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Wykaz skrotéw

APCs — komorki prezentujgce antygen (ang. antigen presenting cells)

BKM — bariera krew—mozg

BMI  — wspdtczynnik masy ciata (ang. body mass index)

CAT — tomografia komputerowa osiowa (ang. computerized axial tomography)
CIS — zespodt klinicznie izolowany (ang. clinically isolated syndrome)

CRP — biatko C — reaktywne (ang. c — reactive protein)

CSF  — ptyn moézgowo-rdzeniowy (ang. cerebrospinal fluid)

CSIF — czynnik hamujgcy synteze cytokin (ang. cytokine synthesis inhibitory factor)

CSPG — proteoglikan siarczanu chondroityny (ang. chondroitin sulfate proteoglycan)

CTLA-4— antigen—4 limfocytéw T cytotoksycznych (ang. cytotoxic T cell antigen—4)

DIS — rozsianie w przestrzeni (ang. dissemination in space)

DMDs — leki modyfikujgce przebieg choroby (ang. disease modifying drugs)

DMT — terapia modyfikujgca przebieg choroby (ang. disease modifying therapy)

EBNA-1— Epstein’a—Barr antygen jadrowy—1 (ang. Epstein—Barr nuclear antigen—1)

EBV  — wirus Epstein — Barr (ang. Epstein — Barr virus)

EDSS — rozszerzona skala oceny niesprawnosci (ang. expanded disability status
scale)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme — linked immunosorbent assay)

EPH —efryna

FGF-2 — czynnik wzrostu fibroblastéw-2 (ang. fibroblast growth factor-2)

FLAIR — ang. fluid-attenuated inversion recovery

FSE — szybkie echo spinowe (ang. fast spin - echo)

GAP-43— biatko zwigzane ze wzrostem—43 (ang. growth - associated protein—43)

HHV-6 — ludzki wirus herpes typu 6 (ang. human herpesvirus 6)

HLA  — ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens)
HS — wysokiej czutosci (ang. high sensitivity)
HSV  — wirus opryszczki pospolitej (ang. herpes simplex virus)

HTLV-1— ludzki, T-limfotropowy wirus—1 (ang. Human, T-lymphotropic virus—1)

ICAM-1— miedzykomérkowa czgsteczka adhezyjna—1 (ang. intercellular adhesion
molecule-1)

IFN-y — interferon-y

Komorki NK — komorki “naturalni zabdjcy” (ang. natural Killer cells)
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LAG-3 — gen aktywacji limfocytu—3 (ang. lymphocyte — activation gene-3)
LFA-1 — antygen zwigzany z funkcjg limfocytow—1 (ang. lymphocyte function-

associated antygen-1)

MAG — glikoproteina zwigzana z mieling (ang. myelin — associated glycoprotein)
MBP  — biatko zasadowe mieliny (ang. myelin basic protein)

MHC — gtéwny ukfad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
MOG — glikoproteina mieliny oligodendrocytow (ang. myelin oligodendrocytes

glycoprotein)

MR — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance)

MRI  — obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
imaging)

MTR — wspdtczynnik transferu magnetyzacji (ang. magnetization transfer ratio)

OCT — optyczna koherentna tomografia (ang. optical coherence tomography)

OUN — osrodkowy uktad nerwowy

PCR — tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PECAM-1 — ptytkowa czgsteczka adhezyjna komoérek srodbtonka—1 (ang. Platelet
endothelial cell adhesion molecule-1)

PLP  — biatko proteolipidu (ang. proteolipid protein)

PMR — ptyn mézgowo-rdzeniowy

PPMS — postac pierwotnie postepujgca stwardnienia rozsianego (ang. Primary
progressive multiple sclerosis)

PW — potencjaty wywotane

RRMS — postac rzutowo-remisyjna stwardnienia rozsianego (ang. Relapsing-
remitting multiple sclerosis)

SM — stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiplex)

SPMS — postac wtérnie postepujgca stwardnienia rozsianego (ang. Secondary
progressive multiple sclerosis)

TGF-B — transformujgcy czynnik wzrostu-8 (ang. transforming growth factor-3)

TLR9 — receptor toll — podobny 9 (ang. toll — like receptor 9)

TNFSF — nadrodzina czynnika martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor
superfamily)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw—a (ang. tumor necrosis factor-a)

Treg cells, Tregs — limfocyty T regulatorowe (ang. T regulatory cells)
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VCAM-1 — czgsteczka adhezyjna komorek naczyn—1 (ang. vascular cell adhesion
molecule-1)
VDR  — receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor)
VGCC — bramkowane napieciem kanaty wapniowe (ang. voltage — gated calcium
channels)

VZV  — wirus ospy wietrznej i potpasca (ang. varicella zoster virus)
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1. Zarys stwardnienia rozsianego

1.1. Definicja

Stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex, SM) jest przewlekta, zapalno-
degeneracyjng, narzgdowo-swoistg chorobg osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
o podtozu demielinizacyjnym i charakterze postepujgcym, ktérej patomechanizm nie
zostat do tej pory w petni poznany. Ztozone mechanizmy immunologiczne
odpowiedzialne sg za wieloogniskowe zniszczenie ostonki mielinowej (demielinizacje),
jej odbudowe (remielinizacje), utrate aksondéw oraz rozplem komoérek glejowych.
Wspomniane cztery procesy patologiczne odpowiedzialne sg za wieloogniskowosé

i roznoczasowos¢ objawdw klinicznych choroby [1, 2].

1.2.Wybrane aspekty historii SM

Z pewnoscig SM wystepuje od wiekéw. Jego objawy i przebieg zawsze
wywotywaty duze zaciekawienie samych chorych oraz ich rodzin, jak rowniez chec
wyjasnienia przyczyn choroby. Z uwagi na jedynie szczgtkowg dokumentacje i brak
istotnych szczegdtdéw niewiele wiadomo o postrzeganiu, rozpoznawaniu i prébach
leczenia choroby w okresach wczesniejszych niz XIX w.

Uwaza sie, ze pierwszy opis przypadku SM pochodzi z XIV w. i dotyczy kobiety
o imieniu Lidwina, ktéra pochodzita ze Schiedam (Holandia) [3, 4]. Przypuszcza sie,
ze chorowata na SM przez ponad 30 lat. Pewnego dnia doznata upadku podczas jazdy
na tyzwach. Od czasu tego zdarzenia wystgpity u niej trudnosci w poruszaniu sie, ktore
(podobnie jak sam upadek na tyzwach) mogty byé spowodowane istniejgcym
wczesniej niedowtadem konczyn dolnych. Z czasem zaczeta skarzyc sie na bol zebow,
za ktéry mogta by¢ odpowiedzialna wystepujgca niekiedy w przebiegu choroby
neuralgia nerwu tréjdzielnego. W pozniejszym okresie dotgczyt sie tez niedowtad
prawej konczyny gornej, zaburzenia potykania, widzenia oraz dalsze, postepujgce
trudnosci w chodzeniu. W $redniowieczu uwazano, ze takie objawy zsytane sg
bezposrednio przez Boga — jako kara za grzechy wiasne i / lub cudze, albo jako swoiste
wyroznienie i powotanie do meczenstwa. Lidwina byta podziwiana przez otaczajgcych

ludzi. W miejscu jej grobu wybudowano kaplice. Z kolei w otoczeniu jej miejsca
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zamieszkania powstat szpital. Ostatecznie zostata beatyfikowana i kanonizowana
przez papieza Leona XIII w 1890 r. [3, 4].

Naukowe dociekania co do przyczyn i natury SM miaty swdj poczatek w XVIII w.,
a rozwinety sie na szerszg skale dopiero w XIX w. Poczatkowo powstawaty coraz
liczniejsze opisy przypadkéw SM. Nature schorzenia po raz pierwszy nazwat w 1866 r.
Edmé Vulpian, ktéry uzyt okreslenia: ,sclérose en plaques disseminées” [5]. Gtéwne
zastugi przypisuje sie jednak paryskiemu lekarzowi i badaczowi Jean Martin
Charcot'owi (1825 — 1893), ktory poprzez swoje liczne badania i wykfady
rozpowszechnit wiedze o tej chorobie wsrod éwczesnych neurologédw. Opisat on
zarowno jej kliniczne jak i neuropatologiczne cechy. Zwigzany byt z waznym paryskim
osrodkiem — Salpétriére. Jego badania nad SM rozpoczety sie, gdy zauwazyt on
zaburzenia ruchowe u swojej pokojéwki, ktore uniemozliwiaty jej wykonywanie swojej
pracy. Poczatkowo podejrzewat kite OUN, ktéra byta wdwczas chorobg bardzo
rozpowszechniong. Miat niepowtarzalng okazje doktadnie obserwowac i Sledzi¢
przebieg jej schorzenia, co dostarczyto mu cennych danych. Gdy kobieta zmarta,
przeprowadzit badanie sekcyjne jej mdzgowia i rdzenia kregowego. Stwierdzit
obecnos$¢ licznych, rozsianych ognisk (plak). Niewatpliwg, czesto wymieniang zastugg
Charcot’a jest powigzanie zaburzen poznawczych z SM. Wczeéniej uwazano bowiem,
ze nie mogg one wystgpi¢ w przebiegu tej choroby. Jego darmowe i otwarte wykfady
przyniosty mu miedzynarodowg stawe. Do 1921 r. schorzenie okreslane byto

eponimem ,choroba Charcot’a”. Obecnie jednak eponim ten zarezerwowany jest dla
stwardnienia zanikowego bocznego [4, 6, 7].

Od samego odkrycia choroby zastanawiano sie nad jej naturg. Jedng
z pierwszych teorii byta hipoteza naczyniowa. Wywodzita sie ona z obserwacji
Eduarda Rindfleisch’a, ktéry dostrzegt w centrum plak naczynia. Wysunieto jednak
podejrzenie, ze ,naczynia’ dostrzezone przez Rindfleisch’a to ogniska lokalnej
zakrzepicy. W wyniku takich spekulacji nawet jeszcze w XX w. nie wykluczano terapii
antykoagulantami jako wiasciwego leczenia SM [8, 9]. W 1875 r. Moxon wysunat
hipoteze, w mysl ktérej SM jest w swoim rozsianiu podobna do chorob wysypkowych
[10]. W 1878 r. Hamilton stwierdzit z kolei, ze schorzenie moze zosta¢ wywotane przez
ekspozycje na zimno, a nawet stres [11]. Punktem przetomowym byto zaproponowanie
przez Pierre’a Marie w 1895 r. teorii, wg ktdrej czynnikiem spustowym choroby jest
infekcja [12, 13]. Do dzi$ nie zostata ona potwierdzona ani obalona — jest aktualnie

przedmiotem szerokiej debaty. Skoro choroba miataby by¢é wywotywana przez
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patogen, to czyms niewatpliwie rozsadnym bytoby poszukiwanie wilasciwe;j
szczepionki. Dlatego tez prace wielu uczonych XIX w. miaty na celu jej wynalezienie.
Za najbardziej prawdopodobne czynniki chorobotwércze uwazane byly wirusy oraz
kretki. Dlatego az do Il wojny swiatowej w terapii SM stosowane byty leki
wykorzystywane wowczas w leczeniu kity. W XX w. popularyzowano tez teorie, ze
czynnikiem wywotujgcym schorzenie jest toksyna, co skfaniato wielu badaczy do jej
poszukiwania [14, 15]. Jednak dopiero Glanzmann w 1932 r. i Rivers w 1935 r.
zaproponowali, ze SM moze by¢ chorobg o podfozu immunologicznym [16, 17].
Hipoteza ta szczegdlnie rozwinetfa sie w latach 60-tych i 70-tych XX w. Jednak pomimo
licznych i kosztownych badan prowadzonych od wielu lat w licznych krajach swiata,
w dalszym ciggu immunopatogeneza choroby nie jest catkowicie poznana. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze historia badan nad naturg SM w dalszym ciggu sie toczy i nie
wiadomo jak zaskakujgce i ciekawe punkty bedzie w przysztosci zawierac.

Naktucie ledZzwiowe wykonat po raz pierwszy Quincke w 1891 r. Wykonywano je
gtéwnie u pacjentéw z podejrzeniem kity OUN albo SM. Pierwszym badaniem o pewnej
wartosci w réznicowaniu tych jednostek chorobowych byt test koloidowy. W 1964 r.
Lature odkryt w badaniu metodg elektroforezy zelowej ptynu mézgowo-rdzeniowego
(PMR) prazki oligoklonalne [4]. W 1980 r. zaprezentowano pierwszy skaner rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonance, MR) przeznaczony do uzytku
komercyjnego. W 1981 r. Doyle i wsp. uzyli skanera MR o wartosci indukcji
magnetycznej 0,15 T w celu zobrazowania mézgowia kilku pacjentéw z SM i zdrowych.
Okazato sie, ze badanie MR pozwala precyzyjnie zréznicowac istote szarg i biatg oraz
uwidoczni¢ plaki demielinizacyjnie [4, 18]. Kolejne proby uzycia MR wykazaty jego
zdecydowang przewage nad stosowang wczesniej w diagnostyce SM tomografig
komputerowg osiowg (ang. computerized axial tomography, CAT). Stopniowo
powstawato coraz doskonalsze oprogramowanie przeznaczone do obstugi skanerow.
W 1986 r. Grossman po raz pierwszy wykazat wzmocnienie w obrazie MR pewnych
obszaréw po podaniu kontrastu gadolinowego. Tlumaczyt, ze wzmocnienie to
nastepuje w miejscach uszkodzenia bariery krew — moézg (BKM) [19].

Proby wyjasnienia przyczyn i natury choroby od samego poczatku zwigzane byty
z poszukiwaniem skutecznych metod jej leczenia. Stwardnienie rozsiane zawsze
uwazane byto za chorobe nieuleczalng. Nigdy bowiem nie wynaleziono leku, ktory
spowodowatby wyleczenie. Az do XX w. proby leczenia tego schorzenia oparte byty

jedynie na przestankach empirycznych i zaleceniach klinicystow cieszgcych sie dobrg
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reputacjg w Europie. Stosowano metody takie jak: stymulacja elektryczna, pokrywanie
pacjentéw zimnymi, mokrymi recznikami, ,terapia” zimng wodg, modyfikacja diety,
stosowanie strychniny, azotanu srebra, arszeniku, kofeiny, efedryny, alkoholu,
wyciggu z kory nadnerczy, witamin, izoniazydu, narkotykow, jodku potasu,
hydroterapii, psychoterapii i wielu innych metod [4]. Spastycznos¢ leczono stosujgc
ciepte kapiele i ruch bierny. Z uwagi, ze podejrzewano czynnik infekcyjny jako
kluczowy dla rozwoju choroby czesto zalecano szczepienia, tonsilektomie czy
ekstrakcje zebdéw. Z uwagi, ze jedng z mozliwych teorii rozwoju schorzenia byta
hipoteza Rindfleisch’a, w mysl| ktérej odpowiedzialna jest za nie zakrzepica matych
naczyn w centrum plak demielinizacyjnych [8], pacjentom podawano leki
antykoagulacyjne. Proby stosowania steroidow rozpoczety sie w 1912 r., kiedy Judson
Bury dostrzegt zmniejszenie objawow choroby po zastosowaniu wyciggu z kory
nadnerczy [20]. Poczatkowo proby stosowania kortyzolu i ACTH nie byty
satysfakcjonujgce. Prébowano nawet podawac leki intratekalnie, lecz nierzadko
skutkowato to zapaleniem opon médzgowo-rdzeniowych. Dozylna steroidoterapia
w czasie rzutéw choroby (wlew metyloprednizolonu poprzedzony wlewem ACTH)
stosowana byta od 1961 r. W kolejnych latach stopniowo wycofywano ACTH
zastepujgc go metyloprednizolonem [4]. Druga potowa XX w. przyniosta odkrycie
pierwszych lekdw modyfikujgcych przebieg choroby (ang. disease modifying drugs,
DMDs). Rozpoczeta sie era, w ktérej skutecznos¢ lekow weryfikowana jest w duzych,
podwodjnie  zaslepionych, randomizowanych badaniach klinicznych. Obecnie
obserwujemy wyrazny rozkwit, jesli chodzi o liczbe i jakos¢ takich badan. Testowane
sg w ten sposdb nowe DMDs, ktore cechujg sie wyzszg skutecznoscig i bardziej
korzystnym profilem dziatah niepozgdanych. Pomimo tego jednak, w dalszym ciggu
nie wynaleziono leku, ktory pozwolitby na wyleczenie choroby. Pocieszajgcy jest
jednak fakt, ze pomimo, iz pozostaje ona nieuleczalna, za pomocg dostepnych lekéw
mozemy (przynajmniej u niektérych pacjentéw) skutecznie kontrolowac jej przebieg
I zmniejszy¢ liczbe rzutdéw w ciggu roku.

Ponizej zestawiono stosowane w terapii SM DMDs wraz z okresem ich

wprowadzenia na rynek medyczny [21].

17



Tabela 1. Leki modyfikujgce przebieg choroby stosowane w SM i czas ich
wprowadzenia na rynek medyczny

Nazwa leku Wprowadzenie na rynek medyczny
Interferony Lata 90-te XX w.
Octan glatirameru 2003 .
Mitoksantron 2000 .
Natalizumab 2006 .
Fingolimod 2011r.
Teryflunomid 2013rr.
Alemtuzumab 2013r.
Fumaran dimetylu 2014 r.
Okrelizumab 2018 r.
Kladrybina 2019r.

1.3.Etiopatogeneza

Chociaz na catym Swiecie prowadzone sg liczne i kosztowne badania naukowe
majgce na celu wyjasnienie przyczyn SM, etiopatogeneza choroby pozostaje
niewyjasniona. Wiadomo, ze w jej rozwoju wazng role petnig zaburzenia w zakresie
dziatania uktadu immunologicznego, jednak do tej pory nie ustalono mechanizmu
spustowego. Wiadomo takze, ze juz we wczesnym okresie choroby dochodzi do zmian
zanikowych mozgowia. Stwardnienie rozsiane wywotywane jest prawdopodobnie na
skutek ztozonych oddziatywan czynnikow genetycznych i sSrodowiskowych.

W etiopatogenezie SM istotne sg dwa odmienne procesy: reakcja
immunologiczna zwigzana z zapaleniem oraz neurodegeneracja. Do tej pory nie ma
dowodow ktory z tych procesow wystepuje jako pierwszy oraz czy i jak sg one
wzajemnie powigzane. Ponadto wydaje sie, ze istniejg czynniki ryzyka, ktére sprzyjajg

rozwojowi SM.
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Etiopatogeneza
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Reakcja
immunologiczna
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Rycina 1. Procesy w etiopatogenezie SM

1.3.1. Immunopatogeneza

Osrodkowy uktad nerwowy jest obszarem uprzywilejowanym immunologicznie,
w efekcie czego nasilenie reakcji immunologicznych i ich negatywne skutki sg tu
znacznie mniejsze niz na obwodzie. Ceche tg OUN zawdziecza specyficznej morfologii
(zwlaszcza obecnosci BKM), stabej ekspresji antygenéw gtéwnego uktadu zgodnosci
tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC), nieobecnosci drenazu
limfatycznego, mniejszej liczbie komoérek prezentujgcych antygen (ang. antigen
presenting cells, APCs) oraz obecnosci czynnikow immunosupresyjnych takich jak np.
transformujgcy czynnik wzrostu-B (ang. transforming growth factor-, TGF-B) [22 - 26].

Wg najczesciej podawanej i najbardziej prawdopodobnej teorii, w rozwoju SM
zasadniczg role petnig limfocyty Th CD4+. Pod wplywem nieznanego czynnika
dochodzi do ich aktywacji poza OUN. Postuluje sie, ze takim czynnikiem moze by¢
wirus, a do aktywacji limfocytéw T i pozniejszej autoagresji dochodzi w mechanizmie
mimikry molekularnej u oséb genetycznie do tego predysponowanych. Wiadomo, ze
niektére wirusy zawierajg sekwencje aminokwasow obecng w biatku zasadowym
mieliny (ang. myelin basic protein, MBP), ktére wchodzi w sktad ostonki mielinowej [22
- 26]. Mozliwe tez, ze dochodzi do takiej aktywacji za posrednictwem superantygenu
[27]. W procesie aktywacji limfocytéw T uczestniczg APCs, do ktérych w OUN nalezg
gtébwnie komorki dendrytyczne i mikroglej. W wyniku tego procesu powstajg
subpopulacje limfocytow T: limfocyty Th1, Th2 i Th17, ktére uzyskujg zdolnos$é
przedostawania sie przez BKM do OUN, naruszajgc tym samym jego immunologiczne
uprzywilejowanie. Przedostawanie to mozliwe jest dzieki umiejscowionym w obrebie

Srodbtonka czgsteczkom adhezyjnym, integrynom, chemokinom i metaloproteinazom.

19



Szczegdlng zas$ role odgrywajg selektyny obecne na powierzchni limfocytéw T
i glikoproteiny na powierzchni srdédbtonka. Sposrdd czgsteczek adhezyjnych na
powierzchni srodbtonka warto wspomnie¢ o miedzykomérkowej czgsteczce
adhezyjnej-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1), czgsteczce adhezyjnej
komorek naczyn—-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) i ptytkowej
czgsteczce adhezyjnej komorek srédbtonka—1 (ang. platelet endothelial cell adhesion
molecule-1, PECAM-1), natomiast sposrod integryn o integrynie a4p1 iantygenie
zwigzanym z funkcjg limfocytow-1 (ang. lymphocyte function-associated antygen-1,
LFA-1). W OUN Ilimfocyty T pod wptywem ponownej aktywacji (antygenami
mielinowymi i niemielinowymi) ulegajg klonalnej ekspansiji. Limfocyty Th1 wytwarzajg
liczne cytokiny prozapalne (np. IL-2, czynnik martwicy nowotworow-a (ang. tumor
necrosis factor-a, TNF-a), interferon-y (IFN-y), limfotoksyna-a) prowadzgc do
aktywacji makrofagow i lokalnego mikrogleju, oraz pobudzajg opsonizacje
i cytotoksyczno$¢ prowadzgc do uszkodzenia struktur nerwowych. Na skutek
wzmozonej chemotaksji zwieksza sie naptyw komorek zapalnych do OUN. Jednakze
dochodzi takze do proliferacji petnigcych funkcje ochronng limfocytéw Th2, ktére
z kolei wytwarzajg cytokiny przeciwzapalne (np. IL-4, IL-4, IL-10, IL-13), ktore
ograniczajg reakcje zapalng, wspierajg funkcje eozynofilii i stymulujg limfocyty B do
wytwarzania przeciwciat. W SM dochodzi do zaburzenia proporcji liczby limfocytéw
Th1 i Th2 na korzysc¢ tych pierwszych [22 - 26].

OUN

Nieznany czynnik

Cytokiny
prozapalne

Czasteczki
adhezyjne

Autorea-

ktywny
limfocyt T

Autorea-

A
limfocyt T

Limfocyt T Aktywacja

Rycina 2. Immunopatogeneza SM
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Szczegolng role w immunopatogenezie SM petnig limfocyty Th17 (limfocyty
CD4+ majgce zdolnos¢ wytwarzania IL-17), ktore produkujg liczne prozapalne
cytokiny, w tym interleuking 17. Zaobserwowano zwiekszong ich liczbe w PMR
w czasie rzutu choroby oraz w obszarach aktywnego uszkodzenia OUN. Udziat tych
komérek w rozwoju SM byt przedmiotem wielu badan naukowych ostatniego
dziesieciolecia i nadal nie jest do konca wyjasniony. Interleukina 17 dziata poprzez
swoje receptory zlokalizowane na powierzchni roznych komérek (np. makrofagow czy
komdérek $rodbtonka) [22 - 26]. Indukuje ona produkcje innych cytokin prozapalnych
oraz chemokin, ktére z kolei powodujg rozszczelnienie BKM. Limfocyty Thi17
stymulowane sg do produkcji IL-17 przez IL-23, ktéra dodatkowo pobudza ich
dojrzewanie [28]. Wydaje sie, ze komoérki te odgrywajg prawdopodobnie wazng role
w zapoczgtkowaniu reakcji immunologicznej wobec antygendéw mieliny, podczas gdy
limfocyty Th1 podtrzymujg reakcje zapalng. Ostatnio zwrécono uwage na czgsteczke
CD70, ktéra jest istotnym markerem i stymulatorem limfocytéw Th17 [29].

Warto tez zwrdcic uwage na role limfocytow T CD8+. Sg one gtdwnym
sktadnikiem naciekéw zapalnych w OUN. Znajdujg sie w okolicy uszkodzonych
aksonow i oligodendrocytéw, ktére niszczg prawdopodobnie jako bezposrednie
komoérki efektorowe. Limfocyty T CD8+ uwalniajg takze TNF-a powodujgc $mierc
neurondw poprzez receptor p55, oraz INF-y nasilajgc cytotoksycznosé i naptyw
kationow Ca?*. Wytwarzajg tez granzym B i perforyne powodujgc uszkodzenie bton
komérkowych [22 - 26, 30].

Kolejna istotna w patogenezie SM populacja komoérek uktadu immunologicznego
to limfocyty T regulatorowe (ang. T regulatory cells, Treg cells). Zostaty one omowione
w rozdziale 2.1.

Chociaz na przestrzeni dziesiecioleci uwazano, ze w patogenezie SM
decydujacg role odgrywajg limfocyty T, oczywistym byt fakt, ze limfocyty B sg takze
W nig zaangazowane. Swiadczy o tym chociazby obecno$¢ immunoglobulin w PMR,
ktéry w warunkach prawidtowych nie powinien ich zawiera¢. Zainteresowanie rolg
limfocytow B w rozwoju choroby wzrasta w ostatnich latach. Nie zostata ona do tej pory
doktadnie poznana. Nie tylko odpowiedzialne sg one za produkcje przeciwciat (po
przeksztatceniu w plazmocyty), ale petnig takze funkcje APCs zaréwno we krwi jak i w
OUN. Ponadto, limfocyty B aktywujg limfocyty T CD4+. Wiadomo tez, ze komorki te

petnig funkcje regulacyjng wytwarzajgc przeciwzapalng interleukine 10. W SM ta

21



funkcja limfocytow B jest zaburzona. Ponadto wytwarzajg one IL-6, TNF-a i IL-35, ktore
aktywujg dopetniacz i limfocyty T [22 - 26, 31].

Nie bez znaczenia dla rozwoju schorzenia jest tez rzadziej wspominany udziat
astrocytow. Te komorki gleju wytwarzajg liczne prozapalne cytokiny i chemokiny. Biorg
udziat w rozszczelnieniu komoérek srédbtonka BKM ufatwiajac przedostawanie sie
przez nig autoreaktywnych limfocytéw T. Co wiecej, aktywujg mikroglej i wytwarzajg
wolne rodniki. Bedgc transporterami glutaminianu nasilajg spowodowang nim
cytotoksycznos¢. Poprzez nadprodukcje czynnika wzrostu fibroblastow-2 (ang.
fibroblast growth factor-2, FGF-2), proteoglikanu siarczanu chondroityny (ang.
chondroitin sulfate proteoglycan, CSPG) i efryny (EPH) hamujg procesy naprawcze
w OUN: remielinizacje i regeneracje aksonow [32].

W immunopatogenezie SM istotny jest tez udziat mikrogleju. Dochodzi w jego
obrebie do wytwarzania cytokin prozapalnych i wolnych rodnikéw, oraz spadku
ekspresji czynnikow immunosupresyjnych [32].

