-3 w mononuklearach krwi obwodows je
istotnie zwiazana z BPF, jednym z najgziej stosowanych markerow atrofii mézgowia.
Zwiazek 6w ma charakter dodatniej korelacji: im 2s8xe stzenie NT-3
w mononuklearach, tym wgzy wskanik BPF, co oznacza mniejszy stapiatrofii.
Pacjenci z wikszymi maliwosciami produkcji NT-3 przez komorki ukiadu
immunologicznego mag wigCc prezentowa wyzszy potencjat neuroprotekcyjny.
Obserwacja ta stanowi kolejny dowdd na istnieniehrognej roli procesu
autoimmunologicznego w  patogenezie  SM. Konagpcj autoimmunologii
neuroprotekcyjnej wysugio opieragc sk na badaniach na modelach zwieyxrch oraz
badaniach histopatologicznych médzgéw pacjentéw whoych na SM. W 2002 roku
Standelmann i wsp. wykazali obeéadoinnej neurotrofiny, BDNF, w limfocytach T
i makrofagach w olbie plak demielinizacyjnych, szczegoélnie w przestiach
okotonaczyniowych, podczas gdy w grupie kontrolospb zdrowych BDNF ulegat
ekspresji wydcznie w populacjach neuronalnych. Poziom ekspBS]NF w komdrkach
immunologicznych korelowat dodatnio z aktywsom zapalno-demielinizacyijn plak.
W tym samym badaniu wykazano rowhiekspresj receptora dla BDNF, TrkB, na
neuronach w bezgrednim gsiedztwie plak oraz na reaktywnych astrocytach welab
ognisk demielinizacji. Istotny jest faktz iw aktywnym brzegu plaki obserwujegsi
zarOwno bardziej intensywne dostarczanie czynnikaveurotroficznych przez
mononukleary, jak i wzrost ekspresji receptorow . T tym kontekcie wysoce
prawdopodobne wydaje ¢si ze neurotrofiny uwalniane przez mononukleary
w bezpdrednim gsiedztwie plak petai role ochronm wobec zagrzonych wtérnym
uszkodzeniem neurondow, odpowiagajch patofizjologicznie strefie penumbry w udarze
niedokrwiennym mozgu, co omoOwiono szerzej weepist niniejszej pracy (Hohlfeld,
2008, Kerschensteiner i wsp., 2003).
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Podczas gdy opublikowano szereg prac édmoroli neuroprotekcyjnej BDNF w SM,
w tym — niedawno — na temat potencjatu ochronnegszqzegdlnych polimorfizmow
genu BDNF (Dinacci i wsp., 2011, Weinstock-Guttmawsp., 2011), niniejsza rozprawa
stanowi pierwszy w literaturze dowdd na zmék ekspresji NT-3 w mononuklearach
Z mniejsa atrofia mézgowia u pacjentow z SM. Podobnego azku nie stwierdzono
w przypadku beta-NGF, a NT-4/5 wykryto zaledwie %426 lizatow. Przyczyntego
faktu maze by fizjologiczne zrénicowanie poziomu istotroi funkcji poszczegoélnych
neurotrofin. Obecni@ NT-3 jest niezbdna w rozwoju uktadu nerwowego, podczas gdy
ekspresja beta-NGF jest w owym procesie wymagdeania krytyczna, natomiast NT-
4/5 to jedyna neurotrofina, ktorej genetyczne aggenie (ang. gene knock-out) nie
prowadzi do wczesngmierci zarodka (Linker i wsp., 2009). Moa wic wnioskowé, ze

w przypadku potrzeby dodatkowego, obwodowego wspareurotroficznego ze strony
mononuklearow, zwkszeniu ulega synteza NT-3, ktOra jest neurotpofinwickszym

znaczeniu i silniejszym dziataniu, kosztem mnigtisych beta-NGF i NT-4/5.

W okresie rozwoju uktadu nerwowego o#lmme stzenia neurotrofin  warunka
rownowa@ migdzy apoptoz a przetrwaniem poszczegolnych komoérek. W zdrowym,
dorostym OUN gtownym zrodiem neurotrofin & neurony, a wptyw neurotrofin
wytwarzanych przez komorki uktadu immunologicznggst prawdopodobnie znikomy,
gdyz przez bariey krew-mozg przechodzjedynie aktywowane formy limfocytow, ktére
w warunkach prawidtowych nie ulegajeaktywacji w nieuszkodzonym maozgu. Dla
uksztattowanego, dorostego organizmu ludzkiego saiavigc znane normy i zakresy
stezen czynnikbw neurotroficznych ani w surowicy, ani wiakcji komorek
jednopdrzastych, gdy role ich mazna uznéd za marginala. W SM  obserwujemy
natomiast dynamiczne relacje peary uktadem nerwowym i immunologicznym, ktore
w zdrowym OUN maj znacznie mniejsze znaczenie. Heterogéhnmacjentow pod
wzgledem ekspresji neurotrofin me w tym przypadku odzwierciedlazréznicowanie
mozliwosci regeneracyjnych w odpowiedzi na uszkodzenie diklaerwowego. W celu
oceny heterogendoi grupy zastosowano @ model badania przekrojowego (ang. cross-
sectional study), rezygmg z poréwnania pacjentéw z geugontrolra oséb zdrowych.
Taka analiza poréwnawcza zostataby obarczordebh zalgenia, ze komérki uktadu
immunologicznego odgrywaj role w homeostazie czynnikdw neurotroficznych
w warunkach fizjologicznych. Interesge byloby natomiast zestawienie SM z dnn

