Magdalena Telec

Znaczenie krazacych limfocytow T regulatorowych, komdérek NK
oraz niekonwencjonalnych limfocytow T

w klinicznym przebiegu udaru mozgu

Rozprawa na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. n. med. Maria Lukasik
Promotor pomocniczy: dr n. biol. Magdalena Frydrychowicz

Kolegium Nauk Medycznych
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Poznan, 2021



Sktadam serdeczne podziekowania Pani Promotor, Marii Lukasik za nadzor naukowy,
nieustajgcqg motywacje i nieoceniony wktad w powstanie tej pracy.

Pragne podziekowac¢ Panu Profesorowi Grzegorzowi Dworackiemu oraz Pani Doktor
Magdalenie Frydrychowicz za pomoc w realizacji czesci doswiadczalnej.

Szczegolne podzigkowania pragne ztozyé Panu Profesorowi Radostawowi
Kazmierskiemu za nadzor nad realizacjq kliniczng projektu oraz catemu Zespotowi Kliniki
Neurologii i Chorob Naczyniowych Uktadu Nerwowego za zaangazowanie w jego realizacje.

Moim Bliskim dziekuje za wsparcie.



SPIS TRESCI

) ) 5
1.1 WPIOWAAZENIE. .......cceieeiieiiiii e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e an e e eenenns 5
1.2 Uklad odpornosciowy a oSrodkowy uklad nerwowy ................ccoevviiiiiiiiiiiiinnnnnns. 5

1.2.1 Elementy ukladu odpornosciowego w osrodkowym ukladzie nerwowym........ 6
1.2.2 Nadzér immunologiczny oSrodkowego ukladu nerwowego ............................ 7
1.3 Immunologiczne aspekty UdarU.............coouiviiiiiiiiiiiiii e 8
1.3.1 Wrodzona odpowiedz immunologiczna w udarze...................ccccvvuiiinenenennens 8
1.3.2 Nabyta odpowiedz immunologiczna w udarze......................cooevveemiiineneennn.. 12
1.3.3. Czasowa sekwencja zjawisk immunologicznych po udarze.......................... 21

1.3.4 Aktywacja ukladu autonomicznego: wspoétczulnego oraz przywspoélczulnego 25

1.3.5 Infekcja zwigzana z udarem jako poudarowa depresja ukladu

OAPOTNOSCIOWEEZO ......ceeeiiiii ettt e e e e 26

2. CEL PRAQCY .o 29
3. MATERIAL IMETODY ...coooiiiiiiiiiiii 30
3.1. Kryteria kwalifikacji do badania.....................ccccoiiii e, 30
3.0.1. Grupa chorych ..o - 30
3.0.2. Grupa Kontrolna ............cooooiiiiiiiiiii e 32

3.2 Metody DAdAWCEZE ........ccceeieiiiiiii ettt e e 33
3.2.1 Ocena KIHNICZNA .......ccooieiiiiieeeeeeeeeeee e 34
3.2.2 Ocena Klniczna SAL ...........oooiiiiiiiiiii e 38
3.2.3 Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytéw i komérek NK .................. 38

3.3 Analiza StatyStYCZINA .........ccouiiiiiiii e 48

Ao WYINIKI oo 49
4.1 Grupa badana .............oiiiiiiiiiiiii e 49
4.2 Grupa Kontrolna..............coooiiiiiiiiiii e 50
4.3 Charakterystyka badanych populacji.............ccooooeiiiiiiiiiiiii e, 51
4.4 Analiza morfologii kKrwi obwodowej ...............ccooviiiiiiiiiiiiii e 54

4.4.1 Ocena iloSciowa badanych subpopulacji limfocytéw T (Treg, Tyd, iNKT),
komoérek NK oraz limfocytow CD4" i limfocytow CDS8" ................c.oeenene.. 57

4.5 Analiza stanu klinicznego chorych z uwzglednieniem infekcji zwiazanej z udarem

4.7 Ocena zwigzku pomiedzy wykladnikami laboratoryjnymi stanu zapalnego a
parametrami badanych subpopulacji limfocytow.....................oooeeiiiinnnnnnnn. 70

3



4.7.1 Zwiazek miedzy CRP a parametrami Treg.................ccoovviiiiiiiiiiiiiiinennene, 70

4.7.2 Zwiazek miedzy CRP a limfocytami CD4" i CD8" ..................ccooeiiiiienne, 71
4.8 Zwiazek miedzy stanem klinicznym ocenianym w skali NIHSS, SSS i mRS a

badanymi parametrami wybranych subpopulacji limfocytéw..................... 71
4.8.1 LIMFOCYLY TIeE .. .coeeeeiiiiii et e e e e e s 71
4.8.2 LimfOCYLY TYO .....n e e e a e e 72
4.8.3 Limfocyty iNKT .......cooooiiiiiiiii i e e e e e 73
4.8.4 KomoOrki NK .......coooiiiiiiiiii e e 73
4.8.5 Limfocyty CD4 i CD8 .........ooiviiiiee e 74

4.9 Ocena iloSciowa badanych parametréw subpopulacji limfocytow z
uwzglednieniem leczenia trombolitycznego..................ccccevviiiiiiniiiennnnnn, 74

4.10 Analiza parametréw badanych subpopulacji limfocytéw z uwzglednieniem

klasyfikacji udaru oraz czynnik6w ryzyka udaru niedokrwiennego............. 75

4.10.1 NadciSnienie tetniCZe. ..............ccoeviiiiiiiiiiie e 75

0 U O 114 2 F S PU 76
4.10.3 Choroba niedoKrwienna Serca...............ooeeviveeumimiiiiieeeeieeeeiiis e eeeeeeeeninaans 78
4.10.4 Przebyty udar niedoKrwienny ..............cccoooeiiiiiiiriiiiiiiiie e 78

S DY SKUST A L 80
5.1 OGraniCZenia PIACY.......ccoceeeiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeti e e e eeeeeeeeetaaa e eeeeeeeeeassaasaeaeeeeenens 98

0. WINTOSKI ... et ettt e e e e et e e e e e et e e e e e e et e e eaaaaean s 99
ToSPIS RYCIN ... 100
B8 SPIS TABEL ... 103
9. WYKAZ SKROTOW ..ottt 104
10.BIBLIOGRAFTA ...ttt as e sennsnsn e snsnnnnnnnnns 108
11.ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ .......oooiiiiiiiiiiiiiiieieieieeeeeeieeeeeeeenennenensnnnnnnnnnes 121
12. STRESZICZENIE ..ottt essesnsenennnnsnnnnnnnnnnnnnes 122
13. SUMMARY ...ttt ettt es e e ensnsnsssnnnnnsnnnnnnnnnnnnne 124



1.WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Udar niedokrwienny moézgu jest jedng z wiodacych przyczyn $mierci oraz
niepelnosprawno$ci o0séb dorostych na $wiecie [1]. Pomimo ogromnego postgpu w
rozumieniu patofizjologii udaru oraz wdrozenia terapii wewnatrznaczyniowych jak
tromboliza czy trombektomia, nadal pozytywne efekty uzyskuje sie¢ w stosunkowo
niewielkiej grupie chorych. Dodatkowo dostgpne metody terapeutyczne ograniczone s3a do
pierwszych godzin od poczatku objawéw udaru. Powoduje to konieczno$¢ wnikliwej analizy

wszelkich aspektow udaru mozgu, celem poszukiwania nowych metod terapeutycznych.

Przenikanie si¢ uktadu immunologicznego oraz osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) stanowi patogenez¢ wielu chordb neurologicznych, zaréwno przewlektych jak i
ostrych [2]. Jest juz pewnikiem, ze uktad odpornosciowy odgrywa kluczowa role w procesie
patofizjologicznym udaru niedokrwiennego [3]. Stad mechanizmy immunologiczne zwigzane
z udarem niedokrwiennym sg przedmiotem ozywionych badan z uwagi na ich udzial w
ostatecznym rezultacie udaru mézgu oraz potencjalny nowy kierunek rozwoju mozliwosci

terapeutycznych [4].
1.2 Uklad odpornos$ciowy a osrodkowy uklad nerwowy

Przez wiele lat OUN uwazany byt za immunologicznie uprzywilejowany, a u podtoza
przekonania lezata teza o immunologicznej izolacji antygendéw z nim zwigzanych, obecnos¢
bariery krew-mdzg oraz ograniczona tolerancja proceséOw zapalnych, wynikajaca z braku
wolnej przestrzeni na tworzacy si¢ w trakcie zapalenia obrzgk z towarzyszaca kumulacja
komorek i1 pltyndw, niekorzystnego efektu promowania szybkiej $mierci uszkodzonych
komorek czy dysfunkcji poznawczo-ruchowych zwigzanych zarowno z zapaleniem jak i
procesem gojenia [5,6]. Zaden z etapdw procesu zapalnego, wlacznie z naprawczym, nie
jest korzystny dla komorek neuronalnych. Stad fizjologicznie, w stanie spoczynku, w
parenchymie OUN znajduje si¢ znikoma liczba limfocytow, a mozliwo$ci prezentacji
antygenu, w porownaniu do innych narzagdoéw, rowniez wydaja si¢ niewielkie. Nie zachodzi
tez — w odroznieniu od organdw obwodowych - bardzo szybka odpowiedZ na obecnosé¢
patogendéw w postaci infiltracji parenchymy przez komoérki mielomonocytarne. Zaktadano, ze
w procesie zapalnym w OUN kluczowe znaczenie mogg mie¢ opony mozgowe, w ktorych

lokujg si¢ liczne populacje komorek, ptyn moézgowo-rdzeniowy (PMR) oraz plyn
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migedzykomorkowy. Jednak z czasem zaczgly pojawiac si¢ doniesienia o btednym zatozeniu
niezaleznos$ci uktadu odpornosciowego i osrodkowego uktadu nerwowego [7,8], prace na
temat ich wzajemnego przenikania si¢ [9,10], a w koncu — dowody na ich $cista interakcje

[5,11-13].
1.2.1 Elementy ukladu odpornosciowego w osSrodkowym ukladzie nerwowym
1.2.1.1 Odpowiedz wrodzona

Reprezentantami wrodzonej odpowiedzi immunologicznej s3a rezydujace w
parenchymie, a pochodzace ze szpiku kostnego, komorki mikrogleju [2]. Od wczesnych
etapéw embriogenezy lokalizujg si¢ one w OUN, pozostajac pod ostong bariery krew-mozg
[14]. Ich liczebnos$¢ zwigksza si¢ poprzez proliferacje stymulowang lokalnymi prekursorami,
juz bez udzialu szpiku [15,16]. Makrofagi stanowig obok mikrogleju drugi typ komorek
pochodzacych ze szpiku i obecnych w OUN zdrowego czlowieka. Wielko$¢ populacji
makrofagbw w OUN jest utrzymywana przede wszystkim dzigki stalemu naptywowi
monocytéow z krwi [15-17]. Monocyty znajduja si¢ takze w PMR, stanowia 1-5% jego sktadu
komoérkowego i az 75% z nich pozostaje w stanie aktywacji [18]. Fizjologicznie makrofagi i
mikroglej wystepuja w ograniczonej liczbie, natomiast w sytuacji zachwiania homeostazy,
poprzez urazy czy choroby, w tym udar niedokrwienny, komorki te zaczynaja z jednej strony
proliferowac, a z drugiej przyciagac¢ i wspiera¢ infiltracje komorek naptywajacych z krwig z
obwodu [19,20]. Makrofagi zlokalizowane w przestrzeniach okotonaczyniowych sa
odpowiedzialne za restymulacj¢ limfocytow po ich wynaczynieniu oraz umozliwiajg im
wniknigcie do parenchymy [15-17]. W OUN obecne sg rowniez komorki tuczne, typowo

Zwigzane z oponami oraz przestrzeniami okotonaczyniowymi [5].
1.2.1.2 Odpowiedz nabyta

Gléwnymi reprezentantami odpowiedzi nabytej w OUN sg limfocyty obecne w PMR,
cho¢ w porownaniu do sktadu ilosciowego innych jatowych ptynow ustrojowych ich liczba
jest niewielka. W przewazajacej wigkszosci sg to limfocyty T [21]. Proporcje limfocytéw T
CD4" do limfocytow T CD8" w PMR wynosza 3,5:1, a cze$¢ z nich stanowig komérki
pamigci [21,22]. Limfocyty T kraza w PMR zdrowego czlowieka, stanowia ok. 60%
leukocytéw PMR, stale inwigiluja OUN i wnikaja do niego w wigkszej liczbie, w sytuacji
toczacego si¢ w nim zapalenia [23,24]. Pozostate komorki uktadu immunologicznego obecne

w PMR to limfocyty B, stanowigce mniej niz 1% jego sktadu komoérkowego [5]. Innymi
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reprezentantami odpowiedzi nabytej w OUN sg komorki pochodzenia szpikowego,
wykazujgce ekspresje markeréw charakterystycznych dla komorek dendrytycznych
znajdujace si¢ w roznych przedziatach OUN, wiacznie z parenchyma. Ponadto sploty
naczynidéwkowe, komory oraz opony mézgowe zawieraja komoérki przypominajace komorki
plazmatyczne, ktére potencjalnie mogg przemieszcza¢ si¢ 1 kontaktowaé z glebokimi

szyjnymi weztami chtonnymi (ang.: deep cervical lymph nodes, DCLN) [25,26].
1.2.2 Nadzo6r immunologiczny osrodkowego ukladu nerwowego

Wraz z hipotezg o stalej inwigilacji osrodkowego uktadu nerwowego przez komorki
uktadu odpornosciowego, pojawity si¢ pytania o ogniwo taczace OUN z nabyta odpowiedzig
immunologiczng 1 zjawiskiem prezentacji antygenu. W komunikacji ,,z wnetrza-na zewnatrz”
brana jest pod uwage m.in. rola makrofagdw opon mozgowo-rdzeniowych, ktore dzigki
ekspresji receptora dla chemokiny 7 (CCR7) wykazuja zdolno$¢ migracji do okolicznych
weztow chtonnych i1 prezentacji mielinowych antygendéw tamtejszym limfocytom T pamigci
lub dziewiczym [5]. Z kolei, wydaje si¢, ze w komunikacji ,,z zewnatrz — do wnetrza” pewna
role w nadzorze immunologicznym OUN odgrywa selektyna P oraz chemokina CCR6,
promujace przemieszczenie obwodowych limfocytow T do PMR oraz do przestrzeni
podpajeczynowkowej. Istotne znaczenie ma takze integryna VLA-4 (04) (ang.: very late
integrin-4) wystepujaca na limfocytach i monocytach, ktora taczac si¢ z czasteczka adhezji
komoérek naczyn 1 (ang.: vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) umozliwia

komoérkom uktadu leukocytarnego przekroczenie bariery krew-mozg [5].

Powyzsze hipotezy zaktadaja, ze w odpowiedz na procesy zapalne toczace si¢ w OUN
sg zaangazowane przede wszystkim komorki ukladu immunologicznego spoza tego
przedzialu. W zwigzku z coraz czgstszymi doniesieniami o udziale komodrek odpowiedzi
nabytej w poczatkowych fazach wielu stanow patologicznych w OUN, pojawity si¢ pytania o
potencjalnych lokalnych mediatoréw tej interakcji i o wyjasnienie mechanizméw, ktére nimi
rzadza. Kolejnym krokiem w ich rozumieniu byto odkrycie uktadu glejowo-limfatycznego
(glimfatycznego) przypominajacego uklad chionny. Umozliwia on przeptyw PMR z
przestrzeni podpajeczej poprzez przestrzenie okolonaczyniowe wokot tetnic opony migkkiej
(przestrzenie Virchowa-Robina) i dalej poprzez btone podstawng komorek glejowych i
wypustki astrogleju. Nastepnie PMR osigga przedzial parenchymalny, gdzie miesza si¢ z
ptynem migdzykomérkowym. Przej$cie mieszaniny ptyndw przez astrocyty utatwiaja kanaty

wodne akwaporyny 4 (AQP4). W obrebie struktur §rodmigzszowych plyn rozchodzi si¢
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przestrzeniami zewnatrzkomorkowymi w kierunku zylnych przestrzeni okotonaczyniowych 1
przestrzeni okotonerwowych i opuszcza OUN sptywajac do weztéw chtonnych szyi wzdhuz
opuszki wegchowej czy pochewek nerwdw czaszkowych oraz rdzeniowych, droga naczyn
limfatycznych opon, a takze poprzez ziarnistosci pajeczynowki [27,28]. System ten stwarza
przestrzen do drenazu PMR oraz sptywu komoérek uktadu immunologicznego do DCLN [29].
Poznanie tego zjawiska moze by¢ kluczowe dla opisania powigzan miedzy OUN a ukladem
immunologicznym 1 moze implikowa¢ zrozumienie innych zjawisk zachodzacych w
przestrzeni dotad uznawanej za immunologicznie izolowang. Wydaje si¢, ze immunologiczna
odmienno$¢ OUN okres§lana niegdys ,,uprzywilejowaniem” nie wynika z braku naczyn
limfatycznych, ale zalezy od dynamicznych procesow fizjologicznych 1 interakcji

mie¢dzykomorkowych.
1.3 Immunologiczne aspekty udaru

Udar niedokrwienny moézgu wywotuje uruchomienie kaskady procesow
immunologicznych. Komorki uktadu odpornosciowego patrolujace OUN w odpowiedzi na
cytokiny i chemokiny wytwarzane przez uszkodzone neurony mogg zosta¢ aktywowane, a w
sytuacji uszkodzenia bariery krew-moézg wnika¢ z krwi do uszkodzonego obszaru
parenchymy. Z drugiej strony moga wptywac na inne, sgsiadujace komorki pobudzajac je do
pro- lub przeciwzapalnej odpowiedzi nie tylko lokalnie, w strefie uszkodzonej tkanki
nerwowej, ale réwniez ogdlnoustrojowo: we krwi obwodowej, szpiku, $ledzionie i innych
narzagdach limfatycznych [29-31]. W odpowiedzi na udar uruchamiane sa mechanizmy

odpowiedzi wrodzonej i nabyte;.
1.3.1 Wrodzona odpowiedz immunologiczna w udarze
1.3.1.1 Przedziat naczyniowy

OdpowiedZz wrodzona w przedziale naczyniowym pojawia si¢ w ciggu pierwszych
godzin od wystgpienia udaru niedokrwiennego i polega na aktywacji monocytow, neutrofili
oraz komorek tucznych, a takze komorek NK oraz uktadu dopetniacza [5,32-34]. Neutrofile
sa linig komérkowa, ktora jako pierwsza odpowiada na niedokrwienie. Komorki te pojawiaja
si¢ w okolicach tworzacego si¢ ogniska udarowego w ciggu kilku minut od poczatku
niedokrwienia. W dalszej kolejnosci naptywaja monocyty, ktore stajg si¢ aktywnymi
makrofagami [32]. Uszkodzenie bariery krew-mozg wraz ze wzrostem ilosci molekut

adhezyjnych na komorkach $rédbtonka prowadzi do wzmozonego przedostawania si¢
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neutrofili 1 monocytow do niedokrwionego obszaru. Liczba komorek tych populacji w
niedokrwionym obszarze osigga maximum w 3-ciej dobie od poczatku objawow, 1 utrzymuje
si¢ do 7-miu dni [32]. Ponadto zamknigcie naczynia mézgowego powodujace deficyt tlenu
sprzyja uwalnianiu wolnych rodnikéw, ktore dodatkowo aktywuja srodbtonek, a takze uktad
dopetiacza, ptytki krwi 1 kaskade krzepnigcia [34]. Na powierzchni plytek i $§rédbtonka
zwicksza si¢ ekspresja czastek adhezyjnych, w tym selektyny P, ktora wigze si¢ z
glikoproteing PSGL-1 na monocytach, co prowadzi do intensywnego formowania agregatow
monocytarno-ptytkowych [34]. Interakcja z plytkami ulatwia monocytom kotwiczenie do
srodbtonka oraz stymuluje produkcje cytokin prozapalnych, takich jak: czynnik martwicy
nowotworow (ang.: tumor necrosis factor, TNF-a), interleukin: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 oraz
biatka zapalnego makrofagéw MIP-1B. Wigzanie monocytow z ptytkami moze mieé
charakter przetrwaty, a wigksza liczba krazacych agregatow koreluje z gorszym stanem
klinicznym chorych [35]. Podczas pierwszych dni od poczatku udaru niedokrwiennego w
krwi obwodowe] obserwuje si¢ leukocytoze, z przewaga granulocytdow i monocytoOw oraz
towarzyszaca limfopenia, a w surowicy zwigkszone st¢zenie czastek prozapalnych: IL-1a -
pochodzacej z leukocytéw i ptytek, chemokin ptytkowych CCL5, CXCL4 i CXCL7 oraz
cytokin pochodzenia monocytarnego: IL-1p, TNF-a i IL-6. W odpowiedzi na niedokrwienie i
reperfuzje, komorki NK wchodza w przedziale naczyniowym OUN, w sposob posredni i
bezposredni, w interakcje z monocytami i ptytkami promujac mechanizmy zakrzepowe i
aktywujac uktad dopeiniacza [33]. Ponadto aktywowane leukocyty wydzielaja enzymy
proteolityczne: elastaz¢ 1 metaloproteinazy (MMPS, MMP9, MT6-MMP), a komorki
srodbtonka 1 ptytki uwalniajg prostanoidy, leukotrieny i naczyniowy $roédblonkowy czynnik
wzrostu (ang.: Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF). Substancje te propaguja stan
zapalny poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci bariery krew-modzg i umozliwiajg przejsécie
do przestrzeni pozanaczyniowej prozapalnych czynnikéw molekularnych 1 komérkowych
[34]. Przerwanie cigglosci bariery jest dwufazowe. Pierwsze otwarcie ma charakter
hemodynamiczny i jego skutkiem jest obrzgk cytotoksyczny, a po 24-48 h dochodzi do
ponownego otwarcia, czego skutkiem jest obrzek naczynioruchowy [34]. Nalezy mie¢ na
uwadze rowniez alternatywne drogi migracji leukocytow z krwi do parenchymy mozgu,
poprzez krazenie oponowe oraz sploty naczyniowkowe. Ta roznorodnos¢ wrot
dwukierunkowego przenikania komorek ukladu odpornosciowego, stwarza szerokie

mozliwo$ci immunologicznej penetracji OUN, wcze$niej uznawanego za izolowany [30].



1.3.1.2 Przedziat nerwowy

Posrod mechanizméw  odpowiedzi wrodzonej uruchamianych w udarze
niedokrwiennym w przedziale nerwowym najistotniejsza jest aktywacja mikrogleju i
makrofagdbw. Na uwage zastuguje tez rola komorek NK. Okluzja tetnicy mézgowej i
zamknigcie doptywu krwi do okreslonego obszaru mozgu powoduje stres oksydacyjny i
deficyt energetyczny, doprowadzajagcy do martwicy i programowanej $mierci neuronow.
Obumieranie neuronéw skutkuje utrata integralnosci tkankowej i przerwaniem polaczen
migdzykomodrkowych miedzy neuronami i mikroglejem, czego konsekwencja jest aktywacja
mikrogleju, ktoéry uwalnia cytokiny prozapalne: TNF-a, IL-1a, IL-1p, IL-6 1 IL-18. Cytokiny
nasilajg zjawisko cytotoksycznos$ci, wywotuja rowniez zwigkszony naptyw leukocytow (w
tym limfocytow Ty, Treg i CD4") do miejsca tworzacego si¢ zapalenia [34,36]. Ponadto
obumierajagce komorki nerwowe wydzielaja nukleotydy ATP, UDP i UTP (w wysokim
stezeniu aktywuja mikroglej poprzez receptory purynergiczne), a takze prozapalne
chemokiny, m.in. CCL2, CCL3, CCLS5, promujace rekrutacje¢ leukocytow, zwlaszcza
monocytow, 1 powodujace infiltracj¢ tkanki nerwowej przez makrofagi [4,37]. Niemniej
zasadnicza rola odpowiedzi wrodzonej jest przygotowanie i inicjacja immunologicznej

odpowiedzi nabyte;.
1.3.1.3 Komorki NK

Komorki NK (ang.: natural killer cells) to specyficzna grupa limfocytéw
nieposiadajaca na swej blonie ani receptora TCR (ang.: T-cell receptor) ani BCR (ang.: B-cell
receptor), a wigc odmienna od limfocytow T 1 B [38]. Przez niektorych autorow komorki NK
sg zaliczane do grupy wrodzonych komorek limfoidalnych (ang.: innate lymphoid cells, 1LC)
[39]. Cechuja si¢ morfologia duzych granulocytarnych limfocytow i stanowia od 5% do 15%
wszystkich limfocytéw krazacych we krwi obwodowej [40]. Posiadaja zdolno$¢
rozpoznawania i eliminowania obcych, zakazonych i ulegajacych zlosliwej transformacji
nowotworowej komodrek. Reakcja ta nie wymaga wczesniejszego uwrazliwienia, nie zalezy
od restrykcji receptora MHC i zachodzi w ciagu kilku godzin [38,39]. Z tego powodu

komorki NK zaliczane sa do komoérek odpowiedzi wrodzonej (nieswoistej) [40].

Cytotoksycznos¢ komorek NK zachodzi w mechanizmie bezposrednim, poprzez
uwolnienie z cytoplazmy ziaren litycznych perforyn, granzymow i granulizyn, lub poprzez

indukcje apoptozy przy pomocy receptorow z nadrodziny TNF (FASL, TRAIL, TWEAK)
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podlegajacych ciaglej regulacji poprzez przeciwstawne sygnaty hamujace i aktywujace, a
takze w mechanizmie posrednim, zaleznym od przeciwcial (ang.; Antibody-Dependant
Cellular Cytotoxicity, ADCC ) [38,39]. Cytotoksyczno$¢ komoérek NK jest aktywowana
przede wszystkim przez IL-15, ale tez IL-2, IL-12, IL-18, IL-21 oraz IFN-a, a hamowana
przez PGE2, TGF-f, kortyzol, IL-17 i PDGF [38].

Komoérki NK fenotypowo sa definiowane poprzez obecno$¢ na ich powierzchni
markera CD56 oraz brak markera CD3 (CD56'CD3). Gestos¢ markera CD56 na ich

powierzchni pozwala wyrdzni¢ wsrod nich dwa podtypy: z wysoka gestoscig markera,
nazywane CD56”€" okreslane tez niedojrzalymi, oraz te z niska gestoécia - CD56%™ -
okreslane jako dojrzate [41]. Zroznicowanie fenotypowe odzwierciedla rowniez odmienne
funkcje w uktadzie immunologicznym [41]. Podtypy komoérek NK charakteryzuja si¢
réznorodng ekspresja molekut adhezyjnych (CD62L, PENS, LFA-1, CD2, CD44, CD49e,
CD54, LFA-3 oraz ICAM-1) na swej powierzchni. Roznig si¢ tez potencjatem
cytotoksycznym, poziomem ekspresji receptorow dla cytokin i odpowiedzig na chemokiny

[2,39].