Chociaz obecnos¢ autoprzeciwciat w surowicy i PMR pacjentow chorujgcych na
SM zostata potwierdzona, to jednak nie wiadomo czy petnig one tak istotng role
w patogenezie choroby jak w innych chorobach autoimmunologiczno-zapalnych (np.
w miastenii). Ostonka mielinowa moze byC¢ niszczona w wyniku reakcji
autoimmunologicznej z udziatem przeciwciat przeciw sktadnikom mieliny (anty-MBP,
anty-MOG (ang. myelin — oligodendrocytes glycoprotein), anty—-MAG (ang. myelin —
associated glycoprotein), anty-PLP (ang. proteolipid protein)), ktéra moze przybierac
rézne typy reakcji immunologicznej. Przeciwciata te sg bowiem zdolne do opsonizacji
antygenow mieliny, przez co utatwiajg ich fagocytoze przez makrofagi. Jest to reakcja
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat, ktéra stanowi typ Il reakcji immunologiczne;.
Mozliwa jest takze reakcja typu Ill (tworzenie komplekséw immunologicznych).
Przeciwciata wytwarzane sg przez plazmocyty, ktére powstajg w wyniku dojrzewania
limfocytow B [22 - 26, 33].

Waznym zagadnieniem w procesie immunopatogenezy SM, ktére w ostatnigj
dekadzie zyskato duze zainteresowanie, jest nieprawidtowa regulacja procesu
apoptozy. Istnieje teoria, ze do autoagresji przyczynia sie zmniejszenie apoptozy
autoreaktywnych limfocytéw T. Skutkiem tych zaburzen jest zmniejszenie eliminacji
limfocytow T cytotoksycznych i uszkodzenie oraz utrata oligodendrocytéw i aksonéw.
Regulacja apoptozy jest procesem bardzo ztozonym i zachodzi dzieki interakciji

licznych czynnikow pobudzajgcych i hamujgcych. Duze znaczenie ma wptyw DMDs
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na ww. procesy, gdyz mogg one dzieki temu istotnie wptyng¢ na czestos¢ rzutéw [34,
35]. Jest to wazny kierunek w opracowywaniu nowych lekéw.

Poniewaz SM jest chorobg zapalng, wiele uwagi poswieca sie badaniu roli cytokin
w jej immunopatogenezie. Nie ulega watpliwosci, ze jest ona znaczgca. Cytokiny sg
biatkami wptywajgcymi na proliferacje, wzrost i wzajemne interakcje komoérek uktadu
odpornosciowego. Tworzg w ten sposob sie¢ czynnosciowg, ktéra stanowi bardzo
skomplikowany i czuty uktad zapewniajgcy rwnowage immunologiczng w organizmie.

Wytwarzane sg przez leukocyty. Ich podstawowe cechy to:

e plejotropowos¢ — zdolnos¢ do wielokierunkowego, czesto zupetnie
odmiennego dziatania na r6zne populacje komorek

e synergizm lub antagonizm — wzajemne potegowanie danego efektu lub
dziatanie przeciwstawne

e sprzezenie zwrotne (dodatnie lub ujemne) — pobudzanie lub hamowanie
wytwarzania innych cytokin. Przyktadowo cytokiny prozapalne wytwarzane
przez limfocyty Th1 hamujg wytwarzanie cytokin przeciwzapalnych
wytwarzanych przez limfocyty Th2 i odwrotnie.

e redundancja — rézne cytokiny mogg wywotywac¢ ten sam wptyw na dang
populacje komorek (ich cecha wspdlna), natomiast zupetnie odmienne efekty

na inne komorki (cecha réznicujgca dane cytokiny).

Cytokiny dziatajg poprzez specyficzne dla siebie receptory btonowe o duzej

swoistosci. Wyr6zniamy cytokiny:

e prozapalne (np. IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a)
e przeciwzapalne (np. IL-4, IL-10, IL-35, TGF-B)

Wg innego podziatu wyrézniamy [23]:

e czynniki wzrostu (np. IL-1, IL-2, IL-3, IL-4)

e aktywatory (np. interferony)

e czynniki o dziataniu regulacyjnym i cytotoksycznym (TGF-3, IL-10, IL-12,
TNF-0)
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e chemokiny cechujgce sie dziataniem chemotaktycznym (stymulacja migracji
réznych komorek ukfadu odpornosciowego do ognisk zapalnych (np.
CXCL10, CXCL13, MIP-1B)

Cytokiny sg niezbedne do aktywacji limfocytow T i regulacji reakciji

immunologicznej.

Odrebnym zagadnieniem jest immunopatogeneza SM we wczesnym okresie
schorzenia. Jest ona szczegdlnie mato poznana. Chociaz odkryto do tej pory wiele
mechanizméw, ktére w przebiegu choroby odgrywajg okreslong role w uszkodzeniu
struktur OUN, nie ustalono, ktére z nich majg miejsce we wczesnym jej okresie, a ktére
w pozniejszych. Zagadnienie to jest bardzo wazne, gdyz taka wiedza mogtaby
przyczyni¢ sie do opracowania nowych DMDs, ktére cechowatyby sie szczegdlng
skutecznoscig w pewnych okresach choroby. Dotyczy to zwtaszcza postaci rzutowo-
remisyjnej (ang. relapsing — remitting multiple sclerosis, RRMS), ktérej podatnos¢ na
leczenie jest najwieksze. Zahamowanie choroby w jej wczesnym stadium bytoby
niezwykle korzystne dla pacjentéw. Ponadto, bylyby wieksze mozliwosci znalezienia
przydatnych klinicznie markeréw biochemicznych w surowicy i/lub PMR, ktére
umozliwityby diagnostyke i monitorowanie przebiegu schorzenia w jego wczesnym
okresie. W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia dotyczgce obrazowania MRI
w tym okresie choroby i mozliwosci z niego wynikajgcych. Niestety jednak liczba badan
poswieconych poznawaniu immunopatogenezy wczesnego okresu RRMS jest
niewielka. Wiadomo, ze w okresie tym wazng role petnig cytokiny, ktére majg zdolnosc¢
zwiekszania aktywnosci komérek prozapalnych, np. limfocytow Th17 [36]. Uwaza sie,
ze stezenia neurofilamentéw w surowicy oraz biatka T w PMR pacjentéw we wczesnym
okresie RRMS mogg by¢ markerami progresji choroby [37, 38]. Wykazano, ze
procentowy udziat limfocytdw Th1 w tym okresie schorzenia wzrasta w surowicy
i maleje w PMR [39]. Rot i wsp. przeprowadzili w 2018 r. badanie, w ktérym badali
w PMR pacjentéw z wczesnym SM stezenie biatka GAP-43 (ang. growth-associated
protein - 43). Biatko to jest wazne dla procesu wzrostu aksonalnego i zwigzanych z tym
procesOw regeneracji. Autorzy wykazali, ze jego stezenie w PMR jest pozytywnie
skorelowane z wyktadnikami procesu zapalnego, co przemawia za tym, ze juz we
wczesnym okresie SM zachodzg procesy regeneracji aksonow, ktérych intensywnosé
jest prawdopodobnie proporcjonalna do nasilenia reakcji zapalnej [40]. Z kolei Singh

i wsp. wykazali rok wczesniej, ze limfocyty T V&1 sg markerem okresu wczesnego
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choroby [41]. Mozliwe, ze wazny udziat w immunopatogenezie wczesnego SM petnig
obwodowe plazmoblasty VH4+, ktore posiadajg zdolnos¢ rozpoznawania antygenow
istoty szarej [42]. Pomimo skapej wiedzy na temat immunopatogenezy wczesnego
okresu choroby, przeprowadzono do tej pory kilka badan oceniajgcych skutecznos¢
DMDs we wczesnym SM [43, 44].

1.3.2. Neurodegeneracja

Drugim obok reakcji immunologicznej procesem, ktory odgrywa role
w patogenezie SM jest neurozwyrodnienie. Jego wykfadnikami jest uszkodzenie oraz
utrata aksondéw i mieliny. W efekcie dochodzi do zmian zanikowych w OUN, co
bezposrednio zwigzane jest z narastaniem niesprawno$ci i zaburzehn poznawczych
[45, 46]. Najczesciej i najwczesniej do zaniku korowego dochodzi w obrebie ptata
czotowego, tylnej czesci zakretu obreczy, wyspy, ptatow skroniowych i mézdzku [46].
Nie ustalono do tej pory czy neurodegeneracja wystepuje wtdrnie do reakcji zapalne;j,
czy tez ma charakter pierwotny. Za pierwotng rolg procesow zwyrodnieniowych
przemawia opublikowany w 2004 r. opis przypadku 14-letniego pacjenta, ktoéry zmart
w wyniku gwattownie postepujgcego zespotu pniowego wywotanego przez zmiane
demielinizacyjng umiejscowiong w pniu mézgu. Badanie neuropatologiczne wykazato
heterogennos¢ ogniska. W pewnej jego czesci uwidoczniono uszkodzenie ostonek
mielinowych, $mier¢ oligodendrocytéw na drodze apoptozy i aktywacje mikrogleju,
jednak bez obecnosci limfocytow T. W innych zas obszarach tego ogniska stwierdzono
klasyczne nacieki zapalne. Autorzy badania zatozyli, ze pierwszy z wymienionych
obrazow jest pierwotny w stosunku do drugiego wnioskujgc, ze proces
neurozwyrodnienia poprzedza aktywacje uktadu immunologicznego [47]. Opinia ta
oparta na podstawie ww. wyktadnikow jest jednak kontrowersyjna. Wg niektorych
badaczy, autorzy opisu tego przypadku nie dokonali oceny subpopulacji limfocytow T
CD8+ oraz nie wykluczyli hipoksji jako powiktania gwattownie postepujgcego SM
| potencjalnej przyczyny wspomnianego obrazu neuropatologicznego. Warto
zaznaczy¢, ze w zdecydowanej wiekszosci badan stwierdzono nacieki limfocytarne juz
na etapie formowania plaki, co sugeruje, ze jednak proces zapalny jest pierwotny
i dominujgcy [26].

Wydaje sie, ze proces neurodegeneracji odgrywa duzg role w patogenezie

postaci postepujgcych SM. Swiadczy o tym podwyzszone miano przeciwciat przeciw
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gangliozydom w tych postaciach schorzenia [48]. Innym potencjalnym markerem
neurozwyrodnienia w OUN jest obecnos¢ réznych podjednostek neurofilamentow
w PMR i surowicy pacjentdw z SM. Neurofilamenty sg istotnym sktadnikiem
cytoszkieletu aksonow, przez co mogg by¢ wykorzystywane do oceny uszkodzenia
aksonalnego [49]. Wydaje sie, ze funkcje ochronng przed uszkodzeniem aksonalnym
petnig peroksysomy oligodendrocytow [50].

Istotng przyczyng procesu neurozwyrodnieniowego sg zaburzenia funkcji
mitochondridw, a konkretnie nieprawidtowe dziatanie taricucha oddechowego, delecje
w obrebie mtDNA, zaburzenia dziatania Na+/K+ ATPazy, stres oksydacyjny
i uwalnianie wolnych rodnikéw. Stres oksydacyjny jest dodatkowo nasilany przez
uwalnianie kationéw Fe3* z uszkodzonych oligodendrocytow [32].

Do uszkodzenia aksonow przyczyniajg sie takze zaburzenia kanatéw jonowych.
Redystrybucja kanatéw sodowych w obrebie aksondéw nasila zapotrzebowanie
energetyczne. Poprzez aktywacje TRPM4 (ang. transient potential receptor melastatin
4) oraz kanatow VGCC (ang. voltage—gated calcium channels) i ASIC1 (ang. acid—
sensing ion channel 1) dochodzi do nadmiaru kationow Ca?* wewnatrz aksonu, co
z kolei prowadzi do proteolizy cytoszkieletu [32].

Wiadomo tez, ze do procesu neurozwyrodnienia w przebiegu SM przyczynia sie
uposledzenie wytwarzania biatek koniecznych dla prawidtowego transportu

wewnagtrzaksonalnego [32].

1.4.Czynniki ryzyka
1.4.1. Infekcje

Patogeny moga wywotywa¢ odpowiedz immunologiczng poprzez wtasne
antygeny, ktére zawierajg podobng sekwencje aminokwasow jak niektore antygeny
znajdujgce sie w obrebie OUN, zwtaszcza antygen ostonki mielinowej, ktorym jest
MBP. Inne potencjalne biatka ostonki mielinowej moggce mie¢ swoje podobne
odpowiedniki wsrdd biatek patogenow to MOG, MAG czy PLP. Jest to zjawisko
mimikry molekularnej. Inny potencjalny mechanizm zakfada uwalnianie antygenow
OUN do krwi obwodowej w wyniku neuroinfekcji i nastepczg aktywacje uktadu
immunologicznego [26]. Szczegdlnie prawdopodobnym czynnikiem ryzyka wydajg sie
by¢ infekcje wirusowe. Dotyczy to zwtaszcza EBV (ang. Epstein — Barr virus), przeciw

ktéremu przeciwciata stwierdzane sg u ponad 99% chorych na SM. Ryzyko
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wystgpienia tego schorzenia jest wyzsze u oséb, ktore przebyly mononukleoze
zakazng [51]. Ciekawych danych dostarczyto jedno z nowszych badan, w ktorym
autorzy uzywali transferu magnetyzacji, by zbadac¢ zaleznos¢ miedzy stezeniem
przeciwciat anty — EBNA-1 (ang. Epstein — Barr nuclear antigen—1) u pacjentow z SM,
a wspotczynnikiem transferu magnetyzacji (ang. magnetisation transfer ratio, MTR).
Wspotczynnik ten mierzyli oni w kilku obszarach mézgowia. W badanej grupie istniata
ujemna korelacja miedzy stezeniem przeciwciat anty — EBNA-1 a MTR w obrebie istoty
szarej mozgowia. Jest to kolejna silna przestanka $wiadczgca o udziale wirusa EBV
w patogenezie SM [52]. Do innych potencjalnych wiruséw nalezg: wirus odry, swinki,
rézyczki, ludzki wirus herpes typu 6 (ang. human herpesvirus 6, HHV-6), wirus
opryszczki pospolitej (ang. herpes simplex virus, HSV), wirus ospy wietrznej i pétpasca
(ang. varicella zoster virus, VZV) i ludzki wirus T — limfotropowy (ang. human T —
lymphotropic virus—1, HTLV-1). Szczegdlnie prawdopodobny jest udziat wirusa HHV-
6. Wykazuje on tropizm do wielu komérek OUN, w tym do mikrogleju,
oligodendrocytow i astrocytdw. Uwaza sie, ze takze bakterie mogg byé
niespecyficznym czynnikiem spustowym rozwoju SM u osob predysponowanych.
Parratt i wsp. stwierdzili obecnos¢ komplekséw immunologicznych Chlamydia
pneumoniae w surowicy u 24% pacjentow z SM. Kompleksy te wystepujg takze
u pacjentéw chorujgcych na inne choroby neurologiczne, a nawet u oséb zdrowych,
jednak rzadziej [53]. Wczesniej z kolei stwierdzono, ze osoby chorujgce na SM majg
w PMR wyzsze stezenia DNA i RNA C. pneumoniae w poréwnaniu z pacjentami
cierpigcymi na inne choroby neurologiczne [54]. Wyniki takie sugerujg udziat tego
patogenu z ztozonej immunopatogenezie choroby. Do tej pory nie potwierdzono jednak
takiego udziatu w przypadku ktoregokolwiek z ww. czynnikdw chorobotworczych.
Zarowno wirusy jak i bakterie mogg mie¢ udziat w kodowaniu superantygenoéw. Sg one
zdolne do stymulacji limfocytéw T bez udziatu antygenéw MHC [55]. Z uwagi jednak
na heterogenno$¢ SM, mechanizm, w ktérym infekcja przyczynia sie do rozwoju

objawdéw moze by¢ odmienny u réznych pacjentow.

27



1.4.2. Czynniki genetyczne

Aktualnie postuluje sie, ze SM jest chorobg wielogenowg i wieloczynnikowag
(z istotnym wplywem zaréwno czynnikbw genetycznych jak i srodowiskowych).
Potwierdza to obserwacja, ze identyczny genotyp u bliznigt jednojajowych nie jest
czynnikiem wystarczajgcym do rozwoju choroby i znaczenie majg takze czynniki
Srodowiskowe. Zaobserwowano zwiekszong czestos¢ choroby u krewnych | stopnia
oséb dotknietych nig. Zgodnosc¢ jej wystepowania u bliznigt jednozygotycznych,
dizygotycznych oraz pozostatego rodzenstwa wynosi odpowiednio 25,3% - 35,0%,
2,0% - 5,4% oraz 2,9% [56, 57]. Najwieksze znaczenie majg mutacje w genach MHC
klasy Il, szczegdlnie w rejonie DR i DQ. Uwaza sig, ze geny te warunkujg podatnos¢
na SM nawet w 60%. Najsilniejszym genetycznym czynnikiem ryzyka jest obecno$¢
genu HLA-DRB1*1501 na chromosomie 6p21 [26, 58]. Zwigksza ona 2 - 4 krotnie
ryzyko rozwoju SM, jednak nie jest dla niego konieczna. Ponadto haplotyp ten
wystepuje u 20% - 30% osob zdrowych. Istotng role odgrywajg tez geny kodujgce
czagsteczki biorgce udziat w odpowiedzi ukfadu immunologicznego, np. cytokiny.
Uwaza sig, ze szczegodlne znaczenie majg geny dla receptora a IL-2 i receptora a IL-
7 [59]. Istniejg tez uzasadnione przestanki, ze zmiany epigenetyczne mogg istotnie
wptyngé na ryzyko rozwoju schorzenia [60]. Posrednim dowodem na znaczenie
czynnikbw genetycznych w rozwoju choroby jest zwiekszona czesto$¢ jej
wystepowania u o0s6b rasy kaukaskiej pochodzgcych z pdtnocnej Europy

w poréwnaniu z innymi grupami etnicznymi, np. Amerykanami.

1.4.3. Niedob6r witaminy D3

Wiadomo, ze choroba wystepuje czesciej na terenach o wyzszych szerokosciach
geograficznych i mniejszym nastonecznieniu [61 - 63]. Ciekawych danych dostarczyty
badania nad migracjg ludnosci. Okazuje sie, ze osoby migrujgce przed ukonczeniem
15 roku zycia majg takie samo ryzyko wystgpienia choroby jak ludnos¢ miejscowa.
W przypadku migracji po osiggnieciu tego wieku ryzyko to pozostaje takie, jak w kraju,
z ktérego dana osoba emigrowata [64, 65]. Poniewaz szerokos¢ geograficzna jest
zwigzana z okreslonym nastonecznieniem, nie dziwi fakt, ze od dawna prowadzi sie
badania majgce na celu potwierdzenie lub odrzucenie hipotezy o wptywie niedoboru
witaminy Dz na rozw6j SM. Wiadomo, ze obnizone stezenie witaminy Dz w surowicy

krwi czesciej obserwuje sie w populacji osob z SM i jest ono czynnikiem ryzyka
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konwersji zespotu klinicznie izolowanego (ang. clinically isolated syndrome, CIS) do
SM oraz bardziej nasilonych zaréwno klinicznych i obrazowych wyktadnikow
aktywnosci choroby [66, 67]. Co wiecej, jej stezenie w surowicy krwi zalezy od okresu
choroby i jest najnizsze w czasie rzutu [68]. Wykazano, ze niskie stezenie witaminy D3
w surowicy krwi jest czynnikiem ryzyka wiekszej czestosci rzutéw, natomiast jej
suplementacja ma znaczenie ochronne. Nie tylko zmniejsza czestosc rzutéw, ale tez
hamuje powstawanie nowych ognisk widocznych w sekwenciji T2 - zaleznej w badaniu
MR, ognisk wzmacniajgcych sie po podaniu kontrastu gadolinowego jak rowniez
czarnych dziur [69, 70]. Obserwacje te mozna prébowac przynajmniej czesciowo
wyjasni¢ wtasciwosciami immunomodulujgcymi aktywnej formy witaminy D3z (1,25
dihydroksywitaminy Ds), zwlaszcza jej hamujgcym wptywem na komorki uktadu
immunologicznego i procesy, w ktorych biorg one udziat. Dla przyktadu zmniejsza ona
liczbe komédrek dendrytycznych poprzez hamowanie ich réznicowania i dojrzewania.
Indukuje réwniez apoptoze limfocytow B i hamuje produkcje przeciwciat. Ponadto
hamuje funkcje limfocytéw Th17, w wyniku czego zmniejsza wytwarzanie prozapalnej
IL-17. Stymuluje natomiast powstawanie limfocytéw Treg, ktore petnig funkcje
przeciwzapalng i hamujg limfocyty Th1, a zwiekszajg aktywnos$¢ ograniczajgcych
reakcje zapalng limfocytéw Th2. Ponadto, witamina Dz hamuje transkrypcje gendéw
cytokin prozapalnych i zwieksza produkcje cytokin przeciwzapalnych. Obniza takze
cytotoksycznos¢ limfocytéw CD8+. Efekt immunomodulujgcy witaminy Ds wynika z jej
dziatania poprzez specyficzny dla siebie receptor VDR (ang. vitamin D receptor).
Znajduje sie on na powierzchni limfocytow T i B, monocytéw, makrofagéw, komorek

dendrytycznych i neutrofili [71].

1.4.4. Palenie tytoniu

Palenie tytoniu sprzyja konwersji CIS do SM, wiekszej aktywnosci choroby
| szybszej progresji do postaci wtornie postepujgcej. Wptyw ten jest wiekszy wraz
z dtugoscig i intensywnoscig palenia. Wiadomo tez, ze palenie zwigzane jest z wiekszg
objetoscig stwierdzanych w badaniu MR ognisk demielinizacyjnych w mézgowiu oraz
jego zanikiem [72 - 76]. Wptyw substancji zawartych w dymie tytoniowym na OUN
odbywa sie w kilku mechanizmach [77 - 81]. Po pierwsze, wywierajg one wptyw
zaréwno na funkcje limfocytéw T jak i B, jak rowniez APCs. Co wiecej, powodujg wzrost

parametrow stanu zapalnego (np. biatka C — reaktywnego (ang. ¢ — reactive protein,
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CRP) i liczby krgzgcych leukocytéow we krwi. Zmieniajg tez stosunek limfocytow
Thl/Th2. U palaczy stwierdzono rowniez wiekszg ekspresje waznego dla
immunologicznej homeostazy biatka Fas (CD95) na powierzchni limfocytow T CD4+
i B. Po drugie, zwiekszajg przepuszczalnos¢ BKM i umozliwiajg przez to migracje
autoreaktywnych limfocytéw T do OUN. Do jej uszkodzenia dochodzi miedzy innymi
na skutek dziatania metaloproteinazy 9, ktorej stezenie w surowicy jest wyzsze u osob
palgcych. Po trzecie, dym tytoniowy zawiera wiele substancji wywierajgcych
bezposrednie dziatanie toksyczne na neurony i inne komérki uktadu nerwowego.
Najbardziej narazone sg neurony i oligodendrocyty z uwagi na ich najwieksze
zapotrzebowanie energetyczne. W mechanizmie hipoksji moze dochodzi¢ do ich
martwicy i uwolnienia antygendw neuronainych do krwi, co wywotuje kaskade
procesdw zwigzanych z autoagresjg. Ponadto, wspomniane dziatanie toksyczne
powoduje demielinizacje, utrate oligodendrocytow i aksondw oraz blok przewodnictwa
wzdtuz aksonow. Po czwarte, uwaza sie, ze efekt dymu tytoniowego zwigzany jest
z genotypem pacjenta chorujgcego na SM. Wg niektérych autoréw, u palgcych
pacjentéw moze dochodzi¢ do zmian epigenetycznych, takich jak metylacja DNA,
regulacja miRNA czy modyfikacja histonéw. Wykazano, ze palenie jest czynnikiem
ryzyka SM zwtaszcza u pacjentéw, ktérzy w uktadzie ludzkich antygenéw
leukocytarnych (ang. human leukocyte antigens, HLA) posiadajg geny sprzyjajace

wystgpieniu choroby.

1.4.5. Otylosé

Obecnie wzrasta zainteresowanie otytoscig jako potencjalnym czynnikiem ryzyka
wystgpienia SM i wiekszego nasilenia jego objawéw. W 2013 r. Munger i wspodlnicy
stwierdzili, ze podwyzszona wartos¢ BMI (ang. body mass index) jest czynnikiem
ryzyka wystgpienia SM u dzieci, zwlaszcza dziewczat [82]. Podobne zjawisko
zaobserwowano u dorostych [83]. Ciekawych danych dostarczyto badanie przekrojowe
z 2019 r. na 140 chorych na SM. Autorzy stwierdzili istnienie korelacji pomiedzy BMI
a oceniang w skali EDSS (ang. Expanded Disability Status Scale) niesprawnoscig
wigczonych do badania pacjentow z tym schorzeniem. Ponadto, pacjenci otyli
wykazywali w PMR wyzsze stezenia czynnikdw prozapalnych takich jak leptyna i IL-6,
natomiast obnizone IL-13, ktéra jest cytoking przeciwzapalng. Co wiecej, wykazano

istnienie korelacji pomiedzy stezeniem ftrigliceryddw w surowicy i stosunkiem
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TC / HDL-C, a stezeniem IL-6 w PMR [84]. Huppke i wsp. przeprowadzili ostatnio duze
jednoosrodkowe, retrospektywne badanie liczgce 453 dzieci z postacig dzieciecg SM,
ktore leczone byly DMDs. Badanie potwierdzito wiekszg liczbe rzutow w czasie terapii
| linii (czyli jej mniejszg skutecznosc¢) u otytych dzieci, jak rowniez czestszg potrzebe
zastosowania u nich terapii Il linii w poréwnaniu z dzieCmi bez niedowagi [85]. Tak
ciekawe wnioski sktaniajg do poszukiwania mozliwych mechanizmow w jakich otytosé
powigzana jest z SM. Istnieje kilka teorii. Wiadomo, ze jelitowa flora bakteryjna ma
duze znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania uktadu immunologicznego. W jej
sktad wchodzg r6zne gatunki bakterii. Niektore z nich majg wtasciwosci prozapalne,
inne przeciwzapalne. Uwaza sie, ze u 0sob otytych dochodzi do deregulacji jelitowej
flory bakteryjnej na korzy$¢ gatunkow prozapalnych, ktére poprzez indukcje limfocytéw
Th17 nasilajg reakcje zapalng. Ponadto, u pacjentéw tych zwieksza sie wytwarzanie
leptyny i innych adipokin, ktore takze majg wtasciwosci prozapalne [86]. Inna teoria
zakfada potencjalny zwigzek obnizonego stezenia witaminy Dz z wyzszym ryzykiem
SM u pacjentow otytych. Wykazano bowiem, ze w surowicy krwi oséb otytych stezenie
aktywnego metabolitu witaminy D3 (1,25 dihydroksywitaminy D) jest nizsze [87, 88].
Ocena otytosci jako potencjalnego czynnika ryzyka zachorowania na SM

wymaga jednak dalszych badan.

1.4.6. Nadmierne spozywanie soli

Obecnie wzrasta zainteresowanie spozyciem chlorku sodu jako czynnikiem
ryzyka rozwoju SM, a liczba publikacji poswieconych temu zagadnieniu ciggle wzrasta.
Wyniki badan sg sprzeczne. Z jednej strony udowodniono, ze dieta bogata w sl
sprzyja klinicznej i rezonansowej aktywnosci choroby, co jest spowodowane
prawdopodobnie zwiekszeniem aktywnosci limfocytow Th17. W ten sposdéb prébuje
sie przynajmniej czesciowo wyjasni¢ wzrastajgcg czestos¢ wystepowania SM i innych
chorob autoimmunologicznych w krajach, gdzie powszechna jest ,dieta krajow
zachodnich” [89 - 91]. Wykorzystujgc *H-MRI oraz 2°Na-MRI, Brownlee i wsp. wykazali
w liczgcym 96 pacjentow badaniu przekrojowym z 2019 r. akumulacje sodu w korowe;j
istocie szarej u pacjentéw z tym schorzeniem. Byta ona wieksza u oséb z SM
w poréwnaniu z pacjentami z CIS i osobami zdrowymi, oraz korelowata z wartosciami
skali EDSS [92]. Z drugiej jednak strony, Cortese i wsp. przeprowadzili w 2017 r. duze
badanie kohortowe, w ktérym nie potwierdzono zwiekszonego ryzyka rozwoju SM
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u oséb spozywajgcych wieksze ilosci chlorku sodu [93]. Co wiecej, duze, oparte na
pomiarze stezenia sodu w moczu z dobowej zbidrki oraz ocenie Kklinicznej
i rezonansowej badanie randomizowane z 2017 r. wykazato, ze podaz soli w diecie nie
wptywa na przebieg SM ani jego aktywnos$c¢ [94]. Nie potwierdzono réwniez zaleznosci
miedzy dietg bogatg w sél a ryzykiem rozwoju choroby oraz czasem do wystgpienia

rzutu. Wniosek ten dotyczy jednak populacji dzieciecej [95, 96].