demielinizacyja patologa OUN (np. choroba Devica) lubze inmg patologa o etiologii
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Zwiazanej z zaburzeniami w gaiinie ukladu immunologicznego, ale o odmiennej
manifestacji klinicznej, np. z toczniem rumieniowat uktadowym (ang. systemic lupus
erythematosus, SLE). Realizacja takiej analizy yegtraktyce niezwykle trudna: chorgb
Devica rozpoznaje siwzglkdnie rzadko, a pacjenci z SLE w ogromnegkszaci sa
poddawani przewlektej immunosupresji, zwykle z aastvaniem doustnych steroidow.
Steroidoterapia, poprzez wptyw na komorki uktadmmiamologicznego, ma& modulowa
poziom ekspresji czynnikbw neurotroficznych. Popadteroidy zmieniaj parametry
wolumetryczne mozgowia, wpltywgj na uwodnienie poszczegollnych przedziatdw

tkankowych moézgowia (Khoury i Bakshi, 2010).

W ramach niniejszego projektu przeprowadzono ba&dailotazowe na 9 pacjentkach
z SLE, w wieku od 21 do 51 lagrédnia 36,40 £ 10,26 lat) i czasie trwania choroldy
0,67 do 6 lat {rednia 3,52 + 1,58 lat). Z uwagi na niewiglkczebnd¢ grupy chorych
z toczniem, uzyskane dgt dane potraktowano jako wphe i nie umieszczono ich
w sekcji wynikow niniejszej pracy doktorskiej. Zezglkedu na unikatow& materiatu
(w literaturze istnigj jedynie pojedyncze doniesienia na temat roli BDNMNGF
w toczniu uktadowym), zdecydowana; gicswieci¢ temu zagadnieniu fragment dyskusji,

mimoze rekrutacja pacjentow z SLE celem dalszej ang@argwnawczej jest w toku.

W grupie pacjentow z SLE, w przeciwiswie do grupy pacjentéw z SM, nie stwierdzono
istotnej statystycznie zaleosci miedzy stzeniem NT-3 w mononuklearach i BPF
(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r = 0, 2@y p = 0,66; wspotczynnik korelacii
rangowej Spearmana r = - 0,11 przy p = 0,82), enidtotnej statystycznie zaleosci
pomigdzy stzeniem pozostatych neurotrofin w mononuklearach & .BBtwierdzono
natomiast,ze stzenie NT-3 bylo istotnie wysze w lizatach mononuklearéw pacjentéw
z SM niz u chorych z SLE (p < 0,0001, tabela nr 20), natsiistzenie beta-NGF
okazato s istotnie wysze w komorkach jednggrzastych pacjentow z SLE mniu
pacjentow z SM (p < 0,001, tabela). Wyniki te aglenterpretowd niezwykle ostranie,
zarbwno z uwagi na nierbwnomiarrliczebnd¢ grup, jak i na fakt,ze wszyscy
uwzgkdnieni w badaniu chorzy z toczniem pozostawali nasthej steroidoterapii. W
kontelécie ostatniego zastrzenia naley jednak podkrdi¢, ze nie stwierdzono istotnych
statystycznie korelacji poruzy stzeniami neurotrofin w mononuklearach pacjentow z

toczniem a dawksteroidow.
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poszczegolnych neurotrofin - w ononuklearach  krwi

obwodowej u pacjentow ze stwardnieniem rozsianym z toczniem rumieniowatym

uktadowym
Pacjenci z SM Pacjenci z SLE p
NT-3 w PBMCs
(pg/mg biatka) 590,10 + 327,52 19,82 £ 16,71 p<0,0001*
sredniaxSD
- Q2 =557,8082
NT-3 w PBMCs Q2= 15,1628
(pg/mg biatka) IQR=339,16 - p<0,0001*
, IQR=6,18- 37,74
mediana, IQR 724,90
beta-NGF w PBMCs
(pg/mg biatka) 1,26 + 0,80 2,85+1,31 p < 0,0001*
sredniaxSD
beta-NGF w PBMCs Q2 = 1,07 Q2 =241
(pg/mg biatka) p = 0,0006*
IQR =0,65 1,65 IQR =2,10- 3,29

mediana, Q1, Q3

W przypadku, gdy zalmos¢ oskgreta istotn@¢ statystycza,

wyttuszczonym drukiem.

oznaczono g symbolem oraz

Poza porownaniem zwiku NT-3 i BPF w grupach pacjentdw ze zrizowan,

autoimmunologicza patologa OUN, kolejnym krokiem w identyfikacji potencjalnegli

neuroprotekcyjnej NT-3 w SM powinno dpkreslenie zwazku BPF i NT-3 w badaniach

ciagtych (longitudinalnych) na tej samej grupie chdryze stwardnieniem rozsianym.