W przypadku choréob nowotworowych komorki NK gléwnie kontrolujg rozrosty
hematologiczne oraz przerzuty nowotworowe, a ich infiltracja do uformowanych guzéw jest
niewielka. Mniejsza liczba komoérek NK we krwi obwodowej koreluje z cigezszym

przebiegiem choroby nowotworowej [42].

W konteks$cie infekcji wirusowych, komoérki NK biorg udzial w walce z niektorymi
zakazeniami, szczegdlnie z rodziny Herpesviridae. Ich zadaniem nie jest eliminacja wirusa,
raczej kontrolujg jego miano dopoki w ramach odpowiedzi nabytej nie zadziataja limfocyty
T. Ta rola regulacyjna na etapie indukcji odpowiedzi nabytej polega m.in. na zabijaniu
niedojrzatych komorek dendrytycznych (po aktywacji receptora NKp30), ale takze na
promocji dojrzewania komoérek dendrytycznych w weztach chtonnych. W odpowiedzi na to
zjawisko komorki dendrytyczne wydzielajac 1L-12, IL-15, IL-18 1 IFN-y stymulujg komorki
NK, czego efektem jest wyksztalcenie komérek CD56"™ CD16" o silnych whasciwosciach
cytotoksycznych [38]. Komorki NK, w ramach wtasciwosci regulacyjnych, sg tez zdolne do
zabijania aktywowanych limfocytéw T [43]. Komoérki NK poprzez sekrecje IFNy biorg

rowniez udziatl w kontroli zakazen pasozytniczych [44].
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Nasza wiedza na temat roli komérek NK w udarze mozgu, zwlaszcza w jego ostrej
fazie, jest w porownaniu z nowotworzeniem czy infekcjami bardzo ograniczona. Ostatnie
badania eksperymentalne na modelach zwierzgcych wskazuja na udziat komérek NK we
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej po udarze. Potwierdzono, ze liczba komoérek NK w
niedokrwionej parenchymie zwigksza si¢, zwtaszcza w strefie penumbry [33,45,46]. Komorki
NK aktywowane nieswoiscie wykorzystuja mechanizmy cytotoksycznosci posredniej 1
bezposredniej indukujac martwice neurondw poprzez IFN-y. W dodatku uwolnienie IFN-y
moze aktywowaé dziatanie chemokiny CXCL3, przyciagajacej do uszkodzonego obszaru
makrofagi. Niekorzystny wplyw komorek NK na niedokrwiong tkanke nerwowg jest
posredniczony takze przez IL-15 [47,48]. Poza tym komodrki NK biorg udziat w uszkodzeniu
bariery krew-mézg w odpowiedzi na indukowang interferonem proteing 10 (IP-10), ktoéra
dziata jako chemoatraktant [46]. Odnotowano rowniez, iz cytoliza neurondéw, posredniczona
przez komorki NK w mechanizmie zwigzanym z perforynami i granzymami, nasila lokalne

zapalenie 1 przyspiesza przebieg zawalu mozgu [49].

Wiyniki ilo$ciowej oceny komérek NK w krwi obwodowej chorych z udarem nie sa
jednoznaczne, co moze by¢ zwigzane z indywidualng zmiennoscia, stanem klinicznym i
obecnoscig powiktan [33]. We wczesnych etapach odpowiedzi na udar dochodzi do
redystrybucji komoérek NK 1 ich liczba w krwi obwodowej, podobnie jak limfocytéw B, T
CD4" i CD8', zmniejsza si¢, podczas gdy zwieksza si¢ ich reprezentacja w obrebie
parenchymy [50,51]. Istniejg tez prace wskazujace na niezmieniajaca si¢ liczbe krazacych
komorek NK u chorych z udarem niedokrwiennym [49,52,53]. Natomiast coraz wiecej badan
wskazuje na udziat komorek NK w immunosupresji poudarowej i zwigzanej z udarem
infekcji (ang.: stroke associated infection, SAI). Odnotowano, ze liczba kragzacych komorek
NK w pierwszych godzinach udaru jest wyzsza u 0s6b rozwijajacych infekcj¢ niz u tych bez
infekcji. To sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania komorek, NK jako zwiastuna infekcji

poudarowej [54].
1.3.2 Nabyta odpowiedz immunologiczna w udarze

Wedle regut odpowiedzi nabytej, aktywacja subpopulacji limfocytéw przez kontakt z
komorka prezentujaca antygen zachodzi zazwyczaj w ciggu 5-7 dni od zadziatania czynnika
spustowego, a w udarze niedokrwiennym, co nietypowe i nadal do konca niewyjasnione, juz

w pierwszych 24 godzinach od poczatku objawéw klinicznych udaru [55]. Miedzy innymi z
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tego powodu zalezna od antygenu aktywacja limfocytow T po udarze stanowi przedmiot

licznych kontrowersji.

OdpowiedZ nabyta, skierowang przeciwko wlasnym antygenom inicjuja w udarze
uwalniane przez uszkodzone neurony czastki wzorca molekularnego zwigzanego z
zagrozeniem (ang.: danger associated molecular patterns, DAMP) takie jak m.in.: ATP,
biatko HMGBI1 (ang.: High-Mobility Group Box-1), biatko S100, mitochondrialny czynnik
transkrypcyjny A (ang.: mitochondrial transcription factor A, TFAM) [32]. Aktywuja one
m.in. receptory Toll-podobne (TLR) i receptory zmiatacze umiejscowione na komoérkach
prezentujacych antygen (ang.:. antigen presenting cell, APC), takich jak komorki
dendrytyczne, mikroglej, limfocyty B, $rodblonek naczyn oraz makrofagi przestrzeni

okotonaczyniowych [34].

Weczesna odpowiedz wrodzona, powodujac uszkodzenie potaczen Scistych bariery
krew-mozg, sprzyja przejsciu do krgzenia ogdlnego antygendéw pochodzacych z tkanki
nerwowej OUN. Alternatywng drogg wyjscia antygenow poza OUN jest drenaz parenchymy
1 ptynu $rodmiazszowego przez uklad glimfatyczny [28,56] .

Akumulacja komorek prezentujacych antygen i zwigkszona ekspresja czastek MHC 11
w tkankach OUN czasowo koreluje z najwigekszg kumulacjg limfocytow T w mozgu 1
mogtaby mie¢ zwigzek z zalezng od antygenu odpowiedzig immunologiczng angazujaca
lokalne limfocyty T, a nie komoérki pochodzenia obwodowego [55]. Jak dotad pozostaje
nierozstrzygnigte, czy antygeny pochodzenia osrodkowego docieraja do komorek
prezentujacych antygen w obwodowych wezlach chionnych, czy antygeny pochodzenia
mozgowego s3 wychwytywane przez APC parenchymy i w ten sposob docierajg do weztow
chtonnych szyi, inicjujac aktywacj¢ limfocytow T na obwodzie, a nastgpnie ich migracj¢ do
OUN [57,58]. To, czy procesy immunologiczne potocza si¢ dalej w kierunku rozwoju
odpowiedzi nabytej czy tolerancji zalezy od szeregu czynnikow, w tym dojrzatosci komoérek
dendrytycznych, aktywacji APC w weztach chionnych, obecnosci czastek kostymulujacych,
srodowiska, w ktérym zachodzi prezentacja antygenu czy genetycznej sklonnosci do

autoimmunizacji.
1.3.2.1 Prezentacja antygenu

Wydaje sig, ze parenchyma OUN jest kontrolowana immunologicznie przede

wszystkim przez wysoko wyspecjalizowang 1 samoodnawialng populacje komorek
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mikrogleju. Jednak ich rola w prezentacji antygenu jest nadal niejasna. Komorki te wykazuja
ekspresje czastek MHC II 1 moglyby prezentowaé antygen przyleglym limfocytom. Jednak
wszystko wskazuje na to, ze mikroglej raczej reaktywuje limfocyty obwodowe, ktore
wchodza do parenchymy, niz bezposrednio prezentuje antygen sasiadujagcym limfocytom. Jak
wykazaty badania, funkcje APC moga pelni¢ komorki dendrytyczne (ang.: dendritic cells,
DC), zlokalizowane w oponach i innych elementach bariery krew-mozg, wchodzacych w
interakcje z PMR. Konwencjonalne komorki dendrytyczne (DCI1) zasiedlaja przede
wszystkim sploty naczynidéwkowe, podczas, gdy komorki dendrytyczne DC2 sg komodrkami
zawierajacymi receptor CCR7, dzigki ktéremu migruja z opon moédzgowych do weztow
chtonnych szyi, by w stanach patologii, rowniez tych spowodowanych niedokrwieniem, jako
APC reaktywowac limfocyty T po ich przejsciu do OUN. Komorki dendrytyczne odgrywaja
istotng rol¢ w utrzymaniu tolerancji immunologicznej. Niedojrzate DC, obecne w oponach i
splotach naczyniowkowych OUN, prezentujg autoantygeny limfocytom T, powodujac ich
anergi¢ 1 zapobiegajac reakcjom z autoagresji. Z kolei aktywacja DC przez DAMP powoduje
ich dojrzewanie i migracj¢ w kierunku obszaru zawatu, a takze zwigkszenie ekspresji czastek
MHC 1II i kostymulujacych, co sprzyja intensyfikacji reakcji autoagresji. Ostatnio
potwierdzono rowniez, ze strefa udaru bardzo wczesnie jest nacieczona przez DC2, ktore w
mechanizmie niezaleznym od prezentacji antygenu indukujg produkcje IL-17 przez limfocyty
Tyd 1 w ten sposéb posrednio promujg infiltracje niedokrwionego obszaru przez neutrofile

[59].

Po udarze antygeny mozgowe wiazg si¢ z czgstkami MHC klasy II i sg prezentowane
na powierzchni APC. Kompleks antygen-czastka MHC klasy II jest rozpoznawany przez
limfocytarny receptor TCR. Odbywa si¢ to w obecno$ci czastek kostymulujacych
wystepujacych zarowno na APC: CD80 i CD86, jak i limfocytach T: CD28, a efektem jest
rekrutacja komorek CD4" i CD8" [34].

Po uszkodzeniu bariery krew-mozg, z makrofagami i neutrofilami, do parenchymy
wkraczaja limfocyty B i T, ktére wchodza w dalsze interakcje z komérkami mikrogleju [32].
Autoantygeny zwiazane z czastkami MHC II, obecnymi na astrocytach i mikrogleju, i przez
nie prezentowane naptywajacym limfocytom, powoduja dalsze nasilenie rekrutacji komorek

CD4"iCDS§".

Sekwencja reakcji immunologicznych po udarze wcigz jest przedmiotem badan, a

odroznienie efektow odpowiedzi wrodzonej od nabytej nie jest oczywiste. W jednym z
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modeli eksperymentalnych udaru opisano naciek limfocytow CD8" w strefie zawatu juz w 3
godziny od zamkniecia naczynia, natomiast limfocytow CD4" - w ciagu pierwszych 24
godzin [60]. Inne prace sugeruja, ze zjawisko to zachodzi w dobie 3. [61], 5. [62], a nawet w
7. tygodniu [63] od udaru. Obserwowano rowniez kumulacje limfocytow T podwojnie
ujemnych CD4/CD8  w niedokrwionej potkuli, ktora zachodzi juz w 1.-3. dobie po reperfuzji
i wydaje sie, ze to wlasnie podwojnie ujemne limfocyty T, a nie limfocyty CD4" lub CDS§",
odgrywaja istotng, prozapalng role w pierwszych godzinach niedokrwienia [55,64]. We
wczesne] fazie niedokrwienia/reperfuzji, limfocyty T ulatwiaja adhezje ptytek i leukocytow
do $rédblonka naczyn mézgowych bedac przyczyng fenomenu zwanego w jezyku angielskim
thromboinflammation, kiedy to komorki i czastki biorgce udziat w procesie krzepnigcia stajg
si¢ promotorami zapalenia i prowokuja mikrozatory, nasilajagc tym samym zniszczenie.
Interakcje pomigdzy komorkami T oraz plytkami moga mie¢ tez efekt hemostatyczny,
chronigcy ognisko niedokrwienia przed transformacjag krwotoczng [65]. Obecnos¢
limfocytow T odnotowywano w naczyniach opony migkkiej, naczyniach korowych oraz w
obrebie ogniska niedokrwienia [4]. W tym ostatnim dominowaty cytotoksyczne CD8". U
myszy limfocyty T CD4" kumulowaly sic w mozgu do 30. dnia po udarze, ze szczytem w 14.
dniu od poczatku udaru. Zatem reakcja antygenowo specyficzna limfocytéw T ma miejsce
rowniez w fazie podostrej i przewleklej udaru, i moze wigza¢ si¢ z gorszym stanem
neurologicznym [4]. Okolo 40% limfocytow T naciekajacych obszar niedokrwienia to
limfocyty T CD4" pomocnicze (Th), a 30% to cytotoksyczne CDS".

Limfopenia oraz zmiany jakosciowe zachodza zaréwno we krwi obwodowej, jak i w
obwodowych narzadach limfatycznych [66]. Dochodzi do przesuni¢¢ jakosciowych 1 wsrod
dominujacych w tym czasie we krwi obwodowej limfocytow CD4" przewaza typ Th2 nad
Thl. Odpowiedz z dominacja limfocytoéw Th2, bedacych Zrédlem przeciwzapalnych cytokin,
prawdopodobnie ma dziata¢ neuroprotekcyjnie, bowiem podanie IL-4 i IL-33 - cytokin
promujacych odpowiedz Th2 - zmniejsza obszar uszkodzenia mozgu po udarze
niedokrwiennym [67]. Wydaje si¢, ze wczesna limfopenia wynika z przesuni¢¢ populacji
limfocytéw miedzy kompartmentami, gdyz w tym samym czasie wzrasta liczba limfocytow
w obszarze niedokrwienia, a stan ten moze utrzymywac si¢ przez kilka dni [55]. Z kolei w
krwi obwodowej chorych z udarem liczba komérek Th17 1 Tyo, oraz poziom IL-17A, 1L-23,
IL-6 i IL-1PB zwicksza si¢ [68].
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Rola limfocytow B w udarze niedokrwiennym nie jest do konca poznana i
prawdopodobnie jest zroznicowana w zaleznosci od fazy niedokrwienia [69]. We wczesnym
okresie udaru wskazuje si¢ na protekcyjnag role regulatorowych limfocytéw B, ktore stanowia
znikomy (0,5%-0,7%) odsetek komoérek CDI19". Zwierzeta pozbawione limfocytow B
doznawaty udaru o wickszej objetosci, z towarzyszacymi gorszymi deficytami
neurologicznymi i wyzsza $miertelnoscig [70], a korzystny dla przebiegu udaru byl transfer
limfocytow B zastosowany przed epizodem naczyniowym [71]. Limfocyty B zmniejszaja
towarzyszacy udarowi stan zapalny dzigki produkcji cytokin przeciwzapalnych, takich jak
IL-10 1 TGF-B [72]. W przeciwienstwie do prawdopodobnie korzystnej roli limfocytéow B w
ostrej fazie udaru, w przewlekte; fazie mogg mie¢ udziat w poudarowych zaburzeniach

poznawczych [73].
1.3.2.2 Limfocyty Treg

Obecnos¢ limfocytow T regulatorowych w uktadzie immunologicznym jest jednym z
czynnych zabezpieczen przed autoagresja. Ich naturalng funkcjg jest utrzymanie
immunologicznej homeostazy poprzez hamowanie odpowiedzi immunologicznej oraz
utrzymanie tolerancji wobec wlasnych antygendow [4]. Komoérkom tym przypisuje si¢
rowniez supresj¢ reakcji immunologicznych przeciwko komoérkom nowotworowym,
alergenom oraz narzagdom transplantowanym [74]. Wykazano, ze ich brak u cztowieka, jak i
eksperymentalne wyczerpanie w modelach zwierzecych, jest pierwotng przyczyng chordb
autoimmunologicznych, a rekonstytucja chroni przed rozwojem tego typu chorob [75].

Poszczegolne funkcje limfocytéw Treg przedstawiono w tabeli 1.

Limfocyty Treg stanowig 5-10% limfocytow CD4" [76]. W czasie réznicowania sie
limfocytow w grasicy, limfocyty CD4" rozpoznajace wiasne antygeny, nie ulegaja selekcji
negatywnej, lecz zaczynaja wytwarza¢ marker CD25 oraz czynnik transkrypcyjny FoxP3
[38]. Mechanizm, jaki pozwala autoreaktywnym limfocytom przejs¢ etap selekcji wciaz nie
jest do konca poznany, podejrzewa si¢ jednak, ze komorki te musza posiada¢ chronigce je

antyapoptotyczne molekuty [77].

Komoérki CD4" wykazuja rézng ekspresje markera CD25, bedacego tancuchem a
receptora dla IL-2 (IL-2Ra). Znaczna wigkszo$¢ wykazuje jego niska intensywnos¢
(CD25™), mniejszy odsetek to limfocyty CD25"" [77]. Jadrowy czynnik transkrypcyjny

FoxP3 jest odpowiedzialny za indukowanie supresji limfocytéow T efektorowych (CD4",
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CDS8"), a prawdopodobnie takze za indukcje supresji komoérek NK, NKT, limfocytow B i

komorek dendrytycznych [77].

W linii komérkowej charakteryzujacej si¢ zestawem markeréw CD4™ CD25" FoxP3",

a okre$lanej mianem naturalnie wystepujacych Treg (natural Treg, nTreg) wyrdzniamy dwie

subpopulacje [78,79]:

o tTreg (thymus-derived Treg) — limfocyty produkowane w grasicy; rozpoznajac

autoantygeny w grasicy nie ulegaja selekcji negatywnej, CD4" CD25" FoxP3"

o pTreg (peripheral Treg) — limfocyty indukowane na obwodzie, nabywaja funkcje

regulatorowe poza grasicg pod wplywem dziatania przedluzonej i powtarzanej

stymulacji antygenowej oraz cytokinowej, w tym PGE2, szczegolnie w stosunku do

antygenéw flory bakteryjnej i pokarmu; pochodza z CD4" CD25 FoxP3". Okreslane

sa réwniez mianem iTreg (induced Treg), cho¢ to okreslenie uzywane jest tez do

opisu Treg powstatych i indukowanych w warunkach in vitro [80].

Tabela 1. Funkcje limfocytéw Treg

Obszar wptywu Funkcja
autoagresja hamowanie aktywnos$ci autoreaktywnych limfocytow T
zywienie tolerancja na antygeny flory jelitowej i pokarméw

nowotworzenie

rozwdj tolerancji na antygeny nowotworowe (zalezny od specyficznego
immunologicznego srodowiska, w jakim dziatajg limfocyty Treg, a nie
programu genetycznego)

transplantacja

tolerancja na przeszczepy allogeniczne

cigza ochrona ptodu przed odrzuceniem przez uktad odpornosciowy matki

zakazenie hamowanie nadmiernej odpowiedzi przeciwzakaznej i nadwrazliwosci, celem
ochrony tkanek przed nadmiernym uszkodzeniem

alergia supresja indukcji Th2 oraz supresja wydzielania cytokin stymulujgcych limfocyty
B do uwalniania Ig-E, odpowiedzialnej za objawy alergiczne

regeneracja indukcja naprawy uszkodzonych z tytutu reakcji zapalnej tkanek, poprzez
wydzielanie amfireguliny

pamiec hamowanie eliminacji mikroorganizméw, celem podtrzymania aktywno$ci

immunologiczna limfocytow pamieci (co moze przedtuzac¢ infekcje)

tolerancja tolerancja na tzw. zmienione ligandy peptydowe, czyli zmienione antygeny

nabierajgce cechy antagonistow i przekazujgce odwrotny sygnat limfocytom

Limfocyty tTreg sa najlepiej zbadang i1 opisang subpopulacjg. Poczatkowo byly

identyfikowane glownie jako wykazujace wysoka ekspresje markerow CD25 i FoxP3 oraz
niska CD127 i brak ekspresji CD45RA. Badania wykazaly, iz tTreg poza CD4", CD25"

wykazujg ekspresje markera mTGF-1, oraz czastki o typowo immunosupresyjnej roli -
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CTLA-4. Ten rodzaj ma z kolei mniej znaczacg role w produkcji IL-10 1 nie wydziela IL-2,
IL-4, IL-5, IL-13 i IFN-y [81].

Limfocyty Treg musza by¢ aktywowane, aby zaczely spelnia¢ swoja
immunosupresyjng role. Ich aktywacja jest antygenowo specyficzna, a zatem, prowokowana
przez nie supresja jest antygenowo zalezna [76]. Induktorem aktywacji limfocytow Treg jest
TGF-B 1 IL-10, na ich r6znicowanie i czynno$¢ wplywa IL-2, a IFN-y hamuje ich aktywnos$¢
[38].

Poza markerami CD4, CD25, FoxP3 limfocyty Treg wykazuja ekspresj¢ szeregu
innych istotnych czastek m.in.: powierzchniowej CD127 (IL-7Ra, tancuch alfa receptora dla
IL-7), wystepujacej zwlaszcza na limfocytach Treg pamigci czy czastki Helios —

wewnatrzkomorkowego czynnika transkrypcyjnego z rodziny Ikaros [80].

Czynnik transkrypcyjny Helios jest specyficzny dla wszystkich Treg powstatych w
grasicy [82,83]. Komorki Helios™ i Helios™ rézni okoto 1 tysiaca genéw, a pod wzgledem
fenotypowym Treg Helios™ wytwarzaja wigcej cytokin zapalnych, szczegoOlnie IFN-y i
rzadziej niz Helios' wykazuja ekspresje CD103, Nrp-1, OX40, TNFRII oraz CD69,
markeréw typowych dla aktywowanych limfocytow Treg o zdolnos$ciach supresorowych. Jak
dotad nie zdefiniowano w peini roli czynnika Helios, jednak wykazano, ze eksperymentalne
zmiany jego poziomu wptywaja na funkcje limfocytow Treg [84] 1 przyjeto uwazac limfocyty
Treg Helios" za typ prosupresorowy, a Helios™ za prozapalny. Nadal nie ustalono czy Helios"
i Helios” mozna uzna¢ za osobne subpopulacje czy raczej za kolejne stadia réznicowania
limfocytow Treg, a jedna z hipotez zaktada, iz Treg Helios™ sg formg prekursorowa, ktora pod
wptywem aktywacji wykazuje ekspresje m.in. Helios', stajac sie w peli funkcjonalnym
limfocytem Treg. Helios" stanowia 70-90% populacji limfocytéw Treg. Ekspresja FoxP3 jest
znacznie bardziej stabilna na komérkach Helios', jednak w niektérych sytuacjach klinicznych

dochodzi do utraty czynnika Helios, co jest zwigzane z utratg rowniez czynnika FoxP3 [80].

Limfocyty Treg oddziatuja bezposrednio oraz poprzez mediatory nie tylko na inne
limfocyty, m.in. limfocyty T efektorowe (cytotoksyczne (Tc) i pomocnicze (Th)), dziewicze,
pamieci, limfocyty B oraz komorki NK i NKT, ale réwniez na komorki prezentujgce antygen

[75]. Mechanizmy dziatania limfocytow Treg przedstawiono w tabeli 2 [38,77,79,85,86]
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Tabela 2. Mechanizmy dziatania limfocytow Treg

Mechanizm

Znaczenie

wytwarzanie TGF-B, IL-10

cytokiny przeciwzapalne, ktére modyfikujg dziatanie
komoérek dendrytycznych i hamujg wytwarzanie
przeciwciat

wytwarzanie IL-35

cytokina przeciwzapalna, uczestniczy w indukcji
tolerancji infekcyjnej, promuje powstawanie limfocytow
regulatorowych zwanych iTr35 oraz hamuje
proliferacje limfocytéw T efektorowych

wytwarzanie galektyny 9

taczy sie z czastkg TIM-3 (T-cell immunoglobulin and
mucin-domain containing-3) na limfocytach Th

wytwarzanie IL-17

prozapalna cytokina, obecna we krwi obwodowej i w
migdatkach

indukowanie 2,3-dioksygenazy indolaminy

posrednio indukcja powstawania limfocytéw Treg. IDO
wzmaga wytwarzanie TGF, rowniez nasilajgcego
proliferacje Treg

wytwarzanie adenozyny z ATP przy pomocy
ektonukleotydaz CD39 i CD73

hamowanie aktywacji komérek efektorowych:
dendrytycznych i limfocytéw

wigzanie IL-2 przy pomocy IL-2R

ograniczenie dostepu tej cytokiny do innych limfocytow

ekspresja granzymow, perforyn i FASL

indukcja cytolizy innych (autoreaktywnych) limfocytéw
efektorowych

ekspresja molekut (CTLA-4, CD39, PD-1)

immunosupresja

uwalnianie egzosomoéw zawierajacych miRNA

immunosupresja

indukcja powstawania tolerogennych komérek

tolerancja

dendrytycznych

Wydaje si¢, ze w udarze niedokrwiennym limfocyty T regulatorowe ograniczaja
immunologiczng reakcje zapalng, ktora potgguje wtorne do niedokrwienia uszkodzenie
mozgu [87]. Poczawszy od lat 90-tych ubieglego wieku podejmowano proby opisania
kinetyki infiltracji limfocytow Treg do mozgu w sytuacji niedokrwienia [88]. Nadal jednak
nie scharakteryzowano roli tej populacji w udarze, nie uchwycono doktadnego miejsca
dziatania ani momentu aktywacji. Dotychczas dowiedziono, ze limfocyty Treg sg obecne w
zdrowym moézgu szczura [89]. Potwierdzono tez ich akumulacje i1 proliferacj¢ po ostrym

niedokrwieniu w mézgach mysich [90].

Rezultaty badan eksperymentalnych, koncentrujacych si¢ na wptywie limfocytéw
Treg na obszar niedokrwienia sa zrodlem rozbieznych informacji - od dzialania
pozytywnego, zmniejszajgcego obszar uszkodzenia [92-101], poprzez brak wptywu
[90,102,103], az po oddziatywanie niekorzystne, zwickszajace zakres udaru [104,105].
Niespojnosci moga czeSciowo wynika¢ z roznic metodologicznych - migdzy innymi
zrdéznicowanego poczatkowego rozmiaru analizowanego ogniska udarowego oraz czasu, jaki
mingt od uszkodzenia. Ponadto limfocyty Treg wchodzac w interakcje z ptytkami i

srodbtonkiem eskalujg formowanie mikrozatoréw, ktore ograniczaja S$wiatlo naczyn

mikrokrazenia i utrudniajg perfuzje, co wskazuje na niekorzystny, acz nieimmunologiczny
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aspekt obecno$ci limfocytow Treg w uszkodzonym OUN [104,105]. Moga rowniez
przyspiesza¢ Smier¢ neurondw i ogranicza¢ naptyw do parenchymy komorek ograniczajacych
negatywne skutki udaru [106]. Z kolei korzystny efekt dzialania limfocytéw Treg jest
zwigzany z ich dziataniem przeciwzapalnym [100], poprzez zwigkszenie produkcji IL-10
[91,95,101], TGFpB 1 IL-35 [93,107], ograniczenie aktywacji komorek T efektorowych i
produkcji cytokin zapalnych (zmniejszenie produkcji IFN-y) [99-101] oraz redukcje
aktywacji mikrogleju i makrofagdw z ograniczeniem produkcji TNF-a [92,93,101]. Mozliwa
jest rdwniez, za posrednictwem IL-10, stymulacja neurogenezy poprzez wptyw limfocytow
Treg na neuronalne komorki progenitorowe (ang.: neural stem cell, NSC). Komorki te w
odpowiedzi na udar niedokrwienny mialyby migrowa¢ do miejsca uszkodzenia i1 tam
réznicowac¢ si¢ w dojrzate komorki nerwowe, zastepujac te uszkodzone [102]. Limfocyty
Treg dziatajac poprzez VEGF i TGF- pobudzaja nowotworowa angio- i waskulogenezg, ale
oddziatujgc poprzez IFN-y mogg réwniez te procesy hamowac [108]. Nie wiadomo jednak, w

jaki sposob komorki Treg angazujg si¢ w te procesy po udarze.