1.5.Postaci kliniczne

W zaleznoéci od przebiegu klinicznego wyrdznia sie kilka postaci SM.
Najczestsza z nich to RRMS (85% przypadkow). W jej przebiegu pacjent doswiadcza
naprzemiennie rzutéw i remisji choroby. Rzut definiowany jest jako obiektywne
pogorszenie stanu neurologicznego o poczatku ostrym lub podostrym, trwajgce co
najmniej 24 godziny, bez objawdw infekcji, gorgczki, encefalopatii. Aby rozpoznac
kolejny, niezalezny rzut, pogorszenie musi nastgpi¢ co najmniej 30 dni po poprzednim.
Poczatkowo objawy neurologiczne rzutu wycofujg sie catkowicie, jednak z czasem
kolejne rzuty pozostawiajg po sobie coraz wieksze deficyty i niesprawnosc¢ chorego.
Dlatego u wiekszosci pacjentéow RRMS przechodzi w postaé wtérnie postepujgcg SM
(ang. secondary progressive multiple sclerosis, SPMS). Po 10 latach trwania RRMS
dochodzi do tego u okoto 30% - 50% osbb, natomiast po 25 latach odsetek ten siega
80%. W 10-15% przypadkow przebieg choroby jest od poczatku postepujacy (postaé
pierwotnie postepujgca) (ang. primary progressive multiple sclerosis, PPMS). Ta
posta¢ choroby cechuje sie szybszym narastaniem niesprawnosci niz RRMS. Jej
objawy pojawiajg sie jednak o okoto 10 lat pézniej. Rzadko schorzenie ma przebieg
pierwotnie postepujgcy z naktadajgcymi sie dodatkowo rzutami [97 - 100]. Ostatnio
wyréznia sie takze posta¢ tagodng SM. Rozpoznaje sie jg w przypadku powolnego
narastania niesprawnosci mierzonej w skali EDSS. Czesto rozpoczyna sie ona u oséb

miodych, ktére prezentujg pojedynczy deficyt neurologiczny [100].

1.6.Epidemiologia

Stwardnienie rozsiane rozpoczyna sie najczesciej w wieku mtodym. Pierwsze
objawy majg zazwyczaj miejsce w przedziale wiekowym 20 - 40 r.z. (Srednio: 29 — 32

r.z. dla RRMS), jednak u 5% chorych wystepujg ponizej 18 r.z., natomiast w 3% - 12%
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przypadkéw choroba rozpoczyna sie w wieku powyzej 50 r.z. Pozniejszy wiek
wystgpienia choroby dotyczy zazwyczaj PPMS i wynosi Srednio 35 — 39 lat [22, 97 -
99].

Kobiety chorujg czesciej niz mezczyzni. W RRMS stosunek liczby chorych kobiet
do mezczyzn wynosi od 2,3:1 do 3,3:1 i wzrasta wraz z liczbg rzutéw w ciggu roku.
Z kolei PPMS wystepuje z takg samg czestoscig u obu ptci [22, 101].

Czestos$¢ wystepowania SM jest scisle uzalezniona od szerokos$ci geograficzne;j
i najwieksza w Europie, potnocnych Stanach Zjednoczonych, potudniowej Kanadzie,
Nowej Zelandii i potudniowo — wschodniej Australii [22]. Z kolei najnizszg czestosé
wystepowania obserwuje sie w Japonii, Kolumbii, Wenezueli i niektérych krajach
Afryki. W Polsce czesto$¢ wystepowania SM wynosi w zaleznosci od obszaru
I metodyki badania 52,9 —121,3 / 100000 osob, a catkowita liczba chorych siega okoto
40000. Warto nadmienic, ze obszar Polski nalezy do strefy wysokiego ryzyka tego
schorzenia [102 - 105].

Zaobserwowano, ze podatno$¢ na wystgpienie choroby jest odmienna
w zaleznosci od rasy i pochodzenia etnicznego. Najbardziej podatne sg osoby rasy
biatej [22, 106].

Stwardnienie  rozsiane stanowi najczestszg nieurazowg przyczyne

niepetnosprawnosci oséb mtodych w Europie [107]

1.7.0braz kliniczny

1.7.1. Objawy kliniczne

Symptomatologia SM jest bardzo bogata. W przebiegu choroby mogg wystgpi¢
objawy uszkodzenia drég dtugich, pozagatkowe zapalenie nerwu wzrokowego, objawy
pniowe, zespdt moézdzkowy, zaburzenia zwieraczy, objawy psychopatologiczne,
zaburzenia funkcji seksualnych czy zespot przewlektiego zmeczenia. Pierwszy epizod
objawéw Klinicznych charakterystycznych dla procesu demielinizacyjnego OUN
nazywany jest zespotem klinicznie izolowanym sugerujgcym stwardnienie rozsiane
(ang. clinically isolated syndrome (CIS) suggestive of multiple sclerosis) i wystepuje
u 85% chorych. Jego wystgpienie nie jest rownoznaczne z rozpoznaniem SM [108].
Zespot klinicznie izolowany najczesciej objawia sie cechami uszkodzenia drog dtugich
(do 52% przypadkéw), zwtaszcza asymetrycznymi, przejsciowymi parestezjami i nieco

rzadziej zaburzeniami funkcji ruchowych. Czesta jest takze manifestacja CIS w postaci
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jednostronnego pozagatkowego zapalenia nerwu wzrokowego (15-30% przypadkow),
ktore objawia sie spadkiem ostrosci widzenia, zaburzeniami widzenia barw (zwtaszcza
czerwonej i zielonej) oraz bodlem gatki ocznej towarzyszgcym jej poruszaniu.
Zaburzenia widzenia rozpoczynajg sie ostro lub podostro i nieleczone ustepujg u okoto
90% pacjentow w ciggu 2-6 miesiecy. Objawy uszkodzenia pnia mozgu stanowig CIS
w 9-10% przypadkow i najczesciej majg postaC porazenia miedzyjgdrowego czy
uszkodzen nerwow czaszkowych, co jest przyczyng podwojnego widzenia. Rzadziej
choroba rozpoczyna sie =zespotem mozdzkowym (11% przypadkow) oraz
wyktadnikami zaburzen funkcji pecherza moczowego (1%). Z kolei w 21-55% CIS ma
charakter wieloogniskowy [22, 108 - 110].

Stwardnienie rozsiane cechuje sie wieloogniskowym uszkodzeniem OUN.

Procentowy rozktad gtéwnych objawdw choroby zostat przedstawiony ponize;j.

Tabela 2. Najwazniejsze objawy SM i ich rozpowszechnienie

Objaw Czesto$¢ wystepowania [%]
Niedowtady 80
Zaburzenia czucia 73
Ataksja 72
Dysfunkcja pecherza moczowego 62 -75
Spastycznosc¢ 70
Bol 70
Zaburzenia jelitowe do 70
Depresja 50
Zaburzenia funkcji seksualnych 40 - 90
Zespot przewlektego zmeczenia 48 — 84
Zaburzenia funkcji poznawczych 34 - 65
Pozagatkowe zapalenie nerwu wzrokowego 30
Podwdjne widzenie 26
Dyzartria 25
Dysfagia 10
Neuralgia nerwu trojdzielnego 2
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1.7.2. Neuroradiologia

Podstawowg technikg neuroobrazowania uzywang w celu diagnostyki
| monitorowania przebiegu SM jest tomografia rezonansu magnetycznego (ang.
magnetic resonance imaging, MRI). Najczesciej wykorzystuje sie sekwencje FLAIR
(ang. fluid-attenuated inversion recovery), PD /T2 — zalezng oraz Tl — zalezng
z podaniem kontrastu gadolinowego, ktdra umozliwia ocene aktywnosci ognisk.

Najwazniejsze odchylenia w badaniu MRI stwierdzane w przebiegu SM stanowig
ogniska (plaki) demielinizacyjne w istocie biatej mézgowia stwierdzane w sekwencji T2
(ogniska stare) i T1 po podaniu kontrastu gadolinowego (ogniska sSwieze). Majg one
ksztaft owalny i usytuowane sg prostopadle do ptaszczyzny komoér bocznych. Zmiany
w sekwenciji T2 i FLAIR wystepujg u ponad 95% pacjentéw. Charakterystyczne dla SM
obszary wystepowania ww. ognisk to nerw wzrokowy ze skrzyzowaniem wzrokowym,
lokalizacja podkorowa, okotokomorowa oraz podnamiotowa [22, 108, 109, 111, 112,
113]. Ich wystepowanie czesto stwierdza sie juz na etapie CIS (50-70% przypadkow)
[22, 108, 111, 114]. U 52-71% pacjentow doswiadczajgcych pierwszego klinicznego
epizodu sugerujgcego demielinizacje OUN ogniska te umiejscowione sg
okotokomorowo, nieco rzadziej gteboko w istocie biatej (21-39%) i podkorowo (7-8%),
natomiast najrzadziej podnamiotowo (2%) [22, 108, 111, 114]. Nalezy zwréci¢ uwage
na fakt, ze juz na etapie CIS w badaniu MRI mézgowia stwierdzane sg ogniska
bezobjawowe. Najczesciej wystepujg one u pacjentéw z pozagatkowym zapaleniem
nerwu wzrokowego (74%) oraz w przypadkach zajecia pnia mdzgu (60%) [22, 108,
111, 114, 115].

W przypadkach pozagatkowego zapalenia nerwu wzrokowego w przebiegu SM
ww. plaki umiejscowione sg na przebiegu n. wzrokowego i/ lub innych elementéw
drogi wzrokowej. Widoczne sg one najlepiej w sekwencji FSE (ang. fast spin-echo)
| STIR (ang. short inversion-time inversion-recovery). W ostrej fazie zmiany te
widoczne sg u ponad 95% pacjentow [116, 117].

Na przestrzeni wielu dekad uwazato sie, ze SM jest chorobg wylgcznie istoty
biatej. Jednak obecnie coraz wiekszg uwage zwraca sie na wystepowanie w przebiegu
choroby ognisk w istocie szarej [118]. Ich uwidocznienie w rutynowo
wykorzystywanych technikach MRI jest jednak trudne. Wykorzystuje sie w tym celu
bardziej zaawansowane techniki, ktére stosowane sg gtdwnie w celach naukowych.
Nalezg do nich: DIR (ang. double inversion recovery), PSIR (ang. phase - sensitive

inversion recovery) oraz MPRAGE (ang. magnetization — prepared rapid acquisition
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with gradient echo) 3D w wysokiej rozdzielczosci [119, 120]. Ich dostepnosc¢ jest
niestety ciagle niska. Znaczenie zmian korowych zostato szczego6lnie podkreslone
w obecnych kryteriach rozpoznania choroby (kryteria McDonalda 2017) i sg one
obecnie uwzgledniane w rezonansowych kryteriach rozsiania w przestrzeni (ang.
dissemination in space, DIS) [112]. Wystepowanie ognisk korowych juz we wczesnym
SM siega 38% przypadkow. Stwierdza sie je takze na etapie CIS w ponad 30%
przypadkow [22, 108, 111 - 114, 117 - 120].

Kolejng cechg SM stwierdzang w badaniach neuroobrazowych jest zanik
mozgowia, co stanowi wyktadnik neurozwyrodnieniowego tta choroby. Obecny jest juz
u pacjentéw z CIS. Koreluje z progresjg objawdw klinicznych i niesprawnosci
w przebiegu tego schorzenia [22, 111, 112, 117, 121, 122].

Na odrebny komentarz zastugujg obszary demielinizacji uwidocznione
w sekwencji T2 - zaleznej w obrebie rdzenia kregowego. Bezobjawowe zmiany w tej
lokalizacji stwierdzane sg u 30 - 50% pacjentéw doswiadczajgcych pierwszego w zyciu
klinicznego epizodu demielinizacji. W 40% przypadkéw CIS znajdujg sie one
w regionie piersiowo - ledzwiowym rdzenia kregowego. W przebiegu SM ogniska
demielinizacji w rdzeniu kregowym wystepuja u 90% pacjentow. Z reguty
umiejscowione sg one w odcinku szyjnym rdzenia kregowego, sg asymetryczne
i zajmujg mniej niz dwa sgsiadujgce segmenty rdzenia kregowego [22, 108, 111, 112,
115, 123 - 125].

1.7.3. Analiza ptynu mézgowo-rdzeniowego

U wiekszosci pacjentéw chorujgcych na SM stwierdza sie charakterystyczne
odchylenia w badaniu PMR. Witasciwosci fizyczne PMR nie odbiegajg zazwyczaj od
normy. Do 20% pacjentdw wykazuje nieznacznie podwyzszong cytoze (do 50
komorek/pl). Wiekszos$¢ wsrod stwierdzanych komorek stanowig limfocyty. U jednej
trzeciej pacjentow stwierdza sie nieznacznie podwyzszone stezenie biatka. Waznym
parametrem stuzgcym do oceny lokalnej syntezy przeciwciat w OUN jest tzw. indeks

IgG (wskaznik Linka — Tiblinga). Oblicza sie go wg nastepujgcego wzoru:

[IgG w PMR] [albumina w surowicy]

Indeks IgG =

[IgG w surowicy] [albumina w PMR]

O lokalnej syntezie przeciwciat w OUN swiadczg wartosci indeksu 1gG > 0,7. Jest

on podwyzszony u 90% pacjentow chorujgcych na SM. Jednak najbardziej swoistym
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parametrem stuzgcym do oceny syntezy immunoglobulin w obrebie OUN jest
obecnos¢ w obrazie elektroforetycznym co najmniej dwdch prazkow oligoklonalnych
IgG w PMR przy ich jednoczesnej nieobecnosci w surowicy. Preferowang i najczulszg
metodg ich wykrywania jest ogniskowanie izoelektryczne w zelu agarozowym
z nastepczym immunoblottingiem. Warto nadmienic¢, ze Losy i wsp. wykorzystujgc tg
metode wykazali w 1990 r. w PMR pacjentéw z SM obecnos¢ prgzkow oligoklonalnych
poszczegolnych podklas 1gG. U wszystkich z badanych osob stwierdzono prazki
oligoklonalne 1gG1. U niektérych pacjentéw wykazano je réwniez w podklasach 1gG3,
IgG2 i IgG4 w malejgcej czestosci [126]. W ponad potowie przypadkow CIS i w 90%
przypadkéw SM stwierdza sie obecnos$¢ prgzkéw oligoklonalnych swoistych dla PMR.

Ich obecnosc¢ u pacjentow z CIS jest predyktorem rozwoju SM [22, 66, 111, 127 - 129].

1.7.4. Potencjaly wywotane i optyczna koherentna tomografia

Wydtuzenie latencji wzrokowych i somatosensorycznych potencjatow
wywotanych (PW) stwierdza sie u odpowiednio 29 - 43,8% i 50% pacjentow z CIS.
U pacjentow z klinicznie potwierdzonym SM czestos$¢ ta siega odpowiednio 85% i 80%
[22, 111, 128 - 130].

Optyczna koherentna tomografia (ang. optical coherence tomography, OCT) jest
narzedziem rzadko wykorzystywanym w rutynowej diagnostyce SM. Jej znaczenie
w tej diagnostyce jest przedmiotem badan naukowych. Wykazano, ze juz na etapie
CIS grubos$¢ warstwy nerwowej siatkdwki mierzona za pomocg OCT jest mniejsza
w porownaniu z osobami zdrowymi, co dodatkowo koreluje z wydtuzeniem latenc;ji
wzrokowych PW [22, 111, 130].

1.8.Diagnostyka

Proces diagnostyczny SM obejmuje badanie podmiotowe i przedmiotowe,
neuroobrazowanie za pomocg MRI, analize PMR oraz rzadziej badanie PW i OCT.
Chorobe mozna rozpozna¢ po udowodnieniu rozsiania jej wyktadnikébw w czasie
| przestrzeni. Ocena ta oparta jest na analizie objawéw klinicznych, obrazu MRI oraz
wyniku badania PMR. Szczegotowe zasady diagnostyki SM zawarte sg w kryteriach

McDonalda, obecnie w wersji z 2017 r [112].
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Wg ww. kryteriow rozpoznanie postaci rzutowo-remisyjnej choroby mozna

postawi¢ w czterech przypadkach:

1. Dwa rzuty choroby z objawami wynikajgcymi z uszkodzenia dwoch réznych
obszaréw OUN, przy zatozeniu, ze obiektywnie (w badaniu neurologicznym)
potwierdzone zostanie rozsianie objawdéw w przestrzeni (objawy z dwdch
obszaréw OUN). Dopuszczalne jest stwierdzenie drugiego rzutu (z innego

obszaru OUN) na podstawie wiarygodnego wywiadu chorobowego.

2. Dwa obiektywnie potwierdzone rzuty choroby z objawami wynikajgcymi
z uszkodzenia jednego obszaru OUN. Wéwczas dla rozpoznania SM nalezy
wykazac spetnienie kryteridw rozsiania w przestrzeni w MRI lub oczekiwac
na kolejny rzut z objawami wynikajgcymi z uszkodzenia innego obszaru
OUN.

3. Jeden obiektywnie potwierdzony rzut 2z objawami wynikajgcymi
z uszkodzenia dwéch obszarow OUN. Wowczas dla rozpoznania SM nalezy
wykazacé spetnienie kryteriébw rozsiania w czasie w MR lub oczekiwa¢ na
kolejny rzut lub wykaza¢ obecnos$é specyficznych dla PMR prazkéw

oligoklonalnych.

4. Jeden obiektywnie potwierdzony rzut z objawami wynikajgcymi
z uszkodzenia jednego obszaru OUN. Wéwczas dla rozpoznania SM nalezy
wykazac spetnienie kryteridw rozsiania w przestrzeni i czasie w MR, lub
oczekiwac na kolejny rzut z objawami wynikajgcymi z uszkodzenia innego
niz dotychczas obszaru OUN, lub wykaza¢ obecnosc¢ specyficznych dla PMR

prazkow oligoklonalnych.

Rozsianie w przestrzeni mozna stwierdzi¢ na podstawie MRI, gdy co najmniej
jedno hiperintensywne w sekwencji T2-zaleznej ognisko mozna stwierdzi¢ w co
najmniej dwéch z nastepujgcych lokalizacji: okotokomorowo, korowo / podkorowo,
podnamiotowo, w rdzeniu kregowym.

Rozsianie w czasie mozna stwierdzi¢ na podstawie MRI w sytuacji jednoczesnej
obecnosci wzmacniajgcych i niewzmacniajgcych sie po podaniu kontrastu

gadolinowego ognisk hiperintensywnych, lub w przypadku stwierdzenia nowego
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ogniska hiperintensywnego w sekwencji T2-zaleznej /nowego ogniska
wzmacniajgcego sie po podaniu kontrastu gadolinowego w sekwencji T1-zaleznej
w poréwnaniu z badaniem poprzednim.

Nalezy pamietac, ze w Swietle kryteriow McDonalda 2017 wykazanie obecnosci
specyficznych dla PMR prazkéw oligoklonalnych jest rownoznaczne z potwierdzeniem
rozsiania wyktadnikow choroby w czasie [112].

Odmienne kryteria obowigzujg w przypadku rozpoznania PPMS [112]. Nalezy
wykazac niezalezne od wystepowania rzutow narastanie niesprawnosci przez rok oraz

co najmniej dwa z ponizszych warunkow:

e Co najmniej jedno ognisko hiperintensywne w sekwencji T2-zaleznej w co
najmniej jednej z nastepujgcych lokalizacji: okotokomorowo, korowo /
podkorowo, podnamiotowo.

e Co najmniej dwa ogniska hiperintensywne w sekwencji T2-zaleznej
w rdzeniu kregowym.

e Obecnos¢ prgzkow oligoklonalnych specyficznych dla PMR.

Rozpoznanie SM mozna postawi¢ jedynie po wykluczeniu innych
prawdopodobnych jednostek chorobowych.

Warto podkresli¢, ze zarébwno w Polsce jak i na swiecie wzrasta obecnie liczba
osrodkow dysponujgcych skanerami MR o wartosci indukcji magnetycznej
przekraczajgcej 1,5 T. W literaturze istniejg doniesienia dotyczgce diagnostyki SM
z uzyciem skanerow MRI o indukcji magnetycznej 3 T, czy nawet 7 T [131 - 133].
Pomimo wyzszej czutoéci diagnostycznej skaneréw o indukcji magnetycznej 3 Ti7 T
w poroéwnaniu ze skanerami 1,5 T, wydaje sie, ze rzadko implikuje to wczesniejszg
diagnoze SM. W efekcie korzysc z ich stosowania w rutynowej diagnostyce choroby

jest niewielka [133].

1.9.Ocena aktywnosci choroby

Aktywnos¢ RRMS mozna oceni¢ na podstawie kryterium Kklinicznego i/lub
radiologicznego. Klinicznym dowodem aktywnosci choroby jest wystgpienie jej rzutu.
Natomiast w obrazie MRI o aktywnosci RRMS swiadczy obecnos¢ wzmacniajgcych
sie po podaniu kontrastu gadolinowego ognisk w sekwencji T1-zaleznej, i/lub

stwierdzenie nowych i/lub wyraznie powiekszajgcych sie ognisk w sekwencji T2-
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zaleznej w poréwnaniu z badaniem poprzednim. Innym przydatnym parametrem jest
stopien zaniku mozgowia. Aktywnos¢ RRMS jest definiowana w okreslonym przedziale
czasu. Zazwyczaj jest to 1 rok [112, 134, 135].

Zespot klinicznie izolowany uwazamy za aktywny jesli w obrazie MRI poza
typowymi ogniskami hiperintensywnymi sugerujgcymi zmiany demielinizacyjne
stwierdza sie ogniska w sekwencji T1-zaleznej wzmacniajgce sie po podaniu srodka
kontrastowego [112, 134, 135].

1.10. Leczenie

W procesie leczniczym SM wyréznia sie trzy rodzaje postepowania: leczenie
rzutu, terapia modyfikujgca przebieg choroby (ang. disease modifying therapy, DMT)

i postepowanie objawowe.

1.10.1. Leczenie rzutu

Uznanym i przyjetym na catym Swiecie postepowaniem w przypadku rzutu SM
jest podawanie metyloprednizolonu w dawce 1g i.v. przez 3 - 5 dni. Nastepnie
(w zaleznosci od nasilenia objawéw i odpowiedzi na leczenie) terapie mozna
kontynuowa¢ podajgc metyloprednizolon doustnie przez kilka dni do kilku tygodni.
W przypadkach tagodniejszych rzutéw choroby mozna stosowac lek wylgcznie
doustnie. Skutecznos¢ glikokortykosteroidéw w terapii rzutu SM zostata potwierdzona
w licznych badaniach. Ich dziatanie polega na uszczelnianiu BKM, zmniejszeniu liczby

limfocytow T CD4+ i wydzielania przez nie cytokin prozapalnych [22, 136, 137].

1.10.2. Leczenie modyfikujace przebieg choroby

Celem DMT jest zmniejszenie rocznej liczby rzutéw i zahamowanie /spowolnienie

progresji choroby. Wykorzystywane sg w tym celu DMDs. Zestawione sg one ponize;.
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Tabela 3. Zestawienie obecnie stosowanych DMDs w terapii SM

Lek Mechanizm dziatania Uwagi
e Hamowanie proliferacji limfocytow
Th (w tym Th17) i ekspres;ji
antygendw zgodnosci tkankowej
Zwiegkszanie syntezy IL-10 i
zmniejszanie wytwarzania cytokin o W praktyce klinicznej
Interferon 3 prozapalnych stosuje sie interferon
[138, 139] Hamowanie migracji komérek B-1a[138] i 1b [139].
zapalnych przez BKM e Lek I linii
Aktywacja komorek NK (ang.
natural killer cells) i makrofagéw
Regulacja prezentacji antygenow
limfocytom T
Hamowanie aktywnosci limfocytéw y Syntetyczny.kopollmer
T sktadajacy sie z
Octan , . . czterech
glatirameru DZ|afa_n|e ngurpprotekcyjne aminokwasow
[140] Zmnlejsgenle liczby prozapalnych wchodzacych w skiad
limfocytow Th1 na rzecz ostonki mielinowej
immunoregulujgcych Th2 e Lek | linii
Dziatanie immunomodulujgce
Hamowanie réznicowania komorek
dendrytycznych
Aktywacja Sciezki transkrypcyjnej .
Eater ey ase
[141, 142] zwiekszanie ekspresji genow e Lek | linii

wptywajgcych na ochrone
antyoksydacyjng
Stymulacja odpowiedzi Th2-
zaleznej

Teryflunomid
[143]

Hamowanie syntezy pirymidyn
poprzez blokowanie dehydrogenazy
dihydroorotanowej, co w efekcie
zmniejsza proliferacje limfocytow T i
B

e Aktywny metabolit
leflunomidu
e Lek | linii

Natalizumab
[144, 145]

Hamowanie wigzania sie limfocytow
T z VCAM-1 na srdédbtonku naczyn
poprzez blokowanie znajdujgcej sie
na nich a4/B1 integryny

e Humanizowane
przeciwciato
monoklonalne
blokujgce a4/B1 —
integryne na
limfocytach

o Lek Il linii*
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Internalizacja receptorow dla
fosforanu-1-sfingozyny, co

Strukturalny analog
sfingozyny, ktory jest

Mitoksantron
[147]

Hamowanie transkrypcji i translacji
poprzez wigzanie z DNA
Hamowanie proliferacji limfocytéw,

Fingolimod . . -
powoduje hamowanie uwalniania fosforylowany
[145, 146] ) A . L
limfocytow z weztéw chtonnych wewnatrz komorki
e Dziatanie neuroprotekcyjne o Lek Il linii*
* Efekt cytotoksyczny e Syntetyczny antybiotyk

antracyklinowy o
silnym dziataniu

APCs oraz wytwarzanie cytokin . E;Zkeﬁ :v:/izﬁwotworowym
prozapalnych
- . : e Przeciwciato
Alemtuzumab | ° Zmnlejgzanle liczby do_Jrzaiych, monoklonalne anty -
[148] vyykazugcych ekspres.Je CD52, CD52
limfocytow na obwodzie o Lek Il linii*
e Syntetyczny analog
deoksyadenozyny
e Hamowanie syntezy DNA e Stosowana w
Kladrybina dzielgcych sie limfocytow T i B przypadkach RRMS o
[21, 149] e Pobudzanie apoptozy limfocytow T i duzej aktywnosci
B e Rekonstytucja uktadu
immunologicznego
o Lek Il linii*
e Humanizowane
Okrelizumab | ¢ Hamowanie aktywnosci limfocytow przeciwciato anty -
[150] B wykazujgcych ekspresje CD20 CD20
o Lek Il linii*

* W przypadkach SM o duzej aktywnosci lek stosuje sie w | linii leczenia.

Rzadziej w DMT stosuje sie dozylne immunoglobuliny ludzkie, azatiopryne,

metotreksat, cyklofosfamid i plazmafereze.