W niniejszej pracy potwierdzono zazek pomedzy stabilnym markerem atrofii

mobzgowia, jakim jest BPF, acgeniem NT-3 w mononuklearach, ktére odzwierciedla

aktualny (n tractu) obwodowy potencjat neurotroficzny pacjentow. Badachgte

pozwolityby okréli¢, czy wysokie sizenie NT-3 w mononuklearach krwi obwodowej

moze peiné funkcje ochronm w kontekécie rocznego przyrostu (tempa) atrofii.
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Ponadto, interesaga bylaby ocena, w jaki sposObezgnie neurotrofin zmienia i
w czasie wraz z pagtem choroby. W niniejszej pracy wykazano negatywarelacg
ekspresji beta-NGF w mononuklearach z czasem tenvelmbroby, niezalaie od wieku
pacjentow. Jest to zgodne z hipateze wraz z czasem trwania choroby wyczesmig
rezerwy neurotroficzne, co prowadanaze do upéledzenia procesow regeneracji OUN,
klinicznie manifestuyjc sk przegciem choroby w posta przewlekle pospujaca.
Podobnego zwzku nie stwierdzono w przypadku NT-3, ¢hakreslono istotry zaleznosé¢
ekspresji beta-NGF i NT-3 w mononuklearach pacpni SM. Jeda z maliwych
przyczyn braku korelacji NT-3 z czasem trwania olbgr stanowé moze nizsza nk dla

beta-NGF detekcja, z czym e st mniejsza liczebrni@ badanej grupy.

Warto zaznaczy ze dla oceny obwodowego potencjatu neurotroficznegana badéa
ekspresj neurotrofin w mononuklearach zaspednictwem pomiaru stenia biatka w ich
lizatach, oceny ekspresji mRNA, a #ak poprzez badania sekrecji aktywowanych
mononuklearow w hodowlach komérkowych. W niniejspefcy zdecydowano ina
pomiar zawartéci biatka w niestymulowanych komorkach jedsbizastych. Ocena
stezenia neurotrofin w ptynie mézgowo-rdzeniowym dagramiczony wgld w ich rok

w miejscu uszkodzenia OUN w przebiegu SM, gdyiadczy przede wszystkim o
0golnym statusie neurotroficznym pacjentéw. Poziauarotrofin w PMR determinowany
jest w duym stopniu przez pal neuronaln, w obkbie ktorej ma miejsce synteza,
uwalnianie z komorek uszkodzonych i uwalnianie newratrz drog transportu
anterogradowego (Standelmann i wsp., 2002). Zawéaneurotrofin w PMR nie wyjaia
wigc postpu atrofii, ale mae ja odzwierciedld. Z tego wzgidu w niniejszej pracy nie
oceniano szen neurotrofin w PMR. Uznano natomiage pomiar ich zawartgsi we
frakcji mononuklearow krwi obwodowe] me stanowt modalnd¢ o wickszym

potencjale rénicujacym grug badam w kontelécie patofizjologii atrofii, a nie jej opisu.

Frapupcym zagadnieniem jest mechanizm, w ktérym komoskdlnppdrzaste krwi
obwodowej podlegajstymulacji do produkcji neurotrofin w offsie plak. ldentyfikacja
owego mechanizmu stanowitaby przetomowe odkrycikamtelscie terapii zaréwno
stwardnienia rozsianego, jak i innego rodzaju EafiolOUN, dla ktorych poszukuje csi
strategii neuroprotekcyjno-neuroregeneracyjnyclzege wszystkim szeroko pbych
choréb zwyrodnieniowych uktadu nerwowego. Istnigirzestanki,ze kluczowa role
w stymulacji mononuklearéw do wytwarzania czynnikoaurotroficznych wrodowisku

OUN odgryw& moaoze interakcja biatka CD40 na makrofagach z ligandém40L
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(CD154). Shibata i wsp. (2003) wykaza#ie stymulacja ligandem CDA40L ludzkich
makrofagow zwgksza ich aktywn& neurotroficzia, co skutkuje nasileniem syntezy
biatka, wzrostem neurytow oraz poprgfunkcji synaps szczurzych neuronéw korowych,
hodowanych na podkach kondycjonowanych (ang. conditioned medium) dohdi
wspomnianych stymulowanych makrofagow ludzkich. OD4ulega ekspresji na
infiltrujacych OUN aktywowanych limfocytach T, n&rodbtonku drobnych nacay
mozgowych (Mach i wsp., 1997) oraz na astrocyt&adlifigsan i wsp.. 2002). W zyziku

z tym, po przekroczeniu bariery krew-mo6zg makrofagica podlegé aktywacji przez
infiltruj ace limfocyty T, a take przez komorkéroédbtonka naczyniowego w adlrie plak
oraz przez same astrocyty. Mimo sprzyggch warunkow do pro-neuroprotekcyjnej
stymulacji makrofagow w mik&odowisku plaki, u wielu pacjentéw z RRMS procesy
regeneracji § niewystarczajce, a choroba ulega progresji do fazy wtérnie gmsgice;.
Istnieje maliwos¢, ze neuroprotekcyjna funkcja mononuklearow krwi obowwdj ulega
hamowaniu u chorych na SM, co meomi&€ zwiazek z przesugciem réwnowagi
odpowiedzi immunologicznej w kierunku prozapalny®efektywna regulacja funkcji
neuroprotekcyjnych  mononuklearow peo stanowé jedno z  antygenowo
niespecyficznych zaburzeuktadu immunologicznego prowagzch do rozwoju SM

w warunkach, w ktérych osoby bez owego defektu mndhoroby.