W modelu eksperymentalnym udaru znaczne zwigkszenie liczby limfocytow Treg we
krwi obwodowej oraz $ledzionie obserwowano juz w pierwszych dobach [109], a nawet
godzinach, od poczatku niedokrwienia [110]. Natomiast wyniki sekwencyjnej oceny
ilosciowej limfocytow Treg w krwi obwodowej u ludzi sg niespdjne: obserwowano zaréwno
zmniejszenie liczby Treg [52,78,87,111], brak zmian [112], jak i ich zwigkszenie [113,114].
Zwigkszona liczba limfocytow Treg wigzala si¢ jednak z ich obnizong funkcja supresorowa
[114]. Zwrécono takze uwage na rolg proporcji limfocytéw Treg do limfocytow Thl17 w
przebiegu udaru. W zwigzku ze znaczacym zmniejszeniem liczby limfocytow Treg we krwi
obwodowej, poziomu TGF-B oraz ekspresji FoxP3 w pierwszych dniach udaru
niedokrwiennego, potaczonym ze znacznym wzrostem liczby limfocytéw Thl7 i
produkowanej przez nie IL-17A uznano te¢ proporcje za element patogenezy udaru,
szczegOlnie tego, powstajacego na podlozu zmian miazdzycowych [111]. Hipoteze
potwierdza wyroOwnanie proporcji na korzy$¢ limfocytow supresorowych w fazie podostrej
udaru [78]. Ponadto Treg korzystnie wpltywaja na zakres 1 przebieg kliniczny

ukrwotocznienia udaru po odroczonym leczeniu trombolitycznym [115].

W licznie przeprowadzanych badaniach wcigz brakuje jednoznacznej odpowiedzi
dotyczacej roli limfocytow Treg w udarze niedokrwiennym. Czy ich obecno$¢ i dziatanie jest

korzystne dla przebiegu udaru, czy wrecz przeciwnie, a moze limfocyty Treg to bron
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obosieczna [106]? Niemniej czynniki decydujace o tym, ktére oblicze limfocytéw Treg

obserwujemy nie sg aktualnie zdefiniowane.
1.3.3. Czasowa sekwencja zjawisk immunologicznych po udarze
1.3.3.1. Hipoteza stanu zapalnego wyprzedzajacego objawy kliniczne udaru niedokrwiennego

W $wietle wcigz niewyjasnionej kaskady zdarzen angazujacych uktad odpornosciowy
w reakcji na uszkodzenie moézgu, tym bardziej budzi zainteresowanie niespodziewana
szybko$¢ 1 gotowos$¢ uktadu immunologicznego do rozwinigcia odpowiedzi nabytej.
Potencjalnym wyjasnieniem ten sytuacji moga by¢ sytuacje kliniczne, ktére zwigkszaja
ryzyko udaru jak ostre stany zapalne (infekcje czy zabieg chirurgiczny) czy przewlekie (np.
uktadowe choroby tkanki tacznej). Rowniez miazdzyca, bedaca przyczyng duzego odsetka
epizodow naczyniowych w OUN, jest choroba zapalna, pobudzajaca uktad odpornosciowy.
Wydaje si¢, ze sytuacje te powoduja aktywacje uktadu immunologicznego jeszcze przed
objawami klinicznymi ostrego niedokrwienia OUN, co moze mie¢ miejsce zwlaszcza w
udarach wynikajacych z choroby matych czy duzych naczyn, na podtozu zakrzepowym, w
ktorych ograniczenie przeptywu w danym naczyniu jest dlugotrwalym procesem, a objawy
kliniczne ostatecznym efektem krytycznego, cho¢ stopniowo narastajagcego ograniczenia

przeplywu w danym obszarze.
1.3.3.2. Hipoteza udziatu nieckonwencjonalnych limfocytow: Tyo, iNKT

Wsréd  hipotez  probujacych  wyjasni¢  szybka odpowiedz nabyta uktadu
immunologicznego na udar znajduje si¢ ta, o udziale limfocytow niekonwencjonalnych Tyd
oraz iNKT, a wiec subpopulacji, ktore taczg w sobie cechy komorek odpowiedzi wrodzonej i

nabytej 1 zdolne sg do dziatania bez uprzedniej prezentacji antygenu.
1.3.3.2.1 Limfocyty Tyd

Limfocyty Tyd stanowig 1-10% limfocytow krwi obwodowej i mniej niz 1%
tymocytow. Sa subpopulacja filogenetycznie stara, stad czesto okreslane sg limfocytami
prymitywnymi [38]. Powstaja w grasicy, a roéznicowanie w kierunku limfocytow Tyd
determinuje budowa receptora TCR, co zachodzi na etapie komodrek podwodjnie ujemnych
(CD4'CDS8"). Ogolnie s3 charakteryzowane jako komorki CD2'CD3"CD4'CDS” i zaledwie
20-30% jest CD8". Limfocyty Tyd opuszczaja grasice falami i zasiedlajg stopniowo tkanki
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obwodowe: krew, tkanke¢ nabtonkowa (skore i1 naskorek), blone Sluzowa jelit, ptuc 1 drog

moczowo-ptciowych oraz tkanke chtonng jamy nosowej (NALT) [38,116].

Podziat limfocytow Tyd na podtypy opiera si¢ na roznicy w segmencie V (variable),
ktory dotaczany jest podczas rearanzacji fancuchow y oraz o receptora TCR, rozpoznajacego
antygen [117]. Dwa dobrze scharakteryzowane u cztowieka podtypy limfocytow Tyo to Vol i
V62. Podtypy limfocytow Tyo rdéznig sie dystrybucja tkankowg, mechanizmami
rozpoznawania antygenow oraz funkcja [118,119]. Wigkszos$¢ ludzkich limfocytow Tyd w
krwi obwodowej to wlasnie unikatowe dla naczelnych V32, podczas gdy limfocyty Tyd z
segmentem Vol wystepuja w przede wszystkim w btonie §luzowej i w watrobie [119,120].
Limfocyty Vo2 sg znane ze zdolno$ci rozpoznawania fosfoantygenow tj. fosforylowanych
metabolitow pochodzacych od mikrobow lub od gospodarza. Z kolei limfocyty zawierajace
segment VOl lokalizujac si¢ gtoéwnie w nabtonkach, rozpoznaja lipidy oraz glikolipidy
prezentowane przez czastke CD1d [121]. Proporcje podtypdéw Vol i Vo2 zmieniajg si¢ u
cztowieka wraz z wiekiem. Limfocyty Tyd z segmentem Vol dominujg przy urodzeniu i
stopniowo ich liczba w stosunku do V32 zmniejsza si¢, a okoto 10 roku zycia VyoVo2
zaczynaja ilo§ciowo dominowac i w takiej proporcji pozostaja w zyciu dorostym. W wieku
starszym przewaga limfocytow Tyd Vo2 nad Vol, szczegdlnie u plci meskiej, zaczyna

zmniejszac si¢.

Poza podziatem opartym na réznicach w konstrukcji receptora TCR, pojawiaja si¢
nowe koncepcje wyr6znienia subpopulacji limfocytow Tyd, oparte na ich funkeji.
Aktywowane limfocyty Vo2 roznicuja sie z fenotypu przypominajgcego limfocyty T
pomocnicze Thl do fenotypu charakterystycznego dla limfocytow Th2, Th17, grudkowych
limfocytow T pomocniczych (TFH) i limfocytow Treg. Funkcja kazdego z fenotypow
powigzana jest charakterystycznymi markerami obecnymi na powierzchni, czynnikami
transkrypcyjnymi, a takze specyficznymi cytokinami wymaganymi do zainicjowania
roznicowania 1 wytwarzanymi przez dang lini¢, co wskazuje na niezwykla plastycznosé
limfocytow Tyd [119]. W warunkach indukujacych nabywanie funkcji typowych dla Thl,
czyli w obecnosci IL-12, limfocyty Tyd zaczynaja produkowac wigksze ilosci IFN-y i TNF-a,
natomiast pod wptywem IL-4 nabierajg cech fenotypowych Th2 i wytwarzaja jeszcze wigce]
IL-4. U zdrowych dorostych 50-80% limfocytow Vo2 wykazuje cechy Thl i1 produkuje IFN-y
oraz TNF-a, mniej niz 1% z nich produkuje IL-17. Mozliwo$¢ wielokierunkowej modyfikacji

funkcji wskazuje na niezwykta plastyczno$¢ limfocytéw Tyo [119].
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Limfocyty Tyd rozpoznaja bialka szoku cieplnego wilasnych komorek oraz
mykobakterii, fosfoantygeny (to rola gléwnie V02), rozpoznajg lipidy oraz glikolipidy
prezentowane przez czastke CD1d (rola gtéwnie V1), wytwarzane przez bakterie alkilaminy
oraz czastki MICA 1 MICB, obecne na komorkach zakazonych wirusem, na komorkach

nowotworowych lub z uszkodzonym DNA [121].

Limfocyty Tyd sa aktywowane bezposrednio przez DAMP (rozpoznawanie molekut
uwalnianych nagle w sytuacjach stresu) oraz poprzez receptory NKR (ang: natural killer
receptor) bez koniecznosci ekspansji klonalnej czy prezentacji antygenu, co pozwala na
udziat we wczesnych stadiach odpowiedzi immunologicznej. Zatem limfocyty Tyo dziatajg
rownolegle z komorkami odpowiedzi wrodzonej. Poniewaz ekspresja receptorow dla IL-1P 1
IL-23 jest cecha konstytucyjng limfocytoéw Tyd, moga one rdwniez odpowiadaé na sygnaly
cytokinowe. W sytuacji braku ligandu dla receptora TCR, ich aktywacja moze zachodzi¢ za
pomocg receptora TLR (ang.: toll-like receptor) albo dektyny [122]. Aktywacja limfocytow
Tyd moze zachodzi¢ rowniez poprzez typowe sygnaly odpowiedzi nabytej, czyli prezentacje
antygenu przez komorki MHC-zalezne. Co charakterystyczne, w ciagu kilku godzin od
aktywacji 1 bez wczesniejszej systemowe] ekspansji, limfocyty Tyo moga produkowaé w

wysokich stezeniach IFN-y, IL-17, TNF-a oraz granzymy [122].

Ponadto, limfocyty Tyd posiadaja zdolno$¢ produkowania licznych chemokin i
czynnikow regulacyjnych, w tym IL-13 oraz IGF-1, ktére pozwalaja im na interakcje z
limfocytami B 1 Taf. Z kolei w zwierzgcych modelach infekcji, reakcji nadwrazliwos$ci i
autoimmunizacji, limfocyty Tyd jako gltowne zrédlo IL-17, aktywnie uczestniczag w

odpowiedzi wrodzonej, rekrutujac neutrofile.

Ponadto komorki te dziatajac poprzez receptor CD95 i receptory TNF-zalezne
(TRAILR) oraz uwalniajac cytotoksyczne granzymy i perforyny, sa zwigzane z indukcja

zaprogramowanej $mierci komorki [122].

Ten zas6b mozliwych sposobow reakcji czyni subpopulacje limfocytow Tyd

pomostem pomi¢dzy odpowiedzig immunologiczng wrodzong i nabyta.

Zwickszenie liczby jak i1 odsetka limfocytow Tyd zachodzi przede wszystkim w
infekcjach wirusowych 1 pasozytniczych, chorobach autoimmunologicznych 1 w

nowotworzeniu [118].
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Prace eksperymentalne sugerujg negatywny wptyw limfocytoéw Tyd na przebieg i
rokowanie w udarze niedokrwiennym mozgu, czego przyczyng miataby by¢ promowana
przez limfocyty Tyd synteza prozapalnej IL-17A, ktéra stymuluje rekrutacje neutrofili i ich
migracj¢ do strefy niedokrwienia. U chorych z udarem niedokrwiennym potwierdzono
obecnos$¢ limfocytow Tyd w oponach moézgowych, natomiast w modelach zwierzecych
komorki te byly widoczne rowniez w obszarze penumbry, a ich zarowno bezwzgledna liczba
jak 1 odsetek wyraznie zwigkszaly si¢ w 3. dobie ostrego niedokrwienia [4,116,123]. Co
wiecej ograniczenie liczby limfocytow Tyd, jak rowniez limfocytow CD4", CDS" prowadzito
do redukcji obszaru niedokrwienia i1 korzystnie wptywalo na ostateczny stan kliniczny

[4,59,124].
1.3.3.2.2 Limfocyty iNKT

Komorki NKT (ang.: Natural Killer T) to subpopulacja stanowigca ok. 0.2% (0,01%-
1%) populacji limfocytow T. Wykazuje na swej powierzchni ekspresje receptora TCR,
charakterystycznego dla limfocytow T oraz niektorych receptorow wiasciwych komorkom
NK, takich jak NKG2D, TLR, NK1.1 czy Ly49A. Stanowig tym samym pomost pomi¢dzy
odpowiedzig wrodzong i nabytg uktadu immunologicznego [125]. Receptor TCR komorek
NKT sktada si¢ w przewazajacej wigkszosci z podjednostek a i B. Roéznice zwigzane z tymi
podjednostkami pozwalajag wyodrebni¢ w subpopulacji NKT na dwa typy. W typie I NKT
receptor TCR jest zbudowany z ograniczonej puli podjednostek o i B, w przypadku
organizméw ludzkich sg to gtéwnie tancuchy Vo24-Jal8 [126] i VP11 [127]. Z uwagi na
swojg statos¢ w tworzeniu tancucha a (w 80% ta sama podjednostka) oraz taficucha f§ z
ograniczonego zakresu podjednostek, typ I komorek NKT znany jest pod nazwa invariant
INKT (niezmienny) [128]. W typie II NKT fancuchy a i B receptora TCR zbudowane s3 z
r6znych podjednostek [125]. Limfocyty NKT rozpoznaja glownie lipidy, prezentowane przez
CD1d [91]. Przy czym typ II, dzigki zr6znicowaniu w budowie receptora TCR, rozpoznaje
szersze ich spektrum: glikolipidy 1 fosfolipidy [129]. Natomiast typ I, w swojej
“niezmiennosci” charakteryzuje si¢ rozpoznawaniem o-galaktozyloceramidu (oa-GalCer) -
glikosfingolipidu izolowanego z morskiej gabki oraz, co odkryto w ostatnim czasie,
izoglobotrihexozyloceramidu (iGb3) i disialogangliozydu (GD3) [126,127,129]. Sa to
glikolipidy wchodzace w skfad $cian komorkowych bakterii, ale bedace rowniez
endogennymi czgstkami alarmujacymi, informujacymi uktad odporno$ciowy o pojawiajagcym

si¢ niebezpieczenstwie.
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Komorki iNKT rezydujg w watrobie 1 sledzionie, kontrolujac srodowisko na poziomie
naczyn wlosowatych tych narzadéw [128]. W zaleznosci od wydzielanych cytokin z komorek
INKT wyodrgbniono subpopulacje: iNKT1, iNKT2, iNKT17 oraz iNKTfh [130, 131]. Poza
aktywacja bezposrednig poprzez CD1d lub poprzez odpowiednie cytokiny, limfocyty NKT
moga by¢ aktywowane, podobnie jak limfocyty Tyd, bezposrednio przez czastki DAMP 1
PAMP [132,133].

Limfocyty NKT aktywuja limfocyty cytotoksyczne, komorki NK, komorki
dendrytyczne oraz makrofagi [38]. Peilnig funkcj¢ w odpornos$ci przeciwzakaznej,
immunoregulacji oraz w reakcjach przeciwnowotworowych, odgrywaja tez role w
patogenezie infekcji, alergii, miazdzycy, choréb autoimmunologicznych oraz
nowotworowych, jak réwniez w odpowiedzi na przeszczepy [38,125,127]. Uczestnicza w
komorkowej modulacji przebiegu niektorych chordb neurologicznych, w tym stwardnienia
rozsianego, glejaka czy choréb neurodegeneracyjnych w tym stwardnienia zanikowego

bocznego [125,134].

W trakcie udaru niedokrwiennego, limfocyty NKT biorag udziat w tzw.
immunosupresji indukowanej udarem. Zadziwiajaca jest ich zdolno$¢ do szybkiej reakcji na
ostre niedokrwienie mézgu i przemieszczenie si¢ do strefy udaru z tak odleglej lokalizacji,
jaka jest watroba. Wykazano rowniez, ze wigksze ognisko udarowe wigzato si¢ z wigksza
aktywacja komorek iNKT. Wyniki sugeruja, iz istnieje powigzanie pomiedzy ci¢zkim
przebiegiem udaru a wigkszg aktywacja obwodowych iNKT, zwigkszong produkcja IL-10
oraz nasilong immunosupresja, a modulowanie aktywacji komoérek NKT, w szczegdlnosci w
zakresie ograniczenia produkcji IL-10, moze zapobiega¢ poudarowym infekcjom [1,128].
Inne badania przeprowadzone na zwierzg¢tach sugerowaty udziat aktywowanych komorek
INKT w uszkodzeniu moézgu, stwierdzajac ich akumulacj¢ w obszarze niedokrwienia, udziat
w zwigkszeniu obszaru niedokrwienia, obrzeku moézgu czy nasileniu deficytu

neurologicznego [45,55,135].
1.3.4 Aktywacja ukladu autonomicznego: wspolczulnego oraz przywspolczulnego

Udar niedokrwienny moézgu wywolujacy ogolnoustrojowa reakcje stresowa
organizmu 1 stymulujac 0§ podwzgoérzowo-przysadkowo-nadnerczowa powoduje aktywacje
uktadu wspotczulnego [136]. Skutkuje to pobudzeniem receptoréw adrenergicznych na

komorkach efektorowych réznych narzadéw i1 uruchomieniem komorek pozostajacych w
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obwodowych rezerwuarach, takich jak $ledziona [137]. Jak wykazano w badaniach na
modelach eksperymentalnych, usuniecie sledziony przed udarem badz tez jej naswietlanie w
trakcie ostrego niedokrwienia, skutkowalo zmniejszeniem obszaru uszkodzenia [138].
Aktywacja czg$ci wspotczulnej uktadu autonomicznego pojawiajaca si¢ na poczatku udaru, w
dalszych etapach ustepuje miejsca mechanizmom zaleznym od uktadu przywspotczulnego,
ktore wspierajg neuroprotekcje, poprzez m.in. zmniejszenie wydzielania TNF-o przez

makrofagi [139].

Ponadto w odpowiedzi na pojawiajace si¢ pytanie o mediatora interakcji obwodowych
komorek uktadu immunologicznego z komorkami zlokalizowanymi w obszarze uszkodzenia
w osrodkowym uktadzie nerwowym wysuni¢to koncepcje sugerujaca istotng role uktadu
autonomicznego. Zaltozenie, ze ostre uszkodzenie moézgu powoduje wzrost ilosci
uwalnianych katecholamin i kortykosteroidéw, co z kolei wptywa hamujaco na odpowiedz
uktadu immunologicznego, prowadzac do wigkszej podatnosci na infekcje, opierato si¢ o
dane opisujace wzrost katecholamin 1 kortyzolu u pacjentow z duzym ogniskiem
niedokrwiennym oraz o wyniki badan eksperymentalnych, kiedy to blokada receptoréw -
adrenergicznych prowadzi do normalizacji proceséw immunologicznych [66]. Ponadto
odnotowano korelacj¢ liczby poudarowych infekcji oraz zgondéw z przedtuzonymi zmianami
w stezeniu wolnych metoksykatecholamin w osoczu, normetanefryny (NMN) oraz
metanefryny (MN) [136]. Koncept ukladu wspolczulnego, jako inicjatora poudarowe;j
immunosupresji  zostal jednak podwazony przez grupe badaczy, ktora oceniajac
prospektywnie chorych po ostrym naczyniopochodnym uszkodzeniu mozgu nie potwierdzita
istotnej korelacji poziomu mediatoréw reakcji stresowych z odpowiedzig immunologiczng i
powiklaniami infekcyjnymi. Wyniki ich badania wskazywaly wzrost niektorych metabolitow
katecholamin i kortyzolu jedynie w przypadku duzych ognisk udarowych (niedokrwiennych i
krwotocznych), a poziom katecholamin i steroidow nie byl czynnikiem rokowniczym
limfocytopenii czy poudarowej infekcji w przeciwienstwie do limfocytopenii w chwili
przyjecia do szpitala, ktora jest istotnym, niezaleznym predyktorem poudarowych zakazen

[140].
1.3.5 Infekcja zwigzana z udarem jako poudarowa depresja ukladu odpornosciowego

Objawiajaca si¢ limfopenig tzw. immunosupresja wywotana udarem (ang.: stroke
induced immunodepression syndrome, SIDS) jest przyczyna zwigkszonej podatnosci na

zakazenia u osob hospitalizowanych z powodu udaru. Prawdopodobienstwo infekcji u tych
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chorych wynosi 21-65% [141], z czego okoto 30% umrze [137], co czyni poudarowe infekcje
zagadnieniem klinicznie istotnym. Zwigkszona podatno$¢ na infekcje bakteryjne po udarze
mobzgu sugeruje, ze odpowiedz immunologiczna jest u tych chorych zaburzona [1]. Z jednej
strony chory po udarze jest szczegodlnie narazony na kontakt z patogenami infekcyjnymi
poprzez unieruchomienie, konieczno$¢ cewnikowania pecherza moczowego, nadmierng
sennos$c¢, ostabienie odruchdéw opuszkowych i1 zaburzenia poltykania, prowadzace do czgstych
aspiracji [3]. Z drugiej strony pojawiajaca si¢ u tych chorych immunosupresja z limfopenia
oraz zmiang proporcji limfocytow Th, tzn. przewagi Th2 nad Thl, ktéra ma za zadanie
chroni¢ uszkodzony moézg przed wygorowang reakcja zapalng, jednoczesnie zwicksza
podatnos¢ na infekcje [51]. Wynika to ze zmiany proporcji cytokin przeciwzapalnych (IL-10)
do prozapalnych (TNFa), na korzys$¢ tych pierwszych. Proporcja ta ma warto$¢ rokownicza
w kwestii SAI [142]. Zmiany zachodzace w odpowiedzi na ostre uszkodzenie OUN dotycza
w najwigkszej mierze odpowiedzi komorkowej i oprocz limfocytow T, dotycza tez funkcji
monocytéw 1 komorek NK [137]. Odnotowano takze zwigkszong aktywacje komodrek iNKT
sugerujac ich istotny udziat w poudarowej immunosupresji [128]. SAI najczgsciej przebiega
pod postacia zakazenia uktadu moczowego (ZUM) oraz zapalenia phluc. Czynnikami
sprzyjajacymi SAI sa: starszy wiek, ciezki stan kliniczny przy przyjeciu, rozlegta strefa udaru
oraz niska liczba limfocytow CD4" odnotowana na poczatku udaru [51]. Infekcja czesto
wigze si¢ z dyselektrolitemia, hipoksja oraz goraczka, ktére niekorzystnie wplywaja na
przezycie neurond6w w obszarze penumbry. Ponadto gorgczka moze zwigkszy¢ moéozgowe
zapotrzebowanie metaboliczne, przepuszczalno$¢ bariery krew-mozg oraz sprzyja¢ kwasicy,
a zaden z tych efektoéw nie wplywa korzystnie na ukrwienie OUN. Bakteriemia oraz
obecno$¢ lipopolisacharydow we krwi wigze si¢ natomiast z powiklaniami zakrzepowymi,
ktore sa konsekwencja zwickszonego uwalniania TNF-a, zmniejszonej ekspres;ji
trombomoduliny i hamowania uktadu fibrynolitycznego [141]. Nadal jednak nie ustalono czy
SAI jest wyktadnikiem powiktanego przebiegu udaru, czy sama w sobie stanowi niezalezny

czynnik ryzyka pogorszenia przebiegu niedokrwienia [142].

Historia rozwazan na temat roli stanu zapalnego, przewleklej lub ostrej choroby
infekcyjnej wyprzedzajacej udar sigga XIX wieku [143]. Stan zapalny czy przewlekta
infekcja sg elementem patofizjologii miazdzycy — jednego z najwazniejszych czynnikow
ryzyka chorob naczyniowych [144,145]. Z kolei cukrzyca, otylo§¢ czy nikotynizm, begdace
istotnymi czynnikami ryzyka udaru, prowadza do immunosupresji i zwigkszonej podatnos$ci

na czynniki infekcyjne [143]. Powyzsze powigzania, jak 1 te obserwowane pomig¢dzy
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markerami stanu zapalnego (leukocytoza, CRP) a rokowaniem, sprawity, ze dzi$ traktujemy
udar jako konsekwencje koincydencji toczacego si¢ stanu zapalnego z predyspozycja
genetyczng oraz czynnikami spustowymi prowadzacymi do epizodu niedokrwiennego w
okreslonym momencie zycia. I cho¢ wykladniki stanu zapalnego staja si¢ uzytecznym
klinicznie zwiastunem ryzyka wystgpienia epizodu naczyniowego, nadal nie mamy
potwierdzonych metod przeciwdziatania udarom przy pomocy modulacji parametrow
zapalnych [141,143,146-151]. Pozostaje tez niejasne czy zmiany zachodzace w ukladzie
immunologicznym wraz z pierwszymi objawami udaru niedokrwiennego powstaja na

podiozu juz istniejgcych standw zapalnych, a jesli tak, to jaki jest mechanizm tych zmian.
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2. CEL PRACY

Udar niedokrwienny mézgu jest na szczycie swiatowej listy choréb prowadzacych do $mierci
i niepelnosprawnos$ci, a dostepne metody terapii ograniczone. Z tego powodu niezwykle
istotne jest poszerzanie wiedzy na temat jego przebiegu i mechanizméw z nim zwigzanych,
co przyczyni si¢ do opracowania nowych metod prognostycznych 1 terapeutycznych.
Dostepne obecnie dane dotyczace roli subpopulacji limfocytow T (Treg, Tyd, iNKT) oraz
komoérek NK w udarze niedokrwiennym sg niezbyt liczne, a czesto sprzeczne. W wielu
badaniach podkresla si¢ konieczno$¢ zglgbienia zagadnien, szczegodlnie w warunkach

klinicznych.