1.10.3.

Leczenie objawowe

W leczeniu SM wazne miejsce zajmuje postepowanie objawowe. Jest ono

wielokierunkowe i obejmuje leczenie spastycznosci, zespotu zmeczenia, zaburzen

zwieraczy, bolu, zaburzen seksualnych, depresji, a takze dziatania majgce na celu

poprawe funkcji poznawczych.
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2. Limfocyty T regulatorowe i cytokiny zwigzane z ich funkcja

2.1. Limfocyty T regulatorowe (Treq)

Ostatnio wiele uwagi poswieca sie roli limfocytéw Treg w patogenezie SM. Ich
funkcje mozna najogolniej okresli¢ jako hamowanie reakcji immunologicznej. Czesto
hamujg autoreaktywng i/lub zbyt nasilong odpowiedZ uktadu immunologicznego,
z czego wynika ich wazna funkcja regulatorowa i duze znaczenie w rozwoju choréb
autoimmunologicznych. Sg one réwniez kluczowe dla prawidtowego rozwoju toleranciji
immunologicznej. Limfocyty Treg charakteryzujg sie ekspresjg czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 [151] i czgsteczki CD25, ktdra stanowi tancuch a receptora
dla interleukiny 2 [152]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze istniejg limfocyty, ktore takze
hamujg odpowiedz uktadu immunologicznego i nie wykazujg ekspresji ww. czgsteczek.
S3 one rowniez zaliczane do limfocytéw Treg w szerszym znaczeniu tego okreslenia.
Jednak w znaczeniu Scistym, jak zostato wspomniane, do grupy limfocytéw Treg
zaliczajg sie jedynie komorki wykazujgce ekspresje Foxp3 i CD25. W badaniu
przeprowadzonym na myszach wykazano, ze czynnik Foxp3 ma kluczowe znaczenie
dla immunosupresyjnych wiasciwosci limfocytéw Treg [153]. Ponadto wiekszos¢ z nich
wykazuje ekspresje CD103, LAG-3 (ang. Lymphocyte-activation gene-3) oraz CTLA-
4 (ang. cytotoxic T cell antygen-4). Do tej pory nie odnaleziono jednak markera, ktory
bytby specyficzny dla tych komérek [23]. Jest to heterogenna grupa limfocytow
o0 odmiennych immunofenotypach. Znajdujg sie wsrdd nich zaréwno limfocyty CD4+
[23, 154, 155], CD8+ [156] oraz niewykazujgce ekspresji zadnej z tych czgsteczek
[157]. W zaleznosci od podjednostek receptora, z ktorym sie tgczg wyrdézniamy
limfocyty TaP [158] i Tyd [159]. Limfocyty Treg powstajg zaréwno w grasicy jak i na
obwodzie z limfocytéw konwencjonalnych. Jednym z wazniejszych mechanizmow
dziatania limfocytow Treg jest wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, przede
wszystkim IL-10, TGF-B i IL-35. Innym mechanizmem jest zabijanie komérek uktadu
odpornosciowego poprzez wydzielanie granzymu A, granzymu B oraz perforyny.
W procesie tym istotna jest czgsteczka CD46, ktéra przekazuje sygnaty limfocytom
Treg [160]. Mogg one tez wytwarza¢ dziatajgcg immunosupresyjnie adenozyne przy
udziale czgsteczek CD39 i CD73 [161]. Innym waznym posrednikiem, za pomocg
ktérego omawiane limfocyty wywierajg efekt immunosupresyjny jest cAMP, ktéry
hamuje limfocyty i komorki dendrytyczne [162]. Warto tez nadmienié, ze limfocyty Treg

wykazujg szereg czgsteczek powierzchniowych o znaczeniu immunosupresyjnym.
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Nalezy do nich CTLA-4 (hamowanie aktywacji efektorowych limfocytow T) [163], LAG-
3 (hamowanie dojrzewania i funkcji APCs) [164], neuropilina-1 (poprzez interakcje
z semaforyng-4a na powierzchni innych komérek uktadu immunologicznego wzmacnia
efekt limfocytow Treg) [165].

Udziat limfocytéw Treg w patogenezie SM jest ewidentny. Alvarez-Sanchez
i wsp. badali w 2019 r. role limfocytow Treg CD39+ w RRMS. Czgsteczka CD39 ma
duze znaczenie dla wlasciwosci immunosupresyjnych tych komorek i scisle zwigzana
jest z ich funkcjg. Wykazano, ze ich liczba we krwi obwodowej zwigksza sie w czasie
rzutu i koreluje z wartoscig EDSS [166]. WiekszosS¢ wczesniejszych badan wykazata
jednak odwrotng korelacje pomiedzy liczbg limfocytow Treg i nasileniem ekspres;ji ich
czagsteczek powierzchniowych, a nasileniem choroby i wynikiem w skali EDSS. Ich
przedmiotem badan nie byly jednak komorki CD39+ [167 - 169]. Ciekawych danych
dostarczyto badanie z 2011 r., w ktérym autorzy zauwazyli mniejszg liczbe limfocytow
Treg we krwi obwodowej os6b z SM w poréwnaniu z osobami zdrowymi, jednak
w czasie rzutu ich liczba wracata do normy [170]. Wg Li i wsp. rozbiezno$ci w wynikach
badan mogg wynikac z réznych immunofenotypéw badanych limfocytéw Treg. W 2019
roku przeprowadzili oni metaanalize, w ktdérej podkreslajg, ze proporcja limfocytow
Treg we krwi obwodowej pacjentow z SM jest nizsza w pordédwnaniu z osobami

zdrowymi pod warunkiem, ze zdefiniujemy je jako komérki CD4+ CD25+ Foxp3+ [171].
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Wzmacnianie efektu Hamowanie dojrzewania
przeciwzapalnego I funkcji APC

Hamowanie reakcji
zapalnej

Foxp3

Limfocyt Treg

/

CD4/CD8

\

Rozwadj tolerancji
immunologicznej

Hamowanie aktywaciji
efektorowych limfocytéw T

Rycina 3. Schematyczne przedstawienie limfocytu Treg

Nie powinien dziwi¢ fakt, ze komorki te sg potencjalnym waznym celem
w opracowywaniu nowych DMDs. Udowodniono, ze octan glatirameru wptywa na
zwiekszenie ich produkcji IL-10 [172]. Z kolei interferon -1a zwieksza ich liczbe we
krwi obwodowej [173]. Schléder i wsp. wykazali w 2017 r., ze terapia fumaranem
dimetylu przywraca limfocytom T efektorowym wrazliwosé na dziatanie limfocytow
Treg [174]. Podobne dziatanie ma intereferon 3-1b [175]. W badaniu z 2019 r. Shariati
i wsp. badali wptyw sylimaryny (ziota znanego juz w starozytnosci) na limfocyty Treg
in vitro. Badanie pokazato, ze substancja ta zwieksza ich proliferacje, produkcje przez

nie cytokin przeciwzapalnych i ekspresje waznych czgsteczek powierzchniowych
[176].
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2.2.Wybrane cytokiny prozapalne i przeciwzapalne

2.2.1. Interleukina 2

Interleukina 2 to monomer o masie czgsteczkowej 15,5 — 16,0 kDa [177]. Pod
wzgledem chemicznym jest glikozylowanym polipeptydem. Po raz pierwszy zostata
zidentyfikowana w 1976 r [178]. Wytwarzana jest gtéwnie przez limfocyty T, komorki
dendrytyczne i mikroglej. Jest cytoking prozapalng. Efekt ten wywotuje gtéwnie
poprzez pobudzanie wzrostu limfocytow T cytotoksycznych [179]. Stymuluje takze
réznicowanie limfocytdéw Th w kierunku Th1 [180]. Jest waznym czynnikiem aktywacji
komorek NK, ktére majg zdolnos¢ usuwania komoérek nowotworowych oraz
zakazonych wirusem. Z drugiej jednak strony cytokina ta jest wazna dla rozwoju
i przetrwania limfocytow Treg, ktére wykazujg na swojej powierzchni ekspresje
czagsteczki CD25 stanowigcej tancuch a jej receptora [152, 181 - 184]. Uwaza sie, ze
limfocyty Treg mogg wywiera¢ swoj efekt immunosupresyjny miedzy innymi poprzez
interakcje z IL-2. Mogtoby odbywac sie to w dwéch potencjalnych mechanizmach:
hamowanie produkcji IL-2 i/lub wigzanie jej poprzez czasteczke CD25 [185].
Skutkowatoby to brakiem stymulacji limfocytéw T cytotoksycznych i ich apoptoza.
Bardziej prawdopodobny jest jednak pierwszy z wymienionych mechanizméw,
poniewaz wykazano, ze efekt przeciwzapalny limfocytow Treg jest niezalezny od
wigzania przez nie IL-2 [186]. Mozliwe, ze istotne znaczenie dla dziatania
przeciwzapalnego limfocytdw Treg ma zwiekszanie na ich powierzchni ekspresji
czynnika Foxp3 na skutek stymulacji przez IL-2 [184].

Juz w 1986 r. wykryto ekspresje IL-2 i jej receptora przez komorki znajdujgce sie
w obrebie plak SM w médzgowiu [187]. Rok pdzniej stwierdzono za pomocag
cytoflourografii obecnos¢ w PMR chorych na SM oraz inne choroby zapalne OUN
obecnos¢ komorek wykazujgcych ekspresje receptora IL-2 [188]. Ciekawych danych
dostarczyto rowniez badanie przeprowadzone 22 lata pozniej z uzyciem cytometrii
przeptywowej. Jego autorzy nie znalezli w PMR istotnych réznic w liczbie komorek
wykazujgcych ekspresje IL-2 w poréwnaniu z osobami zdrowymi, natomiast
odnotowali u pacjentow z SM wiekszg liczbe innych komoérek zapalnych, ktore nie
wykazywaty ekspresiji tej cytokiny [189]. W 1996 r. stwierdzono jej podwyzszone
stezenie w surowicy pacjentéw z SM w czasie rzutu, co zdecydowanie sugerowato

udziat tej cytokiny w zaostrzeniach reakcji zapalnej w przebiegu SM [190].
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Produkcja IL-2 oceniana tez byta kilkukrotnie jako wyktadnik skutecznosci
leczenia DMDs [191, 192]. W badaniu z 2016 r. wykazano, ze terapeutyczna
modulacja receptora IL-2 przywraca komorkom NK ich (zaburzong w SM) aktywnosé
cytolityczng, co powinno niewatpliwie sktania¢ do badan nad DMDs dziatajgcymi na
IL-2 i/ lub jej receptor [193]. Takim lekiem byt daklizumab — przeciwciato blokujgce
receptor IL-2. Zostat on jednak wycofany z powodu powaznych dziatan
niepozgdanych. Co ciekawe, wydaje sie, ze witamina Dz moze dziata¢ protekcyjnie
w SM poprzez utrzymywanie ekspresji CD25 na powierzchni limfocytow Treg jak
réwniez stezenia rozpuszczalnej formy tej czgsteczki w surowicy [194]. Z pewnos$cig

znaczenie IL-2 w SM wymaga dalszych badan i bedzie im poddawane.

Komorka
dendrytyczna

Limfocyt
Treg

Limfocyt
Treg

Rycina 4. Wybrane aspekty sieci IL-2
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2.2.2. Czynnik martwicy nowotworow — a

Czynnik martwicy nowotworéw — a (ang. tumor necrosis factor — a, TNF-a) jest
cytoking prozapalng nalezgcg do nadrodziny TNFSF (ang. tumor necrosis factor
superfamily). Pod wzgledem chemicznym jest to glikoproteina ztozona ze 182
aminokwasow. Odkrycia cytokiny dokonano w 1968 r [195]. Ma posta¢ homotrimerow.
W organizmie wystepuje w dwdch postaciach: transbtonowe biatko prekursorowe
0 masie 26 kDa oraz forma rozpuszczalna o masie 17 kDa. Obie formy sg aktywne
biologicznie [196]. Produkowany jest gtéwnie przez monocyty i makrofagi, natomiast
w OUN gtéwnie przez astrocyty i aktywowany mikroglej. Podobnie jak IL-2, dziata
poprzez receptory btonowe. Rozrézniamy ich dwa rodzaje: TNF-R1 (biatko p55) i TNF-
R2 (biatko p75) [27]. Czynnik martwicy nowotwordw — a jest cytoking plejotropowa [27].
Jego wazna funkcja to dziatanie cytotoksyczne na komérki nowotworowe i komorki
zakazone patogenami [197]. Doprowadza on do s$mierci komérek uruchamiajgc
kaskade kwasu arachidonowego, co skutkuje tworzeniem wolnych rodnikow
i apoptozg. Jest jedng z wazniejszych cytokin prozapalnych wytwarzanych przez
autoreaktywne limfocyty Th1 po przejSciu przez BKM [23, 26]. Inna wazna funkcja
TNF-a polega na stymulacji fagocytozy. Ma takze wtasciwosci chemotaktyczne —
przycigga neutrofile do ognisk zapalnych. Zwieksza produkcje czynnikdéw ostrej fazy
w watrobie. Jest wreszcie wazng cytoking regulujgca dziatanie naturalnych limfocytow
Treg. Wykazano, ze dziatanie TNF-a moze byC¢ zwigzane z ich funkcjonalng
niedojrzatoscig [198]. Okazato sie, ze TNF-a podtrzymuje funkcje limfocytow Treg
dziatajgc poprzez receptor TNF-R2. W efekcie, dziatanie poprzez ten receptor skutkuje
efektem przeciwzapalnym, immunomudulujgcym i neuroprotekcyjnym, co rzadko
podkreslane jest przy omawianiu wtasciwosci tej cytokiny. Jest to istotna rdznica
w porownaniu z dziataniem poprzez receptor TNF-R1, ktory jest zdecydowanie
bardziej rozpowszechniony i wigze sie z efektem prozapalnym [199].

Znaczenie TNF-a w SM jest z pewnoscig duze. Wykazano, ze niesprawnosc i jej
progresja w przebiegu tego schorzenia sg pozytywnie skorelowane ze stezeniem
rozpuszczalnego receptora TNF-R1, natomiast negatywnie ze stezeniem TNF-R2
w surowicy, co potwierdza prozapalny efekt tej cytokiny w SM [199, 200]. Odkryto
ponadto, ze stezenie TNF-a w surowicy koreluje z ryzykiem rzutu [201].

Przeprowadzono do tej pory wiele badan oceniajgcych wptyw stosowanego
leczenia na produkcje TNF-a [202 - 206]. Z uwagi, Zze cytokina ta cechuje sie

wielokierunkowym dziataniem i zaangazowana jest w proces zapalny w SM, korzystna
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bytaby jej terapeutyczna blokada. Badanie kliniczne z 1999 r. oceniato skutecznos¢
I bezpieczenstwo stosowania lenerceptu (biatko fuzyjne 1gG1 receptora TNF-R1)
w terapii SM. Musiato ono jednak zosta¢ przerwane z uwagi na zaostrzenie objawow
choroby w grupie leczonej [207]. Opracowanie skutecznego leku blokujgcego tg

cytokine wymaga dalszych badan.

Btona komérkowa Efekt cytotoksyczny

Monocyt Chemotaksja

Stymulacja fagocytozy

TNF-R1

Efekt
przeciwzapalny

TNF-a

\ Limfocyt
Treg

TNF-R2

Efekt
neuroprotekcyjny

Komorka
mikrogleju

Efekt
immunomodulujgcy

Rycina 5. Wybrane aspekty sieci TNF-a

2.2.3. Interleukina 10

Interleukina 10, czyli czynnik hamujgcy synteze cytokin (ang. cytokine synthesis

inhibitory  factor, CSIF), jest cytoking plejotropowg o wlasciwosciach
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przeciwzapalnych, produkowang przede wszystkim przez limfocyty Treg, Th2, CD8+,
B, komorki dendrytyczne i makrofagi [208, 209]. Zostata odkryta w 1989 r [210]. Jest
homodimerem o masie czgsteczkowej 37 kDa. Kazda z jej podjednostek sktada sie ze
178 aminokwaséw [211]. Jej receptor nalezy do rodziny receptorow cytokin typu Il
i ztozony jest z dwoch podjednostek, z ktorych kazda sktada sie z dwoch czesci: IL-
10R1 i IL-10R2 [212]. Ekspresje receptora dla IL-10 wykazujg limfocyty T, NK i APCs.
Zwigzanie IL-10 z jej receptorem wywotuje kaskade procesdow z udziatem STATS3,
kinaz tyrozynowych, czgsteczek JAK1 i Tyk2 [213]. Interleukina 10 hamuje prezentacje
antygenow, ekspresje antygendéw MHC II, czgsteczek kostymulujgcych (CD80 i CD86)
oraz adhezyjnych [214]. Hamuje takze réznicowanie i dojrzewanie komorek
dendrytycznych, a takze wytwarzanie cytokin prozapalnych przez nie i makrofagi.
Zwieksza ekspresje immunosupresyjnej czgsteczki B7-H4 na powierzchni komérek
dendrytycznych, co zmniejsza aktywacje i proliferacje limfocytéw T CD4+, a takze
promuje ich réznicowanie w limfocyty Treg [215]. Jest czynnikiem wzrostu limfocytow
T CD8+ [213] oraz jedng z podstawowych cytokin wytwarzanych przez limfocyty Treg
[198, 216].

Wiele badan zostato poswieconych roli IL-10 w SM. Wiadomo, ze w chorobie tej
zaburzona jest funkcja limfocytow Treg i dziatanie IL-10 [217]. Do obnizenia produkcji
tej cytokiny dochodzi zaréowno w RRMS, jak i w SPMS [218]. Wykazano, ze za
zmniejszong jej produkcje w tej chorobie moze odpowiada¢ zmniejszenie ekspresji
receptorow TLR9 (ang. toll — like receptor 9) na powierzchni limfocytow B, ktére jg
wytwarzajg [219]. Okazato sie tez, ze funkcjonalne polimorfizmy w obrebie genu IL-10
mogag wptywacé na wielkos¢ jej produkcji i, co z tym bezposrednio zwigzane, przebieg
SM [220]. Nie znaleziono istotnego zwigzku IL-10 z zaburzeniami funkcji poznawczych
w SM [221]. Wykazano, Zze ekspresja genu IL-10 zwiekszana jest u pacjentow
pobierajgcych witamine D3 [222].

Na produkcje 1L-10 wptywa terapia DMDs [172, 223 - 225].
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Rycina 6. Wybrane aspekty sieci IL-10

2.2.4. Transformujacy czynnik wzrostu — 8

Transformujgcy czynnik wzrostu — B (ang. transforming growth factor — B, TGF-
B) jest cytoking o wiasciwosciach przeciwzapalnych i plejotropowych, ktora
produkowana jest przez wszystkie linie leukocytow [226]. Jego nazwa znajduje
gtebokie uzasadnienie z wuwagi na zdolno$¢ do transformacji komodrek
nienowotworowych w nowotworowe [227]. Nalezy do tzw. nadrodziny TGF-f3, do ktorej
nalezy takze np. aktywina, biatko morfogenetyczne kosci czy inhibina. U ludzi do tej
pory opisano trzy izoformy TGF-B: TGF-B1, TGF-B2i TGF-B3 [228, 229]. Ich ekspresja
jest odmienna zaréwno pod wzgledem miejsca jak i czasu [227]. 1zoforme TGF-B1
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odkryto w 1982 r. [230], TGF-B2 w 1987 r. [231], natomiast TGF-B3 w 1988 r. [232].
Zidentyfikowano takze izoforme TGF-f4 i TGF-B5, jednak do tej pory tylko
u odpowiednio ptakéw i zab [233]. Wszystkie izoformy sg homologamiw 70 — 80%. Ich
czgsteczki sktadajg sie z dwdch tancuchdw zawierajgcych 112 aminokwasow i majg
mase okoto 25 kDa [234]. Uszkodzenie genu TGF-B u myszy skutkuje rozwojem
reakcji zapalnej [235]. Jednak oprocz wiasciwosci typowo przeciwzapalnych,
kontroluje on proliferacje wielu typéw komérek w trakcie ich rozwoju. Sygnat
przekazuje do komorki za posrednictwem trzech typdw receptoréw: TGF- RI, TGF- 3
RIl i TGF-B RIIl. Typy | i Il tworzg heterotetrameryczny kompleks ztozony z dwdch
receptorow typu | i dwdch receptoréw typu Il [232, 236]. Proces aktywacji TGF-3 jest
skomplikowany i moze by¢ wywotany przez zmiane pH, metaloproteinazy, wolne
rodniki, trombospondyne-1 czy integryny. Juz w 1986 r. odkryto, ze TGF-B reguluje
proliferacje limfocytéw T [237]. Hamuje aktywno$¢ limfocytow T cytotoksycznych
i produkcje cytokin  prozapalnych, natomiast zwieksza produkcje cytokin
przeciwzapalnych [238, 239]. Stanowi on jedng z najwazniejszych cytokin
wytwarzanych przez limfocyty Treg [198]. Co ciekawe, stymuluje tez dojrzewanie tych
komoérek z limfocytow CD4+ [240, 241]. Ponadto, zwieksza ekspresje czynnika Foxp3
na powierzchni limfocytéw Treg [242]. Jego brak moze doprowadzi¢ do zwigkszonej
apoptozy tych limfocytow [243]. Odkryto tez, ze TGF-B hamuje rdznicowanie
limfocytow Th17 [243]. Omawiana cytokina wptywa tez na limfocyty B hamujgc ich
proliferacje, aktywacje i synteze przeciwciat [245]. Poprzez hamowanie czynnika NF-
KB zmniejsza aktywnos¢ aktywowanych makrofagéw [246].

Znaczenie TGF-B w SM od wielu lat budzi zainteresowanie. W 2015 r. wykazano,
ze suplementacja witaminy D3z u pacjentow z SM zwieksza ekspresje mRNA TGF-32,
CO moze wigzac sie z immunosupresyjnym dziataniem tej witaminy [229]. Co ciekawe,
efektu tego nie zaobserwowano w przypadku izoformy TGF-B1 [222]. Wyniki takie
mogg swiadczy¢ o odmiennych funkcjach i roli tych dwdéch izoform w patogenezie SM.
Meoli i wsp. stwierdzili u pacjentow z SM nieprawidtowosci w przekazywaniu sygnatu
TGF-B, ktore wystepujg zaréwno na etapie ekspresji gendw, wigzania cytokiny z jej
receptorami jak i wewnatrzkomoérkowej drogi sygnatowej [226]. Juz w 2001 r.
stwierdzono, ze genetyczna zmiennos¢ w zakresie genu TGF-B1 nie wplywa
w znaczgcym stopniu na podatnosc¢ na SM [247]. Udowodniono zwiekszong produkcje
TGF-B1 przez limfocyty B w przebiegu SM [248].
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Mozliwe, ze DMD, ktérego mechanizm dziatania opieratby sie na zwiekszaniu
efektu TGF- bytby skuteczny w zapobieganiu rzutom choroby [249].

Limfocyt B Makrofag

Limfocyt Limfocyt
Limfocyt
Treg

Limfocyt
Th 17

Limfocyt
Treg

Rycina 7. Wybrane aspekty sieci TGF-f3
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Sie¢ funkcjonalna limfocytow Treg jest bardzo ztozona. Obejmuje ona liczne
cytokiny, zarowno wytwarzane przez te komoérki jak i na nie wpltywajgce. SieC ta
stanowi swoisty uktad niezwykle istotny dla zachowania rownowagi immunologicznej
I ttumienia patologicznych, wzmozonych reakcji immunologicznych. Do takich reakcji
dochodzi w przebiegu wielu choréb autoimmunologicznych, w tym w SM. Rycina 8

przedstawia sie¢ czynnosciowg limfocytéw Treg w SM.

OUN
TNF-a IL-6
AL IL-2
O
\ /%
<,
%
.
- IL-10 S
- CD25
TGF-B .
Limfocyt
Tre
E g
o0 IL-35

Rycina 8. Sie¢ funkcjonalna i rola limfocytow Treg w patogenezie SM

Jak wspomniano, w SM dochodzi do uposledzenia funkcji limfocytow Treg i ich
sieci funkcjonalnej [166 - 171], co moze mie¢ istotne znaczenie w patogenezie tej
choroby. Doktadny mechanizm tych interakciji nie jest jednak znany. Opublikowano do
tej pory wyniki wielu badan eksplorujgcych tg tematyke, jednak ich liczba w dalszym
ciggu jest zbyt mata. Co wiecej, lepsze poznanie tych ziozonych mechanizmoéw

mogtoby przyczyni¢ sie do powstania nowych DMDs majgcych swdj terapeutyczny
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punkt uchwytu we wspomnianej sieci. Przyktadowo lek taki mogtby wptywac
bezposrednio na linfocyty Treg i zwiekszac¢ produkcje wytwarzanych przez nie cytokin
przeciwzapalnych.

Z uwagi na wazng role cytokin w rozwoju SM, istotng funkcje sieci limfocytow
Treg w ttumieniu reakcji zapalnej oraz stabe poznanie immunopatogenezy RRMS we
wczesnym okresie choroby, w niniejszej pracy doktorskiej zbadano udziat dwdch
cytokin prozapalnych i dwoch wytwarzanych przez limfocyty Treg cytokin
przeciwzapalnych w immunopatogenezie RRMS w czasie do 1 roku od momentu
postawienia diagnozy. Przedstawione wyniki mogg postuzyé opracowaniu nowych,
skutecznych juz we wczesnym okresie RRMS, DMDs, ktérych punktami uchwytu bedg
badane cytokiny lub bezposrednio limfocyty Treg. Ponadto, mogg przyczynic¢ sie do

odkrycia markerow wczesnego RRMS.

3. Cele pracy

3.1.Cele ogdlne

Analiza stezeh w surowicy i PMR we wczesnym okresie (do 1 roku od

postawienia diagnozy) RRMS:

e cytokin prozapalnych (IL-2 oraz TNF-a),
e cytokin przeciwzapalnych wytwarzanych przez limfocyty Treg (IL-10 i TGF-
B2).

3.2.Cele szczegbtowe
Udzielenie odpowiedzi na ponizsze pytania:

1. Czy istniejg statystycznie istotne roznice stezen badanych cytokin
w surowicy i PMR pomiedzy chorymi we wczesnym okresie RRMS w czasie

rzutu, w czasie remisji, a pacjentami z grupy kontrolnej?

2. Czy istnieje statystycznie istotna réznica stezen badanych cytokin
w surowicy i PMR w zaleznosci od obecnosci cech aktywnosci choroby
w MRI w grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja?
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3. Czy istniejg statystycznie istotne réznice w zakresie wartosci indekséw dla

poszczegolnych cytokin pomiedzy badanymi grupami?

4. Czy istnieje statystycznie istotna réznica w zakresie indekséw
poszczegolnych cytokin w zaleznos$ci od obecnosci cech aktywnosci

choroby w MRI w grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja?

5. Czy istnieje statystycznie istotna korelacja pomiedzy stezeniami badanych

cytokin w surowicy krwi i PMR, a wartosciami indeksu 1gG?

6. Czy istnieje statystycznie istotna korelacja pomiedzy stezeniami badanych

cytokin w surowicy i PMR, a czasem trwania rzutu?

7. Czy istnieje statystycznie istotna korelacja pomiedzy warto$ciami indekséw

dla poszczegdlnych cytokin, a czasem trwania rzutu?

4. Materiat i metody

Niniejsze badanie naukowe zostato przeprowadzone po uzyskaniu zgody Komisiji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
(Uchwata nr 677/17 z dnia 22.06.2017 r. oraz aneks — uchwata nr 90/19 z dnia
10.01.2019r.)