Wykazany w niniejszej dysertacji zaziek NT-3 z BPF stanowi nieipliwa przestank

ku temu, aby rozwa¢ NT-3 w kategorii potencjalnych nowych metod terayeznych
w SM. Niestety, stosunkowo krotki (paej dwoch minut) czas pottrwania NT-3 i innych
neurotrofin (Pradat i wsp., 2001; Pradat i wspQ2(Joowoduje trudriei w zastosowaniu
owych casteczek w praktyce klinicznej. Z uwagi na fakt,NT-3 wykazuje najwysze
powinowactwo wzgidem TrkC, wegksza¢é efektdbw biologicznych NT-3 jest
najprawdopodobniej wyzwalana przez interakcje z wiaknie receptorem, a wt efekt
terapeutyczny mma by uzyské& poprzez zastosowanie agonistéw receptora TrkC.
Dotychczas udato siwyprodukow& wzglednie wybiorczy inhibitor rodziny receptoréw
Trk, dostpny jako preparat K-252a,etlacy glikozylowanym indolo-karbazolowym
alkaloidem, ktory w nieobecloi neurotrofin dziata jak agonista Trk, a w ich obeci —
jak antagonista Trk (Hohlfeld, 2008; Rasouly i wsj©92). CEP-1347, poétsyntetyczna
pochodna K-252a, zachowuje #gawosci neuroprotekcyjne, nie wykazgj dziatania
antagonistycznego wobec receptorow Trk (Roux i wsp002). Kolejm opcg
terapeutycza stanowd przeciwciala mononklonalne o funkcji wybiérczychoaistéw
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TrkC. Dotychczas wykazano ich skutec&hown poprawie parametrow klinicznych,
elektrofizjologicznych oraz histologicznych w modetwierzcym choroby Charcot—
Marie—Tooth u myszy typu Trembler-J, co stanowiegtank o ich potencjalnej
efektywngci w CMT1A i innych neuropatiach (Sahenk i wsp.,1@0 Nasgpna
mozliwos¢ to terapia komodrkowa, polegap na transferze aktywowanych,
autoimmunologicznych komorek, zmodyfikowanydim vitro tak, aby wydzielaty

neurotrofiny po ponownym wstrzykguiu.

Kolejnym interesujcym wynikiem w niniejszej pracy jest zates¢ migdzy stzeniem
beta-NGF w mononuklearach krwi obwodowej choryclRRMS a wynikiem testu
spontanicznego tworzenia grup stow oraz testu zagpawania listy stéw. Pierwsza
z tych zalenosci, chat zidentyfikowana przy zyciu korelacji, traci znaczenie w modelu
regresji krokowej, wobec bardzo silnego zazkiu wyniku testu z poziomem wyksztatcenia
oraz catkowig objetoscia plak. Test spontanicznego tworzenia grup stow @dawa
ocerg tych funkcji wykonawczych kontrolowanych przez &oprzedczotow, ktore
ulegap petnemu wyksztatceniu najpdiej w toku dojrzewania — okoto 12 rokiycia,

w przeciwieéasstwie do 6 rokuzycia dla pozostatych funkcji wykonawczych (Spreen
I Strauss, 1998). Druga zafes¢ okazata s bardziej istotna mi zwiazek z poziomem
wyksztatcenia czy tez radiologicznymi parametrami uszkodzenia (catkawabgtose
zmian demielinizacyjnych) oraz atrofii (BPF). W neddl regresji krokowej wynik testu
zapamgtywania listy stow najlepiej sgodd podstawionych zmiennych wyjaaty:
stezenie beta-NGF w mononuklearach oraz wiek pacjentdwwrzac model o wysokim
wspoiczynniku B=0.45 przy p<0.001Swiadczy to o bardzo silnym zwiku ekspres;ji
beta-NGF w komérkach jedrgmirzastych i wyniku testu zapagtywania listy stow, ktory
pozwala na ocenzakresu pamci bezpdredniej. Test Ow jest modyfikacjestu 15 stéw
Reya (ang. Rey Auditory Verbal Learning Test) oréalifornijskiego Testu Uczenia
Werbalnego (ang. California Verbal Learning Tesipejmupc zapamgtywanie listy
niezwigzanych ze sap15 stéw (jak w técie Reya, ale w modaléa wzrokowej, a nie
stuchowej), w jednorazowej probie i bez dystrakio(@preen i Strauss, 1998). Z uwagi
na stabsze uwarunkowanie poziomem wyksztatcenidgaanae stanowt bardzo dobre
narzdzie przesiewowe w badaniu neuropsychologicznynezalénie od spoteczno-

edukacyjnego statusu pacjentow.

Warto réwnie podkréli¢, ze obydwa testy, z wynikami ktérych korelujezgnie beta-

NGF w mononuklearach, istotnie wptywapa globalny deficyt poznawczy pacjentow
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z SM, okrglany jako suma deficytu w domenach neuropsychotgich, badanych za
pomoa zastosowanych testow. Identyfikacja zal@ci miedzy ekspresj beta-NGF