Zadaniami badawczymi niniejszej pracy s3a:

1. Prospektywna ocena ilosciowa krazacych subpopulacji limfocytow T (Treg, Tyd,
iINKT) oraz komorek NK u chorych z udarem niedokrwiennym w fazie ostrej (pierwsza [W1]
1 trzecia [W3] doba udaru), podostrej (dziesigta doba udaru [WI10]) oraz w fazie
rekonwalescencji (dziewiecdziesigt dni od poczatku udaru [W90]) w odniesieniu do grupy

kontrolnej, dobranej pod wzgledem proporcji pici, wieku i czynnikow ryzyka
2. Odniesienie ewentualnych zmian ilo$ciowych w badanych populacjach komoérkowych
do stanu klinicznego chorych ze szczeg6lnym uwzglednieniem infekcji zwigzanej z udarem

(SAT)

3. Poréwnanie liczby krazacych subpopulacji limfocytow T (Treg, Tyd, iNKT) oraz

komorek NK w grupie chorych poddanych trombolizie i leczonych zachowawczo
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Kryteria kwalifikacji do badania

Do badania wiaczano osoby, ktore wyrazily §wiadoma, pisemng zgode na udzial w
badaniu. Protokét badania zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr: 139/2018).
3.1.1. Grupa chorych

Do badania wtaczano kolejnych chorych hospitalizowanych z powodu udaru mézgu w
Klinice Neurologii i Chordb Naczyniowych Uktadu Nerwowego Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ktorzy spetniali nast¢pujace kryteria wigczenia:

1. udar niedokrwienny mozgu, w znanym mechanizmie, potwierdzony w badaniu

tomografii komputerowej (TK) i/lub rezonansu magnetycznego (MR) gtowy
2. czas od wystgpienia objawdéw do wiaczenia do badania: 24h
3. wiek: 40 lat lub wiecej

Typ udaru okreslano zgodnie z klasyfikacjag Adamsa, znang pod nazwa TOAST (Trial
of ORG 10172 in acute stroke treatment) (tabela 3) Do badania wtaczano chorych, u ktérych
prawdopodobng przyczyna udaru byta miazdzyca duzych naczyn, choroba matych naczyn,
zator kardiogenny lub inna zidentyfikowana etiologia (TOAST 1, 2, 31 4).
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Tabela 3. Etiologiczna klasyfikacja udaru mézgu TOAST

1. Choroba duzych naczyn (/arge vessel disease, LVD)

- potwierdzone w badaniu ultrasonograficznym lub angiograficznym zwezenie powyzej 50% tetnicy
wewnatrz lub zewnatrzczaszkowej zaopatrujgcej obszar mézgu, z ktérego pochodzg objawy udaru

- obecnosé ogniska niedokrwiennego o srednicy powyzej 1,5 cm w badaniach neuroobrazowych (tomografia

komputerowa, tomografia rezonansu magnetycznego)

- wykluczona zatorowos$¢ pochodzenia sercowego

- obecnos$¢ chromania przestankowego, przemijajgcych atakéw niedokrwiennych (TIA), szmeru nad tetnicg
szyjng badz ostabienie tetna na tetnicy szyjnej

2. Choroba matych naczyn - udar zatokowy (small vessel disease, SVD)

- objawy kliniczne udaru zatokowego- brak ogniska niedokrwiennego lub ognisko o srednicy <1,5cm w
badaniach neuroobrazowych (tomografia komputerowa, tomografia rezonansu magnetycznego)

- wykluczone inne przyczyny udaru

3.Udar sercowo-zatorowy (cardioembolic, CE)
- obecnosé co najmniej jednego zrodta zatorowosci w sercu

- wykluczona choroba duzych naczyn

4.Udar o innej etiologii (other etiology, OE)
- obecnos¢ rzadkiej przyczyny udaru (np. zapalenie naczyn, koagulopatia)
- wykluczona choroba duzych naczyn i udar sercowo-zatorowy

5.Udar o nieustalonej etiologii (undetermined etiology, UE)
- dwie lub wiecej prawdopodobne przyczyny udaru

- brak przyczyny udaru mimo wykonania badan diagnostycznych
- niepetny komplet badan

Kryteria wykluczajace udziat w badaniu:
1. krwotok podpajeczynéwkowy i krwotok srodmodzgowy

2. udar niedokrwienny o nieustalonej etiologii [wg klasyfikacji TOAST]

3. aktywny proces nowotworowy lub wyleczona choroba nowotworowa w ciaggu 5 lat

poprzedzajacych badanie

4. choroby autoimmunologiczne (poza niedoczynnos$cig tarczycy)

5. choroby serca (ostry incydent wiencowy $wiezy lub w ciggu roku poprzedzajacego

badanie, powazna wada zastawkowa)
6. niewydolno$¢ watroby, cigzka niewydolno$¢ nerek (GFR <30 ml/min)

7. zaburzenia hematologiczne (biataczka, policytemia, nieprawidtowa liczba ptytek)

8. choroba wrzodowa zotadka/dwunastnicy uniemozliwiajgca przyjmowanie kwasu

acetylosalicylowego (ASA)

9. choroba alkoholowa, naduzywanie lekow

10. prewencja chorob naczyniowych za pomocg lekéw przeciwptytkowych innych niz

ASA
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3.1.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowily osoby z czynnikami ryzyka choréb naczyniowych leczone

na Oddziale Wewnetrznym SPZOZ MSWiA im. Ludwika Bierkowskiego w Poznaniu,

spelniajagce ponizsze kryteria wlaczenia 1 nie podlegajace ponizszym kryteriom

wykluczajgcym:

Kryteria wtaczenia:

wiek: 40 lat lub wiecej

brak w wywiadzie ostrego incydentu naczyniowego (udaru moézgu, zawatu serca,
incydentu obwodowej niedroznosci tetnic)

obecno$¢ co najmniej dwoch czynnikéw ryzyka choréb naczyniowych sposréd
nastgpujacych:

nadci$nienie tetnicze

hipercholesterolemia

cukrzyca typu 2

otytos¢

palenie tytoniu

przyjmowanie preparatu ASA w dawce minimalnej 75 mg/d w ramach profilaktyki

pierwotnej choréb sercowo-naczyniowych przewlekle przed hospitalizacja

Kryteria wylaczenia:

ostra choroba niedokrwienna serca, kardiomiopatia, wady zastawkowe
aktywny stan zapalny

choroba nowotworowa

choroba autoimmunologiczna

niewydolno$¢ watroby/nerek

zaburzenia hematologiczne

uzaleznienie od alkoholu i/lub lekow

uczulenie na preparaty ASA

czynna choroba przewodu pokarmowego

przewlekte stosowanie NLPZ

stosowanie innych niz preparaty ASA lekow antyagregacyjnych
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3.2 Metody badawcze

Protokot badania obejmowat badanie podmiotowe, przedmiotowe oraz badania
dodatkowe uwzgledniajace ocene wybranych parametrow laboratoryjnych oraz istotnych
badan dodatkowych. Poszczegolne badania odbywaty si¢ w punktach czasowych okre§lanych

nastepujaco:

W1- pierwsza doba udaru, faza ostra
W3- trzecia doba udaru, faza ostra
W10- dziesigta doba udaru lub wypis ze szpitala, faza podostra

WO90- dziewigcdziesiagta doba po udarze (= 10 dni), faza rekonwalescencji

Tabela 4. Wykaz procedur badawczych w poszczegdlnych punktach czasowych

Procedura badawcza Czas od udaru
W1 W3 w10 W90

wywiad chorobowy, stosowane dotychczas leki X
aktualne leczenie X X X X
badanie neurologiczne X X X
klasyfikacja udaru (TOAST, OCSP) X
skala NIHSS X X X X
skala SSS X X X X
skala mRankin X X X X
masa ciata, wzrost X X
parametry zyciowe X X X X
EKG (12-odprowadzeniowe) X X
morfologia krwi z rozmazem X X X X
biochemia X X
CRP X X X X
badanie moczu X X X
ocena SAl X X X
cytometria przeptywowa X X X X
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3.2.1 Ocena kliniczna

3.2.1.1 Badanie podmiotowe i przedmiotowe

Badanie podmiotowe dotyczyto:

diagnozy udaru mézgu

danych demograficznych (wiek, ptec),

czasu od wystgpienia objawdéw do przyjecia pacjenta do szpitala

wywiadu chorobowego pod katem czynnikéw ryzyka choréb naczyniowych takich
jak: cukrzyca, nadci$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca, migotanie
przedsionkow, inne =zaburzenia rytmu serca, hipercholesterolemia, otylos¢,
nikotynizm

leczenia przed i w trakcie hospitalizacji

Badanie przedmiotowe obejmowato:

standardowe badanie internistyczne oraz neurologiczne

pomiar temperatury ciata

pomiar wzrostu 1 masy ciata celem okreslenia BMI

pomiar ci§nienia tetniczego 1 tgtna

ocen¢ kliniczng wg skali oceny deficytow neurologicznych: NIHSS (National

Institutes of Health Stroke Scale ) - tabela 5

ocen¢ kliniczng wg Skandynawskiej Skali Udaru (Scandinavian Stroke Scale, SSS) -
tabela 6

oceng stopnia niesprawnosci ruchowej wg zmodyfikowanej skali Rankin

(mRankin, mRS) - tabela 7
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Tabela 5. Skala oceny deficytéw neurologicznych NIHSS

1a. Poziom przytomnosci

0= przytomny

1= podsypiajgcy, wybudza sie przy niewielkiej stymulacji
2= nieprzytomny, wymaga wielokrotnej stymulacji

3= brak reakcji na bodzce

1b. Odpowiedz na pytanie odnosnie
imienia i miesigca

0= obie odpowiedzi prawidtowe
1= jedna odpowiedz prawidtowa
2= obie odpowiedzi nieprawidtowe

1c. Spetnianie polecen

0= oba polecenia wykonane prawidtowo
1=jedno polecenie wykonane prawidtowo
2= chory nie spetnia zadnego polecenia

2. Ruchomos¢ gatek ocznych

0= prawidtowa
1= czesciowe porazenia (zbaczanie gatek ocznych)
2= przymusowe ustawienie lub catkowite porazenie

3. Pole widzenia

0= bez zaburzen

1= czesciowe niedowidzenie potowicze
2= catkowite niedowidzenie potowicze
3= obustronne niedowidzenie potowicze

4. Porazenie nerwu twarzowego

0= prawidtowe, symetryczne ruchy

1= nieznaczny niedowtad (spfaszczony fatd nosowo-wargowy)
2=czesciowe porazenie (catkowite lub prawie catkowite porazenie dolnej
czesci twarzy

3= catkowite porazenie jedno- lub obustronne (dolnej i gérnej czesci twarzy)

5. Sita mie$niowa konczyn gérnych

0= nie opada, chory utrzymuje konczyne pod katem 90/45 °przez 10s
1= opada, chory utrzymuje konczyne pod katem 90/45 ° krécej niz 10s
2= czesciowy ruch przeciwko sile ciezkosci

3= brak ruchu przeciwko sile ciezkosci

4= brak ruchu

9= amputacja, blok w stawie

6. Sita miesniowa konczyn dolnych

0= nie opada, chory utrzymuje koniczyne pod kgtem 30°przez 5s

1= opada powoli przed uptywem 5s

2= szybko opada powoli przed uptywem 5s, zachowany op6r przeciwko sile
ciezkosci

3= opada natychmiast, $lad ruchu

4= brak ruchu

9= amputacja, blok w stawie

~

. Ataksja konczyn

0= nieobecna

1= obecna w jednej konczynie

2=o0becna w obu koniczynach (gérnej i dolnej)
3= amputacja lub blok w stawie

8. Czucie

0= prawidtowe
1= tagodna lub umiarkowana utrata czucia
2=ciezka lub catkowita utrata czucia

9. Mowa

0= brak afazji, mowa prawidtowa
1= afazja tagodna lub umiarkowana
2= afazja duzego stopnia

3= niemy, catkowita afazja

10. Dyzartria

O=brak

1= tagodna lub umiarkowana

2=ciezka

9= chory zaintubowany lub inna bariera fizyczna

11. Reakcja na bodzce zewnetrzne
(zespot zaniedbywania
potowiczego)

0= prawidtowa

1= potowiczy brak rozréznienia bodzca jednego rodzaju (czucia, stuchu,
wzroku)

2= potowiczy brak rozréznienia wiecej niz jednego bodzca

Zaadaptowano z: Lyden P., Brott T., Tilley B. i wsp.: Improved reliability of the NIH Stroke Scale using video training. NINDS
TPA Stroke Study Group. Stroke 1994; 25: 2220-2226. Copyright © 1994, American Heart Association, Inc.
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Tabela 6. Skandynawska Skala Udaru SSS

Punktacja prognostyczna

1. Swiadomosé
-peina 6 pkt
-podsypiajacy, jest w stanie powréci¢ do petnej $wiadomosci 4
-reaguje na polecenia, ale nie w petni przytomny 2

2. Ustawienie gatek ocznych
- prawidtowe 4

-niedowtad
-zbaczanie

o N

3. Sita miesniowa konczyny gornej
-unosi konczyne z prawidiowg sitg
-unosi konczyne z obnizong sitg
-unosi konczyne poprzez zgiecie w stawie tokciowym
-porusza kornczyng, ale niezdolny do pokonania sity ciezkosci
-bezwtad

OoON OO

4. Sita miesniowa konczyny dolnej
-unosi konczyne z prawidiowg sitg
-unosi konczyne z obnizong sitg
-unosi konczyne poprzez zgiecie w stawie kolanowym
-porusza konczyng, ale niezdolny do pokonania sity ciezkosci
-bezwtad

oON PO O

Punktacja diugoterminowa

1. Sita migsniowa konczyny gornej- jak w punktacji prognostyczne;j

2. Sitareki
-petna

-obnizona, lecz ruchomos¢ petna
- porusza, lecz nie zaciska w piesé
-bezwtad

oON O

3. Sita miesniowa konczyny dolnej- jak w punktacji prognostycznej

4. Orientacja
-poprawna dla czasu, miejsca, osob

-dwa z powyzszych
-jeden z powyzszych
-dezorientacja

oON O

5. Mowa
-bez afazji
-ograniczone stownictwo albo niespdjna mowa
-wiecej niz tak/nie, ale bez dtuzszych wypowiedzi
-tylko tak/nie, albo wcale

o Wwo =

6. Porazenie nerwu twarzowego
-bez/watpliwe
-obecne

o N

7. Chdd
-chdéd na dystansie 5m bez pomocy
-chdd z pomoca sprzetu asekuracyjnego
-chéd z pomoca drugiej osoby
-siedzi bez podparcia
-lezy/porusza sie w wézku inwalidzkim

O wWwo O~
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Tabela 7. Zmodyfikowana skala Rankin

0 Brak objawéw

1 Brak znaczacej niepetnosprawnosci mimo objawow. Pacjent wykonuje wszystkie,
typowe dla siebie aktywnosci i obowigzki

2 Niewielka niepetnosprawnos¢. Pacjent nie wykonuje wszystkich typowych dla siebie
aktywnosci, ale moze zajg¢ sie swoimi sprawami bez pomocy

3 Umiarkowana niepetnosprawnos¢. Pacjent wymaga pomocy, ale chodzi
samodzielnie

4 Umiarkowana ciezka niepetnosprawnosé¢. Pacjent nie chodzi samodzielnie i
wymaga pomocy W czynnosciach dnia codziennego,

5 Ciezka niepetnosprawnosc¢. Pacjent lezgcy, nie trzyma moczu i stolca, wymaga
ciagtej opieki i nadzoru

W grupie kontrolnej uzyskano informacje na temat danych demograficznych,
wywiadu chorobowego dotyczacego czynnikow ryzyka chordb naczyniowych (cukrzyca,
nadcis$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca, migotanie przedsionkow, inne
zaburzenia rytmu serca, hipercholesterolemia, otyto$¢, nikotynizm) oraz przyjmowanych
przed hospitalizacja lekow, ze szczegdlnym uwzglednieniem lekéw przeciwptytkowych:
kwas acetylosalicylowy, klopidogrel, lekow przeciwkrzepliwych: antagonistow witaminy K i
tzw. nowych doustnych lekéw antykoagulacyjnych (NOAC), lekéw hipotensyjnych (beta-
blokerow, blokerow wapnia, ACE-inhibitorow, sartanow, diuretykéw) statyn,
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ), doustnych lekéw przeciwcukrzycowych i

insulin; danych dotyczacych masy ciata i wzrostu, celem okreslenia BMI.
3.2.1.2 Badania laboratoryjne

Kazdy chory przyjety do szpitala z objawami udaru miat wykonane rutynowe badania
laboratoryjne. Pobranie krwi miato miejsce na wizytach W1, W3, W10 i W90. Ocena
parametréw laboratoryjnych w 1. 3. 10. i 90. dobie od udaru obejmowata: morfologie krwi z
rozmazem oraz stezenie w surowicy biatka C-reaktywnego (CRP). Badania biochemiczne
(glikemia, stezenie kreatyniny, enzyméw watrobowych (AspAT, ALAT) lipidogram
(cholesterol catkowity, LDL, HDL, TAG), przeprowadzono zgodnie z harmonogramem
(tabela 4) . Pobranie krwi w 90-tej dobie od udaru byly przeprowadzone podczas kontrolnej,
ambulatoryjnej wizyty chorego w szpitalu (W90). W grupie kontrolnej pobranie krwi
wykonywano jednorazowo. Analizy badan przeprowadzone byly w zakladzie Diagnostyki

Laboratoryjnej SPZOZ MSWiA w Poznaniu.
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3.2.2 Ocena kliniczna SAI

Kazdy pacjent byt obserwowany pod katem SAI, ktorg definiowano jako:

- temperatura >37.8°C u chorego z objawami sugerujgcymi infekcje i/lub

- liczba leukocytow w krwi obwodowej (WBC) >11,000/mL lub <4,000/mL lub zmiany
zapalne w rentgenogramie (rtg) klatki piersiowej i/lub

- posiew krwi lub moczu wskazujgcy na obecnos¢ drobnoustrojow i/lub

- terapia antybiotykiem lub chemioterapeutykiem w ciggu 10 dni od poczatku objawow udaru

W tym celu monitorowano wyktadniki stanu zapalnego: cieptote ciala, morfologi¢
krwi z rozmazem, CRP, badanie ogoélne moczu (Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej SPZOZ
MSWiA w Poznaniu) i wykonano rtg klatki piersiowej (Oddzial Diagnostyki Obrazowe;j
SPZOZ MSWiA w Poznaniu). U czeéci pacjentow wykonano posiew krwi lub moczu
(Pracownia Diagnostyki Mikrobiologicznej Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii i

Torakochirurgii w Poznaniu).
3.2.3 Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytow i komorek NK

Do oceny iloéciowej subpopulacji limfocytow CD4", CD8", Treg, Tyd, iNKT i
komoérek NK wykorzystano metod¢ cytometrii przeplywowej krwi obwodowej (ang.:
fluorescense activated cell sorting, FACS). Metoda ta umozliwia ocen¢ sktadu procentowego
leukocytéw zawierajagcych okreslone antygeny, przeciwko ktorym uzyto odpowiednie

przeciwciala. Whasciwy dobor przeciwciat pozwala réznicowac leukocyty na subpopulacje.

Badania przeprowadzono we wspotpracy z Katedrg Patomorfologii i Immunologii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. n. med. Grzegorz

Dworacki).
3.2.3.1. Pobranie krwi

Badanie cytometryczne wykonano w badanej grupie chorych czterokrotnie, tj. w 1.,
3., 10. 1 90-tej dobie po udarze i jednokrotnie w grupie kontrolnej. Krew zylng pobierano na
czczo, z zyty odlokciowej, w ilosci 4 ml, bezposrednio do probowki BD Vacutainer®
(Becton Dickinson, USA) zawierajacej antykoagulant K2EDTA (s6l dwupotasowa kwasu

etylenodiaminotetraoctowego) w stezeniu 1,8 mg/ml krwi petnej. Proby krwi dostarczano do
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laboratorium cytometrycznego nie pozniej niz w ciggu 1 godziny od pobrania materiatu
biologicznego. Procedura znakowania byta przeprowadzona w ciggu 4 godzin od pobrania

krwi.
Charakterystyke uzytych przeciwcial zestawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka przeciwciat uzytych do oceny cytometrycznej

Antygen Fluorochrom Klon Numer Producent
réznicowania katalogowy
CD3 APC-Cy7 UCHT1 300426 BioLegend®, USA
CD4 PE/Cy7 SK3 344612 BioLegend®, USA
CD8 PerCP SK1 344708 BioLegend®, USA
CD25 PerCP MEM-181 | A15802 ThermoFisher Scientific®, USA
FoxP3 PE 150D 320008 BioLegend®, USA
CD127 (IL-7Ra) FITC A019D5 | 351312 BioLegend®, USA
Helios APC 22F6 137222 BioLegend®, USA
TCRyd APC B1 555718 BD Biosciences®, USA
TCR V31 FITC TS8.2 TCR2730 ThermoFisher Scientific®, USA
TCR V&2 PE B6 331408 BioLegend®, USA
Va24-Ja18 (iNKT) | APC 6B11 342908 BioLegend®, USA
CD56 PerCP A019D5 | 351312 BioLegend®, USA

3.2.3.2 Znakowanie prob krwi z wykorzystaniem reakcji antygen-przeciwcialo -

barwienie powierzchniowe

Do oceny populacji subpopulacji limfocytow CD4", CD8", Tys, iNKT i komérek NK

metoda cytometrii przeptywowej wykorzystano metod¢ barwienia powierzchniowego.

Na dno probowek cytometrycznych dodawano po 5 pl przeciwciat wigzacych sie z
odpowiednim antygenem powierzchniowym limfocytow i 100 pl krwi obwodowej. Catos¢

delikatnie mieszano, a nastepnie inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej,
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chronigc przed dostgpem $wiatta. Po uplywie tego czasu dodawano 1 ml buforu lizujacego
(FASC lysing solution, Becton Dickinson, USA) 1 inkubowano przez 10 minut bez dostepu
swiatta. Bufor lizujacy poza liza erytrocytow utrwala komoérki oraz potaczenie antygen-
przeciwcialo. Po zakonczeniu inkubacji, komorki plukano i wirowano dwukrotnie w buforze
PBS (Roche Diagnostics) przez 5 minut przy 1500 obrotach na minutg, w temperaturze 4°C,
kazdorazowo usuwajac supernatant. Charakterystyke zastosowanych przeciwcial i1 ich
zestawy przedstawiono w tabelach 9 i 11. Akwizycje komorek przeprowadzano przy pomocy
cytometru FACS Canto (BD Biosciences, USA). W celu analizy poszczegdlnych

subpopulacji komoérek akwizycji poddawano 10000 zdarzen

3.2.3.3 Znakowanie prob krwi z wykorzystaniem reakcji antygen-przeciwcialo -

barwienie cytoplazmatyczne

Do oceny subpopulacji limfocytow Treg wykorzystano metode barwienia

cytoplazmatycznego.

Na dno probowek cytometrycznych dodawano po 4 ul przeciwciat: anty-CD3, anty-
CD4, anty-CD25 i 100 pl krwi petnej. Inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej bez
dostepu swiatta. Po uptywie tego czasu dodawano 1 ml buforu lizujacego (FACS lysing
solution, Becton Dickinson, USA) w rozcienczeniu 1:10 i inkubowano 10 minut chronigc
przed dostepem S$wiatla. Nastepnie dodawano bufor PBS (Roche Diagnostics, Niemcy)
rozcienczony 1:10 i wirowano przez 4 minuty przy predkosci 1500 obrotow/minute, w
temperaturze 4°C. Supernatant usuwano, osad komoérkowy rozbijano, a nastepnie dodawano
Iml saponiny (BD Biosciences, USA) rozcienczonej 1:10 w celu permeabilizacji btony
komorkowej 1 inkubowano 1 godzine na lodzie. Po uptywie tego czasu mieszaning wirowano,
usuwano supernatant i przystgpowano do barwienia wewnatrzkomérkowych czynnikéw
transkrypcyjnych Helios i FoxP3 dodajac do osadu komoérkowego po 4 pl odpowiedniego
przeciwciala monoklonalnego. Mieszaning komorek z przeciwciatami inkubowano 1 godzing
na lodzie bez dostgpu S$wiatla. Po uptywie godziny komorki plukano, dodajac 2 ml
rozcienczonej saponiny i wirowano przez 4 minuty przy predkosci 1500 obrotow/minute, w
temperaturze 4°C, a nastepnie usuwano supernatant i rozbijano osad komérkowy. Akwizycje
przeprowadzano przy uzyciu aparatu FACS Canto (BD Biosciences, USA) analizujac 30 000

zdarzen.
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Tabela 9. Charakterystyka zastosowanych odczynnikéw

Odczynnik Numer katalogowy Producent
FACS lysing solution, 10X Concentrate 349202 Becton Dickinson, USA
Premixed PBS Buffer,10x 11666789001 ROCHE Diagnostic, Niemcy
Saponina 51-2091KZ BD Biosiences, USA

3.2.3.4 Analiza danych

Do analizy danych wykorzystywano oprogramowanie FACS Diva (BD Biosciences,
USA). Populacja limfocytéw byta bramkowana na podstawie rozproszen $wiatta w uktadzie
FSC/SSC (forward scatter/side scatter) oraz w oparciu o obecng ekspresje CD3 (limfocyty T
pomocnicze CD4" [Th], limfocyty T cytotoksyczne CD8" [Tc], limfocyty T regulatorowe
[Treg], limfocyty Tyo, lub jej brak (limfocyty iNKT, komoérki NK) oraz obecng ekspresje
CD56 (komorki NK). Poszczegdlne subpopulacje limfocytow bramkowano z
wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciw typowym dla danej subpopulacji
antygenom znacznikowym, co przedstawiajg ryciny 1-5. W tabeli 11 przedstawiono badane
populacje komoérek oraz sposob ich identyfikacji za pomoca zestawu przeciwcial. W celu
prawidtowego skompensowania naktadajacych si¢ widm emisji fluorescencji poszczegolnych
fluorochroméw przy znakowaniu wielokolorowym zastosowano technike FMO (ang.:
fluoerescence-minus-one), w ktorej proby kontrolne byly znakowane wszystkimi
przeciwcialami obecnymi w panelu oprécz jednego. Pusty kanat stanowit kontrole dla proby

znakowanej wszystkimi przeciwcialami panelu, sprzezonymi z fluorochromami.
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Tabela 10. Populacje badanych komorek oraz sposoéb ich identyfikacii

Populacja Markery komérek
Leukocyty CD45"
Limfocyty T CD3"
Limfocyty Tc CD3* CD4 CD8*
Limfocyty Th CD3* CD4" CD§
Limfocyty Treg CD3" CD4" CD25" FoxP3"

Limfocyty Treg Helios ** CD3* CD4* CD25" FoxP3" Helios*

Limfocyty Tyd CD3' CD4 CD8
Limfocyty Tyd V&1 CD3' CD4 CD8 V51"
Limfocyty Tyd V&2 CD3' CD4 CD8 V&2*
Limfocyty iINKT CD3'CD56" Va24"
Komoérki NK CD3CD56"

Limfocyty T regulatorowe
Limfocyty identyfikowano w ukladzie FSC/SSC oraz w oparciu o ekspresje CD3.