4.1.0soby badane

Do badania wigczono tgcznie 52 pacjentow hospitalizowanych w Klinice
Neurologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (Szpital
Kliniczny im. H. Swiecickiego w Poznaniu) w latach 2017 — 2019. Kazdy z nich, po
uprzednim skrupulatnym poinformowaniu o celach i metodyce badania, wyrazit
pisemng zgode na udziat w badaniu, ktéra zostata wyrazona na formularzach
zatwierdzonych przez ww. komisje bioetyczng. U 32 pacjentéw rozpoznano RRMS (18
z nich znajdowato sie w czasie rzutu choroby, natomiast 14 w czasie remisji). Chorzy

Ci zostali przyjeci do szpitala celem diagnostyki w kierunku SM, ktéra obejmowata
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naktucie ledzwiowe z pobraniem PMR. Pozostali pacjenci przyjeci zostali z roznych
wskazan, z ktérych wszystkie wigzaty sie z koniecznoscig analizy PMR. U tych chorych

wykluczono zapalne choroby OUN, po czym zakwalifikowano ich do grupy kontrolnej.

Sposréd pacjentow wigczonych do badania wyodrebniono trzy grupy badawcze:

e pacjenci we wczesnym okresie RRMS w czasie rzutu (Grupa RRMS-rzut,
n = 18)

e pacjenci we wczesnym okresie RRMS w czasie remisji (Grupa RRMS-
remisja, n = 14)

grupa kontrolna (n = 20).

4.1.1. Grupa RRMS-rzut

Kryteria wlaczenia:

e wiek w przedziale 18 - 65 lat

e diagnoza RRMS postawiona na podstawie kryteriow McDonalda 2017 [112]

e czas od postawienia diagnozy wynoszgcy najwyzej 1 rok

e do tej pory bez leczenia DMDs

e zaostrzenie objawdw trwajgce co najmniej 24 godziny, bez gorgczki,
objawdéw infekcji czy encefalopatii

e obecnos¢ ognisk demielinizacyjnych w médzgowiu i/ lub rdzeniu kregowym
w badaniu MRI

e wykluczenie innych mozliwych rozpoznan

¢ Swiadoma, pisemna zgoda chorego na udziat w badaniu.

Kryteria wykluczenia:

e terapia immunomodulujgca i/lub terapia immunosupresyjna (w tym
steroidoterapia) w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem krwi, PMR oraz
wykonaniem badania MRI

e Cigza

e przeciwwskazania do wykonania badania MRI
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¢ inna choroba autoimmunologiczna

e borelioza

e niedoczynnos¢ tarczycy

e Kkliniczne lub laboratoryjne wyktadniki stanu zapalnego

e objawy alergii w ciggu ostatnich trzech miesiecy.

4.1.2. Grupa RRMS-remisja

Kryteria wigczenia:

e wiek w przedziale 18 - 65 lat

e diagnoza RRMS postawiona na podstawie kryteriow McDonalda 2017 [112]

e czas od postawienia diagnozy wynoszacy najwyzej 1 rok

e do tej pory bez leczenia DMDs

e chorzy w okresie stabilizacji objawow

e obecnos¢ ognisk demielinizacyjnych w mézgu i/ lub rdzeniu kregowym
w badaniu MRI

e wykluczenie innych mozliwych rozpoznan

e Swiadoma, pisemna zgoda chorego na udziat w badaniu.

Kryteria wykluczenia:

e terapia immunomodulujgca i/lub terapia immunosupresyjna (w tym
steroidoterapia) w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem krwi, PMR oraz
wykonaniem badania MRI

e cigza

e przeciwwskazania do wykonania badania MRI

¢ inna choroba autoimmunologiczna

e borelioza

e niedoczynnosc tarczycy

¢ kliniczne lub laboratoryjne wyktadniki stanu zapalnego

e objawy alergii w ciggu ostatnich trzech miesiecy.
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4.1.3. Grupa kontrolna

Kryteria wigczenia:

e wiek w przedziale 18 - 65 lat
e wskazania do naktucia ledzwiowego
¢ wykluczenie choroby zapalnej

e sSwiadoma, pisemna zgoda chorego na udziat w badaniu.

Kryteria wykluczenia:

e terapia immunomodulujgca i/lub terapia immunosupresyjna (w tym
steroidoterapia) w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem krwi, PMR oraz
wykonaniem badania MRI.

e cigza

e choroba autoimmunologiczna

e borelioza

e niedoczynnosé tarczycy

e choroba nowotworowa

e Kkliniczne i/ lub laboratoryjne wyktadniki infekcji

e objawy alergii w ciggu ostatnich trzech miesiecy.

U 10 pacjentow z grupy kontrolnej (50,0%) naktucie ledzwiowe z pobraniem PMR
wykonano celem diagnostyki bélu gtowy, u 8 (40,0%) celem wykluczenia choroby
demielinizacyjnej OUN, natomiast u 2 (10,0%) powyzsze dwa wskazania do badania
PMR wspotistniaty.

Kazdy z witgczonych do badania pacjentéw zostat poddany skrupulatnemu
badaniu neurologicznemu, ktére obejmowato zebranie wywiadu i badanie fizykalne.

U kazdego pacjenta pobrano jednokrotnie krew i PMR zgodnie ze wskazaniami
medycznymi.

Krew zylng pobrano w objetosci 10 ml (poza objetoscig uzytg do badan
rutynowych) do probéwki na skrzep. Po okoto 15 — 30 minutach pobrany materiat
odwirowano. Otrzymang w ten sposéb surowice podzielono na osiem porcji i nastepnie

przechowywano w temperaturze -80°C.
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Ptyn mobzgowo-rdzeniowy pobrano z okreslonych wskazan medycznych
w objetosci 3 ml (poza objetoscig uzytg do badan rutynowych), podzielono na osiem
porcji i przechowywano w temperaturze -80°C.

Warunki pobierania i przechowywania surowicy i PMR byly takie same

w przypadku wszystkich pacjentow wigczonych do badania.

4.2.Badanie neuroobrazowe

W ramach diagnostyki SM na podstawie kryteriow McDonalda 2017 [112],
u pacjentéw wykonano badanie MRI gtowy i kregostupa szyjnego z i bez podania
kontrastu przy uzyciu skanera 3T. Oceny radiologicznej dokonywat specjalista
radiolog. W przypadku pacjentow z grup RRMS-rzut i RRMS-remisja dokonano
ponadto oceny obecnosci cech aktywnosci choroby w MRI rozumianych jako
stwierdzenie wzmacniajgcych sie po podaniu kontrastu gadolinowego ognisk
w sekwencji T1l-zaleznej. U dwoch pacjentow z grupy RRMS-remisja nie wykonano
badania MRI w trakcie hospitalizacji, poniewaz wykonali oni to badanie w trybie
ambulatoryjnym i nie byto potrzeby jego powtarzania celem postawienia diagnozy
RRMS.

4.3.Badanie immunoenzymatyczne i obliczanie indekséw cytokin

Pomiaru stezen cytokin w surowicy i PMR dokonano w Zaktadzie
Neuroimmunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu, przy uzyciu ilosciowego testu immunoenzymatycznego (ang. enzyme —
linked immunosorbent assay, ELISA) w wersji kanapkowej (ang. ,sandwich” ELISA).
Technika ta stuzy do oceny jakosciowej i ilosciowej antygendw réznego pochodzenia.
Oznaczenia wykonano zgodnie z zaleceniami i protokotem producenta uzytych

zestawow testow immunoenzymatycznych.

Uzyte zestawy:

e R&D Systems: Human IL-2 Quantikine HS Elisa Kit
e R&D Systems: Human TNF-a Quantikine HS Elisa
e R&D Systems: Human IL-10 Quantikine HS Elisa Kit
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e R&D Systems: Human TGF-32 Quantikine Elisa Kit
e R&D Systems: Sample Avtivation Kit do TGF-32.

Wyboér zestawdw o wysokiej czutosci (ang. high sensitivity, HS) poprzedzony
zostat skrupulatnym przeglgdem literatury w kierunku zakresu stezen danych cytokin
w surowicy i PMR otrzymywanych w poprzednich tego typu badaniach.

Zestaw dla okres$lonej cytokiny sktada sie z ptytki zawierajgcej 96 studzienek
optaszczonych unieruchomionymi przeciwciatami rozpoznajgcymi okreslone epitopy
badanej czgsteczki. Po wprowadzeniu do studzienek badanego materiatu, dodaje sie
do kazdej z nich wtérne przeciwciato skierowane przeciw innemu epitopowi badane;j
cytokiny. Kluczowa jest obecnos$¢ sprzezonego z tym przeciwcialem enzymu
katalizujgcego przemiane chromogenu do barwnego produktu. Reakcja ta zachodzi po
dodaniu substratu (chromogenu). Powstajgcy produkt barwny swiadczy o obecnosci
w probce badanego antygenu, natomiast intensywnos¢ zabarwienia (mierzona

w kolejnym etapie za pomocg spektrofotometru) o jego stezeniu w badanej probce.

Schematyczne ujecie testu ELISA w wersji kanapkowej przedstawia Rycina 9.

Chromogen Barwny produkt

v

Badany antygen

|
A\

Przeciwciato
znakowane
enzymem

Ptytka optaszczona przeciwciatem

Rycina 9. Test ELISA w wersji kanapkowej
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Kolejne etapy przeprowadzonego testu przedstawione zostaty szczegotowo

w punktach ponizej:

Wyjecie badanego materiatu (surowica i PMR) z zamrazarki (-80°C) do
miejsca o temperaturze pokojowej, rozmrozenie i wymieszanie go (unikajgc
pienienia). Wyjecie standardéw kontrolnych z lodowki (4°C) do miejsca
o temperaturze pokojowej i wymieszanie ich zawartosci unikajgc pienienia.
Dodanie do kazdej studzienki 100 pl rozcienczalnika RD 1-9 (IL-2), 50 pl
rozcienczalnika RD 1-40 (TNF-a), 50 pl rozciehczalnika RD 1-10 (IL-10) lub
100 pl rozcienczalnika RD 1-17 (TGF-32).

Dodanie materiatu badanego i standardéw kontrolnych w objetosci 100 pl (IL-
2, TGF-B2), 50 pl (TNF-a), 200 pl (IL-10) do studzienek optaszczonych
unieruchomionymi  przeciwciatami  monoklonalnymi  wigzagcymi  sie
z okre$lonym epitopem badanego antygenu. Studzienki te w liczbie 96
znajdowaty sie na specjalnej ptytce.

Po dwéch godzinach inkubacji w temperaturze pokojowej i trzykrotnym (TGF-
B2), czterokrotnym (IL-2, TNF-a) lub szesciokrotnym (IL-10) ptukaniu,
dodanie poliklonalnego, biotynylowanego (IL-2, TNF-a), poliklonalnego,
sprzezonego z peroksydazg chrzanowg (TGF-f2) lub monoklonalnego,
sprzezonego z fosfatazg alkaliczng (IL-10) przeciwciata w objetosci 200 ul
przeciw okreslonemu (innemu niz poprzednio) epitopowi badanego antygenu
(cytokiny).

Ponowna inkubacja przez 1 godzine (IL-2, TNF-a) lub 2 godziny (IL-10, TGF-
B2) i trzykrotne (TGF-B2), czterokrotne (IL-2, TNF-a) lub szesciokrotne (IL-
10) ptukanie.

Dodanie 200 ul polimeru-HRP streptawidyny znakowanej enzymem (IL-2,
TNF-0).

Dodanie 200 pl roztworu substratu (TGF-32).

Inkubacja przez 20 minut (TGF-B2) lub 30 minut (IL-2, TNF-a) bez dostepu
do Swiatta.

Czterokrotne ptukanie (IL-2, TNF-q).

Dodanie 200 pl (IL-2, TNF-a) lub 50 ul (IL-10) roztworu substratu do kazdej

studzienki.
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¢ Inkubacja przez 30 minut (IL-2, TNF-a) lub 1 godzine (IL-10) bez dostepu do
Swiatta.

e Dodanie do kazdej studzienki 50 pl roztworu wzmacniacza (IL-10)

¢ Inkubacja przez 30 minut (IL-10).

e Dodanie do kazdej studzienki 50 pl roztworu kwasu siarkowego w celu
zatrzymania reakcji barwne;j.

e W ciggu 30 minut od zatrzymania reakcji dokonanie odczytu gestosci
optycznej za pomocg spektrofotometru (ELX 800 Universal Microplate
Leader, Bio-Tek Instruments, Inc). Odczytu dokonywano przy dtugosci fali
450 nm (IL-2, TNF-a, TGF-B2) lub 490 nm (IL-10) z korekcjg dtugosci fali
ustawiong na 540 nm (IL-2, TNF-a, TGF-f2) lub 690 nm (IL-10).

e Do wykreslenia krzywej standardowej i odczytania wartosci stezen probek
badanych uzyto programu KC Junior-Biokom. Czuto$¢ metody dla IL-2 —
0,042 pg/ml, dla TNF-a — 0,022 pg/ml, dla IL-10 — 0,09 pg/ml, dla TGF-B2 <
7,0 pg/ml.

e W przypadku TGF-B2 uzyskane warto$ci zgodnie z zaleceniem producenta

pomnozono przez wspotczynnik rozcienczenia 7,8.

Indeksy cytokin obliczono wg wzoru:

stezenie cytokiny w PMR X stezenie albuminy w surowicy

Ic =
stezenie cytokiny w surowicy stezenie albuminy w PMR

gdzie Ic — Indeks cytokiny

4.4.0pracowanie statystyczne

Do analizy statystycznej uzyto oprogramowania Dell Inc. (2016). Dell Statistica
(data analysis software system), wersja 13. Zgodnos$¢ z rozktadem normalnym
sprawdzana byla za pomocg testu Shapiro-Wilka. W celu wykonania analiz
porownawczych uzyto nastepujgcych testow: test doktadny Fishera — Freemana —
Haltona, analiza wariancji (ANOVA), test Kruskala — Wallisa, test Scheffe, test Dunna,
test t-Studenta oraz test U Manna - Whitneya. Obecnos¢ korelacji sprawdzono za

pomocg wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona albo wspoétczynnika korelacii
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Spearmana (w zaleznosci od zgodnosci rozktadow z rozktadem normalnym). W pracy

przyjeto poziom istotnosci a = 0,05.

5. Wyniki
5.1.Charakterystyka badanych grup

Tabela 5. Charakterystyka demograficzna i kliniczna badanych grup

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

: x jo) 1 .
L|czebn_osc (% I|(_:_zebn030| 18 (34,6%) 14 (26,9%) 20 (38,5%)
badanej populaciji)

: e os 1 .
L|czb_a kobiet (% liczebnosci 14 (77.8%) 10 (71,4%) 14 (70,0%)
danej grupy)
Wiek ($rednia = odchylenie 204+93 327 + 6.6 310+ 105
standardowe [lata])
Czas trwania rzutu (srednia
+ odchylenie standardowe 74147 Nie dotyczy Nie dotyczy
[dni])
Wartosc¢ indeksu I1gG
(Srednia + odchylenie 0,88 £ 0,31 0,86 + 0,40 0,53 £ 0,05
standardowe)
Prazki oligoklonalne obecne
w PMR (liczba oséb i % 17 (94,4%) 12 (85,7%) 0 (0,0%)
liczebnosci danej grupy)
Aktywnos¢ w MRI (% 0 0 .
liczebnosci danej grupy) 8 (44,4%) 6 (42,9%) Nie dotyczy
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5.2.Analiza statystyczna struktury pici

Zastosowano test doktadny Fishera — Freemana - Haltona (p = 0,86)

120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

SM - rzut SM - remisja Kontrola

EHK BEM

K - kobieta, M - mezczyzna

Rycina 10. Struktura ptci w badanych grupach

Whniosek: Nie wykazano réznic w zakresie rozktadu ptci w badanych grupach.
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5.3.Analiza statystyczna struktury wieku

Tabela 6. Zestawienie danych dotyczgcych wieku pacjentow

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

Srednia + odchylenie 20,4£9,3 32,7+6,6 31,0£10,5
standardowe [lata]
Mediana [lata] 26,0 34,0 26,5
Warto$é minimalna [lata] 19,0 23,0 18,0
Warto$é maksymalna [lata] 56,0 43,0 52,0
Wartosc¢ p (poréwnanie 0,32*
trzech grup)

* Test Kruskala — Wallisa

Whniosek: Nie wykazano roznic w zakresie rozktadu wieku w badanych grupach.

44

42 t

40

38t

36

34

32t

Wiek

30

28 t

261

24 ¢

22 ¢

18 .
SM - rzut

SM - remisja
grupa

Kontrola

o Srednia
[ Srednia+Btad std
T Srednia+Odch.std

Rycina 11. Wiek pacjentéw w grupach (Srednia + btad std. + odch. std.)
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60

55+

50

45

40

Wiek

35 ¢}

30

25}

20

15 .
SM - rzut

SM - remisja
grupa

Kontrola

O Mediana
[J 25%-75%
T Min-Maks

Rycina 12. Wiek pacjentow w grupach (mediana + 25%-75% * min-maks).

5.4.Analiza porobwnawcza stezen IL-2

5.4.1. Surowica

Tabela 7. Zestawienie danych dotyczgcych stezenia IL-2 w surowicy

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

Liczba uzyskanych wynikow
(% liczebnosci danej grupy) 3(16.7) 4(28,6) 7(35.0)
SUEEE A O 0,19+0,19 0,21 40,12 0,10 0,08
standardowe [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 0,10 0,20 0,07
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 0,07 0,06 0,04
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 0,40 0,36 0,27
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Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-2 w surowicy byto ponizej progu
metody ELISA,

niemiarodajna.

czutosci analiza statystyczna uzyskanych wynikow bytaby
Charakterystyke pacjentow ze stezeniem IL-2 w surowicy powyzej progu czutoSci

metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 1.

5.4.2. Plyn mézgowo-rdzeniowy

Stezenie IL-2 w PMR powyzej progu czutosci metody ELISA odnotowano
u dwéch pacjentow z grupy kontrolnej (10%).

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkéw stezenie IL-2 w PMR byto ponizej progu
metody ELISA,

niemiarodajna.

czutosci analiza statystyczna uzyskanych wynikow bytaby

Charakterystyke pacjentéw, u ktorych stezenie IL-2 w PMR byto powyzej progu
czuto$ci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 2 — tabela A.
5.5.Analiza porébwnawcza stezen TNF-a

5.5.1. Surowica

Tabela 8. Statystyka opisowa i poréwnanie stezen TNF-a w surowicy

pomiedzy grupami
Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna
Liczba uzyskanych wynikow
(% liczebnosci danej grupy) 18 (100,0) 14 (100,0) 20 (100,0)
Srednia £ odchylenie 069+018 | 070£0,17 | 0,80+0,25
standardowe [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 0,66 0,69 0,73
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 0,45 0,47 0,41
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 1,15 1,02 1,31
Wartosc¢ p (poréwnanie trzech 0.20*
grup) ’

* ANOVA
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Whniosek: Nie wykazano istotnych réznic w zakresie stezen TNF-a w surowicy w

badanych grupach.

5.5.2. Plyn mézgowo-rdzeniowy

Tabela 9. Statystyka opisowa i poréwnanie stezen TNF-a w PMR

pomiedzy grupami

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

Liczba uzyskanych wynikéw
(% liczebnosci danej grupy) 14 (77.8) 10(71.4) 12(60.0)
Srednia £ odchylenie 0,7£0,03 | 017%003 | 0,14 0,01
standardowe [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 0,16 0,17 0,14
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 0,13 0,14 0,12
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 0,23 0,22 0,17
Wartosc¢ p (poréwnanie <0,01*
trzech grup)
Grupa RRMS-rzut vs. X p=1,0** p =0,01**
Grupa RRMS-remisja vs. p=1,0% X p = 0,02*

* ANOVA
** Test Scheffe

rzut i RRMS-remisja w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Whniosek: Wykazano istotnie wyzsze stezenia TNF-a w PMR w grupach RRMS-
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TNF- oo w PMR [pg/ml]

TNF- oo w PMR [pg/ml]

0,21

0,20

0,19

0,18

0,17

0,16

0,15

0,14

0,13

0,12

0,24

: — : o Srednia
SM - rzut SM - remisja Kontrola [ SredniatBtad std

grupa T SredniaxOdch.std

Rycina 13. Stezenie TNF-a w PMR ($rednia * btad std. + odch. std.)

0,22

0,20

0,18

0,16

0,14

0,12

0,10

‘ — ‘ 0 Mediana
SM - rzut SM - remisja Kontrola [] 25%-75%

grupa T Min-Maks

Rycina 14. Stezenie TNF-a w PMR (mediana £ 25%-75% % min-maks)

72



5.6.Analiza poréwnawcza stezen IL-10

5.6.1. Surowica

Tabela 10. Statystyka opisowa i porownanie stezen IL-10 w surowicy

pomiedzy grupami
Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna
Liczba uzyskanych wynikow
(% liczebnosci danej grupy) 11 (61.1) 8(57.1) 11 (55,0)
Srednia * odchylenie
standardowe [pg/ml] 0,10 £ 0,06 0,15+0,16 0,22 £ 0,27
Mediana [pg/ml] 0,12 0,11 0,09
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 0,001 0,001 0,05
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 0,18 0,53 0,82
Wartosc¢ p (poréownanie trzech n
0,75

grup)

* Test Kruskala — Wallisa

Whniosek: Nie wykazano istotnych réznic w zakresie stezenh IL-10 w surowicy

w badanych grupach.

5.6.2. Plyn mézgowo-rdzeniowy

Wartos¢ stezenia IL-10 w PMR znajdowata sie powyzej progu czutosci metody
ELISA u trzech pacjentéw z grupy RRMS-rzut (16,7%) i jednego pacjenta z grupy
RRMS-remisja (7,1%).

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-10 w PMR byto ponizej progu
metody ELISA,

niemiarodajna.

czutosci analiza statystyczna uzyskanych wynikow bytaby

Charakterystyke pacjentow, u ktérych stezenie IL-10 w PMR bylo powyzej progu

czutosci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 2 — tabela B.
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5.7.Analiza poréwnawcza stezen TGF-2

5.7.1. Surowica

Tabela 11. Statystyka opisowa i porownanie stezen TGF-32 w surowicy

grup)

pomiedzy grupami
Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna
(% lczsbnose danearupy) | 14079 | 10019 | 126600
Srandardone paimi nsors0127| ot | oles
Mediana [pg/ml] 293,70 375,39 334,20
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 222,16 239,43 230,77
Wartos¢ maksymalna [pg/ml] 505,62 579,91 629,08
Wartosc¢ p (poréwnanie trzech 0.17*

* Test Kruskala — Wallisa

badanych grupach.

Whniosek: Nie wykazano istotnych réznic w zakresie stezen TGF-B2 w surowicy w

5.7.2. Ptyn mézgowo-rdzeniowy

Tabela 12. Statystyka opisowa i porownanie stezen TGF-2 w PMR

pomiedzy grupami
Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna
06 lizsbnose anejgrupyy | 479 | 10014 | 12(600)
ftffgﬁdi@gc[?gmf 2f12é1,651¢ 217,00 £ 31,93 | 310,78 £ 93,33
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Mediana [pg/mi] 209,33 210,75 274,49

Wartos¢ minimalna [pg/ml] 141,45 177,02 207,91
Wartos¢ maksymalna [pg/ml] 553,92 286,28 467,42
Wartosc¢ p (porownanie *

0,01
trzech grup)
Grupa RRMS-rzut vs. X p=1,0% p =0,01*
Grupa RRMS-remisja vs. p=1,0* X p = 0,053**a

* Test Kruskala — Wallisa
** Test Dunna

a Wartos¢ p na granicy istotnosci

Whniosek: Stezenie TGF-B2 w PMR jest istotnie nizsze w grupie RRMS-rzut

w poréwnaniu grupg kontrolng.

450

400 T

350 ¢

300

250 ¢

TGF - 2 w PMR [pg/ml]

200 ¢

150 t

100 : — : O Srednia
SM - rzut SM - remisja Kontrola 0 Srednia+Btad std

grupa T Srednia+Odch.std

Rycina 15. Stezenie TGF-f2 w PMR ($rednia * btad std. £ odch. std.)
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150 ¢
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SM - rzut SM - remisja Kontrola [] 25%-75%
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Rycina 16. Stezenie TGF-f2 w PMR (mediana + 25%-75% + min-maks)

5.8. Analiza poréwnawcza stezen IL-2 w zaleznosci od aktywnosci

choroby w MRI

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-2 zarbwno w surowicy i w PMR
byto ponizej progu czutosci metody ELISA, analiza statystyczna uzyskanych wynikow
bytaby niemiarodajna.

Charakterystyke pacjentow, u ktorych stezenie IL-2 w surowicy i PMR byto
powyzej progu czutosci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 1 i w Zatgczniku
nr 2 — tabela A.
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5.9. Analiza poréwnawcza stezen TNF-a w zaleznosci od

aktywnosci choroby w MRI

Tabela 13. Statystyka opisowa i porownanie stezeh TNF-a w zaleznosci
od aktywnosci w MRI

Gruna Ptyn Parametr Aktywnosc w | Aktywnos¢ w .
P& | biologiczny MRI-TAK | MRI-NIE P
Liczba 8 10
pacjentow
Surowica | Sredniazodch. | 0611010 | 0752021 | (o9
std. [pg/mi]
Mediana [pg/mi 0,62 0,74
. [pg/ml]
rzut i
Llcgba ' 6 3
pacjentow
pvr | Sredniaxodch. g7, 003 | 0174003 | 083
std. [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 0,62 0,74
Llcgba ' 6 6
pacjentow
Surowica |Srédmaxodeh. | 550,011 | 068+020 | 0,85
std. [pg/ml]
Mediana [pg/mi 0,71 0,61
. [pg/ml]
remisja i
] Liczba 4 4
pacjentow
pvR | Sredniaxodch. | g9, 003 | 0164003 | 0,13
std. [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 0,19 0,15

* Test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych

Whniosek: W grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja nie stwierdzono istotnych réznic

stezen TNF-a w surowicy i PMR w zaleznosci od aktywnosci choroby w MRI.
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5.10. Analiza porownawcza stezen IL-10 w zaleznosci od

aktywnosci choroby w MRI

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-10 w PMR byto ponizej progu
czutosci metody ELISA, przeprowadzono analize statystyczng jedynie w zakresie
stezen w surowicy.

Charakterystyke pacjentow, u ktérych stezenie IL-10 w PMR byto powyzej progu

czutosci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 2 — tabela B.

Tabela 14. Statystyka opisowa i pordwnanie stezen IL-10 w zaleznosci
od aktywnosci w MRI

Ptyn Parametr Aktywnos¢ w | Aktywnos¢ w | Warto$é

Grupa | :ologiczny MRI-TAK | MRI-NIE p*

Liczba

. 4 7
pacjentow

RRMS- | o ica |Sredniatodch.| 0074005 | 012+006 | 025
rzut std. [pg/ml]

Mediana 0.08 0.12

[pg/ml]

Llcz_ba ’ 3 3

pacjentow
RRMS- | o\ owica | Sredniazodeh.| 5,105 | 013+005 | 0,54
remisja std. [pg/mi]

Mediana 0.14 0.12

[pg/ml]

* Test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych

Whniosek: W grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja nie stwierdzono istotnych roznic

stezen IL-10 w surowicy w zaleznosci od aktywnosci choroby w MRI.
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5.11. Analiza poréwnawcza stezen TGF-B2 w zaleznosci od

aktywnosci choroby w MRI

Tabela 15. Statystyka opisowa i pordwnanie stezen TGF-32 w zaleznosci
od aktywnosci w MRI

Gruna Ptyn Parametr Aktywnosc w | Aktywnos¢ w | Wartos¢
P biologiczny MRI - TAK MRI - NIE p*
Llcgba ' 6 8
pacjentow
: Srednia + odch. 265,19 + 357,72 + .
surowica | i pg/mi] 51,96 96,69 0,04
Mediana [pg/mi] 252,49 328,15
RRMS-
rzut i
Llcgba ' 6 8
pacjentow
Srednia *+ odch. 249,63 + 236,55 + "
PMR 1 std. [og/mi] 114,91 130,59 0,56
Mediana [pg/ml] 210,75 205,08
Llcgba ' 4 4
pacjentow
: Srednia *+ odch. 423,18 + 396,00 * .
Surowica | ¢4 tog/mi] 131,33 81,30 0.75
Mediana [pg/ml] 423,58 380,03
RRMS-
remisja i
] Liczba - 4 4
pacjentow
Srednia + odch. 235,38 + 203,17+ .
PMR | std. [og/mi] 3733 29.99 023
Mediana [pg/ml] 226,51 196,67

* Test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych

** Test U Manna-Whitneya (z poprawka na ciggtosc)

Whniosek: W grupie RRMS-rzut stezenia TGF-B2 w surowicy sg istotnie nizsze
u pacjentow z cechami aktywnosci choroby w MRI w poréwnaniu z pozostatymi.