a wynikami testéw oceniggych pamgé operacyjma oraz semantycanw niniejszej
dysertacji stanowi pierwgzw literaturze obserwagjdotyczca ochronnej funkcji beta-
NGF w kontekcie zaburzé poznawczych u pacjentow chaggych na stwardnienie
rozsiane. Jest to zgodne z dotychczasowymi obsg@maoa modelach zwieggych oraz
ze znanym faktemzibeta-NGF stanowi jeden z czynnikOw warunkych przetrwanie
oraz prawidtowe funkcjonowanie neurondw cholinezxgigch w dorostym mézgu. Moa
sadzi¢, ze w stwardnieniu rozsianym zgliszone jest zapotrzebowanie na beta-NGF,
ktérego wysze stzenie w gsiedztwie narzonych neurondw ma je chra@niprzed
uszkodzeniem. W 2005 roku D’Intino i wsp. wykazak, w EAE u szczurdw szczepu
Lewis deficyty funkcji pamici oraz uczenia g] badane za pomactestu labiryntu
wodnego Morrisa, korelajze spadkiem aktywnoi acetylotransferazy cholinowej oraz
poziomu mMRNA beta-NGF w korze mozgowej, hipokampieprzodomdzgowiu
podstawnym (D’Intino i wsp., 2005). Co &tej, leczenie z zastosowaniem wybidrczych
inhibitorow acetylocholinesterazy (rywastygmina, ndpezil) poprawiato funkcje
poznawcze, przywracato aktywtoacetylocholinesterazy oraz zkszato ekspresjbeta-
NGF. Wyniki niniejszej pracy, rozpatrywane w korigik powyszego doniesienia, mag
wiec pasrednio sugerow@ celowad¢ zastosowania inhibitorow acetylocholinesterazy
w leczeniu zaburzepoznawczych u pacjentow z SM. W praktyce nadak beaultatow
randomizowanych bada wielocsrodkowych, niemniej doniesienia z pojedynczych
osrodkow wskazuj na dobg tolerancg oraz maliwa skuteczné donepezilu w leczeniu
chorych z deficytem poznawczym w przebiegu SM (§&bdoulou i wsp., 2006; Krupp

i wsp., 2004).

Nalezy zauwayc¢, ze warunkowane obecfma NGF uwalnianie acetylocholiny zahe od
dostpnasci zewratrzkomorkowej choliny (Auld i wsp., 2001). Co cieke, stzenie
choliny mierzone metedprotonowej spektroskopii rezonansu magnetycznegg.{H-
MR spectroscopy) jest i8ze u pacjentow chorgych na stwardnienie rozsiane,
u ktérych nie stwierdza &izmian demielinizacyjnych w rutynowym badaniu MRI
(Gustafsson i wsp., 2007). Me to whza si¢ z lepsz dostpndicia choliny, zuywanej
w procesie wewitrzkomorkowej syntezy acetylocholiny. Pacjenci bezhwytnych
w standardowym obrazowaniu plak mogtanowt odrbna grupe oséb z wikszym

potencjatem neuroprotekcyjnym. Nietpliva wartai¢ miataby analiza potencjatu
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neuroprotekcyjnego beta-NGF w mononuklearach knbivadowej w zestawieniu

z danymi z badaspektroskopowych oraz neuropsychologicznych.

Testy neuropsychologiczne w niniejszej pracy zgstatbrane sp&rdd narzdzi prostych,
powszechnie dogbnych i wzgédnie mato czasochtonnych. Wyboru owedokonano

z punktu widzenia klinicznej praktyki neurologa, wwoszukiwaniu czutych ale
nieskomplikowanych testow, ktore zastoséwsoze kazdy lekarz prowadgcy pacjentow
chorupcych na SM. Oczywcie, zastosowanie owych testow w praktyce wymaga
w czesci przypadkdéw walidacii, niemniej juna bieacym etapie badamog one okazéa

si¢ uzytecznym nargdziem w ocenie zwiku parametrow neuropsychologicznych ze

zmiennymi neuroradiologicznymi i neuroimmunologigen w przebiegu SM.

Wartaé¢ poszczegollnych testébw jako badaprzesiewowych, umidiwiajacych
potwierdzenie obecroi zaburzé poznawczych u pacjentéw z SM, oceniono w ninigjsze
pracy na podstawie stopnia korelacji z globalnyrficggem poznawczym, wyt@nym
jako suma deficytu w pojedynczych domenach. W modeégresji krokowej
wyjasniajacym sumg deficytu poznawczego istotnymi zmiennymi okazaty: s test
powtarzania cyfr wprost w wersji wzrokowej (r =,78, p < 0,0001), test spontanicznego
tworzenia grup stow (r = - 0,67, p = 0,002), tempaméetywania szczegotow (r = - 0,75,
p = 0.004), test zapamtywania listy stbw (r = - 0,56, p = 0,03). Wynikizyskane

w wigkszasci z wymienionych testow, za watkiem spontanicznego tworzenia grup stow,

zaleza w duzej mierze od funkcji uwagi.