Limfocyty Treg definiowano na podstawie ekspresji CD4/CD25/FoxP3 1 okreslano ich
odsetek wzgledem populacji limfocytow CD3" (rycina 1).
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Rycina 1. Przyktad oceny odsetka limfocytow Treg. A. limfocyty w uktadzie FSC/SSC, B. identyfikacja
populacji limfocytéw w oparciu o ekspresje CD3, C. limfocyty w oparciu o ekspresjg CD4"25"high, D.

limfocyty w oparciu o ekspresje FoxP3, E. limfocyty w oparciu o ekspresje Helios
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Limfocyty Tyé

Limfocyty identyfikowano w uktadzie FSC/SSC oraz w oparciu o ekspresje CD3.
Limfocyty Tyd definiowano na podstawie ekspresji CD3/TCR yd, a podtypy Vol lub Vo2
definiowano uwzgledniajac koekspresje odpowiednich fragmentow tancucha . Odsetek
limfocytow Tyd okreslano wzgledem populacji limfocytéw CD3", a odsetek subpopulacji
Vol 1 Vo2 wzgledem limfocytow Tyd. Rycina 2 przedstawia przykiad oceny odsetka
komorek TCR 7.
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Rycina 2. Przykiad oceny odsetka limfocytow Tyd. A. limfocyty w uktadzie FSC/SSC, B. identyfikacja
populacji limfocytow w oparciu o ekspresje CD3, C. limfocyty z TCRy®, D. limfocyty Tyd: Vo1i Vo2
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Limfocyty iNKT

Limfocyty identyfikowano w uktadzie FSC/SSC oraz w oparciu o ekspresje CD3.
Limfocyty iNKT definiowano na podstawie koekspresji CD3'/CD56/Va24". Odsetek
limfocytow iNKT okreslano wzgledem populacji limfocytéw CD3" (rycina 3).
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Rycina 3. Przyklad oceny odsetka limfocytow iNKT. A. limfocyty w uktadzie FSC/SSC, B.
identyfikacja populacji limfocytéw w oparciu o ekspresje CD3, C. limfocyty Va24
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Komorki NK

Komoérki NK identyfikowano w uktadzie FSC/SSC oraz w oparciu o brak ekspresji
CD3 oraz ekspresje CD56 (rycina 4).
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Rycina 4. Przyktad oceny odsetka komoérek NK. A. limfocyty w uktadzie FSC/SSC, B. identyfikacja

populacji komoérek NK w oparciu o brak ekspresji CD3

Limfocyty CD4" i CD8"

Limfocyty identyfikowano w ukladzie FSC/SSC oraz w oparciu o ekspresj¢ CD3
(rycina 5). Limfocyty T pomocnicze (Th) CD4" definiowano na podstawie koekspresji
CD3'/CD4'/CDS’, a limfocyty T cytotoksyczne (Tc) — na podstawie koekspresji CD3"/CD47/
CDS8". Odsetek limfocytow CD4" lub CDS8" okreslano wzgledem populacji limfocytow CD3".
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Rycina 5. Przykifad oceny odsetka limfocytéw CD4/CD8". A. limfocyty w uktadzie FSC/SSC, B.
identyfikacja populacji limfocytéw w oparciu o ekspresje CD3, C. limfocyty CD4" i CD8"

Wartosci bezwzgledne (kom/ul) badanych populacji wyliczono na podstawie odsetka
wynikajacego z analizy cytometrycznej w odniesieniu do liczby limfocytow ocenionej w

automatycznej analizie laboratoryjnej morfologii krwi obwodowej pobranej jednoczasowo.
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3.3 Analiza statystyczna

Dane ilosciowe wyrazone w skali interwalowej przedstawiono za pomocg $rednie;j
arytmetycznej =+ odchylenie standardowe (SD) oraz mediany 2z zakresem
mi¢dzykwartylowym (kwartyl dolny-kwartyl goérny). Dla danych jako$ciowych wyrazonych
w skali porzadkowej 1 skali nominalnej podano liczebno$¢ badanej cechy (n) w
analizowanym materiale wraz z zapisem procentowym (%), natomiast dla danych w skali

porzadkowej wyznaczono takze mediang i kwartyle.

Zgodno$¢ z rozktadem normalnym zmiennych na skali interwatowej badano testem
Shapiro-Wilka. Poréwnanie zmiennych miedzy dwoma grupami wykonano za pomocg testow
parametrycznych i nieparametrycznych. Do poréwnania dwoch niezaleznych grup uzyto
odpowiednio testu t studenta lub testu Manna-Whitneya. W przypadku poréwnania dwoch
grup zaleznych stosowano odpowiednio test t studenta lub test Wilcoxona. Poréwnania
wielokrotne migedzy zmiennymi zaleznymi przeprowadzono odpowiednio testem
nieparametrycznym  poréwnan  wielokrotnych ANOVA  Friedmanna lub testem

nieparametrycznym kolejnosci par Wilcoxona z poprawka Benferroniego.

Zmienne kategorialne na skali nominalnej (tabele 2x2) analizowano za pomocg

testu niezaleznos$ci Chi-kwadrat lub doktadnego testu Fishera.

Korelacje migdzy wybranymi zmiennymi, ktére nie wykazywaly rozkladu
normalnego badano za pomoca nieparametrycznego testu korelacji rang Spearmana. Dla
porownan dwodch grup i dla korelacji rang za istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p<0,05, a

dla poréwnan wielokrotnych — wartos$¢ p<0,01.

Analize przeprowadzono za pomocg programu Statistica, wersja 13, TIBCO Software
Inc. (2017) oraz przy pomocy programu GraphPad Prism w wersji 8.0.1 (GraphPad Software,
San Diego, California).
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4. WYNIKI
4.1 Grupa badana

Grupg badang stanowito 52 chorych z udarem niedokrwiennym, w wieku od 42 do 88
lat, u ktorych czas trwania objawow w momencie wigczenia do badania nie przekraczat 24 h.

Na rycinie 6 przedstawiony jest schemat kwalifikacji do badania.

161 kolejnych chorych z
podejrzeniem udaru mozgu

Kryteria wigczenia:
-objawy udaru mozgu

- wiek >40 lat

-czas objawow <24h

70 chorych

Kryteria wykluczenia:
-krwotok srdodmozgowy —8
-TIA-9

-choroba nowotworowa- 1

grupa badana:
52 chorych

Rycina 6. Schemat klasyfikacji chorych do badania
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Rycina 7 przedstawia schemat udzialu chorych w kolejnych badanych punktach
czasowych. Zmniejszajaca si¢ liczba chorych wynikata z odmowy kontynuacji udzialu w

badaniu (17 oséb) lub zgonu (2 osoby).

WOi W1
52 chorych

W3
47 chorych

W10
45 chorych

W90
33 chorych

Rycina 7. Schemat liczby chorych uczestniczacych w kolejnych punktach czasowych badania

4.2 Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 34 pacjentow hospitalizowanych na Oddziale Chorob

Wewngetrznych Szpitala MSWiA w Poznaniu.
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4.3 Charakterystyka badanych populacji

Struktura demograficzna, BMI oraz czestos¢ wystepowania klasycznych czynnikow

ryzyka choréb naczyniowych w badanych populacjach zostaty przedstawione w tabeli 11.

Tabela 11. Charakterystyka chorych po udarze i grupy kontrolnej (GK)

udar grupa kontrolna P w1 vs GK

niedokrwienny W1 (n=34)
(n=52)

Wiek, lata 69 68 p=0,658
(£12,1) (£12,7)

BMI (kg/m°) 25,4 27,0 p=0,368

(23,6-28,4) (24,9-30,6)

Ptec- kobiety n, (%) 25 13 p=0,386
(48,1%) (38,2%)

Nadcisnienie tetnicze n, (%) 42 30 p=0,551
(80,8%) (88,2%)

Cukrzyca n, (%) 10 6 p> 0,99
(19,2%) (17,7%)

Choroba niedokrwienna serca n, 19 14 p=0,821
(%) (36,5%) (41,2%)

Migotanie przedsionkéw n, (%) 20 3 p=0,003
(38,5%) (8,8%)

Palenie tytoniu n, (%) 18 7 p=0,225
(34,6%) (20,6%)

Hiperlipidemia n, (%) 16 12 p=0,814
(30,8%) (35,3%)

Wartosci zostaty wyrazone jako liczba bezwzgledna, procent, srednia £ SD lub jako mediana i
zakres miedzykwartylowy (25-75 percentyl)

Badane populacje nie rdznity si¢ pod wzgledem wieku, proporcji pici, BMI, czestosci
wystepowania czynnikoOw ryzyka chordb naczyniowych takich jak nadci$nienie tetnicze,
cukrzyca, hipercholesterolemia, choroba niedokrwienna serca, zestawu lekow stosowanych w
zwigzku z w/w czynnikami ryzyka czy odsetka 0sob palacych papierosy. W grupie z udarem
niedokrwiennym wystepowata wigksza liczba chorych z migotaniem przedsionkoéw oraz

stosujacych doustne antykoagulanty.

W tabeli 12 przedstawiono dane dotyczace stosowanego dotychczas leczenia w

badanych grupach.
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Tabela 12. Charakterystyka stosowanego leczenia w grupie chorych po udarze i w grupie kontrolnej

udar niedokrwienny W1 grupa kontrolna P w1 vs 6K
(n=52) (n=34)
ASA, n (%) 52 34 p>0,99
(100%) (100%)
ACEIl, n (%) 20 17 p=0,374
(38,5%) (50%)
diuretyki, n (%) 23 12 p=0,502
(44,2%) (35,3%)
B - blokery, n (%) 22 17 p=0,514
(42,3%) (50%)
Ca-blokery, n (%) 9 8 p=0,582
(17,3%) (23,5%)
ARB, n (%) 7 1 p=0,139
(13,5%) (2,9%)
statyny, n (%) 14 15 p=0,110
(26,9%) (44,1%)
przeciwcukrzycowe 8 4 p=0,757
doustne, n (%) (15,4%) (11,8%)
insulina, n (%) 3 3 p=0,677
(5,8%) (8,8%)
antykoagulanty 7 0 p=0,039
doustne, n (%) (13,5%) (0%)

Wartosci zostaty wyrazone jako liczba bezwzgledna i procent;

ASA- chorzy leczeni kwasem acetylosalicylowym w ramach profilaktyki pierwotnej lub wtérnej choréb
sercowo-naczyniowych

ACEI- chorzy leczeni przewlekle inhibitorami konwertazy angiotensyny w ramach terapii nadcisnienia
tetniczego lub profilaktyki chordéb sercowo-naczyniowych

diuretyki- chorzy leczeni przewlekle lekami moczopednymi z grup diuretykéw petlowych, tiazydowych,
antagonistow aldosteronu

B - blokery- chorzy leczeni przewlekle beta-adrenolitykami w ramach terapii nadci$nienia tetniczego
Ca-blokery- chorzy leczeni przewlekle blokerami kanatu wapniowego w ramach terapii nadcisnienia
tetniczego

ARB- chorzy leczeni przewlekle antagonistami receptora angiotensyny Il w ramach terapii
nadcisnienia tetniczego

statyny- chorzy leczeni przewlekle statynami z powodu hipercholesterolemii

przeciwcukrzycowe doustne - chorzy leczeni przewlekle doustnymi preparatami przeciwcukrzycowymi
z grup pochodnych sulfonylomocznika, pochodnych biguanidéw, glinidow z powodu cukrzycy typu I
insulina- chorzy leczeni przewlekle analogami insulin z powodu cukrzycy

W grupie badanej okreslano typ etiologiczny udaru zgodnie z klasyfikacjg TOAST
(tabela 3, rozdziat 3). Do badania nie wigczano chorych o niewyjasnionej etiologii udaru
(TOAST 5). Rozpoznanie udaru i okreslenie jego typu opieralo si¢ na wywiadzie, badaniu
przedmiotowym oraz wynikach badan dodatkowych. Wyniki klasyfikacji przedstawiaja si¢
nastepujaco: TOAST 1- 13 chorych (25%), TOAST 2 — 12 chorych (23%), TOAST 3- 22
chorych (42%), TOAST 4- 5 chorych (9,6%).
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Lokalizacje ogniska niedokrwiennego oceniano wg klasyfikacji OCSP (tabela 8,

rozdziat 3). Liczba chorych z udarem z danego zakresu unaczynienia ksztattowata si¢
nastepujaco:
6 (11,8%)
- PACI (partial anterior circulation infarct): 27 (52,9%)
13 (25,5%)
4 (7,8%)

- TACI (total anterior circulation infarct):

- POCI (posterior circulation infarct):
- LACI (lacunar infarction):

W celu okreslenia stopnia deficytu neurologicznego pacjentOw oceniano w skalach
NIHSS, SSS wg punktacji prognostycznej (pSSS) i dlugoterminowej (dSSS) oraz mRS
(rozdzial 3, tabele: 5, 6, 7). Wyniki oceny w kazdym z punktow czasowych zostaly

przedstawione w tabeli 13.

Tabela 13. Ocena deficytu neurologicznego i stopnia niepetnosprawnosci w wyznaczonych punktach
czasowych

w1 w3 W10 W90
NIHSS 7 (4-11) 3 (1-13) 2 (0-5) 1 (0-40)
P wivswsz= 0,347 P w3 s w10 = 0,008 P wio-wao= 0,154
P w1vswio < 0,0001 | P wsvsws0=0,024
P w1 vs weo= 0,001
pSSS 20 (14-22) 21 (18-22) 22 (19-22) -
P wivsws= 0,417 P w3vswio = 0,167 P w1o- weo= -
P w1 vs wio =0,002 P w3 vs woo= -
dsss 32 (18- 41) 42 (25-46) 44 (36- 48) 48 (44-48)
P w1 vs w3<0,0001 P w3 vs w10 =0,717 P w1o- weo= 0,003
P w1 vs wio <0,0001 P w3 vs weo= 0,026
P w1 vs weo <0,0001
mRS - 2,0 (1-4) 1,0 (0-4) 0,5 (0-1)
P wivswa=-
P w1 vswio =- P w3 vs w10 =0,186 P w10 wso= 0,001
P w1 vs wao=- P w3 vs weo= 0,001

Warto$ci zostaty wyrazone jako mediana i zakres miedzykwartylowy (25-75 percentyl);
wartosci istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionkg

Wykazano istotne statystycznie réznice pomiedzy stanem klinicznym chorych w 1.

dobie a stanem w kolejnych punktach czasowych. Wynik oceny byl najwyzszy w skali
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NIHSS, a najnizszy w skali dSSS w 1. dobie hospitalizacji, natomiast w 3., 10. 1 90. dobie od
udaru wynik w skali NIHSS byl nizszy, a dSSS wyzszy (stan kliniczny si¢ poprawiat).
Ponadto wykazano istotnie statystycznie nizszy wynik oceny w skali NIHSS oraz istotnie
statystycznie wyzszy wynik oceny w skali dSSS w 10. 1 90. dobie od udaru w stosunku do
oceny w 1. 1 3. dobie udaru. Wykazano réwniez istotng statystycznie roznice¢ w ocenie wg
skali mRS; w 90. dobie po udarze sprawno$¢ ruchowa poprawiata si¢, wynik istotnie

statystycznie nizszy niz w 3. i 10 dobie udaru.
4.4 Analiza morfologii krwi obwodowej

Wykazano, ze niezaleznie od czasu, jaki uptynat od udaru, liczba leukocytéw (WBC),
monocytoéw, erytrocytow (RBC) 1 ptytek w krwi obwodowej chorych nie réznita si¢ istotnie
w poréwnaniu do tej obserwowanej w grupie kontrolnej. Stwierdzono istotnie statystycznie
wieksza liczbg WBC w 1. dobie po udarze w porownaniu z 90. doba (p wivsweo = 0,016).
Najwyzsze wartosci WBC odnotowano w 3. a najnizsze w 90. dobie po udarze, roznice te

jednak nie osiggnely istotnos$ci statystycznej (rycina 8) .

p=0,119
p=0,281

10—
p=0,816

p=0,448

WBC x 10%ul
|
[
|
[

[ udar
@ Kontrola

0 T T T T
w1 W3 w10 W90 kontrola

Rycina 8. Wartosci WBC w ocenianych punktach czasowych w grupie chorych z udarem w

odniesieniu do grupy kontrolnej. Warto$ci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
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Liczba bezwzgledna limfocytow krwi obwodowej w 1. i 10. dobie po udarze oraz

odsetek limfocytow wzgledem WBC w 1., 3. 1 10. dobie udaru byly istotnie statystycznie

mniejsze (p<0,05) w pordwnaniu z warto§ciami obserwowanymi w grupie kontrolnej.

Wykazano takze istotnie statystycznie (p<0,05) mniejszy odsetek monocytéw i eozynofili w

grupie chorych z udarem w 1. dobie w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej oraz istotnie

statystycznie wigkszy (p<0, 05) odsetek neutrofili w 1. 1 3. dobie udaru w poroOwnaniu z

grupg kontrolng (tabela 14 1 15).

Tabela 14. Poréwnanie morfologii komérek krwi obwodowej w kolejnych ocenianych punktach

czasowych w grupie chorych z udarem oraz w grupie kontrolnej (GK)

badany Udar W1 Udar W3 Udar Udar grupa p W1vs pW3vs | pW10vs | p W90 vs
parametr W10 W90 kontrolna GK GK GK GK

WBC 7,4 7,6 7,2 6,8 6,8 p=0,119 p=0,281 p=0,816 p=0,448
x10°/ul (5,8-10,6) | (5,7-10,2) | (5,9-8,1) | (5,6-7,7) | (5,7-8,4)

Limfocyty 1,7 2,0 1,8 1,9 2,3 p=0,008 | p=0,114 | p=0,024 | p=0,075
x10°/ul +0,9 +0,9 +0,7 +0,7 +1,2

Limfocyty 21,5 25,3 25,8 28 31,3 p=0,000 | p=0,018 | p=0,029 | p=0,155
% +11,6 +10,9 +10,2 +7,5 +10

Monocyty 0,6 0,7 0,6 0,6 0,7 p=0,255 p=0,538 p=0,652 p=0,348
x10°/ul (0,5-0,8) (0,5-1,0) (0,5-0,8) | (0,5-0,8) (0,6-0,8)

Monocyty 8 10 9 9 9,5 p=0,016 P=0,693 p=0,344 p=0,658
% (6,5-10) (8-11) (8-11) (8-11) (8-11,5)

Neutrofile 4,7 4,0 4,2 4,1 4,1 p=0,056 p=0,127 p=0,974 p=0,875
x10°/ul (3,3-7,4) (3,3-7,0) (2,9-4,8) | (3,0-4,9) (2,8-5,1)

Neutrofile 65 62 59,5 60 56 p=0,009 p=0,047 p=0,610 p=0,340
% (55-75) (53-72) (50- 65) (54-63) (51-65)

Eozynofile 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 p=0,017 p=0,553 p=0,484 p=0,918
x10°/ul (0,0-0,2) (0,1-0,3) (0,1-0,3) | (0,1-0,3) (0,1-0,3)

Eozynofile 1 3 3 3 3 p=0,003 p=0,784 p=0,508 p=0,747
% (0-3) (2-5) (2-5) (2-5) (2-5)

RBC 4,5 4,5 4,4 4,4 4,4 p=0,658 | p=0,684 | p=0,781 | p=0,731
x10%/ul +0,5 +0,6 +0,6 +0,4 +0,6

PLT 231 235 254 239 245 p=0,379 p=0,584 | p=0,679 p=0,720
x10°/ul +65,9 +79,4 +97 +59 +69

WBC (ang. white blood cells) liczba biatych krwinek

RBC (ang. red blood cells) liczba czerwonych krwinek
PLT (ang. platelets ) liczba ptytek
Wartosci zostaty wyrazone jako mediana i zakres miedzykwartylowy (25-75 percentyl) lub jako
$rednia + odchylenie standardowe; wartosci istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong
czcionkg
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Tabela 15. Poréwnanie wartosci bezwzglednych badanych subpopulacji w kolejnych ocenianych

punktach czasowych w grupie chorych z udarem oraz w grupie kontrolnej

w1 W3 W10 W90 grupa kontrolna | p
(GK)
cpa’ 525 611 534 523 625 Pwivwsck =0,147
(kom/ul) 1240 +302 1241 1237 1364 Pwiwsck =0,863
P wiowvsek =0,212
P woovsek = 0,204
cpg’ 263 295 280 321 290 Pwivwsek =0,330
(kom/ul) (158-343) (198-447) (192-366) (175-425) (158-547) Pwswsck =0,874
P wiowsek = 0,667
P woovsek = 0,959
Treg 13.2 15.4 12.9 14.5 16.4 Pwivsck = 0,600
(kom/ul) (8.6-19.8) (9.2-27.4) (8.7-18.2) (10.2-20.7) (9.07-21.1) Pwiwsck = 0,605
P wiowvsek = 0,416
P woovsek =0,912
Treg Helios® 8.0 9.2 6.0 9.4 13.8 Pwivsgk =0,096
(kom/ul) (4.6-15.8) (4.3-21.2) (4.6-12.7) (7.5-15.9) (7.1-18.6) Pwiwsck =0,574
P wiowsek = 0,066
P woovsck = 0,286
Treg Helios 4.6 4.7 5.3 4.3 1.0 P wivsck < 0,0001
(kom/ul) (2.6-6.81) (3.5-9.8) (3.9-7.3) (1.0-8.5) (0.5-3.1) P w3wsck <0,0001
P wiovs ck < 0,0001
P woowsck = 0,006
Tyé 311 382 306 390 457 Pwivsek = 0,026
(kom/ul) (224-476) (140-611) (135-462) (211-480) (200-724) Pwiwsek =0,102
P wiovsek = 0,015
P woovsek = 0,208
Tyd Vé1 4.0 5.1 5.6 4.9 3.8 Pwivwsck =0,631
(kom/ul) (1.6-10.3) (1.3-10.7) (1.8-9.1) (2.9-12.1) (2.2-9.1) Pwswsck =0,772
P wiowsek =0,733
P woovsek =0,572
Tyd V62 8.2 10.5 7.4 18.9 12.5 Pwivsek =0,316
(kom/ul) (3.9-16.8) (4.1-26.0) (2.9-16.9) (3.7-32.1) (4.9-22.5) Pwiwsek =0,932
P wiowvsek = 0,126
P woovsek = 0,415
iNKT 7.7 10.1 8.0 7.3 7.0 Pwivsck =0,534
(kom/ul) (4.4-13.1) (6.3-16.6) (5.3-12.8) (4.5-14.2) (3.3-11.9) Pwswsgk = 0,045
P wiowsek = 0,380
P woovsek =0,769
NK 183 188 182 181 171 Pwivwsek =0,884
(kom/ul) (106-262) (122-288) (97.9-273) (114-317) (103-293) Pwiwsck =0,682

P wiowsek =0,923
P woovsek = 0,504

Wartosci zostaty wyrazone jako mediana i zakres miedzykwartylowy (25-75 percentyl) lub jako
Srednia £ odchylenie standardowe. Wartosci istotne statystycznie, (p<0,05) oznaczono pogrubiong

czcionka
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4.4.1 Ocena iloSciowa badanych subpopulacji limfocytéow T (Treg, Tyo, iNKT), komoérek
NK oraz limfocytéw CD4" i limfocytow CD8"

4.4.1.1 Ocena ilosciowa limfocytow Treg

Badane warto$ci limfocytow Treg nie mialy rozkladu normalnego. Warto$ci
bezwzgledne, jak i odsetek limfocytow Treg w odniesieniu do populacji limfocytow CD3" u
chorych w 1., 3., 10., 1 90. dobie po udarze mozgu nie roéznit si¢ od wartosci uzyskanych w
grupie kontrolnej i istotnie nie zmienial si¢ w czasie, jaki uptynat od udaru (tabela 15, rycina

9).

p=0,434 p=0,203  p=0,349
p=0,832

474 =
sl °"

Treg % CD3+

0 1 1 1 1
w1 W3 w10 W90 kontrola

Rycina 9. Poréwnanie odsetka limfocytow Treg w kolejnych dobach udaru w odniesieniu do grupy

kontrolnej. Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

Odsetek limfocytow Treg Helios™ w populacji limfocytéow Treg u chorych w 1., 3.,
10., 1 90. dobie po udarze mdzgu byt istotnie nizszy niz ten obserwowany w grupie kontrolnej
[W1: 69,1% (52,7-75,4) , p<0,0001; W3: 62,5% (49,6-76,6), p<0,0001; W10: 60,9% (56,5-
72,9), p<0,0001; W90: 79,2% (50,2-91,7), p=0,014 vs GK: 92,7% (81,9-97,0)]. Wartosci
bezwzgledne Treg Helios" u chorych w 1.,3., 10. i 90. dobie po udarze nie roznity sie istotnie
statystycznie od obserwowanych w grupie kontrolnej (tabela 15). Natomiast zaréwno
wartosci bezwzgledne, jak 1 odsetek limfocytow Treg Helios” w populacji limfocytéw Treg u
chorych w 1., 3., 10., i 90. dobie po udarze mdzgu byt istotnie wyzszy od wartosci
wykazanych w grupie kontrolnej [W1: 35,8% (23,9-48,0), p<0,0001; W3: 37,8% (25,8-53.2),
p<0,0001; W10: 40,5% (33,7-47,6),p<0,0001; W90: 18,4 % (8,0-50,2) vs GK: 6,5% (3,5-
16,0); p=0,003] (rycina 10 a,b i 11).
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Rycina 10. Poréwnanie odsetka Helios® (a) i Helios™ (b) w populaciji limfocytéw Treg u chorych z
udarem w odniesieniu do grupy kontrolnej w kazdym z ocenianych punktéw w czasie. Wartosci

wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
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Rycina 11. Poréwnanie wartosci bezwzglednych limfocytow Treg Helios- u chorych z udarem w
odniesieniu do grupy kontrolnej w kazdym z ocenianych punktéw w czasie. Wartosci wyrazono jako

mediane i zakres miedzykwartylowy

Wartosci badanych parametréw takich jak: warto$ci bezwzgledne limfocytow Treg,
odsetek limfocytow Treg w populacji limfocytow CD3+ nie zmienialy si¢ istotnie
statystycznie w czasie, jaki uptynat od udaru. Mimo obserwowanej tendencji do normalizacji
proporcji limfocytow Treg H™ / Treg H w 90. dobie, wartoéci te nie roznity sie od

notowanych w dobach od 1. do 10. po udarze.