Réznicy takiej nie zaobserwowano w PMR oraz w grupie RRMS-remisja.
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TGF-R2 w surowicy (pg/ml)

TGF-R2 w surowicy (pg/ml)
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Rycina 17. Stezenia TGF-32 w surowicy w grupie RRMS-rzut w zalezno$ci od
aktywnosci choroby w MRI (Srednia £ btad std. + odch. std.)
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Rycina 18. Stezenia TGF-B2 w surowicy w grupie RRMS-rzut w zaleznosci od
aktywnosci choroby w MRI (mediana + 25%-75% + min-maks)
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5.12. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu IL-2

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-2 w surowicy i PMR byto ponizej
progu czutosci metody ELISA, analiza statystyczna wartosci indeksow IL-2 nie bytaby
miarodajna.

Charakterystyke pacjentdw, u ktérych stezenie IL-2 w surowicy i PMR byto
powyzej progu czuto$ci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 1 i w Zatgczniku

nr 2 — tabela A.

5.13. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu TNF-a

Tabela 16. Statystyka opisowa i porownanie wartosci indeksu TNF-a
w badanych grupach

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

Liczba uzyskanych wynikéw
(% liczebnosci danej grupy) 14 (77.8) 10(71.4) 12(60,0)
Srednia £ odchylenie 67,46 +32,69 | 67,04 +33,36 | 33,81+17,23
standardowe [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 59,12 64,48 31,22
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 33,85 24,58 17,31
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 144,06 121,29 80,12
Warto$¢ p (poréwnanie <0,01*
trzech grup)
Grupa RRMS-rzut vs. X 1,0** <0,01**
Grupa RRMS-remisja vs. 1,0%* X 0,02**

* Test Kruskala — Wallisa

** Test Dunna

Whniosek: Wykazano istotnie wyzsze wartosci indeksu TNF-a w grupach RRMS-

rzut i RRMS-remisja w poréwnaniu z grupg kontrolna.
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Rycina 19. Wartosci indekséw TNF-a w badanych grupach (Srednia * btad std.
* odch. std.)
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Rycina 20. Wartosci indekséw TNF-a w badanych grupach (mediana £ 25%-

75% % min-maks)
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5.14. Analiza porownawcza wartosci indeksu IL-10

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-10 w PMR byto ponizej progu
czutosci metody ELISA, analiza statystyczna wartosci indeksow IL-10 nie byfa
mozliwa.

Charakterystyke pacjentow, u ktorych stezenie IL-10 w PMR bylo powyzej progu
czutosci metody ELISA (co byto konieczne do obliczenia indeksu IL-10) przedstawiono

w Zatgczniku nr 2 — tabela B.

5.15. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu TGF-B2

Tabela 17. Statystyka opisowa i porownanie wartosci indeksu TGF-2
w badanych grupach

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna
Liczba uzyskanych wynikéw
(% liczebnosci danej grupy) 14 (77.8) 10(71.4) 12(60,0)
Srednia * odchylenie 248,00 + 185,74 +
standardowe [pg/ml] 257,60 122,60 182,05 £ 84,66
Mediana [pg/ml] 169,34 138,83 176,84
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 87,13 61,50 81,96
Wartos¢ maksymalna [pg/mi] 1069,53 417,21 365,99
Wartosc¢ p (porownanie n
0,85

trzech grup)

* Test Kruskala - Wallisa

badanymi grupami.

Whniosek: Nie stwierdzono istotnych réznic wartosci indeksu TGF-2 pomiedzy
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5.16. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu IL-2 w zaleznosci od

aktywnosci choroby w MRI

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-2 w surowicy i PMR byto ponizej
progu czutosci metody ELISA, analiza statystyczna wartosci indeksow IL-2 nie byta
mozliwa.

Charakterystyke pacjentéw, u ktérych stezenie IL-2 w surowicy i PMR byto
powyzej progu czutosci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 1 i Zatgczniku
nr 2 — tabela A.

5.17. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu TNF-a w zaleznosci

od aktywnosci choroby w MRI

Tabela 18. Statystyka opisowa i pordwnanie wartosci indeksu TNF-a w zalezno$ci

od aktywnosci w MRI

Gruoa Parametr Aktywnosc¢ w Aktywnosc¢ w Wartosc
P MRI - TAK MRI - NIE p
Liczba pacjentéw 6 8
RRMS- | Srednia todch. std. | 745443611 | 62,38+3137 | 065
rzut [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 59,12 56,82
Liczba pacjentéw 4 4
RRMS- | Srednia +odch. std. | 55053397 | 62,86+30,81 | 0,74%
remisja [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 42,24 64,48

* Test U Manna-Whitneya (z poprawka na ciggtosc)

** Test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych

Whniosek: W grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja nie stwierdzono istotnych réznic

wartosci indeksu TNF-a w zaleznosci od aktywnosci choroby w MRI.
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5.18. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu IL-10 w zaleznosci

od aktywnosci choroby w MRI

Z uwagi, iz w wiekszosci przypadkow stezenie IL-10 w PMR byto ponizej progu
czutosci metody ELISA, analiza statystyczna wartosci indekséw IL-10 nie byta
mozliwa.

Charakterystyke pacjentow, u ktorych stezenie IL-10 w PMR bylo powyzej progu

czutosci metody ELISA przedstawiono w Zatgczniku nr 2 — tabela B.

5.19. Analiza poréwnawcza wartosci indeksu TGF-B2

w zaleznosci od aktywnosci choroby w MRI

Tabela 19. Statystyka opisowa i porownanie wartosci indeksu TGF-32

w zaleznosci od aktywnosci w MRI

Gruoa Parametr Aktywnos¢ w Aktywnosc¢ w Wartos¢
P MRI - TAK MRI - NIE D
Liczba pacjentéw 6 8
RRMS- Srednia * odch. std. 324,38 £ 190,72 0.27*
rzut [pg/ml] 365,91 137,30 '
Mediana [pg/ml] 193,47 160,48
Liczba pacjentéw 4 4
RRMS- | Srednia +odch. std. | 435 56411190 | 15357 +82.41 | 0,80%
remisja [pg/ml]
Mediana [pg/ml] 91,14 138,83

* Test U Manna-Whitneya (z poprawka na ciggtosc)

** Test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych

Whniosek: W grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja nie stwierdzono istotnych réznic

wartosci indeksu TGF-B2 w zaleznosci od aktywnosci choroby w MRI.
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5.20. Analiza zaleznosci wartosci indeksu IgG od stezen cytokin

Tabela 20. Zestawienie danych dotyczgcych wartosci indeksu 1gG
w badanych grupach

Grupa RRMS- | Grupa RRMS- Grupa
rzut remisja kontrolna

Srednia + odchylenie 0,88+031 | 0,86:0,40 0,53 £ 0,05
standardowe [pg/ml] ’ ’ ' ’ ' ’
Mediana [pg/ml] 0,85 0,74 0,53
Wartos¢ minimalna [pg/ml] 0,50 0,50 0,44
Wartos¢ maksymalna 152 1.99 0683
[pg/ml] ’ ’ ’

Tabela 21. Zaleznos¢ wartosci indeksu 1gG od stezen cytokin w surowicy i PMR
w badanych grupach

RRMS-rzut RRMS-remisja Grupa kontrolna

IL-2 w surowicy X X p =0,74*
IL-2 w PMR X X X

TNF-a w surowicy p=0,41* p = 0,56** p =0,70*
TNF-a w PMR p=0,97* p =0,37* p=0,97*
IL-10 w surowicy p =0,10* p = 0,24** p =0,42**
IL-10 w PMR X X X

TGF-B w surowicy p = 0,45** p = 0,66** p = 0,10**
TGF- w PMR p = 0,58** p =0,57* p=0,97*

* Analiza za pomocg wspoétczynnika korelacji liniowej Pearsona

** Analiza za pomocg wspotczynnika korelacji Spearmana

X Niewielka liczba danych
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Whniosek: W badanych grupach nie stwierdzono korelacji pomiedzy warto$ciami

indeksu IgG i stezeniami cytokin w surowicy i PMR.

5.21. Analiza korelacji miedzy stezeniami cytokin a czasem

trwania rzutu.

Tabela 22. Zestawienie danych dotyczgcych czasu trwania rzutu SM u badanych

pacjentow
Parametr Wartos¢ [dni]
Mediana 7,0
Wartos¢ minimalna 2,0
Wartos¢ maksymalna 21,0
Btad standardowy 1,1

Tabela 23. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniami cytokin w surowicy i PMR,
a czasem trwania rzutu

Wartos¢ p*
IL-2 w surowicy X
IL-2 w PMR X
TNF-a w surowicy 0,87
TNF-a w PMR 0,74
IL-10 w surowicy 0,76
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IL-10 w PMR X

TGF-B w surowicy 0,96

TGF-B w PMR 0,72

* Analiza za pomocg wspotczynnika korelacji Spearmana

X Niewielka liczba danych

Whniosek: Nie stwierdza sie korelacji pomiedzy stezeniami cytokin w surowicy

i PMR w badanych grupach, a czasem trwania rzutu.

5.22. Analiza korelacji pomiedzy wartosciami indekséw cytokin a

czasem trwania rzutu

Dane dotyczgce czasu trwania rzutu zostaty zestawione w Tabeli 22.

Tabela 24. Zalezno$¢ pomiedzy wartosciami indeksow cytokin,

a czasem trwania rzutu

Wartos¢ p*
Indeks IL-2 X
Indeks TNF-a 0,29
Indeks IL-10 X
Indeks TGF-32 0,29

* Analiza za pomocg wspoétczynnika korelacji Spearmana

X Niewielka liczba danych

Whniosek: Nie stwierdza sie korelacji pomiedzy wartosciami indekséw cytokin,

a czasem trwania rzutu.
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5.23. Podsumowanie wynikéw

e Stezenia TNF-a w PMR w grupach RRMS-rzut i RRMS-remisja s3g istotnie
wyzsze niz w grupie kontrolne;.

e Stezenia TGF-f2 w PMR w grupie RRMS-rzut sg istotnie nizsze
w poroéwnaniu z grupg kontrolna.

¢ Nie wykazano istotnych roéznic w zakresie stezen cytokin w surowicy
pomiedzy badanymi grupami

e W grupie RRMS-rzut stezenia TGF-2 w surowicy sg istotnie nizsze
u pacjentdw z cechami aktywnosci choroby w MRI w poréwnaniu
z pozostatymi.

e Wykazano istotnie wyzsze wartosci indeksu TNF-a w grupach RRMS-rzut
I RRMS-remisja w porownaniu z grupg kontrolng

e Obecnosé cech aktywnosci choroby w MRI nie wptywa na warto$ci indekséw
cytokin

¢ Nie stwierdzono korelacji miedzy stezeniami cytokin a wartosciami indeksu
I9G

¢ Nie stwierdzono korelacji miedzy stezeniami/indeksami cytokin a czasem

trwania rzutu

6. Dyskusja

6.1.Znaczenie biomedyczne

Stwardnienie rozsiane jest chorobg o niewatpliwie duzym znaczeniu spotecznym,
poniewaz stanowi istotng, nieurazowg przyczyne niesprawnosci osob mtodych.
Niestety patogeneza schorzenia w dalszym ciggu nie jest do korica poznana, a obecna
wiedza na jej temat czesto ma postac¢ jedynie teorii naukowych, ktére mogg zostac¢
potwierdzone, jak tez obalone. Chociaz SM jest w obecnych czasach chorobg
nieuleczalng, aktualnie stosowane DMDs wykazujg pewng skutecznos¢ kliniczno-
radiologiczng, przez co do pewnego stopnia umozliwiajg jej kontrole i stwarzajg
nadzieje na opracowanie w przysztosci bardziej skutecznego leczenia, a nawet na
wyleczenie tego schorzenia. Powyzsze fakty uzasadniajg dalsze kosztowne badania

nad poznaniem patogenezy choroby i co z tym bezposrednio zwigzane, opracowaniem
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skutecznego leczenia przyczynowego. Warto podkresli¢, ze na szczegolng uwage
zastuguje patogeneza wczesnego okresu SM. Dotychczas zostata ona poznana
jedynie w niewielkim stopniu. Gdyby mozliwe stato sie zatrzymanie postepu choroby
w jej wczesnym okresie, skala jej dotkliwych nastepstw i uszkodzenia OUN
z pewnoscig bylaby mniejsza. Zwtaszcza wglad w immunopatogeneze wczesnego
okresu choroby daje mozliwos¢ opracowania lekéw, ktérych punkt uchwytu bedzie
dotyczyt wtasdnie tego okresu schorzenia i bedg one w nim szczegolnie skuteczne. Co
wiecej, stwarza to szanse odkrycia markerow wczesnego RRMS.

Niniejsza rozprawa Kkoncentruje sie na probie lepszego poznania
immunopatogenezy wczesnego okresu najczestszej (rzutowo-remisyjnej) postaci SM.
Z uwagi na fakt, ze jest to schorzenie, w ktérego rozwoju znaczng role odgrywa
nieprawidtowa odpowiedz uktadu immunologicznego i liczne cytokiny, w pracy tej
starano sie pozna¢ dziatanie i role okreslonych cytokin prozapalnych
i przeciwzapalnych we wczesnym okresie wspomnianej postaci SM, poprzez analize
ich stezen w ptynach ustrojowych oséb cierpigcych na to schorzenie. Z uwagi na
podkreslang ostatnio wazng role Ilimfocytow Treg w wielu prawidtowych
i patologicznych reakcjach uktadu immunologicznego (takze w przebiegu SM) [160 -
171], sposrdod cytokin przeciwzapalnych, wybrano te, ktére sg przez te komorki
wytwarzane i bezposrednio zwigzane z ich funkcjg. Dzieki temu wyniki tej dysertacji
zapewniajg posredni wglad w role limfocytow Treg we wczesnym okresie RRMS. Jej
zasadnicza wartos¢ polega jednak na ocenie wybranych cytokin i limfocytéow Treg jako
potencjalnych punktow uchwytu DMDs we wczesnym okresie choroby, jak réwniez
markeréw tego okresu schorzenia.

Przedstawione cytokiny nalezg do najwazniejszych i najczesciej badanych
substancji regulujgcych procesy zapalne zachodzgce w przebiegu SM oraz innych
choréb autoimmunologicznych. Co wiecej, zwigzane sg one $cisle z funkcjg limfocytow

Treg, co rzuca rowniez posrednie swiatto na funkcje i biologie tych komoérek.

6.2.Przeglad dotychczasowych badan

Nie jest zaskoczeniem, ze w literaturze mozna znalez¢ liczne publikacje
dotyczace pomiaru stezen cytokin w surowicy i/lub PMR pacjentow z SM. Celem

wszystkich tego typu prac jest lepsze poznanie immunopatogenezy SM.
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W 1989 r. przeprowadzono badanie, w ktérym autorzy podjeli probe oznaczenia
stezen m.in. IL-2 w surowicy i PMR pacjentow podzielonych na 3 grupy: chorujgcych
na SM, zakazonych wirusem HIV-1 oraz oséb zdrowych. W liczgcej 50 oséb grupie
rozpoznano SM na podstawie kryteriow Posera [250]. Nie okreslono jednak, ile wynosit
Sredni czas od postawienia diagnozy. Pacjenci nie byli leczeni immunosupresyjnie
w ciggu co najmniej 6 miesiecy przed wigczeniem do badania. U 36 chorych
rozpoznano RRMS w czasie rzutu, natomiast u pozostatych 14 pacjentow stwierdzono
postaé przewlekle postepujgcg z wyktadnikami aktywnosci choroby w postaci
narastajgcej niesprawnosci. Pozostate grupy liczyty po 30 os6b. W surowicy wykazano
istotnie wyzsze stezenie IL-2, jednak w PMR byto ono powyzej progu czutosci metody
ELISA zaledwie u 11 (22,2%) pacjentéw z SM [251].

W japonskim badaniu z 1992 r. autorzy podjeli probe oznaczenia stezen
interleukiny 2 w surowicy i PMR pacjentéw z RRMS [252]. Grupa pacjentéw z SM
liczyta 20 oséb. U niektérych SM zostato rozpoznane kilka lat wczesniej, tak wiec
w grupie badanej znajdowali sie zarbwno pacjenci we wczesnym okresie choroby, jak
rébwniez w bardziej zaawansowanych. Wsrod pacjentow wigczonych do projektu
znajdowaty sie osoby zaréwno w czasie rzutu jak i remisji. W surowicy wykazano
wyzsze stezenie IL-2 u pacjentow z SM w poréwnaniu z grupg kontrolng, natomiast
nie stwierdzono istotnych réznic w jej stezeniach u pacjentéw w czasie rzutu
w poréwnaniu z osobami w czasie remisji. Z kolei w PMR stwierdzono najwyzsze
stezenie IL-2 u pacjentéw z SM w czasie rzutu, a najnizsze u pacjentdéw z grupy
kontrolnej. Naturalnie cytowane badanie rézni sie od niniejszej rozprawy w zakresie
kryteriow rozpoznania SM.

Ott i wsp. badali w 1993 stezenie IL-2 w surowicy i PMR u 31 pacjentéw z SM
rozpoznanym na podstawie kryteriow Posera [250]. Wsréd nich znajdowato sie 26
os6b z RRMS i 5 z postacig postepujgcg choroby [253]. Grupe kontrolng stanowity
osoby zdrowe. Zaden z pacjentéw nie byt leczony DMDs. Sredni czas trwania SM
wigczonych do badania oséb wynosit 3,8 lat. Pacjenci z RRMS znajdowali sie w czasie
rzutu. Sredni czas trwania rzutu wynosit 30 dni. Nie znaleziono istotnych réznic
w zakresie osoczowych stezen IL-2 pomiedzy grupg RRMS a grupg kontrolg. Jedng
z potencjalnych przyczyn tego zjawiska jest wg autoréw zbyt dtugi sredni czas rzutu
przyjety w badaniu (30 dni), ktéry moze odzwierciedla¢ okres zaréwno rzutu jak
i nastepujgcej po nim remisji. Stezenia tej cytokiny w PMR byty ponizej progu czutosci

metody ELISA. Wyniki badania sktonity autorow do wniosku, ze pomiar stezenia IL-2
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W surowicy nie jest przydatny w ocenie aktywnosci choroby u pacjentéw z RRMS. Co
ciekawe, znaleziono pozytywny zwigzek pomiedzy stezeniem IL-2 w surowicy oraz
czasem trwania rzutu.

Trzy lata pozniej badano stezenia IL-10, TNF-a i TGF-B2 w surowicy pacjentow
z SM [254]. Chorobe rozpoznawano na podstawie kryteriow McDonalda i Halliday’a
z 1977 r. [255]. Grupa pacjentow chorujgcych na SM liczyta tagcznie 41 osob. Byta ona
niejednorodna, gdyz obejmowata zaréwno pacjentow z RRMS w czasie rzutu (12
0séb), RRMS w czasie remisji (11 oséb), SPMS (15 oséb) i PPMS (3 osoby). Sredni
czas trwania choroby wynosit 9,2 lat. Pacjenci nie byli leczeni DMDs. Stwierdzono, ze
stezenie IL-10 w surowicy maleje u pacjentéw z SM w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
szczegolnie w postaciach postepujgcych. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic
w stezeniach tej cytokiny pomiedzy poszczegdlnymi grupami SM. Préba oznaczenia
w surowicy stezen dwdch pozostatych cytokin nie powiodta sie.

Z kolei w badaniu z 1997 r. badano osoczowe stezenia m.in. IL-2 i TNF-a u 40
pacjentow chorujgcych na RRMS i 20 osdb zdrowych [256]. Nie znaleziono istotnych
réznic w zakresie stezen IL-2 pomiedzy badanymi grupami, natomiast stezenie TNF-a
byto istotnie wyzsze w czasie rzutu choroby.

W tym samym roku podjeto prébe pomiaru stezen TNF-a w PMR pacjentéw z SM
[257]. Stwardnienie rozsiane rozpoznawano na podstawie kryteriow Posera [250].
Grupa chorych liczyta 70 os6b i zawierata takze osoby chorujgce na postaci
postepujgce SM. Sredni czas trwania choroby wynosit 4 lata. U wigczonych pacjentéw
nie stosowano terapii immunosupresyjnej przez co najmniej 3 miesigce przed
pobraniem PMR. Grupa pacjentéw, w ktérej oznaczano stezenie TNF-a zawierata 17
pacjentow z RRMS (11 w czasie rzutu, 6 w czasie remisji). Stezenie TNF-a byto
powyzej progu czuto$ci metody ELISA u 60% pacjentéw z aktywnym SM, 29% oso6b
z grupy kontrolnej, natomiast proba ta nie powiodta sie u zadnego pacjenta z SM
nieaktywnym. Nie stwierdzono istotnej réznicy pomiedzy srednim stezeniem tej
cytokiny w PMR pacjentéw z SM i z grupy kontrolnej.

Réwnie ciekawych danych dostarczyto badanie z 1998 r [258]. Autorzy badali
stezenie TGF-B1 w surowicy pacjentdow chorujgcych na RRMS (55 pacjentéw) oraz
SPMS (15 pacjentéw). Choroba rozpoznawana byfa na podstawie kryteriow Poser’a
[250]. Wiaczeni do grupy RRMS pacjenci chorowali juz kilka lat. Stwierdzono wzrost

stezenia badanej cytokiny w surowicy w obu grupach pacjentow z SM, zwlaszcza
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u pacjentéw w czasie rzutu choroby. Autorzy nie sprawdzili jednak takiej zaleznosci
w przypadku PMR.

Takze w 1998 r. przeprowadzono inne ciekawe badanie, w ktérym oceniano
stezenia m.in. TNF-q, IL-10 i TGF- w surowicy i PMR u 29 pacjentéw chorujgcych na
RRMS [259]. Okreslono ktérzy z nich byli w czasie rzutu, a ktérzy w czasie remisji.
Stwardnienie rozsiane rozpoznawano stosujgc kryteria Poser'a [250]. Sredni czas
trwania choroby wynosit 4,9 lat. W grupie kontrolnej stezenia TNF-a i IL-10 w PMR
byty ponizej progu czuto$ci metody ELISA. Stwierdzono wyzsze stezenia IL-10 w PMR
pacjentow w czasie remisji, podczas gdy stezenie TNF-a zwiekszone byto w PMR
uoséb w czasie rzutu. Ponadto, stwierdzono wyzsze stezenie TGF-f w PMR
pacjentow w czasie rzutu w poréwnaniu z osobami z pozostatych dwoch grup.
Zaleznosci takich nie obserwowano w surowicy w przypadku kazdej z ww. cytokin. Nie
stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem cytokin w PMR a czasem trwania choroby,
stopniem niesprawnosci, stezeniem IgG, indeksem IgG i liczbg komérek w PMR.

Z pewnoscig ciekawych wynikéw dostarczyto badanie opublikowane w 2002 r.
w ,,Cytokine”, w ktérym autorzy podjeli probe pomiaru stezeh m.in. TNF-a w surowicy
i PMR pacjentéw chorujgcych na SM oraz w grupie oséb, ktdére nie chorowaty na
schorzenia zapalne OUN [260]. Liczebnos¢ badanych grup byta zblizona do tej
w niniejszej pracy. Wiaczeni do badania pacjenci z SM prezentowali postac¢ rzutowo-
remisyjng choroby. Zaden z nich nie byt leczony DMDs. Nie okre$lono jednak jak dtugo
chorowali. Stezenie TNF-a w surowicy znajdowato sie powyzej progu czutosci metody
ELISA zaledwie u 20% pacjentow. W PMR proba ta zakohczyta sie niepowodzeniem
we wszystkich przypadkach. Istotnymi réznicami w porownaniu z niniejszg pracy jest
niedoprecyzowanie czy pacjenci znajdowali sie¢ w czasie rzutu czy remisji, oraz wg
ktérych kryteriow rozpoznawano SM. Z uwagi na rok opublikowania tego badania
wiadomo jednak, ze kryteria te byly odmienne niz w badaniu bedgcym przedmiotem
niniejszej dysertacji.

Frisullo i wsp. przeprowadzili w 2008 r. ciekawe badanie, w ktérym badali
stezenie m.in. IL-10 w surowicy pacjentéow z CIS (15 osdb), RRMS (21 oséb), SPMS
(19 oséb) i w grupie kontrolnej osdb zdrowych (20 oséb) [261]. Stwardnienie rozsiane
rozpoznawane byto na podstawie kryteriow McDonalda z 2005 r [262]. Pacjenci
z grupy CIS i RRMS nie byli leczeni DMDs ani steroidami. Sredni czas trwania
objawéw u pacjentéw z CIS wynosit 15,55 miesigca, u pacjentow z RRMS 45,71

miesigca i 187,71 miesigca u os6b z SPMS. Stwierdzono, ze stezenie IL-10 jest
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wyzsze u pacjentéw z CIS i RRMS w poréwnaniu z osobami chorujgcymi na SPMS
i grupg kontrolng. Co ciekawe, pacjenci z RRMS w czasie rzutu wykazywali wyzsze
stezenie tej cytokiny w surowicy niz pacjenci w czasie remisji.

W 2014 r. Uysal i wsp. przeprowadzili badanie, w ktérym badali stezenie TNF-a
w surowicy pacjentow z CIS (10 osob), RRMS (37 osoéb) i SPMS (12 oséb) oraz
w grupie kontrolnej (29 osob) [263]. W badaniu tym wykazali podwyzszone stezenie
TNF-a w surowicy pacjentéw z grupy CIS, RRMS i SPMS w stosunku do grupy
kontrolnej oséb zdrowych. Nie wiadomo jednak czy pacjenci z grupy RRMS znajdowali
sie w czasie rzutu czy remisji. Nie wiemy tez jak dtugo chorowaty osoby z grupy CIS,
RRMS i SPMS oraz ktérych kryteriow uzyto do postawienia diagnoz CIS, RRMS
i SPMS. Nalezy tez zwrdci¢ uwage, ze liczebnos¢ grup CIS i SPMS byta niewielka.

W innym badaniu z 2014 r. Pasquali i wsp. podijeli prébe pomiaru stezeh licznych
cytokin, w tym IL-2, IL-10, TNF-a i TGF-B1, w surowicy pacjentéw chorujgcych na
RRMS oraz SPMS [264]. Liczebnos$¢ badanych grup byta podobna jak w pracy bedgcej
przedmiotem niniejszej rozprawy. Jednak w odréznieniu od niniejszego badania nie
mierzono stezen cytokin w PMR. Wykazano nizsze stezenie TGF-B1 u pacjentow
z RRMS w poréwnaniu z SPMS, co moze wynikaé z dziatania przeciwzapalnego tej
cytokiny. Nie znaleziono podobnych réznic w przypadku pozostatych z wymienionych
cytokin. Do badania wtgczono jednak takze pacjentéw leczonych DMDs. Nalezy tez
wyraznie podkresli¢, ze kryterium wigczenia nie byt wczesny okres SM. Sredni czas
trwania schorzenia w grupie RRMS wynosit 8,7 lat, a w grupie SPMS 14,6 lat. Ponadto,
diagnoza SM stawiana byta na podstawie kryteriow McDonalda 2010 [265].