Godnym uwagi nardlziem badawczym okazatesiéwniez test oceniajcy czas reakcji
prostej. Suma deficytu istotnie koreluje z rozkiadearametrow testu RT w atinie
badanej grupy: z mediar(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona r = Q,33= 0,05)
oraz trzecim kwartylem (r = 0,35, p = 0,03), élmwiazek 6w nie ogignat wystarczajcej
znamiennéci, aby znale¢ sie w modelu regresji krokowej. Mima zwolnienie szybkeri
odpowiedzi, przy zachowanej dokladodprawidtowaci, jest stosunkowo dobrze
udokumentowane §wod pacjentéw z SM (Stoquart-ElSankari S i wspl®0mechanizm
tego zjawiska pozostaje vaginiewyjasniony. Test RT wymaga ggtego podtrzymywania
funkcji uwagi tak, aby uzyskapodobnie szybk odpowied podczas reakcji na kolejne
bodzce (Godefroy i wsp., 1995). W tym kongele stwierdzona w niniejszej pracy
doktorskiej wzgtdnie niska wart@& wspotczynnika korelacji porgizy Q1 a Q3 RT (r = 0,87
przy p < 0,0001) u chorych z SM sugeruje ob&edeficytu uwagi u badanych pacjentdw.
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Wydaje st¢, ze czsto opisywany w SM deficyt uwagi e wywiera istotny wptyw na
sprawng¢ pozostatych funkcji poznawczych, co w niniejszajaqy potwierdzay
przedstawione wiej zalenosci: model regresji krokowej dla sumy deficytu orazkiad
parametréw testu RT. Podobnie istotna dla funkcjiickezagci domen
neuropsychologicznych jest pojemstio pameci operacyjnej, ktéra ulega redukciji
u pacjentow z SM (Archibald i Fisk, 2000). Zarowhmkcja uwagi, jak i pojemrié
pamkci operacyjnej, podlegaj okreslonym interwencjom behawioralnym, co &0
okaz& sie skuteczne w spowolnieniu deterioracji poznawcB®wdd na potencjaln
efektywna¢ ¢wiczen neuropsychologicznych stanowi chadig wspomniany w cgci
wstepnej pracy fakt,47 we wczesnych etapach baddinicznych obserwuje sipoprave
w zakresie wynikow uzyskanych wstee PASAT. Posfp zaburzé poznawczych jest
bowiem powolny, a trening wpltywa na popkawynikow. Wykorzystane w niniejszej
pracy testy mog wicc stanowt nie tylko ogolnie dogpne, tatwe w zastosowaniu
narzdzia badawcze, ale i —§jepowtarzane regularnie éwiczenia w ramach terapii, i —
by¢ moze — metod zapobiegania zaburzeniom poznawczym u pacjenté8Mz
Oczywicie, dla oceny efektywdoi tych praktyk nalgatloby przeprowadzi
randomizowane badania kliniczne, przy czym — z uwsg powolne tempo rozwoju
zaburzé poznawczych — badania te wymagatyby bardzo dhagiekresu obserwaciji.
Wolny postp deterioracji intelektualnej u pacjentdow z SM ssat rowniez jednym
z argumentéw przemawigjych za zastosowaniem w niniejszej pracy doktojskie
kryterium deficytu w danym $eie neuropsychologicznym jako wyniku gorszega ni
mediana dla grupy. Uznange poréwnanie pacjentow z grupsob zdrowych miae nie
wykaza istotnej r@nicy w uzyskanych wynikach, zwlaszcza w przypadtassnkowo
jednorodnej grupy o krétkim czasie trwania chorof2=3 lata), kiedy deficyt

poznawczy jeszcze nie ujawnitsi

Koncepcja autoimmmunologii neuroprotekcyjnej w SMymaga dalszych bada
Dotychczasowe strategie terapeutyczneanmg celu redukej procesu neurozapalnego
w SM, a weksza¢ lekdw zarejestrowanych w leczeniu choroby posiadasciwosci
immunomodulujce. Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy wydaje, ge strategie
neuroprotekcyjne mogtyby stanawicenny element wspomagey w tradycyjnie

stosowanych terapiach.

Wicksza¢ bada klinicznych w SM nie uwzgldnia pomiaru szyblk&i przyrostu atrofii

mozgowia, mimo ewidentnego jej zwku z progresj choroby. Adekwatna ocena atrofii
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wymaga dhiszej obserwacji i, konsekwentnie, gkszych naktadow finansowych. By
moze uwzgednienie pomiaru sken neurotrofin w mononuklearach pacjentéw, ktére to
badanie wymaga jedynie dodatkowej probki krwi pragynowym jej pobraniu i stwarza
niewielki koszt, mogtoby dawa wglad w potencjal neuroprotekcyjny pacjentéw,
skorelowany z atradi mézgowia. Wyniki niniejszej pracy doktorskiej dasizaj

pierwszych przestanek ku celoyed powyzszej strategii dla neurotrofiny 3.
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7. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych baaa/sunkto nas¢pujace wnioski:

1. NT-3 ma istotny zwjzek z wyktadnikami atrofii mézgowia mierzonymi zamnpoa
bada ilosciowych rezonansu magnetycznego u pacjentdw z \aitemisyjr
postaca stwardnienia rozsianego: ze wskikiem BPF oraz polem przekroju ciata

modzelowatego.

2. Ekspresja beta-NGF w komoérkach jedmvgastych krwi obwodowej ma istotny
zwiazek z funkcjami poznawczymi pacjentbw z RRMS: z ikgmi testow
neuropsychologicznych ocergaych pamg¢ operacyja oraz semantycan takich jak
test zapamgtywania listy stow oraz test spontanicznego twoiaemup stow, ktorych

rezultaty istotnie korelgjz globalnym deficytem poznawczym pacjentow.

3. Funkcje poznawcze u pacjentbw z RRMS§ istotnie zwiazane z radiologicznymi
parametrami atrofii moézgowia (BPF) oraz =z catkawiibbjetoscia zmian

demielinizacyjnych w mozgowiu.