W 1. dobie po udarze odsetek limfocytow Treg H" w populacji limfocytow Treg byt
istotnie wyzszy u mezczyzn niz u kobiet [odpowiednio: 74,7% (61,5-86,8) vs 61,5% (46,7-
71,5); p=0,004], natomiast odsetek limfocytow Treg H™ byt istotnie wyzszy w grupie kobiet
w poréwnaniu z warto$ciami obserwowanymi u me¢zczyzn [odpowiednio: 37,5% (30,4-52,0)
vs 27,4% (17,3-45,9) ; p=0,037] (rycina 12). Roznicy tej nie stwierdzono w kolejnych
dobach.
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Rycina 12. Poréwnanie odsetka Helios™ oraz Helios’, w populacji limfocytéw Treg z uwzglednieniem

pici. Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
4.4.1.2 Ocena ilosciowa limfocytow Tyo

Badane warto$ci limfocytow Tyd nie miaty rozkladu normalnego. Warto$ci
bezwzgledne limfocytow Tyd w 1. 1 10. dobie po udarze byly istotnie nizsze niz w grupie
kontrolnej (tabela 16, rycina 28). Odsetek limfocytow Tyd w odniesieniu do populacji
limfocytéow CD3" u chorych w 1., 3., 10., i 90. dobie po udarze mézgu nie réznit si¢ od
warto$ci obserwowanych w grupie kontrolnej i istotnie nie zmieniat si¢ w czasie, jaki uptynat

od udaru (rycina 13).
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Rycina 13. Ocena ilosciowa (wartosci bezwzgledne) limfocytéw Tyd w kolejnych dobach udaru w

odniesieniu do grupy kontrolnej. Warto$ci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
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Rycina 14. Odsetek limfocytow Tyd w kolejnych dobach po udarze w odniesieniu do grupy kontrolne;.

Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

Wartosci bezwzgledne oraz odsetek limfocytow typu Vol w populacji limfocytow
Tyd u chorych w 1., 3., 10., i 90. dobie po udarze mézgu nie roéznit si¢ od wartosci
uzyskanych w grupie kontrolnej i istotnie nie zmieniat si¢ w czasie, jaki uptynat od udaru
(tabela 15, rycina 15). Odsetek limfocytow typu V62 w populacji limfocytow Tyd u chorych
w 1., 3. 1 10. dobie udaru mézgu byt istotnie mniejszy niz ten obserwowany w grupie
kontrolnej [W1: 8,0% (5,3-15,6), p=0,037; W3: 8,1% (3,6-16,5), p= 0,016; W10: 7,5% (5,3-
17,7) vs GK: 13,7% (6,8-20,1), p=0,046], ale istotnie nie zmieniat si¢ w czasie, jaki uptynat
od udaru (rycina 30). W zadnym z punktéw czasowych nie wykazano istotnych statystycznie
r6éznic migdzy warto$ciami bezwzglednymi limfocytow typu V62 w grupie po udarze w

odniesieniu do kontroli (tabela 15).

61



p=0,287

p=0,783
30—

_ p=0,683 p=0,386
N
S _ 1 Udar
S . R
% 20 I [ Kontrola
e
£
X 104
by
> A

0 T T T T T
w1 w3 w10 W90 kontrola

Rycina 15. Odsetek typu V&1 w populacji limfocytéw Ty® w grupie chorych w kolejnych dobach po

udarze w odniesieniu do grupy kontrolnej.
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Rycina 16. Odsetek typu V62 w populacji limfocytéw Ty® w grupie chorych w kolejnych dobach po

udarze w odniesieniu do grupy kontrolne;.
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4.4.1.3 Ocena ilosciowa limfocytow iNKT

Badane wartosci limfocytéw iNKT nie miaty rozkladu normalnego. Wartosci
bezwzgledne limfocytow iNKT w 3. dobie po udarze byly istotnie wyzsze niz w grupie
kontrolnej (tabela 16, rycina 17a). Odsetek limfocytéw iNKT w odniesieniu do populacji
limfocytow CD3" u chorych w 1., 3. i 10. dobie udaru niedokrwiennego mézgu byt istotnie
wyzszy niz w grupie kontrolnej [W1: 0,9% (0,6-1,8), p=0,03; W3: 0,9% (0,7-1,8),p=0,04;
W10: 0,9% (0,6-1,8) vs GK: 0,5% (0,5-1,1), p=0,02] (rycina 17b).
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Rycina 17 a i b. Warto$ci bezwzgledne (a) i odsetek limfocytéw iNKT (b) w populaciji limfocytéw CD3"
w grupie chorych w kolejnych dobach po udarze w odniesieniu do grupy kontrolnej. WartoSci

wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
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Nie wykazano roznic miedzy warto§ciami bezwzglednymi limfocytéw iNKT w 1.,
10., 1 90. dobie po udarze a grupa kontrolng, ani miedzy odsetkiem limfocytow iNKT w 90.

dobie po udarze a grupa kontrolng. Warto$ci ocenianych parametrow nie zmieniaty si¢

istotnie statystycznie w czasie, jaki uptynat od udaru.

4.4.1.4 Ocena iloSciowa komorek NK

Badane wartosci komoérek NK nie miaty rozktadu normalnego. Wartosci bezwzgledne
1 odsetek komoérek NK w odniesieniu do populacji limfocytow u chorych w 1., 3., 10., 1 90.
dobie po udarze mdzgu nie réznit si¢ od wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej, nie

zmieniat si¢ tez istotnie statystycznie w czasie, jaki uptynat od udaru (rycina 18).
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Rycina 18. Odsetek komorek NK w populacji limfocytow w kolejnych dobach udaru w odniesieniu do

grupy kontrolnej. Warto$ci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

4.4.1.5 Limfocyty CD4" i limfocyty CD8"

Badane wartosci limfocytow CD4" i CD8', za wyjatkiem wartosci bezwzglednej
limfocytow CD4" (tabela 15), nie miaty rozkltadu normalnego. Zaréwno warto$ci
bezwzgledne jak i odsetek limfocytow CD4" i limfocytow CD8" w odniesieniu do populacji
limfocytéow CD3" u chorych w 1., 3., 10. i 90. dobie po udarze mézgu nie réznit sie od

wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej. Warto$ci ocenianych parametrow nie zmieniaty si¢

tez w czasie, jaki uptynat od udaru.
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Rycina 19. Odsetek limfocytéow CD4" i limfocytéw CD8" w kolejnych dobach udaru w odniesieniu do

grupy kontrolnej. Wartosci wyrazono jako mediang i zakres miedzykwartylowy

4.5 Analiza stanu klinicznego chorych z uwzglednieniem infekcji zwigzanej z udarem

(SAI)

Pacjentow oceniano pod katem objawow infekcji zwigzanej z udarem (SAI) (definicja

rozdziat 3). Kryteria SAI spekito Iacznie 25 osob (48%), przy czym w 1. dobie udaru

rozpoznano 11 przypadkow SAI, w dobie 3-ciej liczba os6b z SAI wynosita 20, a w 10.

dobie — 25. Liczbe odnotowanych infekcji okotoudarowych w kolejnych ocenianych dobach

udaru przedstawia rycina 20.
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Rycina 20. Liczba infekcji zwigzanych z udarem (SAI) w kolejnych dobach udaru

Wykazano wyzsze, istotne statystycznie wartosci CRP w grupie chorych z udarem w
1. 1 3. dobie udaru w poréwnaniu z grupa kontrolng, a takze istotnie nizsze wartosci CRP w

90. dobie w poroéwnaniu z warto$ciami obserwowanymi w dobie 1., 3.1 10.

Tabela 16. Wartosci CRP u chorych z udarem i w grupie kontrolne;j

CRP p

w1 6,2 (2,0-8,4) Pw1vsek = 0,011

w3 6,3 (2,8-16) Pws s ek = 0,004

Pwiovs ek = 0,074

w10 4,0 (1,4-15,7) Pwsovs ek = 0,673
w90 2,3(0,9-5,2) Pwivswsz = 0,548
grupa kontrolna (GK) | 1,9 (0,6 -5,7) Pwivswio= 0,979

Pw1vs weo = 0,023
Pwsvs wio= 0,645
Pwsz vs wao = 0,001
Pw10 vs woo = 0,032

Wartosci zostaly wyrazone jako mediana i zakres miedzykwartylowy (25-75 percentyl). Wartosci
istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionkag

Warto$¢ CRP, liczba WBC oraz liczba bezwzgledna i odsetek limfocytow w krwi
obwodowej w 1., 3 1 10. dobie od udaru istotnie korelowaly ze stanem klinicznym w ostrej 1
podostrej fazie udaru. Im wyzsze wartosci CRP w surowicy oraz wigcej leukocytéw i mniej

limfocytow w krwi obwodowej, tym gorszy stan kliniczny (tabela 17).
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Tabela 17. Korelacje wartosci CRP ze stanem klinicznym chorych

NIHSS W1 0,26 0,50 0,46
pSSS W1 -0,24 -0,45 -0,42
dsss W1 -0,22 -0,46 -0,45
mRS W3 0,30 0,54 0,51
NIHSS W3 0,25 0,52 0,48
psSSS W3 -0,29 -0,53 0,47
dsss W3 -0,25 -0,52 -0,50
mRS W10 0,35 0,56 0,55
NIHSS W10 0,22 0,49 0,49
psSSS W10 -0,29 -0,49 -0,50
dsss W10 -0,27 -0,53 -0,52
mRS W90 -0,08 0,05 0,16
NIHSS W90 -0,09 -0,03 -0,03
dsss W90 0,07 0,07 -0,08

p<0,05; p<0,01; p<0.001; p=0,05
korelacje opisuje wspotczynnik korelacji rang Spearmana (rS)

Tabela 18. Korelacje liczby WBC oraz liczby bezwzglednej i odsetka limfocytéw ze stanem klinicznym

chorych

NIHSS W1 0,32 -0,29 -0,48 0,31 -0,36 -0,51 0,20 -0,43 -0,43
pSSS W1 -0,30 0,28 0,48 -0,25 0,36 0,49 -0,16 0,41 0,41
dsss wi -0,35 0,24 0,44 -0,35 0,36 0,54 -0,28 0,37 0,40
mRS W3 0,32 -0,24 -0,45 0,36 -0,31 -0,50 0,33 -0,36 -0,45
NIHSS W3 0,29 -0,28 -0,46 0,31 -0,41 -0,57 0,27 -0,38 -0,43
pSSS W3 -0,36 0,23 0,46 -0,36 0,30 0,51 -0,34 0,34 0,42
dSSs W3 -0,35 0,21 0,43 -0,38 0,37 0,57 -0,35 0,34 0,41
mRS W10 0,33 -0,25 -0,48 0,36 -0,30 -0,55 0,34 -0,43 -0,52
NIHSS W10 0,27 -0,28 -0,44 0,33 -0,35 -0,55 0,31 -0,38 -0,46
pSSS W10 -0,34 0,30 0,50 -0,34 0,30 0,50 -0,31 0,40 0,49
dSSS W10 -0,31 0,30 0,48 -0,37 0,36 0,61 -0,35 0,41 0,50
mRS W90 0,05 -0,27 -0,16 -0,12 -0,23 -0,16 -0,02 -0,35 -0,18
NIHSS W90 -0,13 -0,24 -0,02 -0,20 -0,23 -0,06 0,03 -0,25 -0,17
dSSSW90 -0,09 0,12 0,10 0,05 0,18 0,15 -0,01 0,30 0,22

p<0,05; p<0,01; p<0.001; p=0,05
korelacje opisuje wspotczynnik korelacji rang Spearmana (rS)
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Tabela 19. Poréwnanie WBC, limfocytéow i CRP w zaleznosci od infekcji zwigzanej z udarem

SAI+/SAI-

SAIl+ SAI-
WBC x10°/pl W1 10,3 (7,2-12,5) 7,3 (6,0-8,6) <0,0001
Limfocyty x10°/ul W1 1,8 (1,2-2,4) 1,8 (1,4-2,1) 0,96
Limfocyty [%] W1 16,5 (9,0-25,0) 25,5 (20,0-31,0) <0,0001
CRP mg/l W1 7,7 (4,0-23,2) 3,0(1,4-6,9) <0,0001
WBC x10°/pl W3 9,7 (7,4-12,0) 7,2 (6,1-7,9) 0,03
Limfocyty x103/p.l w3 1,6 (1,3-2,3) 1,9 (1,6-2,3) <0,0001
Limfocyty [%] W3 19,5 (13,5-25,0) 28,0 (22,0-33,0) <0,0001
CRP mg/I W3 23,0 (8,1-72,0) 3,4(1,2-7,9) <0,0001
WBCx10°/pl W10 8,0 (7,2-10,6) 6,9 (5,6-7,7) <0,0001
Limfocyty x10°/pl W10 1,7 (1,6-2,3) 2,0(1,5-2,2) 0,49
Limfocyty [%] W10 24,0 (18,0-28,0) 28,0 (23,0-34,0) 0,01
CRP mg/I W10 18,4 (3,6-38,2) 2,4 (0,8-5,9) <0,0001

Wyniki wyrazono jako mediane i rozktad miedzykwartylowy. Wartosci istotne statystycznie (p<0,05)
oznaczono pogrubiong czcionka.

U chorych, u ktérych rozwingta si¢ infekcja zwigzana z udarem, w poréwnaniu z
chorymi bez SAI, stwierdzono w krwi obwodowej wyzsze wartosci WBC (w 1., 3.1 10
dobie), mniejsze wartosci limfocytow zarowno bezwzgledne (w 3. dobie) jak 1 odsetkowe (W

1., 3.1 10 dobie) oraz wigksze stezenie CRP (w 1., 3.1 10 dobie), co przedstawia tabela 19.

4.6 Ocena ilosciowa subpopulacji limfocytow z uwzglednieniem infekcji zwigzanej z

udarem

W 3. dobie udaru, wykazano u chorych SAI+ w poréwnaniu z chorymi, ktérzy nie
rozwineli SAI, istotnie wiekszy odsetek limfocytow Treg H' oraz istotnie mniejszy odsetek
limfocytow Treg H™ [Treg H': 76,6% (58,3-87,7) vs 58,8% (48,2-71,2), p=0,03 oraz Treg H™:
28,4% (12,8-41,2) vs 46,3% (29,3-60,9), p=0,01)].
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Rycina 21. Poréwnanie odsetka Helios™ (a) oraz Helios™ (b) w populacji limfocytéw Treg u pacjentéw

SAI+/SAl-. Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

W 90. dobie po udarze niedokrwiennym odsetek limfocytow Tyd w populacji
limfocytow CD3" byt istotnie statystycznie mniejszy w grupie chorych, ktorzy rozwineli

infekcje zwigzang z udarem (SAI+) niz u chorych SAI- [1,5% (0,9-2,5) vs 2,5% (2,0-5,4); p=
0,028] (rycina 22).
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Rycina 22. Odsetek limfocytéw Ty w populacji limfocytéw CD3" w 90. dobie udaru u pacjentéw,
ktérzy rozwineli infekcje zwigzang z udarem (SAl+) i tych, ktérzy nie rozwineli (SAl-). Wartosci
wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

Nie wykazano istotnych statystycznie r6znic ilosciowych w odsetku limfocytow Tyo
w innych punktach czasowych. Nie wykazano tez istotnych statystycznie rdznic ilo§ciowych
w odsetku limfocytow CD4", CD8", Treg, iNKT i komérek NK migdzy grupa chorych SAI +
a chorymi SAI-.

4.7 Ocena zwiazku pomi¢dzy wykladnikami laboratoryjnymi stanu zapalnego a

parametrami badanych subpopulacji limfocytéow
4.7.1 Zwigzek miedzy CRP a parametrami Treg

Istnieje istotna statystycznie (p<0,05) dodatnia korelacja pomig¢dzy odsetkiem
limfocytéw Treg w 1. dobie udaru a st¢zeniem biatka CRP w 1., 3. 1 10. dobie udaru (tabela
20). Nie wykazano istotnej statystycznie korelacji odsetka limfocytow Treg a stezeniem

biatka CRP w innych punktach czasowych badania, ktorych nie ujeto w tabeli 20.

Tabela 20. Korelacje limfocytow Treg z CRP

CRP W1 CRP W3 CRP W10

rS rS rS

Treg%CD3" W1 0,36 0,43 0,42

p<0,05; rS- wspotczynnik korelacji rang Spearmana
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4.7.2 Zwiazek miedzy CRP a limfocytami CD4" i CD8"

Wykazano istotng dodatnig korelacje miedzy odsetkiem limfocytow CD8" w 1. dobie
udaru a stezeniem CRP w surowicy w 1.,3., 1 10. dobie udaru. Korelacj¢ miedzy odsetkiem
limfocytow CD8" a stezeniem CRP obserwowano réwniez w grupie kontrolnej. Istotna
ujemna korelacja zachodzi miedzy odsetkiem limfocytow CD4" w 1. dobie a stezeniem CRP

w 10. dobie udaru. Zwigzku tego nie wykazano w grupie kontrolnej (tabela 21).

Tabela 21. Korelacje limfocytéw CD4" i CD8" z CRP

CRP W1 CRP W3 CRP W10 CRP kontrola
rS p rS o] rS o] rS o]
Ch4a W1 0,21 ns -0,21 ns -0,33 | <0,05 | -0,21 ns
CD8 W1 0,37 <0,01 0,36 <0,05 0,46 | <0,01 | 0,37 <0,05
CbD4 W3 -0,16 ns -0,07 ns -0,20 ns - -
CD8 W3 0,19 ns 0,20 ns 0,25 ns - -
Cb4 W10 0,06 ns -0,08 ns -0,05 ns - -
CD8 W10 0,09 ns 0,17 ns 0,09 ns - -
CD4 W90 0,13 ns 0,00 ns 0,09 ns - -
CD8 W90 -0,22 ns 0,01 ns -0,14 ns - -

rS- wspotczynnik korelacji rang Spearmana; ns - korelacje nieistotne statystycznie
Wartosci istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionka.

Nie wykazano istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniem CRP a odsetkiem
limfocytow Tyd, iNKT oraz komoérek NK w ocenianych punktach czasowych po udarze oraz

w grupie kontrolne;.

4.8 Zwiazek miedzy stanem klinicznym ocenianym w skali NIHSS, SSS i mRS a

badanymi parametrami wybranych subpopulacji limfocytow
4.8.1 Limfocyty Treg

W analizie korelacji rang Spearmana wykazano istotng statystycznie (p<0,001)
dodatnia korelacje pomiedzy odsetkiem limfocytow Treg a stanem klinicznym ocenianym w
skali NIHSS w 1. i 3. dobie po udarze [odpowiednio: wspdtczynnik korelacji rang Spearmana
(rS) = 0,51 (p<0,001) 1 rS=0,37 (p<0,01)]. Stan kliniczny chorych w 1. dobie po udarze
oceniany wg skali SSS koreluje ujemnie z odsetkiem limfocytéw Treg [rS= -0,41 (p<0,01)].
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Asocjacje te wskazujg na zwigzek wiekszego odsetka limfocytow Treg z gorszym stanem
klinicznym (wigkszy wynik w skali NIHSS, mniejszy wynik w skali SSS). Odnotowano
réwniez istotng statystycznie (p<0,01) dodatnig korelacj¢ pomigdzy stanem klinicznym
ocenianym w skali NIHSS i mRS w 90. dobie od udaru niedokrwiennego a odpowiednio
odsetkiem Treg H" w 3. dobie udaru (rS=0,62) i Treg H" w 90. dobie po udarze (rS= 0,47),
co oznacza, ze wiekszy odsetek krazacych Treg H' zaréwno w fazie ostrej jak i w fazie
péznej udaru ma zwigzek z gorszym stanem klinicznym w fazie rekonwalescencji. Wyniki

przedstawia tabela 22.

Tabela 22. Korelacje parametrow limfocytow Treg ze stanem klinicznym

NIHSS W1 pSSS W1 NIHSS W3 NIHSS W90 mRS W90

rS p rS p rS o] rS p rS o]
Treg %CD3 W1 | 0,51 <0,001 | -0,41 | <0,01 | 0,37 <0,01 [ 043 |ns 0,25 ns
H+ %Treg W3 0,06 ns -0,23 ns 0,23 ns 0,62 | <0,01 0,41 ns
H+ %Treg W90 | 0,17 ns 0,00 ns 0,17 ns 0,29 ns 0,47 <0,01

rS- wspotczynnik korelacji rang Spearmana; ns - korelacje nieistotne statystycznie;
wartosci rS istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionkg

Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacji miedzy odsetkiem Treg, H', H a

stanem klinicznym w pozostatych punktach czasowych, ktérych nie ujeto w tabeli 22.
4.8.2 Limfocyty Tyo

Wykazano istotng korelacje odsetka limfocytow Tyd w 10. dobie udaru ze stanem
klinicznym w 90. dobie udaru ocenianym w skali NIHSS (rS= -0,61; p<0,001) i skali SSS
(rS=0,51; p<0,001). W 90. dobie po udarze odsetek Vol w populacji limfocytow Tyo
koreluje ujemnie ze stanem klinicznym ocenianym w skali NIHSS w 1. dobie udaru (rS=-0.4;
p<0,05), a odsetek V52 w populacji Tyo koreluje ujemnie z stanem klinicznym ocenianym w
skali SSS w 3. dobie udaru (rS= -0,38; p<0,05). Oznacza to, ze wigkszy odsetek limfocytow
Tyd w fazie podostrej] ma zwigzek z lepszym stanem klinicznym w fazie rekonwalescencji.
Natomiast lepszy stan kliniczny w ostrej fazie udaru wigze si¢ z wigkszym odsetkiem

krazacych limfocytow V41 i mniejszym odsetkiem V62 w fazie rekonwalescencji.
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4.8.3 Limfocyty iNKT

Odsetek limfocytow iNKT w populacji limfocytéow CD3" w 1. dobie udaru koreluje
dodatnio ze stanem klinicznym ocenianym w skali NIHSS w 1. dobie i skali mRS w 10.
dobie udaru, natomiast odsetek limfocytoéw iNKT w 10. dobie koreluje dodatnio z punktacja
w skali NIHSS w 1. i punktacjg w skali mRS w 10. dobie, a ujemnie z punktacjg w skali SSS
w 1.1 10. dobie udaru (tabela 23). Oznacza to, ze wickszy odsetek krazacych limfocytow
iNKT w 1. 1 10. dobie koreluje z gorszym stanem klinicznym w fazie ostrej i podostrej udaru.

Nie wykazano korelacji stanu klinicznego z odsetkiem limfocytow iNKT w 3. i 90. dobie.

Tabela 23. Korelacje limfocytow iNKT ze stanem klinicznym

NIHSS W1 pSSS W1 dSsss w10 mRS W10

rS o] rS p rS p rS p
iNKT% CD3 W1 0,29 | <0,05 | -0,25 ns -0,18 ns 0,31 <0,05
iNKT%CD3 W3 0,20 ns -0,02 ns -0,13 ns 0,11 ns

iNKT%CD3 W10 0,41 | <0,01 | -0,40 | <0,05 | -0,33 | <0,05 0,37 <0,05

iNKT%CD3 W90 0,04 ns 0,05 ns -0,07 ns 0,03 ns

rS - wspotczynnik korelacji rang Spearmana; ns - korelacje nieistotne statystycznie;
warto$ci rS istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionka

4.8.4 Komorki NK

Odsetek komorek NK w populacji limfocytéw w 10. dobie udaru koreluje dodatnio ze
stanem klinicznym ocenianym wg skali SSS w 1. i 3. dobie udaru, co przedstawia tabela 24
(p<0,05). Oznacza to, ze lepszy stan kliniczny w fazie ostrej ma zwigzek z wigkszym
odsetkiem krazacych komorek NK w fazie podostrej. Nie wykazano korelacji ze stanem

klinicznym odsetka komorek NK w 1.,3. 1 90. dobie udaru.

Tabela 24. Korelacje komérek NK ze stanem klinicznym

dSSSs Wi pSSS W3
rS rS
NK% W1 0,22 0,17
NK% W3 0,14 0,12
NK% W10 0,33 0,36
NK% W90 0,07 -0,03

rS — wspétczynnik korelacji rang Spearmana;
wartosci rS istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionkg
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4.8.5 Limfocyty CD4" i CD8"

W korelacji rang Spearmana wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy

stanem klinicznym ocenianym w skali SSS, NIHSS i mRS a odsetkiem limfocytow CD4" i

CD8". Odsetek limfocytow CD4" w 1., 3. i 10. dobie udaru mézgu koreluje dodatnio ze

stanem klinicznym ocenianym w skali SSS w 1.,3 1 10. dobie udaru, a ujemnie ze stanem

klinicznym ocenianym w skali mRS i NIHSS w 3. 1 10. dobie. Natomiast odsetek limfocytow

CD8" w tych samych punktach czasowych i skalach koreluje odwrotnie (tabela 25). Oznacza

to, ze wickszy odsetek krazacych limfocytow CD4" i mniejszy odsetek limfocytow CD8"

koreluje z lepszym stanem klinicznym w ostrej i podostrej fazie udaru. Nie wykazano

korelacji limfocytow CD4" i CD8" ze stanem klinicznym w fazie rekonwalescencji.

Tabela 25. Korelacje limfocytéw CD4" i CD8" ze stanem klinicznym

dsss w1 dsss w3 mRS W3 mRS W10 NIHSS W10 dsss w10

rS p rS p rS ¢] rS p rS p rS p
CD4 W1 0,41 <0,01 0,37 <0,01 -0,39 | <0,01 | -0,41 | <0,01 -0,29 | <0,05 0,36 <0,05
CD8 W1 -0,31 <0,05 -0,27 | <0,05 0,31 | <0,05 | 0,33 | <0,05 0,22 ns -0,28 <0,05
CD4 W3 0,34 <0,05 0,29 <0,05 -0,28 | <0,05 | -0,32 | <0,05 -0,17 | ns 0,26 ns
CD8 W3 -0,34 <0,05 -0,30 | <0,05 0,35 |<0,01 | 0,34 | <0,05 0,22 ns -0,29 <0,05
CD4 W10 0,36 <0,05 0,32 <0,05 -0,19 | ns -0,13 | ns -0,15 | ns 0,20 ns
CD8 W10 -0,37 <0,05 -0,21 | ns 0,09 ns 0,16 ns 0,12 ns -0,20 ns

rS — wspotczynnik korelacji rang Spearmana; ns — zwigzek nieistotny statystycznie

wartosci rS istotne statystycznie (p<0,05) oznaczono pogrubiong czcionkg

4.9 Ocena ilosciowa badanych parametrow subpopulacji limfocytow z uwzglednieniem

leczenia trombolitycznego

W 90. dobie po udarze niedokrwiennym odsetek limfocytow Tyd w populacji

limfocytow CD3" byt istotnie statystycznie mniejszy w grupie chorych, ktorzy otrzymali

leczenie trombolityczne (rTPA+) w poréwnaniu do tych nieleczonych trombolitycznie

(rTPA-) [2,1 (0,9-2,3) vs 2,8 (1,8-5,9); p= 0,025] (rycina 23).
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Rycina 23. Odsetek limfocytéw Tyd w populacji limfocytéw CD3* w 90. dobie udaru u pacjentéw, u
ktérych zastosowano leczenie trombolityczne (rTPA+) i tych, ktérzy nie otrzymali tego typu leczenia

(rTPA-). Warto$ci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

Nie wykazano istotnych statystycznie r6znic ilosciowych w odsetku limfocytow Tyo
w innych punktach czasowych. Nie wykazano istotnych statystycznie rdznic ilosciowych w

odsetku limfocytow Treg, iNKT i komoérek NK miedzy grupa chorych rTPA+ a chorymi
rTPA -.