W jednej z nowszych polskich prac badano stezenie TNF-a w surowicy u 92
pacjentow z RRMS w czasie remisji oraz u 30 os6b zdrowych [266]. Rozpoznanie SM
stawiane byto na podstawie kryteriow McDonalda z 2005 r [262]. Sredni czas trwania
choroby wynosit 5,7 lat. Zaskakujacy jest fakt, ze uzyskano nizsze stezenie TNF-a
w grupie pacjentow RRMS w czasie remisji niz w grupie kontrolnej.

W badaniu z 2017 r. autorzy oznaczali stezenia réznych cytokin (w tym IL-10
i TGF-B) w surowicy pacjentow z CIS (21 oséb), RRMS (34 osoby), SPMS (11 osdb),
PPMS (17 oséb) oraz w grupie kontrolnej (17 osdéb) [267]. Stwardnienie rozsiane
rozpoznawane byto na podstawie kryteridw McDonalda z 2005 r [262]. Nie okreslono
ilu pacjentéw z grupy RRMS znajdowato sie w czasie rzutu, a ile w czasie remisiji.
Sredni czas trwania choroby wynosit 0,7 roku u pacjentéw z CIS, 4,7 lat u pacjentéw
zRRMS, 11,7 lat upacjentow z SPMS oraz 15,2 lat u pacjentéw z PPMS.
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Stwierdzono, ze stezenie IL-10 byto najnizsze w grupie PPMS i nie wykazywato
istotnych réznic w pozostatych grupach. Natomiast stezenia TGF-$ byty podobne we
wszystkich badanych grupach. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢ fakt, ze u niektorych
pacjentéow wartosci stezenn dwoch wspomnianych cytokin byly ponizej progu
wykrywalnosci. Nie badano stezen cytokin w PMR.

W jednym z nowszych badan autorzy podjeli tematyke stezen w surowicy
pacjentéw z SM m.in. TNF-a i IL-10 [268]. Nie badano wspomnianych stezen w PMR.
Do badania zostato wigczonych 159 pacjentéw z RRMS w czasie remisji oraz 86
zdrowych o0sob tworzacych grupe kontrolng. Wykazano wzrost stezenia TNF-a
I spadek stezenia IL-10 u pacjentdw z SM w porownaniu z grupg kontrolng.
W przeciwienstwie do niniejszej pracy SM rozpoznawano na podstawie kryteriéw
McDonalda z 2010 roku [265]. Najistotniejszg jednak roznicg jest witgczenie do
cytowanego badania pacjentéw leczonych DMDs przez co najmniej 6 miesiecy. Sredni
czas trwania choroby u wtgczonych pacjentéw wynosit az 10,6 lat.

Na uwage zastuguje fakt, ze nieliczni autorzy podijeli do tej pory tematyke
korelacji stezen badanych w niniejszej dysertacji cytokin z cechami aktywnosci
choroby w MRI. Takie badanie zostato przeprowadzone w 2003 r. i wykazano w nim,
ze w PMR pacjentéw chorujgcych na RRMS stezenie IL-10 maleje w przypadku
obecnosci takich cech w MRI [269]. Z kolei Kraus i wsp. nie wykazali takiej korelacji

w surowicy [270].

6.3. Analiza poréwnawcza dotychczasowych badan

Jak mozna zauwazy¢, przeprowadzono do tej pory wiele badan o tematyce
i metodologii zblizonej do pracy przedstawionej w niniejszej rozprawie doktorskiej, co
Swiadczy o niewatpliwym zainteresowaniu tematem i jego istotnosci w poznawaniu
immunopatogenezy SM. Jednak jednoczesnie nasuwa sie wniosek, ze badania te
réznig sie zarobwno miedzy sobg, jak tez w pordwnaniu z pracg bedgcg przedmiotem
tej rozprawy kilkoma waznymi cechami. Innymi stowy, sg one niejednorodne.

Przyktadowg cechg rdznigcg jest liczebnos¢ grup badanych. Wiele

z wymienionych wyzej badan cechuje sie liczebnoscig grup zblizong do projektu,
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ktéremu poswiecono tg dysertacje [252, 254, 257, 259-261, 263, 264, 266].
W niektdérych liczebnosc ta jest jednak wieksza [251, 252, 256, 258, 265, 267].

Nalezy réwniez wyraznie podkreslic fakt, ze w skfad grup pacjentéw z SM
w niektorych badaniach wchodzg zaréwno pacjenci z RRMS jak tez postaciami
postepujgcymi, co czyni te grupy niejednorodnymi [251, 253, 254, 257, 258, 261, 263,
266].

Liczebnos¢ pacjentéw z SM w przedstawionych pracach rzadko przekracza 50
osbéb, zwilaszcza w przypadkach, gdy stezenia badanych cytokin mierzono takze
w PMR. Przegladajgc literature mozna wysnu¢ ogdélny wniosek, ze liczba badan,
w ktorych stezenia cytokin bada sie takze w PMR jest zdecydowanie mniejsza od tych,
gdzie oznacza sie je jedynie w surowicy. Wigze sie to z faktem, ze aby dany projekt
zostat zaaprobowany przez lokalng komisje bioetyczng, naktucie ledzwiowe moze
zosta¢ wykonane jedynie w sytuacji obecnosci Scisle zdefiniowanych wskazan
medycznych. Znacznie ogranicza to liczebnos¢ pacjentéw, ktérych mozna wigczyé do
takiego badania.

Inng cecha réznigcy jest Sredni czas trwania choroby. W wymienionych powyzej
pracach zawiera sie on w przedziale od 15,6 miesigca do 10,6 lat [251 — 267],
natomiast w niniejszym badaniu wynosi on maksymalnie 1 rok od postawienia
diagnozy SM.

W wymienionych badaniach zastosowano rézne kryteria rozpoznania SM, wg
ktérych diagnozowano tg chorobe. Jest to kluczowe, poniewaz poszczegolne wersje
kryteridw, ktore obowigzywaty na przestrzeni lat, réznig sie czutoscig i swoistoscig
rozpoznawania SM i CIS. Przyktadowo, niektérzy pacjenci, u ktérych na podstawie
kryteriow z 2017 r. [112] rozpoznano SM, wg wczesniejszych kryteriow zakwalifikowani
zostaliby do grupy CIS. Z kolei wiele pacjentéw, u ktérych rozpoznano wg
wczesniejszych kryteriow CIS, spetnia wg najnowszych kryteriow [112] warunki
rozpoznania SM i postawiono u nich rozpoznanie wczesnego SM. Fakt ten wynika ze
znacznie wyzszej czutosci kryteriow McDonalda z 2017 r. [112] w poréwnaniu
z wersjami wczesniejszymi. W tej pracy zastosowano najbardziej aktualne kryteria
McDonalda z 2017 r. [112], co byto konieczne z uwagi na ich obecne obowigzywanie
w procesie diagnostycznym SM na caltym sSwiecie. Wymienione powyzej badania
bazowaty natomiast na kryteriach McDonalda i Halliday’a z 1977 r. [254, 255], Posera
z 1983 r. [250, 251, 253, 257 - 259], McDonalda z 2005 r. [261, 262, 266, 267]
i McDonalda z 2010 r. [264, 265, 268].
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Warto nadmieni¢ tez, ze wiele z przedstawionych projektéw opiera sie na
pomiarach stezen cytokin wytgcznie w surowicy [254, 256, 258, 261, 263, 264, 266 -
268]. Wynika to z mozliwosci wykonywania naktucia ledzwiowego jedynie w przypadku
istnienia Scisle okreSlonych wskazan medycznych. Fakt ten znacznie ogranicza
mozliwosci przeprowadzania roznego rodzaju duzych projektow naukowych opartych
na badaniu PMR. Z tego wzgledu badacze niejednokrotnie stojg przed nietatwym
wyborem polegajgcym na przeprowadzeniu badania na duzej grupie chorych opartego
na pomiarze stezen cytokin jedynie w surowicy, albo opartego na badaniu zaréwno
surowicy jak PMR, ale na matej grupie pacjentow.

Inna istotna cecha rdznicujgca to wigczenie do badania takze pacjentow
leczonych DMDs. Leczenie to znacznie wptywa na uzyskiwane wyniki stezen cytokin
w surowicy i PMR, poniewaz jego celem jest immunomodulacja. Niniejszy projekt
uwzglednia jedynie osoby, ktére nigdy nie byty poddane takiej terapii. Niektére ze
wspomnianych prac prowadzone byty jednak takze z uwzglednieniem takich chorych
[264, 268].

Wymienione prace roznig sie takze w zakresie badanej izoformy TGF-.
Poniewaz w wiekszosci badan mierzy sie stezenie TGF-B1 [258, 264], celem pracy
bedacej przedmiotem tej rozprawy byto zbadanie roli w immunopatogenezie SM
drugiej z izoform tej cytokiny — TGF-B2. Role tej izoformy TGF- badali tez Salmaggi
A.1wsp. w 1996 r. [254]. Niektorzy autorzy nie okreslili ktérej z izoform stezenie badali
w surowicy i / lub PMR [259, 267].

Wreszcie trzeba tez wspomnieé, ze wyniki wszystkich omawianych badan oraz
niniejszego roznig sie, niekiedy nawet znaczgco. Szczegdlnie wielu autoréw
zainteresowata rola IL-2 w immunopatogenezie SM. W tym badaniu proba pomiaru jej
stezen zakonczyta sie w znacznym stopniu niepowodzeniem w kazdej z grup zaréwno
w surowicy oraz w PMR. Dotyczy to zwitaszcza pomiarow w PMR. Podobng
obserwacje poczynili tez inni autorzy [253]. Niemniej jednak wielu badaczy uzyskato
wiarygodne, ciekawe wyniki. Trzeba jednak przyznac, ze sg one dosc¢ niejednorodne,
czasami sprzeczne. Dla przyktadu, zaobserwowano wyzsze stezenia IL-2 w surowicy
0s6b z SM w poréwnaniu z osobami zdrowymi [251, 252]. Z drugiej jednak strony,
w innych pracach nie potwierdzono tych réznic [253, 256]. Warto nadmieni¢, ze
w cytowanym badaniu japonskim z 1992 r. zmierzono stezenia IL-2 takze w PMR
i stwierdzono, ze sg one wyzsze w poréwnaniu z osobami zdrowymi [252].

W przeciwienstwie do IL-2, TNF-a cechuje sie znacznie wyzszg oznaczalnoscig
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zaréwno w surowicy oraz w PMR. W niniejszym badaniu, nie stwierdzono istotnych
réznic w stezeniach tej cytokiny w surowicy pomiedzy poszczegolnymi grupami. Z kolei
w PMR zaobserwowano istotnie wyzsze jej stezenia zarbwno w grupie RRMS-rzut
i RRMS-remisja w porownaniu z grupg kontrolng. Takze w przypadku tej cytokiny
prozapalnej wyniki uzyskane przez roznych badaczy cechujg sie pewng
réznorodnoscig. Niektdrzy z nich wykazali wzrost jej stezenia w surowicy pacjentow
z SM [256, 263, 268]. Inne badania tego nie potwierdzity [259], a niektore dostarczyty
wrecz przeciwnych wynikdw wykazujgc, ze stezenie TNF-a w surowicy pacjentow
z RRMS w czasie remisji jest nizsze niz u oséb zdrowych [266]. Z kolei Carrieri i wsp.
wykazali wzrost stezenia tej cytokiny w PMR u pacjentow z RRMS w czasie rzutu [259].
Trzeba mie¢ swiadomos¢, ze tak odmienne wyniki uzyskane przez roznych autoréw
mogg tez wynikac z zupetnie przeciwstawnego dziatania tej cytokiny w zaleznos$ci od
tego z ktérym ze swoich receptorow sie fgczy [199]. Zwraca rowniez uwage fakt w jak
wielu przypadkach jej stezenie znajdowato sie ponizej progu czutosci metody ELISA.
Ponownie zjawisko to dotyczy w wigkszym stopniu PMR. W tym badaniu uzyskano
wynik w surowicy u wszystkich pacjentow, natomiast w PMR u wiekszo$ci z nich. W
wielu pracach wartosci stezen TNF-a w surowicy i/ lub PMR byty u znacznej czesci
wigczonych pacjentéw nizsze od progu oznaczalnosci testu ELISA [254, 257, 259,
260]. Préba pomiaru stezen IL-10 w niniejszej pracy zakonczyta sie w wielu
przypadkach niepowodzeniem. Dotyczy to zaréwno surowicy jak PMR. Wiele jednak
badan przyniosto ciekawe i jednoczesnie sprzeczne wyniki. Z uwagi na przeciwzapalny
charakter tej cytokiny mozna bytoby sie spodziewa¢ spadku jej stezenia w ptynach
ustrojowych u pacjentow z SM. Tymczasem wykazano zaréwno jego spadek [254,
268], stabilne stezenie [259, 264, 267] jak i jego wzrost [261] w surowicy pacjentow
z SM. Ponadto, Frisullo i wsp. wykazali wyzsze jej osoczowe stezenia u pacjentow
z RRMS w czasie rzutu niz u pacjentow w czasie remisji, co jest wynikiem niewagtpliwie
zaskakujgcym i nietypowym dla cytokin przeciwzapalnych [261]. Arellano i wsp
wykazali brak istotnych réznic w zakresie osoczowych stezen IL-10 pomiedzy
pacjentami z RRMS i grupg kontrolng, natomiast stezenie to byto istotnie nizsze
u pacjentéw z PPMS [267]. W PMR wykazano w jednym badaniu podwyzszone
stezenia IL-10 u pacjentow z RRMS w czasie remisji, natomiast w grupie kontrolnej
byty one ponizej progu czutosci metody ELISA [259]. Niejednoznaczne wyniki badan
oceniajgcych stezenie TGF- wynikajg m.in. z faktu badania ré6znych izoform. W pracy

bedgcej przedmiotem tej dysertacji stwierdzono istotny spadek stezenia TGF-B2
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w PMR w grupie RRMS-rzut w porownaniu z grupg kontrolng. Takze w przypadku tej
cytokiny odnotowywane sg niepowodzenia w pomiarze jej stezenia w ptynach
ustrojowych [254]. Niektorzy autorzy wykazujg wyzsze stezenie TGF-B w surowicy
pacjentow z SM [258], podczas, gdy inni tego nie potwierdzajg [259, 267]. Niewiele
jest badan oceniajgcych stezenia TGF-f w PMR. W jednym z nich stwierdzono, ze
dochodzi do wzrostu jego stezenia w PMR u pacjentow z RRMS w czasie rzutu [259],
co jest wynikiem niespodziewanym biorgc pod uwage przeciwzapalny charakter tego
czynnika. Moze to sSwiadczy¢ o jego ztozonej i wielokierunkowej roli
w immunopatogenezie SM. W tej pracy nie znaleziono korelacji pomiedzy stezeniami
badanych cytokin w surowicy i PMR, a wartosciami indeksu IgG czy czasem trwania
rzutu. Niewielu autoréw poszukiwato do tej pory takich zaleznosci. Do podobnych
wnioskow doszli Carrieri i wsp [259]. Nie badali oni jednak IL-2. Zrobili to natomiast Ott
i wsp. potwierdzajgc brak zaleznosci pomiedzy jej stezeniami w surowicy a czasem
trwania rzutu [253]. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze wyniki badan stezenh cytokin
w surowicy i PMR u pacjentéw z SM cechujg sie niejednoznacznoscia, a nierzadko
nawet sprzecznoscig. Z pewnoscig fakt ten wynika z wielu powodow. Powyzej
przedstawiono jak bardzo réznorodne sg to badania pod wzgledem takich cech jak
liczebno$¢ badanych grup, $redni czas trwania choroby, stosowane kryteria
rozpoznania SM, badanie stezenia cytokin takze w PMR, wigczenie do badania
rébwniez pacjentéw leczonych DMDs czy badana izoforma TGF-B. Nalezy tez
pamieta¢, ze zestawy ELISA r6znig sie czutosScig w zaleznosci od producenta.
Z pewnoscig ww. roznice majg znaczny wptyw na uzyskiwane wyniki. Co wiecej,
poddajg one w watpliwos¢ zasadnos$¢ i metodologiczng poprawnos¢ poréwnywania

wynikow ww. prac ze sobg.

6.4.Pojecie ,,wczesny okres choroby” w odniesieniu do RRMS

Do tej pory nie zdefiniowano w literaturze pojecia ,wczesny okres” SM, w tym
réwniez jej postaci rzutowo-remisyjnej. W dotychczasowych badaniach byt on ustalany
umownie, a jego zakres wynosi od 6 miesiecy do 10 lat trwania choroby [271, 272]. Co
wiecej, niektdrzy autorzy przyjmujg za jego poczatek wystgpienie pierwszych objawow
sugerujgcych chorobe (nawet jesli nie mozna jeszcze na tak wczesnym etapie
rozpoznac¢ SM), czyli etap CIS [273], natomiast inni zaktadajg, ze okres ten rozpoczyna

sie od momentu postawienia diagnozy SM [274]. W literaturze mozna takze znalez¢
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prace dotyczgce wczesnego okresu SM, w ktorych autorzy nie podajg definicji tego
okresu [275, 276]. Tak wiec nie osiggnieto w tej sprawie porozumienia, co powoduje,
ze wyniki roznych badan mogg nie by¢ poréwnywalne. W niniejszej pracy jako
,wczesny okres RRMS” przyjeto czas do roku od postawienia diagnozy choroby. Jest
to kryterium restrykcyjne, co zapewnia mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych wynikow
do precyzyjnego sformutowania wnioskdédw odnoszgcych sie do scisle zdefiniowanego,
krotkiego okresu, w ktérym nieprawidtowa reakcja ukfadu immunologicznego ma
charakter wytgcznie zapoczatkowujgcy kaskade procesdow majgcych miejsce
w pozniejszych okresach SM. Wiaczenie do badania pacjentow kilka lat po
rozpoznaniu u nich SM uniemozliwitoby poznanie immunopatogenezy okresu
wczesnego schorzenia. Z drugiej strony, przedstawione kryterium uniemozliwia
wigczenie do badania pacjentow prezentujgcych juz pewne objawy sugerujgce SM,
ktorzy jednak nie spetniajg jeszcze kryteriow McDonalda 2017 [112] rozpoznania tego
schorzenia. Jest to istotna zaleta zastosowanej w niniejszej pracy definicji okresu
wczesnego RRMS, poniewaz gwarantowany jest udziat w badaniu jedynie pacjentow,
u ktérych nie ma watpliwosci co do rozpoznania tej choroby. Wiadomo, ze na etapie
CIS tez zachodza r6znorodne, nieprawidtowe procesy immunopatogenetyczne, jednak
mogg sie one rézni¢ od tych zachodzgcych w SM. Mozliwosé wigczenia do badania
takze pacjentow na etapie CIS wprowadzitaby niescistosci, co uniemozliwitoby
przedstawienie rzetelnych i miarodajnych wnioskéw. Podsumowujgc, definicja
,wczesnego okresu RRMS” zastosowana w tym badaniu przedstawia zbalansowany
punkt widzenia, ktéry ma na celu wykluczenie pacjentéow na etapie CIS (czyli (jeszcze)
bez rozpoznania SM) oraz tych, ktérzy chorujg juz dlugo i zachodzace u nich procesy
immunologiczne majg odmienny charakter w poréwnaniu z zaburzeniami okresu
wczesnego. Ta Scista i restrykcyjna definicja okresu wczesnego choroby stanowi

niewatpliwy walor przedstawionego projektu.

6.5.Uwagi dotyczace czasu trwania rzutu

Kolejnym waznym zagadnieniem jest maksymalny czas trwania zaostrzenia
objawéw SM, by mogto ono zosta¢ uznane za rzut choroby. Do tej pory ustalono, ze
nasilenie dotychczasowych obiektywnych objawéw SM lub pojawienie sie nowych
mozna nazywac rzutem choroby jedynie w sytuacji, gdy pojawia sie ono w sposob

ostry lub podostry, trwa co najmniej 24 godziny, nie towarzyszy mu gorgczka, infekcja
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ani encefalopatia. Nie okreslono jednak do tej pory gornej granicy czasowej trwania
rzutu. Ma to znaczenie istotne, poniewaz taka granica umozliwiataby umowne
odroznienie rzutu SM od progresji jego objawdéw i stopniowego, nieuchronnego
pogorszenia sprawnos$ci chorego, ktore jest naturalng cechg choroby. W badaniu
z 1992 r. mediana czasu trwania zaostrzenia objawéw wynosi az 4 tygodnie [277].
Autorzy podkreslajg jednak, ze w przypadku uznania tak dtugiego okresu zaostrzenia
za rzut choroby, wyniki odzwierciedlajg réwniez okres remisji nastepujgcy po okresie
rzutu. Powoduje to trudnosci interpretacyjne. Do tego samego wniosku doszli tez Ott
i wsp [253]. Aby unikng¢ takiego niepozgdanego wptywu na wyniki, w badaniu
bedgcym przedmiotem tej rozprawy maksymalny czas trwania rzutu to 21 dni. Niestety
wiekszos¢ autorow nie podaje tego parametru w odniesieniu do ich badan. Powoduje

to trudnosci w poréwnywaniu uzyskanych wynikéw i ich wiasciwej interpretacji.

6.6.Znaczenie przyjetych kryteriéw rozpoznania SM

Praca oparta jest na kryteriach McDonalda 2017, czyli najnowszej i, co
najwazniejsze, aktualnie obowigzujgcej ich wersji [112]. Z uwagi, ze kryteria te
obowigzujg od niedawna, w literaturze praktycznie wszystkie podobne badania oparte
sg na innych, wczeséniejszych kryteriach. Ma to niebanalne znaczenie, poniewaz
wczesniejsze wersje kryteridw rozpoznania SM znacznie réznig sie czufoscig
| swoistoscig rozpoznawania tego schorzenia. Tym, co cechuje najnowszg ich wersje
(z 2017 r.) [112] jest niewatpliwie wzglednie wysoka czuto$é, kosztem nizszej
swoistosci w porownaniu z wersjg z 2010 r [265]. Kryteria z 2017 r. umozliwiajg zatem
niejednokrotnie rozpoznanie choroby na etapie, ktdéry wg poprzedniej wersji byiby
okreslony mianem CIS. Dlatego obecnie mamy do czynienia ze spadkiem liczby
rozpoznan CIS na korzys¢ SM. Wigczeni do niniejszego badania pacjenci
z rozpoznanym wg kryteriow z 2017 r. SM reprezentujg wczesny okres choroby
i nalezy wyraznie podkreslic, ze niektdérzy z nich spetniajg kryteria rozpoznania
choroby wylgcznie wg kryteriow z 2017 r, natomiast wg poprzedniej ich wersji
nalezatoby u nich rozpozna¢ CIS. Wida¢ zatem jak wielkie znaczenie ma fakt, ze
przedstawiany projekt oparty jest na aktualnie obowigzujgcych kryteriach. Mozna
wrecz stwierdzié, ze jego wyniki sg nieporownywalne z wynikami podobnych badan,
lecz opartych na innych kryteriach rozpoznania SM. Nie przeprowadzono do tej pory

podobnych badan opartych na kryteriach z 2017 r.
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6.7.Niepowodzenia dotyczace pomiaru stezen cytokin

Niewatpliwie zwraca uwage fakt, iz u niektorych pacjentéw nie uzyskano wynikow
stezen cytokin w surowicy i/lub PMR. Bezposrednig przyczyng tego zjawiska sg
wartosci stezen cytokin ponizej progu wykrywalnosci za pomocg testu ELISA. Dotyczy
to kazdej z badanych cytokin, w najwiekszym stopniu jednak IL-2. Problem ten moze
miec kilka przyczyn i jest szeroko rozpowszechniony oraz dobrze znany w literaturze
[253, 254, 257, 259, 260]. Jedng z potencjalnych przyczyn jest znaczna nietrwatosc
cytokin i ich sktonno$¢ do rozpadu pomimo skrupulatnego przestrzegania zasad
przechowywania materiatu. Co wiecej, cytokiny sg substancjami o charakterze
parakrynnym lub autokrynnym i sg wigzane przez receptory o duzym powinowactwie
niemal natychmiast po uwolnieniu, co skutkuje krétkim okresem poéttrwania w ptynach
biologicznych. Nie bez znaczenia jest tez wiasciwa kalibracja wykorzystywanej
aparatury. Zestawy ELISA rdznig sie czutoscig w zalezno$ci od producenta, ponadto
niekiedy pochodzg one z niezaufanych zZrodet i ich laboratoryjna wiarygodnosc jest
znacznie nizsza. Vladi¢ i wsp. sugerujg, ze ich niepowodzenie w oznaczeniu stezenia
TNF-a w surowicy u 80% pacjentdw i u wszystkich pacjentéw w PMR mogto wynikaé
ze zmniejszenia uwalniania jego formy rozpuszczalnej lub z ,ucieczkg” jego
czgsteczek od przeciwciat monoklonalnych podczas pomiaru stezenia metodg ELISA,
co mogtoby wynika¢ z blokowania ich epitopow, kiedy tgczg sie z rozpuszczalnymi
formami ich receptoréw [260]. Zjawiska te zostaty wczes$niej opisane przez Martino
i wsp. [278]. Z uwagi na ww. potencjalne trudnosci w pomiarze stezen cytokin metodg
ELISA w ptynach ustrojowych, badania tego typu powinno sie przeprowadzacC na
duzych grupach pacjentow. Bardzo ciekawg prace poswiecong trudnosciom
w pomiarze stezen IL-2 w surowicy i w PMR metodg ELISA opublikowali w 1998 r.
Sivieri i wsp [279]. W celu uzyskania wiarygodnych wynikéw nalezy wg tych autorow
zwrdci¢ szczegolng uwage na kilka decydujgcych czynnikéw. Pierwszym z nich jest
czas wykonania nakitucia ledzwiowego (np. okres rzutu / remisji). Kolejnym jest
precyzyjny dobor pacjentéw do badania. Zwraca sie tez uwage na prawidtowg technike
wykonania nakitucia ledzwiowego i przechowywania PMR. Wreszcie ostatnig istotng
kwestig jest wilasciwa standaryzacja i wykonanie testu ELISA. Nie wolno tez
zapomnie¢ o upewnieniu sie, ze zestawy ELISA transportowane byty w odpowiednich
warunkach. Autorzy potwierdzajg tez poczyniong w niniejszej dysertacji obserwacje,
ze dotychczasowe badania oceniajgce stezenie IL-2 w surowicy i PMR pacjentow

z SM cechujg sie niejednorodnymi i czesto sprzecznymi wynikami, co z pewnoscig
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w duzej mierze wynika z ww. trudnosci, ktorym nalezy sprostac w celu uzyskania
wiarygodnych wynikdw metodg ELISA. Zwracajg tez uwage, ze stezenia IL-2 zardwno

w surowicy i PMR czesto znajdujg sie ponizej progu czutosci metody ELISA.