4. lIstnieje potrzeba dalszych badaad funkcy neurotrofin, w szczegoldoi NT-3
i beta-NGF, syntetyzowanych przez komorki jeddagaste krwi obwodowej
u pacjentow chorggych na stwardnienie rozsiane. Lepsze zrozumiestiengjalnych
mechanizméw neuroprotekcyjnych, zasmanictwem ktérych dziatajwspomniane
neurotrofiny, mae d& pocatek nowym opcjom terapeutycznym, zardéwno
w kontekécie spowalniania pogbu choroby, jak i zaburide poznawczych

pojawiapcych s¢ w jej przebiegu.
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8. Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (SM) stanowi przewdektapalm choroly osrodkowego ukitadu
nerwowego (OUN) o podim demielinizacyjno-zwyrodnieniowym i wgi niejasnej
etiologii. Odkrycia naukowe ostatnich lat sugerue proces autoimmunologiczny, ktory
przez wiele lat postrzegano jako podstawowy medmardestrukcyjny w przebiegu tej
choroby, mae odgrywa w OUN take rok naprawcz. Jednym ze sposobow realizacji
funkcji neuroprotekcyjnej przez uktad immunologigznest synteza czynnikéw
neurotroficznych, m.in. z rodziny neurotrofin, weakcji komérek jednajdrzastych
(mononuklearéw) krwi obwodowej (PBMCs). W warunkaclzwickszonego
zapotrzebowania na czynniki neurotroficzne, co miajsoe w sytuacji uszkodzenia
uktadu nerwowego w przebiegu stwardnienia rozsianeglodatkowa synteza
i dostarczanie neurotrofin przez mononuklearyzen&ompensowawzgledny niedobor
tych czynnikbw w OUN. Neurotrofiny magwywiera: efekt neuroprotekcyjny na
komorki nerwowe bezpoednio, poprzez receptory Trk na neuronach, jaksrgmnio,
poprzez zalena od receptorow Trk, autokryanregulacg funkcji odpowiednich
subpopulacji komoérek jedrgrzastych na obwodzie. Niewydokdo ukiadu
immunologicznego w dostarczaniu adekwatnej puli roeeafin maze skutkowa
ograniczeniem potencjatu neuroprotekcyjnego, copmuavadzé do bardziej rozlegtego
uszkodzenia, a wt i wickszej atrofii, ktéra determinuje pept choroby. Z progresji
atrofii wynikaja takze zaburzenia poznawcze, ktérych obécricstopier nasilenia zabe
od zmian mogcych nie ujawnd sSie w rutynowo stosowanych metodach

neuroobrazowania.

Celem niniejszej pracy bylo oldenie, czy zranicowanie grupy pacjentow ze
stwardnieniem rozsianym pod wzdem ekspresji wybranych neurotrofin, beta-NGF,
NT-3 i NT-4/5, we frakcji mononuklearéw krwi obwodej wiaze st z r&znym
potencjatem regeneracji OUN, wyanym poprzez mniejazatrofie mdézgowia, okrédong
m.in. przez wskanik objetosci miagzszu do olgtosci moézgu (BPF) i pole przekroju ciata
modzelowatego, oraz lepszsprawnd¢ funkcji poznawczych, badanych za pompoc
wybranych testdéw neuropsychologicznych. Do badamapy whczono 41 pacjentdw
Z postaci rzutowo-remisyjn stwardnienia rozsianego, rozpozaama podstawie
kryteriow McDonalda z 2005 roku. U k@dego pacjenta wykonano peine badanie
neurologiczne, z ocenstopnia niesprawnoi w skali EDSS, badanie tomografii

rezonansu magnetycznego mézgowia (MRI) wedtug aph@ejopracowanego protokotu,
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uwzgkdniagcego m.in. wolumetryczn sekwenai T1-zalena 1 wolumetryczi
sekwena; FLAIR-space, a tate badanie z zastosowaniem wybranych testéw
neuropsychologicznych. &enia neurotrofin w lizatach mononuklearéw oraz wosticy

krwi okreslono przy uyciu metody immunoenzymatycznej ELISA.

Na podstawie analizy statystycznej uzyskanych wdwikstwierdzono,ze istnieje
zaleznos¢ o charakterze dodatniej korelacji peaey parametrami atrofii mézgowia,
w szczegOlnéci wskanikiem BPF i polem przekroju ciata modzelowategsikaeniem
NT-3 we frakcji komorek jednaegirzastych krwi obwodowej pacjentow z RRMS, co
stanowi pierwsze w literaturze doniesienie na tenzatiazku tej neurotrofiny
z parametrami neuroradiologicznymi w SM. Wykrytowrdez statystycznie istotn
zaleenos¢ 0 charakterze dodatniej korelacji quizy stzeniem beta-NGF
w mononuklearach krwi obwodowej chorych z RRMS a nikgmi testow
neuropsychologicznych: testu zapatywvania listy stow (silna zaios¢, bardziej istotna
niz poziom wyksztalcenia) oraz testu spontanicznegorzenia grup stéw. Jest to
pierwszy w literaturze dowod na =zwek beta-NGF z funkcjami poznawczymi
u pacjentow z SM, dwmlac potwierdzeniem dotychczasowych danych uzyskanyah
zwierzcych modelach eksperymentalnych. Ponadto stwierzan stzenie beta-NGF
w lizatach PBMCs maleje wraz z czasem trwania dingra s¢zenia beta-NGF i NT-3
w lizatach g§ ze soh istotnie dodatnio skorelowane. Detekcja NT-4/5 anonuklearach
badanych pacjentéw byta bardzo niska (<25%), cceraoniliwito uwzglednienie jej
w dalszej analizie statystycznej. W niniejsze] prawykazano take obecnéé
statystycznie istotnej korelacji parametréw atrafibzgowia i catkowitej olgiosci zmian
demielinizacyjnych mierzonych za pomobadania MRI. Stwierdzono réwridstotr
zalenos¢ wynikow uzyskanych w wykonanych testach neuropsiadicznych,
w szczegOlngéci w tescie spontanicznego tworzenia grup stow, TMT-A, TBTw tescie
powtarzania cyfr wprost (wersja wzrokowa) oraz pweaénia cyfr w wersji stuchowej,
w tescie zapamgjtywania szczegOtow oraz stge matryc Ravena w wersji kolorowej,
z radiologicznymi parametrami atrofii mézgowia (BRIfaz z catkowif objetoscia zmian

demielinizacyjnych w mozgowiu.