4.10 Analiza parametrow badanych subpopulacji limfocytow z uwzglednieniem

klasyfikacji udaru oraz czynnikow ryzyka udaru niedokrwiennego

Nie wykazano ro6znic w badanych parametrach wybranych subpopulacji
komoérkowych (odsetek limfocytow: Treg, Tyd, iNKT i komoérek NK) w zaleznosci od pici
oraz klasyfikacji TOAST i OCSP, jak réwniez migdzy chorymi obcigzonymi hiperlipidemia,
migotaniem przedsionkéw lub paleniem papieroséw, a chorymi bez tych obcigzen, zarowno

w grupie po udarze jak i w grupie kontrolne;j.
4.10.1 NadciSnienie tetnicze

U chorych z nadci$nieniem tetniczym w 1. dobie udaru wykazano istotnie wigkszy
odsetek limfocytow CD8", a mniejszy CD4 " niz u pacjentéw bez nadcisnienia [CD8": 35%
(24-43) vs 27% (19-33), p= 0,023; CD4": 57% (49-67) vs 66% (64-74), p=0,025] (rycina 24).
Roéznicy takiej nie wykazano w pozostatych ocenianych punktach czasowych ani migdzy

osobami NT+ a NT- w grupie kontrolne;j.
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Rycina 24. Odsetek limfocytébw CD4" i CD8" w 1. dobie udaru u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym

(NT+) i bez nadcisnienia (NT-). Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy

4.10.2 Cukrzyca

W 1. dobie udaru u chorych z cukrzycg typu 2 (DM2+) wykazano istotnie wigkszy
odsetek limfocytow Treg H+ niz u pacjentéw bez cukrzycy (DM2-) [odpowiednio: 76% (71-
83) vs 62% (51-73), p=0,009] (rycina 25). W pozostatych ocenianych punktach czasowych
po udarze nie wykazano réznic w zakresie tego parametru. Roznicy takiej nie wykazano

rowniez w grupie kontrolne;j.

W 10. dobie udaru u chorych DM2+ wykazano istotnie mniejszy odsetek limfocytow
Tyd niz u chorych bez cukrzycy [odpowiednio: 1,7% (0,9-2,2) vs 3,0% (2,1- 4,9); p=0,012]
(rycina 26). W pozostatych ocenianych punktach czasowych po udarze nie wykazano ro6znic

w zakresie tego parametru. Roznicy takiej nie wykazano rowniez w grupie kontrolne;.
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Rycina 25. Odsetek typu Helios+ w populacji limfocytéw Treg w 1. dobie udaru u pacjentéw chorych z

rozpoznang i bez rozpoznanej przed udarem cukrzycy. Wartoéci wyrazono jako mediane i zakres
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Rycina 26. Odsetek limfocytow Tyd w 10. dobie udaru u chorych z cukrzyca i bez cukrzycy w

wywiadzie. Wartosci wyrazono jako mediane i zakres miedzykwartylowy
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4.10.3 Choroba niedokrwienna serca

U o0s6b z chorobg niedokrwienng serca (ch.n.s) w poréwnaniu z chorymi bez ch.n.s.
odnotowano istotnie wigkszy odsetek Treg w 90. dobie po udarze [odpowiednio: 1,8% (1,1-
2,3) vs 1,4% (1,1-2,4); p=0,03] (rycina 27). W pozostatych ocenianych punktach czasowych
po udarze nie wykazano réznic w zakresie tego parametru. Roznicy takiej nie wykazano

rowniez w grupie kontrolne;j.
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Rycina 27. Odsetek limfocytéw Treg w populacji CD3" w 90. dobie udaru u pacjentdw z (ChNS+) i

bez (ChNS-) wywiadu choroby niedokrwiennej serca. Warto$ci wyrazono jako mediane i zakres
miedzykwartylowy

4.10.4 Przebyty udar niedokrwienny

Ponadto w 90. dobie udaru u chorych po przebytym w przesztosci udarze
niedokrwiennym wykazano istotnie wigkszy odsetek typu V62 w populacji limfocytéw Tyd
niz u chorych bez tego czynnika ryzyka w wywiadzie [20,3 (16,7-22,8) vs 12,9 (5,2-16,9);
p=0,039] (rycina 28). W pozostatych ocenianych punktach czasowych po udarze nie
wykazano réznic w zakresie tego parametru. Réznicy takiej nie wykazano rdwniez w grupie

kontrolne;j.
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Rycina 28. Odsetek typu V52 w populacji limfocytéw Tyd w 90. dobie udaru u pacjentéw z przebytym
udarem niedokrwiennym modzgu w wywiadzie i bez tego czynnika ryzyka. Wartosci wyrazono jako

mediane i zakres miedzykwartylowy
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5. DYSKUSJA

W prezentowanym badaniu podjeto probg zbadania odpowiedzi wybranych
subpopulacji limfocytow i komérek NK na ostre niedokrwienie osrodkowego uktadu
nerwowego. Oceniano zmiany w parametrach morfologicznych krwi, z ocena ilo$ciowa
limfocytow Treg, Tyd, iNKT, limfocytow CD4" i CD8" oraz komoérek NK. Podjeto probe
analizy zmian iloSciowych w kontekscie deficytu neurologicznego ocenianego wg
walidowanych skal, wystapienia infekcji zwigzanej z udarem i obecnosci czynnikow ryzyka
udaru niedokrwiennego. Przedstawione wyniki dotycza prospektywnego badania
przeprowadzonego w warunkach in vivo u pacjentow z udarem niedokrwiennym oraz w

grupie osob z czynnikami ryzyka chordb naczyniowych.

Szereg wczesniejszych badan i obserwacji wskazuje na istotny udziat uktadu
immunologicznego w przebiegu udaru niedokrwiennego. Wickszo$¢ z nich to badania
eksperymentalne, przeprowadzone na modelach zwierzgcych. Pomimo rosngcej liczby
obserwacji  oceniajagcych przebieg reakcji immunologicznych w trakcie udaru
niedokrwiennego u ludzi w warunkach klinicznych, nadal nie uzyskano jednoznacznych
danych na temat poszczegdlnych subpopulacji limfocytow. Niektorych aspektow opisanych
W niniejszej pracy nie oceniano dotychczas w zadnym badaniu. Co wigcej, w prezentowane;
pracy zaobserwowano roznice istotne statystycznie w zakresie badanych subpopulacji
komorek uktadu odpornosciowego zaré6wno pomiedzy grupa z udarem niedokrwiennym a

grupa kontrolna, jak i w obrgbie grup.
Leukocyty, monocyty i granulocyty

W badaniu wiasnym wykazano zmienno$¢ wartosci WBC w czasie jaki
uplynal od poczatku udaru. W pierwszych dobach obserwowano zwigkszenie liczby
leukocytow, z najwyzszymi warto§ciami w 3-ciej dobie, a nastepnie zmniejszenie ich liczby,
z najnizszymi wartosciami w 90-tej dobie od udaru, jednak statystycznie istotna jest jedynie
roznica miedzy 1. a 90. dobg po udarze. Nie odnotowano réznic ilosciowych miedzy WBC
chorych po udarze a grupa kontrolng. Wykazano takze istotne statystycznie zmniejszenie
odsetka monocytow i1 eozynofilii w grupie chorych z udarem oraz zwigkszenie odsetka
neutrofilii w pierwszych dobach udaru w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wyniki
prezentowanego badania sg3 w przewazajace] czeSci zbiezne z dotychczasowymi

doniesieniami. Jak podaja liczne w tym zakresie zrodta — w pierwszych dobach udaru
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niedokrwiennego we krwi obwodowej obserwuje si¢ leukocytoze z przewagg neutrofilii 1
monocytéw [34,152-154]. W pionierskim badaniu Akopova i wsp. [155] przy uzyciu badania
SPECT wykazano intensywna akumulacje¢ wielojadrzastych leukocytow w obszarze
niedokrwienia oraz jej zwigzek z zwigkszeniem obszaru uszkodzenia moézgu i gorszym
przebiegiem udaru. Zbiezne wyniki uzyskali w badaniach o podobnej metodyce Pozilli 1 wsp.
[156] oraz Wang 1 wsp. [157]. Wyniki te potwierdza takze niemata liczba badan
eksperymentalnych, w ktérych infiltracje neutrofilii i innych komorek zapalnych do obszaru
niedokrwienia obserwowano stosujac zrdznicowang metodyke: m.in. badania histologiczne
[158-168], ocene aktywacji mieloperoksydazy [158,159,169-171] czy radioaktywne
znakowanie neutrofili [172]. Ponadto w szeregu badan na materiale zwierzecym
prowokowana neutropenia prowadzita do zmniejszenia obszaru  uszkodzenia
niedokrwiennego moézgu [166,173-178]. Dyskusje¢ w tym temacie podjeli w 2002 roku
Emerich i wsp. Podali oni w watpliwo$¢ hipoteze traktujacag obecnos¢ leukocytow, w tym
neutrofili w obszarze niedokrwienia, jako dowdd na ich negatywny wplyw na przebieg udaru
1 na powigkszenie ogniska niedokrwienia [179]. Zaprzeczyli takze mozliwosci wysunigcia
prostych wnioskéw ptynacych z badan eksperymentalnych, w ktorych neutropenia byta
prowokowana za pomocg drastycznych metod farmakologicznych. W badaniach opartych na
obserwacjach klinicznych odnotowano wyzszy odsetek neutrofili i monocytow u chorych z
udarem w momencie przyjecia do szpitala, a takze wyzsze bezwzgledne wartosci neutrofili
[154]. Wyniki podsumowano stwierdzeniem, iz leukocytoza, neutrofilia oraz aktywacja
monocytéw sg dowodem na zapalng reakcje we krwi obwodowej w przebiegu udaru mozgu.
Chamorro 1 wsp. wskazuja na wzrost ilosci krwinek biatych u pacjentow z ciezkim udarem
niedokrwiennym, zaré6wno monocytow jak i neutrofili, tuz przed rozwinigciem objawow
infekcji [136,141]. Z kolei Heusler i wsp. odnotowali znaczacy wzrost WBC oraz
granulocytow w udarze, przy braku réznic w liczbie monocytow [53]. Rowniez Jiang 1 wsp.
wsrdd chorych z udarem odnotowali wzrost liczby WBC w pierwszych dobach udaru [51].
Takze Vogelgesang i wsp. stwierdzaja, ze po udarze wzrasta catkowita bezwzgledna liczba
leukocytow (wzrost w poréwnaniu z grupa kontrolng we wszystkich badanych punktach
czasowych), jak rowniez bezwzgledna liczba oraz odsetek neutrofilow [49]. Adamski 1 wsp.
opisujg zwigkszenie liczby neutrofili, przy braku istotnego statystycznie zwigkszenia liczby
WBC oraz niezmienionej liczbie monocytéow [180]. Kazmierski i wsp. odnotowali zwigzek
pomiedzy leukocytoza stwierdzang przy przyjeciu do szpitala pacjenta z udarem a

wewnatrzszpitalng $miertelnoscig [149]. Natomiast Jickling 1 wsp. wykazali, ze zwigkszona
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liczba neutrofili we krwi obwodowej wigze si¢ z cigzkim stanem klinicznym i rozlegloscia

ogniska niedokrwienia [181].

Najmniej doniesien istnieje na temat eozynofili w udarze niedokrwiennym. W
badaniu O’Connela i Chang odnotowano zmniejszenie ich liczby w pierwszych godzinach
udaru [50]. Guo i wsp. w badaniu klinicznym, ktérego celem bylo ustalenie roli granulocytow
kwasochtonnych w udarze, podzielili pacjentow na grupy pod wzgledem liczby eozynofili w
czasie trwania udaru — m.in. na tych z wartosciami w zakresie normy, podwyzszonymi i
obnizonymi — co ukazuje spektrum mozliwych zmian liczby eozynofilii w udarze [182].
Wyniki badania wskazywaly na lepszy stan kliniczny w trzecim miesigcu od epizodu
naczyniowego u tych chorych, ktérzy wykazywali wyzsze warto$ci eozynofili w czasie
udaru, w poréwnaniu z dwoma pozostatymi grupami. Z kolei w badaniu Wang i wsp.
odnotowano ujemng korelacje pomiedzy liczbg i odsetkiem eozynofili a oceng deficytu
neurologicznego wyrazonego w skali NIHSS, uznajac tym samym zwigkszenie liczby
granulocytow kwasochtonnych za czynnik prognozujacy gorszy przebieg kliniczny udaru

[183].

Zatem wyniki badania wilasnego nie odbiegaja zasadniczo od
dotychczasowych doniesien w przypadku ogodlnej liczby leukocytéw oraz neutrofili.
Odnotowana zmiennos$¢ liczby WBC w czasie jaki uptynat od udaru wskazuje na zaistnienie
odpowiedzi pod postacia wzmozonej proliferacji leukocytow u pacjentow z udarem. Brak
roéznic ilosciowych pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng moze mie¢ zwigzek z
relatywnie niewysokimi wartosciami liczby WBC w badanej grupie chorych (mediana w
grupie chorych w 1. dobie 7,1 x 10°/ul, w 3. dobie 7,6 x 10°/ul, w grupie kontrolnej 6,8 x
10%/ul).

W przypadku monocytéw badacze czesciej stwierdzali zwickszenie ich liczby oraz
wzmozong aktywacje w pierwszych dobach udaru (z wyjatkiem jednego z przytoczonych
badan, w ktorym nie odnotowano roznicy wzgledem grupy kontrolnej [53]). Brak
zwigkszenia odsetka monocytow w przedstawionym badaniu moze ttumaczy¢ opisywane
zjawisko intensywnej infiltracji monocytdow do obszaru niedokrwienia, stad wzglednie
mniejsza ich liczba mierzona we krwi obwodowej. Nieliczne doniesienia na temat eozynofili
w udarze nie pozwalajg na rzetelne pordwnanie badan wtasnych z wynikami innych badaczy.

Zmniejszenie ich liczby moze mie¢ zwigzek z ich migracja do obszaru niedokrwienia i
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toczacego si¢ zapalenia, jako ze coraz lepiej poznana jest ich aktywna rola w procesie

zapalnym [184].
Limfocyty

W przedstawionym badaniu wykazano, ze w fazie ostrej i podostrej udaru
maleje liczba bezwzgledna limfocytow krwi obwodowej oraz odsetek limfocytow wzgledem
WBC w poréwnaniu z warto$ciami obserwowanymi w grupie kontrolnej. Natomiast liczba
bezwzgledna i odsetek limfocytow CD4" i CD8" w odniesieniu do limfocytéow CD3" ani nie
r6znit si¢ od warto$ci uzyskanych w grupie kontrolnej, ani nie zmieniat istotnie w czasie, jaki
uptynat od udaru. W badaniach na modelach zwierzgcych Prass 1 wsp. [66] oraz Offner 1 wsp.
[109] odnotowali nagla, zachodzaca w ciggu kilku godzin od poczatku wudaru
niedokrwiennego, apoptoz¢ limfocytdéw prowadzaca do zmniejszenia ich liczby we krwi
obwodowej i w obwodowych narzadach limfatycznych. W badaniach klinicznych limfopeni¢
w zakresie limfocytow T (CD3") pojawiajaca si¢ w ciagu kilku godzin od poczatku udaru
obserwowali m.in. Chamorro 1 wsp. [152], Ross 1 wsp. [154], Haeusler 1 wsp. [53], Klehmet i
wsp. [185] oraz Adamski 1 wsp. [180], przy czym Adamski i wsp. nie odnotowali istotnego
statystycznie zmniejszenia liczby CD4" i CD8", natomiast Haeusler i wsp., Klehmet i wsp.
oraz Vogelgesang 1 wsp. obserwowali szybko pojawiajace si¢ zmniejszenie w zakresie
limfocytow T CD4", przy braku istotnej réznicy w zakresie limfocytow T CD8" [49,53,185].
Zaobserwowana przez nich limfopenia CD4" pojawita sie w pierwszych godzinach udaru i
trwala przez co najmniej 6 dni. Chao Jiang i wsp. wykazali zmniejszenie odsetka limfocytow
T CD4" i CD8" w populacji limfocytow CD3" w ostrej fazie udaru [51]. Prass i wsp. wskazali
na przesuniecie proporcji w populacji limfocytéw CD4" w kierunku Th2. Liesz i wsp. [110]
wykazali jednoczesne zmniejszenie liczby limfocytow CD4" i CDS'. Natomiast Hug i wsp.

odnotowali niezmieniony status ilociowy w zakresie limfocytow CD4" [112].

Wyniki badan wtasnych sg tylko cze$ciowo spdjne z dotychczasowymi doniesieniami.
Niemniej w badaniu wiasnym potwierdzono zwigzek poudarowej leukocytozy i limfopenii z
gorszym stanem klinicznym, jak réwniez wykazano nizszy odsetek limfocytow oraz wigksza
liczbe leukocytow w ostrej i podostrej fazie udaru u chorych, ktorzy rozwinegli SAIL
Wykazano réwniez istotny zwigzek pomiedzy stanem klinicznym a odsetkiem limfocytow
CD4" i CDS8". Wiekszy odsetek limfocytow T pomocniczych CD4" w fazie ostrej i podostrej
udaru mézgu koreluje z lepszym stanem klinicznym chorych w tym okresie, podczas gdy
wickszy odsetek limfocytow T cytotoksycznych CD8" ma zwiazek z gorszym stanem
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neurologicznym. Zwiazek pomiedzy glebokoscig limfocytopenii a ryzykiem rozwinigcia
infekcji zwigzanej z udarem opisywali takze Vogelgesang 1 wsp. obserwujac u osob z
poprawa kliniczng znaczaca limfocytopeni¢ (wyrazong w liczbie bezwzglednej i odsetku), jak
i wzrost bezwzglednej liczby limfocytow CD4" u pacjentéw w lepszym stanie klinicznym w
poréwnaniu z tymi w gorszym stanie klinicznym [186]. Biorgc pod uwage zachodzace w
udarze niedokrwiennym zmiany proporcji limfocytéw, z dominacja CD4", a posréd nich
przewagi neuroprotekcyjnego typu Th2, uzyskany wynik potwierdza korzys$¢ ptynaca z tego
zjawiska. Nalezy tu nadmieni¢, ze brak réznic iloéciowych w populacji limfocytow CD4" i
CDS" moze wynika¢ z doboru grupy kontrolnej, ktéra w niniejszym badaniu byta obciazona
czynnikami ryzyka podczas gdy w cytowanych publikacjach grupg kontrolng stanowili
zdrowi ochotnicy. Zatem wyniki badania wtasnego, w $wietle ktorych limfopenia ma
charakter odpowiedzi na udar niedokrwienny, koresponduja z licznymi dotychczasowymi
doniesieniami naukowymi. Z kolei przedstawione powyzej dotychczasowe doniesienia
dotyczace wartosci limfocytow CD4" i CD8' nie sa jednoznaczne, a potwierdzony w
niniejszym badaniu brak réznic ilosciowych w tym zakresie wpisuje si¢ w spektrum

dotychczasowych rozbieznosci.

Ponadto wykazano istotng dodatnig korelacje miedzy stezeniem CRP
ocenianym w 1., 3. i 10. dobie udaru a odsetkiem limfocytow CD8" w 1. dobie udaru, co
wskazuje na niekorzystny wptyw limfocytéw CD8', przyczyniajacy si¢ do rozwoju infekcji
w przebiegu udaru. Istotna ujemna korelacja zachodzi miedzy odsetkiem limfocytow CD4" w
1. dobie a stgzeniem CRP w 10. dobie udaru. To dodatkowo ukazuje, iz zaburzenie proporcji
CD4'/CD8" na niekorzy$é tych pierwszych, przyczynia sie do rozwoju stanu zapalnego w
udarze. Niemniej] w badaniu wlasnym nie potwierdzono, by chorzy z SAI roznili si¢ pod
wzgledem liczby krazacych limfocytow CD4" i CD8'. Z drugiej strony wykazana korelacja
wskazuje na mozliwy bezposredni wptyw CRP na poszczegdlne populacje limfocytow T w
udarze. Bezposrednig interakcjg biatka ostrej fazy z komorkami odpowiedzi nabytej
zajmowano si¢ od wielu lat i w oparciu o patologi¢ réznych jednostek chorobowych
poszukiwano elementu mediujacego, tj. komoérek posredniczacych lub receptoréw dla CRP
na limfocytach T [187-189]. Jak ukazano w badaniu Yoshidy i wsp. w przypadku pacjentow
z czerniakiem istnieje mozliwo$¢ wiazania si¢ CRP z aktywowanymi limfocytami CD4" i
CDS8" oraz hamowania ich proliferacji, ekspansji (limfocytow CDS8") i zdolnosci prezentacji

antygenu [190]. A badanie Zhanga i wsp. wykazuje, iz bezposrednie wigzanie CRP do
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dziewiczych limfocytow CD4" wplywa na proporcje Th1/ Th2 i powoduje supresje Thl, a co

za tym idzie reguluje zdolno$¢ odpowiedzi na tworzacy si¢ stan zapalny [191].

Zwickszenie odsetka limfocytow CD8' i zmniejszenie limfocytow CD4"
odnotowano takze w ostrej fazie udaru u chorych z nadci$nieniem tetniczym w poréwnaniu z
grupg chorych bez nadcis$nienia. Udziat uktadu immunologicznego w nadci$nieniu t¢tniczym
jest coraz szerzej poznany, a w przypadku limfocytow T, to wihasnie limfocytom CD8"
przypisuje si¢ niekorzystng i promujaca nadcis$nienie tetnicze role [192]. Niemniej inni
badacze obserwowali zmniejszenie liczby CD8" w udarze u chorych z rozpoznanym
nadci$nieniem tetniczym, przy braku roznicy limfocytow CD4', a takze zmniejszenie
limfocytéw CD8" w przypadku 0séb z nadcisnieniem w grupie kontrolnej w poréwnaniu z
tymi, bez rozpoznanego nadcis$nienia tetniczego [180]. Wydaje si¢, ze nie tylko zmiany
ilosciowe, ale przede wszystkim zwickszona aktywno$é komorek CD8' stwierdzona w
badaniach eksperymentalnych, stanowi argument za ich patologicznym wptywem [193]. Stad
whniosek, iz limfocyty CD8" u chorych obcigzonych nadci$nieniem tetniczym, aktywowane i
produkujace cytokiny prozapalne moga przyczynia¢ si¢ do promocji stanu zapalnego w ostrej

fazie udaru.
Limfocyty Treg

W niniejszym badaniu nie stwierdzono roéznic pomiedzy liczbg bezwzgledng i
odsetkiem limfocytéw Treg w odniesieniu do populacji limfocytow CD3" u chorych po
udarze mézgu w poréwnaniu z grupa kontrolng, nie wykazano réwniez zmiany badanego
parametru w czasie, jaki uptynat od udaru. Wyniki uzyskane w badaniach eksperymentalnych
wskazuja na zwigkszenie liczby limfocytow Treg we krwi obwodowej w fazie ostrej udaru
[109,110]. Niemniej badania kliniczne nie sg zrodlem juz tak jednoznacznych doniesien.
Rezultaty spdjne z eksperymentalnymi przedstawili Jiang i wsp. oraz Yan i wsp., ktorzy
zwiekszenie odsetka limfocytow Treg w populacji limfocytow CD4" wykazali w 1.,3.1 7. i
21. dobie po udarze [51,113,114]. Z kolei inni badacze raportowali u chorych ze §wiezym
udarem niedokrwiennym zmniejszenie liczby limfocytow Treg w populacji limfocytow CD4"
[52,87,111]. Najwieksza redukcja dotyczyta liczby aktywowanych limfocytow Treg CD39"
[87]. Mozliwe, ze rozbieznosci pojawiajace si¢ w dotychczasowych doniesieniach wynikajg z
odregbnosci metodologicznych (zréznicowane definiowanie funkcjonalne subpopulacji

limfocytéw), niejednorodnych grup kontrolnych (sa to zdrowi ochotnicy lub chorzy obcigzeni
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ostrymi chorobami naczyniowymi (TIA, zawal mig$nia sercowego), a takze biologiczng

roznorodnoscig funkcji poszczegdlnych subpopulacji limfocytow Treg.

W przedstawionym badaniu po raz pierwszy zaobserwowano w ostrej i podostrej fazie
udaru stopniowe zmniejszenie odsetka krazacych limfocytow Treg Helios" w populacji
limfocytow Treg i jednoczesnie sukcesywne zwigkszanie, zarbwno wartosci bezwzglednych,
jak 1 odsetka limfocytow Treg Helios. Wartosci te, badane w 90. dobie, nie rdznity si¢ od
obserwowanych w kontroli, jednak ze wzgledu na luke czasowa miedzy 10. a 90. dobg nie

wiadomo, w ktérym momencie zaczety si¢ normalizowac.

Limfocyty Treg Helios™ oraz Helios™ s3 aktualnie przedmiotem intensywnych badan, a
dzielace je roznice fenotypowe oraz funkcjonalne nie zostaly ostatecznie poznane. Analiza
ekspresji genow wykazata, ze te dwie populacje rézni okolo 1 tysigc genow. Przy czym nie
mozna wykluczy¢, ze Helios™ s3 populacja prekursorowa, ktéra pod wptywem czynnika
aktywujacego nabywa cech typowych dla Helios". Wydaje sie, ze limfocyty Treg Helios"
mimo, ze fenotypowo zblizone do Helios, to jednak posiadajg wigce] antygenow
powierzchniowych  charakterystycznych dla  aktywowanych limfocytow Treg o
wlasciwosciach supresorowych. Z kolei subpopulacja limfocytow Treg H wydziela wigcej
IFN-y. W duzym uproszczeniu przyjmuje sie, ze limfocyty Treg H' petnia funkcje przede
wszystkim supresorowa, podczas gdy subpopulacja Treg H ma charakter bardziej prozapalny.
Co interesujace, limfocyty Treg H', wytwarzane sa z komoérek dziewiczych, ale w warunkach
limfopenii moga przyjmowaé fenotyp o niskiej ekspresji czynnika Helios, a takze
charakteryzowa¢ si¢ mniejsza stabilno$cig i1 utrata czynnika FoxP3 [80]. Limfopenia jest
cechg ostrej fazy udaru, zatem obserwowane w niniejszym badaniu zwigkszenie liczby Treg
H i zmniejszenie Treg H' jak najbardziej potwierdza obserwowane w innych sytuacjach
klinicznych zachowanie limfocytéw Treg pod wzgledem ekspresji tego czynnika
transkrypcyjnego. Ponadto, wydaje si¢ na podstawie wilasnej obserwacji, ze przesunigcie
miedzy subpopulacjami Treg H™ i H" moze mieé znaczenie kliniczne. Wykazano bowiem, ze
wickszy odsetek krazacych limfocytow Treg H™ w fazie ostrej i poznej udaru ma zwiazek z
gorszym stanem klinicznym w fazie rekonwalescencji, a chorzy, ktorzy rozwingli SAI mieli w
3. dobie udaru istotnie wickszy odsetek Treg H' i istotnie mniejszy odsetek Treg H niz osoby
SAI-. Nie mozemy oczywiscie okresli¢ co jest przyczyna, a co skutkiem, ale wydaje sie, ze to

przede wszystkim funkcja supresorowa limfocytow Treg jest klinicznie niekorzystna, a
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zwigkszenie odsetka ,,prozapalnych” limfocytow Treg H w obliczu limfopenii moze mieé

znaczenie kompensujace ten niekorzystny efekt.