6.8.Dobor pacjentéw do grup RRMS-rzut i RRMS-remisja

W niniejszym badaniu w sktad grupy RRMS-rzut i RRMS-remisja wchodzag
odmienni pacjenci. Innymi stowy, nie bada sie stezenia cytokin w ptynach
biologicznych u tych samych pacjentow w czasie rzutu i remisji, lecz u innych,
niezaleznych oséb. Wiadomo, Ze 2z punktu widzenia uzyskania najbardziej
wiarygodnych  wynikow  korzystniejsze bytoby to pierwsze rozwigzanie
metodologiczne. Ot6z kazdy cztowiek cechuje sie osobliwym, charakterystycznym dla
siebie profilem uwalniania cytokin, na ktéry dodatkowo mogg wptywaé czynniki
egzogenne bgdz endogenne. Nie mozna nawet wykluczy¢ faktu, ze dany pacjent
w czasie rzutu bedzie cechowat sie podobnym profilem cytokin jak inna osoba w czasie
remisji. Niemniej jednak, rozwigzanie takie jest niemozliwe z etycznego puntu
widzenia. Wigzatoby sie bowiem z koniecznoscig wykonania naktucia ledzwiowego w
kazdego chorujgcego na SM pacjenta zaréwno w czasie rzutu i remisji. Procedure tg
wykona¢ mozna jedynie w przypadku istnienia $cisle okre$lonych wskazan
medycznych. Wskazania do powtdérnego nakilucia ledzwiowego u pacjenta
z rozpoznanym SM spotykane sg w praktyce klinicznej bardzo rzadko. Z tego wzgledu
taka metodologia badania nie zostataby zaakceptowana przez komisje bioetyczng.
Przegladajgc literature mozna dostrzec, ze inni autorzy réwniez mieli tg Swiadomos¢
| zastosowali metodologie identyczng jak w niniejszej pracy [257 - 260, 261, 280, 281].
Alternatywnie, mozna zaplanowac¢ badanie, w ktérym ci sami pacjenci bedg badani
w czasie rzutu i remisji, jednak pod warunkiem, ze badanym ptynem biologicznym nie
bedzie PMR.

6.9.Interpretacja wynikéw

Interpretacja uzyskanych wynikéw z pewnoscig nie jest zadaniem tatwym, gdyz
wptyneto na nie wiele wspomnianych w rozdziale 6.3 czynnikow.
Po pierwsze, w przedstawionej pracy bada sie pacjentéw we wczesnym okresie

od czasu rozpoznania SM. Jest to cecha réznigca to badanie od wielu wspomnianych
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w rozdziale 6.2. Wyniki swiadczg o tym, ze istotnie nieprawidtowa reakcja zapalna
bedgca odpowiedzig nieswoistg uktadu immunologicznego zachodzi juz we wczesnym
okresie patogenezy RRMS. Jest to reakcja, ktéra przebiega ze zwiekszeniem w PMR
stezenia prozapalnego TNF-a i zmniejszeniem stezenia przeciwzapalnego TGF-32.
Istotnie wyzsze wartosci indeksu TNF-a w obu grupach pacjentow z RRMS
w poréwnaniu z grupg kontrolng stanowig potwierdzenie, ze przyczyng wspomnianego
wzrostu stezenia tej cytokiny w PMR we wczesnym okresie RRMS jest jej intratekalna
synteza. Zmniejszenie w PMR stezenia TGF-B2 pacjentow we wczesnym RRMS
pozwala przypuszczac, ze czes¢ komdrkowa odpowiedzi immunologicznej odgrywa
réwniez pewng role na tym etapie, gdyz cytokina ta jest wytwarzana przez limfocyty
Treg. Z kolei istotny spadek jej stezenia w surowicy w grupie RRMS-rzut u pacjentow
ze wzmacniajgcymi sie po podaniu srodka kontrastowego ogniskami w MRI sugeruje
zmniejszenie liczby/aktywnosci tych komérek w okresach aktywnosci choroby takze
we krwi obwodowej. Sg to jednak wnioski posrednie, poniewaz udziatu odpowiedzi
komorkowej nie mozna wykazac¢ korzystajgc wytgcznie z metody ELISA. Uzyskane
wyniki przemawiajg za celowos$cig kontynuowania badan o tej tematyce, ktére oparte
bedg na duzych grupach pacjentéw i technikach badawczych takich jak cytometria
przeptywowa, tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)
oraz hybrydyzacja in situ. Wnioski z nich ptyngce mogg postuzy¢ do opracowania
nowych DMDs skutecznych we wczesnym okresie choroby, jak réwniez markeréow
tego okresu schorzenia.

Po drugie, w niniejszej pracy stosuje sie kryteria McDonalda 2017 [112], ktérych
wysoka czutos¢ w rozpoznawaniu SM jest szeroko dyskutowana na sSwiatowych
konferencjach poswieconych tej chorobie. Istniejg bowiem watpliwosci czy kryteria te
nie sg nadmiernie czute i nie pozwalajg rozpoznac¢ choroby na etapach, w ktérych
nasilenie nieprawidtowej reakcji immunologicznej jest jeszcze niewielkie. Wg kryteriow
McDonalda z 2010 r. [265] niektérzy sposrod pacjentéw wigczonych do badania
spetnialiby jedynie kryteria CIS, a nie SM. Tymczasem ci sami pacjenci witgczeni sg do
grupy RRMS-rzut, gdyz na podstawie aktualnie obowigzujgcych kryteriow McDonalda
2017 nalezy rozpoznac¢ u nich SM. Fakt ten przyczynia sie do wigczenia do projektu
pacjentow na wczesnym etapie immunopatogenezy SM, co moze uzasadniac
uzyskane wyniki.

Po trzecie, liczebnos$¢ grup w przedstawionej pracy jest stosunkowo nieduza.

Wynika ona z krétkiego okresu zbierania materiatu, restrykcyjnych kryteriow
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kwalifikacji pacjentéw do badania, oraz z faktu, ze kryteria McDonalda 2017 [112]
w chwili rozpoczecia badania byty stosowane od niedawna. Po zwiekszeniu
liczebnosci badanych grup wyniki oraz wnioski ptyngce z niego mogtyby by¢ nieco
inne. Dobrym tego przyktadem jest otrzymana wartoS€C p na granicy istotnosci
w przypadku analizy réznicy stezen TGF-2 w PMR w grupie RRMS-remisja i w grupie
kontrolnej. Jest bardzo prawdopodobne, Zze po zwiekszeniu liczebnosci grup badanych
wartos¢ p bytaby istotna, podobnie jak w przypadku poréwnania grup RRMS-rzut
I grupy kontrolnej. Ponadto, w przypadku wiekszych grup mozliwe bytoby
przeprowadzenie innych przydatnych analiz, jak np. porownanie wartosci stezen
cytokin i ich indekséw w zalezno$ci od obecnosci prgzkéw oligoklonalnych w PMR

w danej grupie badawczej.

6.10. Zalety i ograniczenia badania

Badanie bedgce przedmiotem niniejszej rozprawy jest potrzebne i rzuca $wiatto
na bardzo wazny i do tej pory mato poznany temat, jakim jest immunopatogeneza
wczesnego okresu RRMS. Poznanie jej moze w przyszto$ci umozliwi¢ opracowanie
DMDs skutecznych we wczesnym okresie choroby i zapobiegajgcych jej rozwojowi.
Ponadto, wnioski ptyngce z badania mogg przyczyni¢ sie do powstania nowych
markerow wczesnego okresu RRMS, np. mierzone w PMR stezenie TNF-a czy TGF-
B2. Nalezy tez nadmienic, ze praca ta dostarcza pewnych wnioskéw dotyczgcych roli
cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych, oraz posrednio limfocytow Treg w tym
waznym okresie immunopatogenezy SM. Wazng jej zaletg jest zastosowanie Scistego,
restrykcyjnego kryterium czasowego wczesnego okresu SM, ktére, jak wspomniano,
nie zostato do tej pory zdefiniowane w literaturze i cechuje sie znaczng rozbieznoscia.
Zapobiega ono wigczeniu do projektu pacjentow chorujgcych juz dtugo oraz tych,
ktérzy prezentujg juz pewne objawy, jednak nie spetniajg jeszcze kryteriow
rozpoznania SM. Do tej pory przeprowadzono mato badan oceniajgcych stezenia
cytokin w ptynach ustrojowych pacjentéw w tak wczesnym okresie tego schorzenia.
Innym waznym atutem jest oparcie na najnowszych, aktualnie obowigzujgcych
kryteriach rozpoznania SM, czyli kryteriach McDonalda 2017 [112]. Nie ma
w literaturze badan podobnych do tego i rowniez opartych na najnowszych kryteriach
rozpoznania choroby. Biorgc pod uwage jak wiele te kryteria zmienity w procesie

diagnostycznym SM i jak zwiekszyta sie po ich wdrozeniu liczba rozpoznan SM,
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wnioski ptyngce z badan uwzgledniajgcych ich wczesniejsze wersje sg nieaktualne.
Prezentowane badanie jest jednym z nielicznych badajgcych zaleznos¢ stezen
omawianych cytokin w surowicy i PMR od cech aktywnosci RRMS w MRI [269, 270].
Praca wyroznia sie tez precyzyjnym doborem badanych cytokin i oceng ich indeksow.
Dobor cytokin powigzany jest z rolg limfocytow Treg, ktorych udziat w patogenezie
choroby jest obecnie przedmiotem szerokich dyskusji. Dzieki temu badanie bedace
przedmiotem niniejsze] dysertacji otwiera drzwi dla nastepnych projektow
z wykorzystaniem kolejnych technik badawczych.

Przedstawione badanie ma tez kilka ograniczen. Jednym z nich jest stosunkowo
niewielka liczebnos¢ badanych grup, co doktadnie oméwiono w rozdziale 6.9. Ponadto,
niektére pomiary wykazujg wartosci stezen ponizej progu oznaczalnosci metody
ELISA. Wynika to ze wspomnianych w rozdziale 6.7 trudnosci zwigzanych z samg
technikg ELISA oraz z faktu znacznej nietrwatosci cytokin. W badaniu uzyskano
jedynie posrednie wnioski dotyczgce odpowiedzi komérkowej (limfocyty Treg) we
wczesnym okresie RRMS. Planowane sg dalsze badania z uzyciem cytometrii

przeptywowej, PCR oraz hybrydyzacji in situ.

7. Wnioski konhcowe

e Nieswoista odpowiedz ukfadu immunologicznego w  postaci
nieprawidtowej reakcji zapalnej zachodzi juz we wczesnym okresie
patogenezy RRMS. Obejmuje ona intratekalng produkcje prozapalnego
TNF-a i zmniejszenie wytwarzania przeciwzapalnego TGF-2.

e Czesc¢ komorkowa odpowiedzi immunologicznej (limfocyty Treg) rowniez
wydaje sie odgrywac role w patogenezie wczesnego RRMS zaréwno
w PMR i krwi obwodowej, zwtaszcza w okresach aktywnosci choroby.

e Uzyskane wyniki przemawiajg za celowoscig kontynuowania badan o tej
tematyce, ktére oparte bedg na duzych grupach pacjentéw i technikach
badawczych takich jak cytometria przeptywowa, PCR oraz hybrydyzacja
in situ. Wnioski z nich ptyngce mogg postuzy¢é do opracowania nowych
DMDs skutecznych we wczesnym okresie choroby, jak rowniez markeréw

tego okresu schorzenia.

106



Streszczenie w jezyku polskim

Tytut: Analiza stezen wybranych cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych
w surowicy i ptynie mézgowo - rdzeniowym we wczesnym okresie postaci rzutowo-

remisyjnej stwardnienia rozsianego

Stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex, SM) jest przewlekta, zapalno-
demielinizacyjng chorobg osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Na jej patogeneze
sktada sie nieprawidtowa reakcja uktadu immunologicznego oraz neurodegeneracja.
Znaczgca role w regulacji procesu zapalnego w przebiegu SM odgrywajg cytokiny.
Szczegodlnie stabo poznanym zagadnieniem jest immunopatogeneza wczesnego
okresu schorzenia. Poza tym coraz czes$ciej podkresla sie i bada role limfocytow T
regulatorowych (Treg) i wytwarzanych przez nie cytokin w immunopatogenezie SM.
W dotychczasowych badaniach mierzono stezenia cytokin w surowicy i ptynie
mozgowo-rdzeniowym (PMR) w réznych postaciach i okresach choroby. Brakuje
jednak takich danych w odniesieniu do wczesnego okresu postaci rzutowo-remisyjnej
SM (ang. relapsing — remitting multiple sclerosis, RRMS) i kryteriow McDonalda 2017.

Celem pracy byta analiza stezeh w surowicy i PMR cytokin prozapalnych (IL-2
oraz TNF-a) oraz przeciwzapalnych wytwarzanych przez limfocyty Treg (IL-10 i TGF-
B2) we wczesnym okresie RRMS na podstawie kryteriow McDonalda 2017.

Badanie uwzgledniato trzy grupy pacjentéw: osoby we wczesnym okresie RRMS
w czasie rzutu (n = 18), osoby we wczesnym okresie RRMS w czasie remisji (n = 14)
oraz grupe kontrolng sktadajgcag sie z osob, u ktérych wykluczono choroby zapalne
uktadu nerwowego (n = 20). Rozpoznanie SM stawiano w oparciu o Kryteria
McDonalda 2017 w okresie do 1 roku przed witgczeniem do badania. U kazdego
pacjenta przeprowadzono badanie neurologiczne, neuroobrazowe z oceng aktywnosci
choroby oraz pobrano krew i PMR zgodnie ze wskazaniami medycznymi. Badane
probki przechowywane byty w temperaturze -80°C. Pomiaru stezen cytokin dokonano
za pomocg testu ELISA (ang. enzyme — linked immunosorbent assay) w wersji
kanapkowej. Obliczono indeksy poszczegdlnych cytokin.

Stezenia TNF-a w PMR zaréwno w czasie rzutu i remisji byty istotnie wyzsze

w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej (p < 0,01). Stezenia TGF-2 w PMR
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w czasie rzutu byly istotnie nizsze w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej (p =
0,01). Nie wykazano statystycznie istotnej roznicy w zakresie stezen cytokin
w surowicy. W grupie RRMS-rzut stwierdzono istotnie nizsze stezenia TGF-B2
W surowicy u pacjentdw z cechami aktywnosci choroby w badaniu neuroobrazowym.
Wartosci indeksow TNF-a byly istotnie wyzsze w grupie RRMS-rzut. Stezenia
badanych czgsteczek w surowicy i PMR nie korelowaty z warto$ciami indeksu IgG
i czasem trwania rzutu w badanych grupach. Stezenia IL-2 w surowicy i PMR, oraz IL-
10 w PMR byty w wiekszosci przypadkow ponizej progu czuto$ci metody ELISA.
Badanie pozwala przypuszczac, ze nieprawidtowa reakcja zapalnha zachodzi juz
we wczesnym okresie patogenezy RRMS. Wigze sie ona z intratekalng syntezg
prozapalnego TNF-a i zmniejszeniem produkcji przeciwzapalnego TGF-B2. Wazng
role wydaje sie tez odgrywac¢ odpowiedz komorkowa, a doktadnie limfocyty Treg.
Istnieje zapotrzebowanie na badania oparte na duzych grupach, z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej, tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain

reaction, PCR) oraz hybrydyzacji in situ.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Title: The analysis of serum and cerebrospinal fluid concentrations of selected
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines in early relapsing — remitting multiple

sclerosis

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, inflammatory, demyelinating disorder of the
central nervous system (CNS). Its pathogenesis includes inappropriate immune
response and neurodegeneration. The severity of inflammation is regulated by
cytokines. Particularly the immunopathogenesis of early MS is an insufficiently
understood topic. What is more, the role of T regulatory (Treg) cells and associated
cytokines is one of the most widely discussed topics regarding the
immunopathogenesis of MS. To date, cytokines concentrations have been assessed
in serum and cerebrospinal fluid (CSF) in various forms and phases of the disease.
However, such data regarding early relapsing — remitting multiple sclerosis (RRMS)
and the 2017 McDonald criteria are lacking.

The aim of the study was the analysis of serum and CSF concentrations of
proinflammatory (IL-2 and TNF-a) and anti-inflammatory cytokines produced by Treg
cells (IL-10 and TGF-B2) in early RRMS according to the 2017 McDonald criteria.

The study included 3 groups: early RRMS patients during relapse (n = 18), early
RRMS patients during remission (n = 14) and control group comprised of individuals
without any neuroinflammatory disorders. The MS diagnosis was established
according to the 2017 McDonald criteria within a year before the enrollment to the
study. In each patient the neurological examination, blood and CSF collection as well
as neuroimaging with the disease activity assessment were performed. The material
was stored in -80°C. The measurement of cytokines levels was performed using the
enzyme — linked immunosorbent assay (ELISA) method (sandwich version). The
cytokines indexes were calculated.

Significantly higher CSF concentrations of TNF-a in both RRMS - relapse and
RRMS - remission group were found compared with controls (p < 0,01). The CSF
levels of TGF-B2 in the RRMS — relapse group were significantly lower compared with
the control group (p = 0,01). No significant differences in cytokines serum levels were
seen. In the RRMS - relapse group the serum TGF-B2 levels were significantly lower

in patients with active disease in neuroimaging. The values of TNF-a index were
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significantly higher in the RRMS — relapse group. Serum as well as CSF cytokines
levels did not correlate with IgG index values and the relapse duration. Serum as well
as CSF levels of IL-2 and CSF IL-10 concentrations were below the ELISA sensitivity
threshold in majority of cases.

Our study allows to suspect that an inappropriate inflammatory response occurs
in early RRMS. It includes the intrathecal synthesis of proinflammatory TNF-a and
decrease in anti-inflammatory TGF-B2 release. The cellular component of this
response (especially Treg cells) also seems to play a significant role. There is a strong
need for further studies based on large groups, using flow cytometry, polymerase chain
reaction (PCR) and in situ hybridization.
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Uchwata nr 677/17
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dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawie ob cywllne} xpnn.wm i hnllacul Klinicznego w zwiqzku I prowadzeniem badania klinicznego
wyrobiw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Rej Wyrobéw Med i Produktow Biobdjezych (Dz.U. 2011
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Udzialem Ludz oraz preepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 22 czerwca 2017 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badar naukowych.

Kierownik projektu (promotor):
prof. dr hab. Jacek Losy

Miejsce prowadzenia badan:

Zaktad Neuroimmunologii Klinicznej Katedry Neurologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Tomasz Grzegorski

Temat badan:

»Analiza stezen wybranych cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych w
surowicy i pfynie mézgowo rdzeniowym u pacjentow z klinicznie
izolowanym zespofem (CIS)”.

Komisja wydata uchwate o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Zastepca

Przewodniczqcego Komiisji’
L 2t

of. dr hab. Janusz Wisniewski
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Ustawy z dnia 5 gradnia 1996 r. n zwodach Ielmml i Iekurw dentysty (t.j. Dz U. 7 2018 r., poz. 617 z péin. zm.); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie h zasad iu oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. z 1999 r., Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001 r.
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Kierownik projektu (promotor): prof. dr hab. Jacek Losy

Miejsce prowadzenia badan:
Zakfad Neuroimmunologii Klinicznej Katedry Neurologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Tomasz Grzegorski

Temat badan:

»Analiza stezen wybranych cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych w
surowicy i ptynie mézgowo rdzeniowym u pacjentéw z postacig rzutowo-
remisyjna stwardnienia rozsianego w fazie wczesnej”.

Komisja podjeta Uchwatle o pozytywnym zaopiniowaniu poprawek wprowadzonych
do protokotu powyiszego badania, polegajgcych na wigczeniu do badania trzech
grup badanych oraz przeredagowaniu tematu na powyiszy, zgodnie z Aneksem nr 1 7
dnia 10.01.2019r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 677/17 z dnia 22.06.2017r.
Metodyka badania pozostaje bez zmian.

Do dokumentacji badania dolgczono Formularz informacji i zgody pacjenta nr 2 g
dnia 18.12.2018r., oswiadczenie dotyczgce przetwarzania danych osobowych nr 2 z
dnia 18.12.2018, oswiadczenie dot. przyjecia warunkow ubezpieczenia nr 2 z dnia
18.12.2018r. oraz zobowigzanie do uzyskania zgody pacjenta na udzial w badaniu
nr 2 z dnia 18.12.2018r.

Przewodniczgcy Komisji

SIS e

prof. zw. dr hab. med. Pawel Chgciriski
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Charakterystyka pacjentéw ze stezeniem IL-2 w surowicy powyzej progu czutosci metody ELISA

Zalacznik nr 1

LP. | Grupa | Prec | wiek Gbraz Kliniczny Rzut Choroby Przyjmowane | Odchyleniaw badaniu | Indeks oIigP;?:IgLal Stezenie IL-2 [pg/ml] Indeks | Aktywnos$éw
[dni] przewlekte leki neurologicznym 19G new PMR | w surowicy W PMR IL-2 MR
1 RRMS- K 31 | Wstepujace parestezje 7 Bez chorodb Bez lekow na Niedowtad konczyn 0,99 Obecne 0,07 Ponizej progu czutosci | Brak Tak
rzut i niedowfad kohczyn przewlekiych state dolnych, wzmozone metody ELISA danych*
dolnych odruchy kolanowe, ciete
zaburzenia czucia
2 RRMS- K 19 Obwodowe porazenie 21 Bez chordb Bez lekéw na Obwodowe porazenie 0,94 Obecne 0,40 Ponizej progu czutosci | Brak Nie
rzut lewego nerwu VII. Od przewlekiych state lewego nerwu VII, metody ELISA danych*
okoto roku ostabienie, dysdiadochokineza
bdle gtowy, zaburzenia lewostronna, niedoczulica
réwnowagi lewostronna
3 RRMS- K 25 Zaburzenia czucia 3 Migrenowe béle | Bez lekéw na Zaburzenia czucia 0,61 Obecne 0,10 Ponizej progu czutosci | Brak Nie
rzut glowy state metody ELISA danych*
4 RRMS- K 29 Pozagatkowe Nie Bez choréb Bez lekéw na Zaburzenia widzenia oka 0,57 Nieobeche 0,18 Ponizej progu czutosci | Brak Brak danych
remisja zapalenie nerwu dotyczy | przewlekiych state lewego metody ELISA danych* | (brak aktualnego
wzrokowego oka badania MRI)
lewego w wywiadzie
5 RRMS- M 27 W wywiadzie epizod Nie Bez choréb Bez lekéw na Bez odchylen 0,72 Obecne 0,36 Ponizej progu czutosci | Brak Nie
remisja zaburzen mowy dotyczy | przewlekiych state metody ELISA danych*
6 RRMS- K 24 W wywiadzie epizod Nie Bez choréb Bez lekéw na Bez odchylen 0,76 Obecne 0,22 Ponizej progu czutosci | Brak Tak
remisja niedowtadu i parestezji dotyczy | przewlekiych state metody ELISA danych*
konczyn dolnych
7 RRMS- K 38 W wywiadzie Nie Bez choréb Bez lekéw na Bez odchylen 1,2 Obecne 0,06 Ponizej progu czutosci | Brak Nie
remisja pozagatkowe zapalenie | dotyczy | przewleklych state metody ELISA danych*
nerwu wzrokowego
lewego
8 Grupa M 22 Bal gtowy Nie Nadcisnienie Telmisartan, Bez odchylen 1,31 Nieobeche 0,04 Ponizej progu czutosci | Brak Nie dotyczy
kontrolna dotyczy | tetnicze lacydypina, metody ELISA danych*
indapamid
9 Grupa K 38 Bol gtowy Nie Bez choréb Bez lekéw na Bez odchylen 0,73 Nieobeche 0,04 Ponizej progu czutosci | Brak Nie dotyczy
kontrolna dotyczy | przewlekiych state metody ELISA danych*
10 | Grupa K 34 Zmiany Nie Bez choréb Bez lekéw na Bez odchylen 0,68 Nieobecne 0,15 Ponizej progu czutosci | Brak Nie dotyczy
kontrolna hiperintensywne OUN, dotyczy | przewlekiych state metody ELISA danych*
bole glowy
11 | Grupa M 52 Podejrzenie procesu Nie Operacja Bez lekéw na Bez odchylen 0,5 Nieobecne 0,09 0,01 10,35 Nie dotyczy
kontrolna demielinizacyjnego dotyczy | dyskopatii L-S w | state
wywiadzie
12 | Grupa K 48 Bol gtowy Nie Migrena, Bez lekow na Bez odchylen 0,57 Nieobecne 0,07 Ponizej progu czutosci | Brak Nie dotyczy
kontrolna dotyczy | hiperprolaktyne- | state metody ELISA danych*
mia
13 | Grupa K 18 Parestezje lewej Nie Bez chorob Antykoncepcja | Bez odchylen 0,53 Nieobecne 0,06 Ponizej progu czutosci | Brak Nie dotyczy
kontrolna konczyny gornej dotyczy | przewlekiych hormonalna metody ELISA danych*
14 | Grupa K 26 | Zmiany Nie Zaburzenia Lewetiracetam | Bez odchylen 0,49 Nieobecne 0,27 0,04 33,99 Nie dotyczy
kontrolna hiperintensywne OUN dotyczy | lekowe
K — kobieta

M — mezczyzna

* Stezenie w PMR ponizej progu czutosci metody ELISA




A. Charakterystyka pacjentéw ze stezeniem IL-2 w PMR powyzej progu czutosci metody ELISA

Zalacznik nr 2

. . . Prazki Stezenie IL-2 [pg/ml] .
L.P. Grupa Pte¢ | Wiek Obraz kliniczny I[?dznui; Sﬁe?nrlfebk);e Przyjlrgl(()iwane Odﬁgﬁlreo%a \i’\é;nadrﬁmu InldeCI;s oligoklonal Indeks IL-2 Aktyvl\v/InRosc w
P 9 y 9 -new PMR [ w surowicy w PMR
1 Grupa M 52 Podejrzenie procesu Nie Operacja Bez lekow na Bez odchylen 0,5 Nieobecnhe 0,09 0,01 10,35 Nie dotyczy
kontrolna demielinizacyjnego dotyczy | dyskopatii L- | state
Sw
wywiadzie
2 Grupa K 26 Zmiany Nie Zaburzenia Lewetiracetam | Bez odchylen 0,49 Nieobeche 0,27 0,04 33,99 Nie dotyczy
kontrolna hiperintensywne OUN dotyczy | lekowe
K — kobieta
M — mezczyzna
B. Charakterystyka pacjentow ze stezeniem IL-10 w PMR powyzej progu czutosci metody ELISA
. . : Prazki Stezenie IL-10 [pg/ml] s
L.P. Grupa Pte¢ | Wiek Obraz kliniczny [%Znui; pcr::ec:nr/?ebk%e Przyjlrglc()iwane Odzgﬁlg}%\i’\é;@ﬁmu Inl(;(é(s oligoklonal Indeks IL-10 Aktyvl\\//ln;sc w
-new PMR W surowicy w PMR
1 RRMS-rzut K 34 Zaburzenia réwnowagi, 2 Bez choréb Bez lekow na Drzenie zamiarowe lewej 1,38 Obecne 0,08 0,02 49,92 Tak
ostabienie czucia w przewleklych | state konczyny goérnej,
obrebie lewej konczyny obustronnie polikloniczny
dolnej odruch skokowy. Chéd
tandemowy niemozliwy.
2 RRMS-rzut K 37 Pozagatkowe 7 Bez choréb Bez lekow na Ostabienie ostrosci wzroku 0,59 Obecne 0,08 0,01 23,41 Nie
zapalenie nerwu przewleklych | state oka lewego
wzrokowego oka
lewego
3 RRMS-rzut K 19 Obwodowe porazenie 21 Bez choréb Bez lekow na Obwodowe porazenie 0,94 Obecne 0,18 0,18 270,83 Nie
n VIl po stronie lewe;. przewleklych | state lewego nerwu VI
Od okoto roku dysdiadochokineza
ostabienie, bole gtowy, lewostronna, niedoczulica
zaburzenia rownowagi lewostronna
4 RRMS- K 41 Parestezje prawej Nie Bez choréb Bez lekow na Niedowtad konczyn prawych 1,14 Obecne 0,09 0,16 582,28 Nie
remisja potowy twarzy, dotyczy | przewleklych | state
niedowtad konczyn
prawych, zaburzenia
widzenia okiem
prawym
K — kobieta

M — mezczyzna