Prezentowane w niniejszej dysertacji wyniki sugerugwiazek neurotrofin
produkowanych przez komorki ukladu immunologicznego parametrami atrofii
moézgowia oraz funkcjami poznawczymi u pacjentow RMS, przez co mag

potwierdz& koncepag autoimmmunologii neuroprotekcyjnej w stwardnienzsianym.
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Mimo ze zagadnienie neurotrofin  produkowanych przez ka&momukiadu
immunologicznego w stwardnieniu rozsianym wymagdsa@h bada, zwilaszcza
longitudinalnych (dtugotrwatych, wieloletnich) w oigsieniu do parametréw atrofii
w badaniach neuroradiologicznych, przedstawione imejszej pracy wyniki skiania
mogy do rozwaenia nowych maiwosci leczenia SM, w szczegolém strategii
neuroprotekcyjnych jako potencjalnieytecznego elementu addycyjnego w tradycyjnie

stosowanej terapii immunomodulag;.
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9. Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatorgrdyelinating and neurodegenerative
disease of the central nervous system (CNS) witknovvn etiology. It was recently

suggested that autoimmunity, which had long bearsidered to be destructive in MS,
might also play a protective role in the CNS of Mfatients. Neurotrophins are
polypeptides belonging to the neurotrophic factmity. While neurotrophins mediate
cell survival and proliferation in the nervous syst they are also expressed within
peripheral blood mononuclear cells fraction (PBMGs) immunological system.

In MS additional neurotrophic support from PBMCs ghti compensate relative

neurotrophins deficiency in the damaged CNS tidba¢ needs to be repaired. In MS
PBMCs-derived neurotrophins might exert their npuntective role directly by acting on

trk receptors on neurons, and indirectly via tripeledent autocrine regulation of
peripheral blood immunological cells functions. |&e to produce the adequate
neurotrophins concentrations might result in deswda protection of the CNS,

consequently leading to increased atrophy, whidthasmain determinant of MS patients’
end-point disability. Progressive atrophy also ltssn MS-related cognitive deficit.

The aim of this study was to establish whether ayr/d® patients different expression of
the chosen neurotrophins in PBMCs fraction, nambBta nerve growth factor
(beta-NGF), neurotrophin 3 (NT-3) and neurotropfis (NT-4/5) is related to different
regeneration potential, represented by smallemba#tiophy, as described by means of
brain parenchymal fraction (BPF) and corpus calloswcross-sectional area

measurements, and better cognitive performance.

41 patients with clinically definite relapsing-rdétmg MS (RRMS), according to revised
McDonald criteria (2005), were recruited for thadst. Each patient underwent complete
neurological examination, including EDSS scoringaggmetic resonance imaging (MRI)
study using Magnetisation Prepared Rapid Acquisitiéradient Echo (MPRAGE) and
FLAIR-space sequences, and a set of neuropsyclecaldgists. Neurotrophins levels were
measured in sera and PBMCs by ELISA method, aaegrdio manufacturer's

instructions.

Based on statistical analysis a significant positoorrelation has been found between
brain atrophy parameters, namely BPF and corpufoscah cross-sectional area,

and NT-3 PBMCs expression in RRMS patients. Thighis first study showing the
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relationship between NT-3 and neuroradiologicalapeeters in MS. Also, a significant
positive correlation has been identified betweemaGF PBMCs concentration in
RRMS patients and their performance in neuropsyichl tests, namely 15-Word List
Recall Test (a strong correlation that was foundéoeven more significant than the
education level) and spontaneous word list germragst. This study is the first one to
support data from experimental animal MS modeldjcating that cognitive deficit is
related to beta-NGF function in MS. In additionwgs found that beta-NGF PBMCs
concentration is significantly correlated with dise duration, and beta-NGF and NT-3
PBMCs levels are positively correlated with eadheot NT-4/5 detection in MS patients
PBMCs samples was very low (<25%), which made &rrgtatistical analysis including
this neurotrophin impossible. Also, statisticalligrsficant correlation between brain
atrophy parameters and total lesion volume in MRIMS patients was identified.
Performance in neuropsychological tests, namelntgm@ous word list generation test,
trail making tests A and B, visual and auditoryidgpan, attention to detail test and
Raven’s Coloured Progressive Matrices, was siguitly positively correlated with

radiological brain atrophy parameters (BPF) andltesion volume.

The results presented in this dissertation demaitesé relationship between neurotrophins
produced by peripheral blood mononuclear cellsinbarophy parameters and cognitive
functions in RRMS patients. These findings furtbgpport the concept of neuroprotective
autoimmunity in multiple sclerosis. Although moreidies, especially longitudinal ones
using brain atrophy rate measurements, are needeldrify the role of PBMCs-derived
neurotrophins in MS, our findings provide ration&be novel therapeutic approaches. It
seems that neuroprotective strategies might be asegbotentially valuable add-on

therapies, alongside traditional immunomodulatoegtiment in multiple sclerosis.
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