Ponadto, w 1. dobie po udarze u kobiet stwierdzono statystycznie istotne przesunigcie
limfocytow Treg w kierunku prozapalnego fenotypu H', a w grupie m¢zczyzn — przesunigcie
limfocytow Treg w kierunku prosupresorowego fenotypu H'. Dotychczasowe doniesienia w
zakresie aktywnos$ci supresorowej limfocytow Treg w udarze nie byly spojne [112,114].
Stwierdzano jednak réznice odpowiedzi Treg zwigzane z plcig w innych sytuacjach
klinicznych [194,195]. W jednym z badan odnotowujacym zwigkszenie liczby limfocytow
Treg we krwi obwodowej po udarze, zauwazono, ze efekt ten dotyczy mezczyzn,
jednoczes$nie wykazujac u kobiet zredukowane zdolnosci supresorowe limfocytow Treg [42].
Rowniez w badaniu wiasnym stwierdzono u kobiet w 1. dobie po udarze statystycznie istotne
przesuniecie limfocytow Treg w kierunku prozapalnego fenotypu H', a w grupie mezczyzn —
przesuniecie limfocytow Treg w kierunku prosupresorowego fenotypu H'. Laczac powyzsze
informacje z doniesieniami na temat gorszego przebiegu udaru u kobiet w poréwnaniu z
mezczyznami [196], uzasadnione wydaje si¢ uwzglednienie pici jako czynnika istotnie
réznicujagcego odpowiedz limfocytow Treg w udarze. Wydaje si¢, ze prezentowane badanie
stanowi istotny glos w dyskusji na temat janusowego oblicza limfocytow Treg w ostrej fazie
udaru, z argumentami na rzecz ich negatywnej i uszkadzajacej roli. W dostepnych danych z
pisSmiennictwa brak jest informacji na temat zmian ekspresji markera Helios w limfocytach

Treg w udarze — w tej materii przedstawione badanie nalezy uzna¢ za pionierskie.

W badaniu wilasnym zaobserwowano w ostrej fazie udaru wickszy odsetek
limfocytow Treg w populacji limfocytow CD3" u chorych z glebszym deficytem
neurologicznym. Roéznice w odpowiedzi immunologicznej w zalezno$ci od nasilenia
objawow klinicznych udaru odnotowywano juz wczesniej [74], jednakze uzyskane wyniki
byly zréznicowane; zarowno Urra 1 wsp. [52] jak 1 Ruhnau i wsp. [87] nie odnotowali
zwigzku pomiedzy nasileniem neurologicznego deficytu po udarze a liczbg limfocytéw Treg.
Natomiast w badaniu Santamarii-Cadavid i wsp. potwierdzono zwigkszenie liczby krazacych
limfocytow Treg w 48. godzinie od udaru, co wigzato si¢ z lepszym stanem funkcjonalnym
[197]. Ponadto u pacjentow z nizszymi wartosciami limfocytow Treg w 2. dobie udaru
czesciej dochodzito do wezesnego pogorszenia stanu neurologicznego i wigksze byto ryzyko
poudarowej infekcji, podczas gdy u chorych z wyzszymi warto$ciami limfocytow Treg w 48.,

72. godzinie i 7. dobie udaru stwierdzano mniejsza niepelnosprawnos$¢ ruchowa (nizszy
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wynik w skali mRS) w 3 miesigce po udarze. Rozbieznosci mogg wynika¢ z odmienne;j
metodologii. W badaniu Santamarii-Cadavid 1 wsp. do grupy badanej rekrutowano chorych
zaréwno z udarem niedokrwiennym, jak i krwotocznym, a w badaniu Urry 1 wsp. z grupy

badanej wykluczono chorych prezentujacych objawy infekcji.

Odnotowano réwniez zwigkszenie odsetka limfocytow Treg H' w ostrej fazie udaru u
chorych z cukrzycg typu 2 w pordwnaniu z pacjentami bez cukrzycy. Nie wykazano roznic w
zakresie tego parametru w kolejnych fazach udaru oraz w grupie kontrolnej. Zwigkszona
liczba prosupresorowych limfocytow Treg u cukrzykéw moze $wiadczy¢ o ich funkcji
ochronnej, w przebiegu zardwno samej choroby, taczacej si¢ z przewlektym zapaleniem, jak i
wspotistniejgcego udaru niedokrwiennego [198]. I cho¢ w cukrzycy typu 2 zaktadano
podobny, ochronny efekt limfocytow Treg jak w cukrzycy typu 1, dotychczasowe badania nie
potwierdzajg tej hipotezy [199]. Co wigcej, w badaniu, w ktdrym podjeto probe wyjasnienia
mechanizmu stojgcego za zwigkszonym ryzykiem choroby niedokrwiennej serca u osob z
cukrzycg typu 2, nie stwierdzono zwigkszonej liczby limfocytow Treg we krwi obwodowe;j

[198].

Jednak w badaniu wlasnym w grupie oséb z udarem 1 rozpoznang cukrzyca
przewazali mezczyzni (80%), a to wlasnie w grupie mezczyzn stwierdzono w 1-szej dobie
wyzej opisane przesuniecie w kierunku limfocytow Treg H'. Zatem nie mozna wykluczy¢, ze
czynnikiem wplywajacym na te¢ rdéznicg jest pte¢. Niestety liczebno$¢ grupy badanej nie
pozwala na przeprowadzenie analiz statystycznych, wskazujacych na ile ple¢ czy obcigzenie
cukrzyca, niezaleznie od siebie i innych czynnikéw ryzyka chordb naczyniowych, ma
zwigzek ze stanem ilosciowym limfocytow Treg po udarze, co stanowi jedno z ograniczen

niniejszego badania.

U os6b z choroba niedokrwienng serca w poroOwnaniu z chorymi
nieobcigzonymi tym schorzeniem, odnotowano zwigkszenie odsetka Treg w fazie
rekonwalescencji. W pozostatych ocenianych punktach czasowych po udarze nie wykazano
r6éznic w zakresie tego parametru. Roznicy takiej nie wykazano rowniez w grupie kontrolne;.
Wyniki te sg zbiezne z dotychczasowymi badaniami, ktére donosza o ochronnej funkcji
limfocytow Treg w przebiegu miazdzycy, lezacej u podtoza choroby niedokrwiennej serca
[200,201], oraz wskazuja na zwigzek pomiedzy redukcja liczby limfocytow Treg a
wystapieniem ostrego epizodu niedokrwiennego [202,203]. Co prawda w przytoczonych

badaniach opisywano zwigkszenie ryzyka zawalu serca jako ostrego epizodu
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niedokrwiennego, a nie potwierdzono takiego efektu dla udaru moézgu, niemniej jednak,
roznice ilosciowe w badaniu wiasnym pokrywaja si¢ z opisywanymi trendami. Niemniej,
réwniez 1 w tym zakresie, wyniki badan sg niespdjne. W duzym prospektywnym badaniu
kohortowym, do ktérego nie wiaczono chorych z cukrzyca, osoby z niska proporcja
limfocytow Treg do ogolnej puli limfocytow krwi obwodowej cechowaty sie mniejszym
ryzykiem zawatlu serca [204]. Zwigzek ten, tracit jednak statystyczng istotnosé¢, gdy do
modelu wlaczono inne czynniki ryzyka chordb naczyniowych, co ponownie pokazuje, ze
jednoznaczne wskazanie takiego czynnika, ktory miatby niepodwazalny, $cisty zwigzek z
liczba krazacych limfocytow Treg nie jest oczywiste. Jak dotad nie potwierdzono tez zwigzku

miegdzy liczbg krazacych komorek Treg a miazdzyca tetnic szyjnych 1 wiencowych [205].

Nie wykazano r6znic w wartosciach badanych parametréow limfocytow Treg
miedzy chorymi obcigzonymi migotaniem przedsionkdw, nadci$nieniem tg¢tniczym,
hiperlipidemig, paleniem papieroséw, przebytym udarem moézgu, a chorymi bez tych
obcigzen, zarbwno w grupie po udarze, jak i w grupie kontrolnej. Podobnie Yan i wsp. nie
stwierdzili u chorych z udarem wplywu nadcis$nienia tetniczego, cukrzycy lub palenia

papierosow, na liczbe limfocytow Treg krwi obwodowej [113].
Limfocyty Tyé

W badaniu wlasnym nie wykazano roéznic odsetka limfocytéw Tyd w odniesieniu do
populacji limfocytéw CD3" u chorych po udarze mézgu w poréwnaniu z grupa kontrolna, ani
réznic w czasie, jaki uptynal od udaru. Niemniej jednak odnotowano istotne statystycznie
zmniejszenie liczby bezwzglednej limfocytow Tyo w fazie ostrej 1 podostrej udaru oraz
zmniejszenie odsetka podtypu V32 w populacji limfocytow Tyd u chorych w fazie ostrej i
podostrej udaru mézgu w poréwnaniu z grupa kontrolna, a to wiasnie podtyp V82 dominuje
ilosciowo u o0s6b dorostych oraz w krwi obwodowej, podczas gdy Vol jest w przewadze
zaraz po urodzeniu oraz wystepuje przede wszystkim w blonach §luzowych 1 w watrobie.
Wynik ten koresponduje z wynikami badania Adamskiego 1 wsp., ktére wykazato
zmniejszenie liczby krazacych limfocytéw Tyd w udarze w pordwnaniu z grupa kontrolna,
jednoczesnie wykazujac zwigkszenie aktywnosci ich produktu, IL-17A [180]. Dla odmiany
Hu 1 wsp. wraz ze zwigkszeniem ilosci IL-17A opisali zwigkszenie liczby krazacych
limfocytow Tyd w 7. 1 28. dobie udaru [68]. Mozliwe, ze uwzglednienie subpopulacji
limfocytéw Tyd byloby odpowiedzia na rozbieznosci wynikajace z dotychczasowych

doniesien.
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Biorgc pod uwage wyniki badan eksperymentalnych, stwierdzajacych obecnos¢
limfocytow Tyd w obszarze penumbry oraz badan posmiertnych chorych z udarem, w ktorych
potwierdzono obecno$¢ limfocytow Tyd w oponach moézgowych, wykazane zmniejszenie
liczby tych komorek we krwi obwodowej moze oznaczaé ich zaangazowanie w lokalizacji

osrodkowej [116,123,206].

Badania eksperymentalne, w ktorych ograniczenie liczby limfocytéw Tyd prowadzito
do redukcji obszaru niedokrwienia i korzystnie wplywalo na ostateczny stan kliniczny
chorych, potwierdzily niekorzystna, prozapalng funkcje limfocytow Tyd w udarze

niedokrwiennym, wynikajacg przede wszystkim z syntezy prozapalnej IL-17A [59,123,124].

Co wiecej, w badaniu wlasnym réwniez wykazano, iz mniejszy odsetek limfocytéw
Tyd w krwi obwodowej w fazie podostrej udaru ma zwigzek z gorszym stanem klinicznym
pacjentow w fazie rekonwalescencji, co moze potwierdza¢ hipoteze, ze mniejsza liczba
limfocytow Tyd w krwi obwodowej wynika z przemieszczenia ich do strefy udaru i ich
niekorzystnego dziatania osrodkowego. Wiadomo, ze komorki dendrytyczne bardzo wczesnie
naptywajace do strefy niedokrwienia sg zrodlem IL-23, poprzez ktérg stymulujg aktywacje
limfocytéw Tyd, pobudzajac je do syntezy prozapalnej IL-17 i intensywnej rekrutacji
neutrofili do obszaru zawatu. Wydaje si¢, ze jest to podstawowa sekwencja odpowiedzi

wrodzonej, ktéra $cisle wigze limfocyty Tyd z destrukcja tkanki nerwowe;.

Chociaz we wczesniejszych publikacjach nie okreslano wptywu limfocytow Tyd
na stan kliniczny i deficyt neurologiczny, to wyniki badania wtasnego moga wskazywac¢ na
ich znaczenie rowniez w dlugofalowej odpowiedzi na udar niedokrwienny [180].
Potwierdzeniem tego efektu jest obserwacja, iz u chorych z wywiadem przebytego w
przesztosci udaru niedokrwiennego wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka typu Vo2
w populacji limfocytow Tyd w fazie rekonwalescencji w stosunku do chorych bez tego

czynnika ryzyka w wywiadzie.

Nie bez znaczenia pozostaje wptyw czynnikéw ryzyka chordb naczyniowych na
odpowiedz limfocytow Tyd. W przedstawionym badaniu wykazano istotne statystycznie
zmniejszenie ich odsetka w fazie podostrej udaru u chorych z cukrzyca typu 2 w poréwnaniu
z chorymi bez cukrzycy. W jednym z nielicznych, dotychczasowych badan klinicznych
oceniajacych udziat limfocytow Tyd w chorobach stanowigcych czynniki ryzyka udaru

wykazano zmniejszenie liczby limfocytow Tyd u osob powyzej 60 r.z., z choroba
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niedokrwienng serca w wywiadzie, a przede wszystkim u chorych z nadci$nieniem tetniczym
[180]. Wiadomo, ze limfocyty Tyd syntetyzuja czastki o potwierdzonej roli we widknieniu
$ciany naczyn i tym samym w rozwoju nadcis$nienia t¢tniczego jak: wymieniana wczesniej
IL-17, IFNy, TNFa czy CCLS. Niewykluczone, ze to zaangazowanie limfocytow Tyd w
patologie powyzszych choréb, bedacych jednoczesnie czynnikami ryzyka chorob
naczyniowych stanowi wyjasnienie wykazanej korelacji. I cho¢ powigzanie uktadu
immunologicznego z nadci$nieniem tetniczym, miazdzyca naczyn czy cukrzyca, nie jest juz
dzi§ zaskakujace, to doktadne mechanizmy i role poszczegdlnych populacji nie sga dobrze

poznane [192,198].
Limfocyty iNKT

W badaniu wlasnym obserwowano istotne statystycznie zwigkszenie odsetka
krazacych limfocytow iNKT w odniesieniu do populacji limfocytow CD3" u chorych w fazie

ostrej 1 podostrej udaru niedokrwiennego mézgu w poréwnaniu z grupg kontrolna.

W jedynym dotychczasowym badaniu klinicznym Wong i wsp. nie odnotowali
zmiany liczby iNKT we krwi obwodowej, ale potwierdzili znaczace zwigkszenie aktywacji
iINKT w przebiegu udaru, skorelowane dodatnio z nasileniem deficytu neurologicznego oraz
z immunosupresja [1]. Na takg rolg limfocytow iNKT w udarze niedokrwiennym wskazuje
takze badanie przeprowadzone na materiale zwierzecym przez t¢ samg grupe badaczy w 2011
[128]. Pozostale prace eksperymentalne w tym zakresie, jedynie odnotowuja obecnos¢
limfocytow NKT w obszarze niedokrwienia, wskazujac na konieczno$¢ dookreslenia ich roli

w udarze [45, 55, 135].

Wynik badania wtasnego nie koresponduje w peini z rezultatami uzyskanymi
przez Wong i wsp., nalezy jednak podkresli¢ liczne r6znice w metodologii obu badan, ktore
nie pozwalajg na precyzyjne poréwnanie prac. Wong i wsp. z grupy badanej wykluczyli
chorych z cukrzycg i1 limfopenia w wywiadzie. Takiego kryterium nie przyjeto w
przedstawionym badaniu, a chorzy z rozpoznang cukrzycg stanowili prawie 20% grupy
badanej. Roznica dotyczy takze grupy kontrolnej, ktora w badaniu wilasnym sktadala si¢ z
0s0b z rozpoznanymi czynnikami ryzyka chorob naczyniowych, natomiast w przypadku
badania Wong 1 wsp. utworzono dwie grupy kontrolne, przy czym jedna stanowila grupe
osOb zdrowych, druga — grupe osob hospitalizowanych z powodu objawow

“udaropodobnych”, u ktérych ostatecznie nie rozpoznano udaru, ani innej konkretnej

91



jednostki nozologicznej. Odmienny byt tez sposob bramkowania limfocytow iNKT. Niemniej
jednak, zarowno zwiekszenie odsetka limfocytow iNKT, jak i zwigkszenie ich aktywacji,
nasuwa zbiezne interpretacje dotyczace ich niekorzystnej roli w udarze. Tym bardziej, ze
podobnie jak w badaniu Wong i wsp., w przedstawionym badaniu wykazano zwigzek miedzy
wickszg liczbg krazacych limfocytow iNKT, a wigkszym deficytem neurologicznym i

niesprawnoscia.
Komorki NK

W badaniu wilasnym nie stwierdzono rdéznic odsetka komoérek NK w
odniesieniu do populacji limfocytéw u chorych po udarze moézgu w stosunku do grupy
kontrolnej, nie stwierdzono takze zmian w czasie, jaki uptynat od udaru. Wynik ten pokrywa
sie z czescig przeprowadzonych do tej pory badan. Vogelgesang i wsp. nie stwierdzili réznic
liczby bezwzglednej, jak 1 odsetka komoérek NK w populacji limfocytow, u chorych po
udarze mézgu w stosunku do 0s6b zdrowych [49]. Podobne wyniki uzyskali Haeusler 1 wsp.
[53], Urra i wsp. [52], Yan 1 wsp. [113] oraz Xiao i wsp.[207]. De Raedt i wsp. opisali
zwigkszenie liczby komorek NK we krwi krazacej, ale tylko w grupie chorych rozwijajacych
objawy poudarowej infekcji, a liczba komoérek NK dodatnio korelowata z obszarem
niedokrwienia [54]. Natomiast O’Connel i Chang odnotowali znaczgce zmniejszenie liczby
krazacych we krwi komorek NK, najbardziej zaznaczone pomigdzy 5. a 24. godzing od
poczatku objawoéw [50]. Podobnie Jiang i wsp. odnotowali zmniejszenie liczby komorek NK
w pierwszym tygodniu od wystapienia udaru [51]. Mimo, ze w wigkszo$ci prac klinicznych,
podobnie jak w badaniu wilasnym, réznice liczby komoérek NK w krwi obwodowej w
odniesieniu do grupy kontrolnej nie osiggaty istotnosci statystycznej, to wydzielane przez
komorki NK cytokiny zmieniajg si¢ istotnie, uczestniczac przede wszystkim w poudarowe;j
immunodepresji. Prace eksperymentalne wskazuja na obecno$¢ komoérek NK w strefie
penumbry 1 zwigkszenie ich liczby w niedokrwionej parenchymie, potwierdzajac ich udziat w

powigkszaniu tego obszaru poprzez promowanie martwicy neuronoéow [45,46,208].

W badaniu wilasnym, lepszy stan kliniczny w ostrej fazie koreluje z wyzszym
odsetkiem komorek NK krwi obwodowej w fazie podostrej udaru. Mozliwe, ze u chorych z
udarem o Izejszym przebiegu klinicznym, zaangazowanie komorek NK w miejscu
niedokrwienia jest mniejsze, zatem zwigksza si¢ ich liczba we krwi obwodowe] w fazie
podostrej. Dotychczasowe hipotezy sugerowaty szkodliwy wptyw komorek NK na przebieg

udaru, a badania funkcjonalne komorek NK potwierdzity nagly, zmniejszong
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wewnatrzkomorkowa ekspresje prozapalnego IFN-y 1 perforyny, co moze zwigkszaé
podatnos¢ na poudarowe infekcje [209]. Gan i wsp. [208] oraz De Raedt i wsp. [54]
potwierdzili, ze zwigkszenie liczby krazacych komoérek NK w pierwszych godzinach po
udarze, wigzato si¢ z wigksza czgstoscig infekcji zwigzanej z udarem, sugerujac przy tym
ewentualng warto$¢ predykcyjng komorek NK w kontekscie wystgpienia SAI. W badaniu
wlasnym takiego zwigzku z SAI nie wykazano. Przy czym duza zmienno$¢ miedzyosobnicza
liczby krazacych komoérek NK przy braku danych na temat warto$ci tego parametru przed
udarem, zasadniczo wyklucza zastosowanie go jako predykatora SAI. Opisywano takze
rozlegly infiltracje komorek NK do obszaru niedokrwienia. Tak wiec, przy licznych,
potwierdzonych eksperymentalnie przestankach teoretycznych na temat negatywnej roli
komoérek NK w udarze, nie zostato ustalone w badaniach klinicznych, czy efekt ten bardziej
wynika z lokalnego dzialania tych komoérek w obrgbie niedokrwionej tkanki nerwowej, czy z

ich dysfunkcji skutkujacej ograniczong obrong przed infekcjami.

Zarowno w badaniu wilasnym, jak i w pracy Any i wsp. nie wykazano rdznic
iloSciowych w zakresie komérek NK migdzy osobami obcigzonymi typowymi czynnikami
ryzyka chorob naczyniowych, a osobami bez tych obcigzen, zarbwno w grupie po udarze jak
1 w grupie kontrolnej [113]. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze dokumentowany w warunkach
eksperymentalnych wptyw aktywacji komérek NK na rozw6j m.in. nadcis$nienia tetniczego
czy cukrzycy, przy rozbieznych wynikach badan klinicznych, moze nie by¢ czynnikiem tak

kluczowym, aby mozna byto wykaza¢ jego role w liczacej kilkadziesiat osob populacji [210].

Parametry subpopulacji limfocytéow a typ etiologiczny i lokalizacja udaru okreslane wg

klasyfikacji TOAST i OCSP

Zaskakujace jest, ze nie wykazano rdéznic w zakresie badanych subpopulacji
komorkowych w zaleznos$ci od etiologicznego typu udaru czy lokalizacji ogniska. Przyjmujac
zalozenie, ze procesy immunologiczne czasowo wyprzedzaja wystgpienie objawow
klinicznych, na co wskazuje towarzyszace wczesnej fazie udaru uruchomienie pelnej
odpowiedzi nabytej, ktorej mozna byloby si¢ spodziewa¢ dopiero po ok. 7 dniach
niedokrwienia, wydaje si¢ uzasadnione, by spodziewac si¢ istotnych réznic migdzy udarem o
etiologii zatorowej, w ktorym niedrozno$¢ naczynia nast¢puje w sposob nagly, a udarem w
przebiegu choroby duzych naczyn, gdzie krytyczne ograniczenie przeptywu trwa dtuzej, a
samo naczynie objete jest przewlektym, zaawansowanym procesem zapalnym jakim jest

miazdzyca. W badaniu wlasnym nie wykazano jednak réznic w zakresie badanych
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subpopulacji w zaleznosci od etiologii niedokrwienia ani lokalizacji ogniska. I w tym
zakresie dotychczasowe doniesienia nie sg spojne. Niemniej wydaje si¢, ze W przewazajace]
cze$ci wskazuja one na zwigzek immunodepresji i podatno$ci na infekcje, przede wszystkim,
z objetoscig strefy niedokrwienia, a nie z konkretng lokalizacja [211]. Jest to zagadnienie o
tyle frapujace, ze w latach 80-tych i 90-tych ubiegtego wieku opisywano zjawisko wigkszej
poudarowej depresji uktadu wspotczulnego w przypadku niedowtadéw prawostronnych czy
zajecia kory wyspy, co spowodowane jest asymetryczng inerwacja wspotczulng potkul
moézgowych [212,213]. Szlaki adrenergiczne taczace struktury osrodkowe z obwodowymi
odgrywaja istotng role w unerwieniu immunokompetentnych narzagdéw migzszowych i
mobilizacji uktadu immunologicznego, co ma wplyw na poudarowa odpowiedz zapalng.
Niemniej, w niniejszej pracy nie oceniano rdéznic w subpopulacjach limfocytow przy

uwzglednieniu lateralizacji ogniska i deficytu neurologicznego.
Infekcja zwiagzana z udarem (SAI)

W przedstawionym badaniu infekcj¢ zwigzang z udarem rozwingto 48%
chorych. Uzyskany wynik wpisuje si¢ w zakres przedstawiany w pismiennictwie. W licznych
badaniach klinicznych liczbe¢ chorych z SAI okreslano w przedziale od 5% do 56% [49,51-
53,214-219]. Tak znaczne rozbieznosci wynikajg przede wszystkim ze stosowania

odmiennych definicji infekcji zwigzanej z udarem.

W badaniu wlasnym wykazano istotny statystycznie wzrost stezenia CRP w
grupie chorych w pierwszych dobach udaru w poréwnaniu z grupg kontrolna, a obserwacja ta
potwierdza dotychczasowe doniesienia [51,53,150]. Ponadto, u pacjentéw w gorszym stanie
klinicznym obserwowano istotnie wyzsze wartosci CRP 1 liczby leukocytow oraz nizszy
odsetek 1 liczbe bezwzgledng limfocytéw we krwi obwodowej, co takze jest zgodne z
dotychczasowymi ustaleniami. Wg innych badaczy, m.in. Di Napoli i wsp. wicksze stezenie
CRP oznaczato nie tylko wiekszy deficyt neurologiczny i1 z tym zwigzane wigksze ryzyko
niepetnosprawnosci, ale takze wicksze ryzyko $mierci lub komplikacji pod postacig
kolejnych epizodéw naczyniowo-sercowych w ciggu roku od udaru [150,221]. Autorzy
zaproponowali wykorzystanie stezenia CRP jako wskaznika kwalifikacji pacjentéw do grup o
wyzszym lub nizszym ryzyku niepomys$lnego przebiegu udaru [222]. W badaniu Muir 1 wsp.
stezenie CRP w surowicy w 72 godzinie od poczatku udaru okazato si¢ by¢ niezaleznym

predyktorem przezycia [151].
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W badaniu wlasnym wyzsze wartosci CRP 1 leukocytéw, a nizsze wartosci
limfocytow, wystepowaty u chorych rozwijajacych infekcje (SAI+). Podobnych obserwacji
dokonywali inni badacze [51], a zaprezentowanie powyzszych wynikow wilasnych jako
zgodnych z powszechnymi naukowymi trendami stanowi swoistego rodzaju uwierzytelnienie

pozostatych, pionierskich aspektéw przeprowadzonego badania.

W badaniu wlasnym wykazano dodatnig korelacje o umiarkowanie silnym
zwigzku pomiedzy odsetkiem limfocytéw Treg w populacji CD3" w 1. dobie udaru a CRP w
1.,3. 1 10. dobie udaru. Do podobnych wnioskoéw doszedt zespot Jiang 1 wsp. [51] wykazujac
zwigzek pomigdzy infekcja, a podwyzszonym odsetkiem limfocytow Treg oraz
podwyzszonym stezeniem CRP w surowicy. Z jednej strony obecno$¢ stanu zapalnego sama
w sobie jest czynnikiem zmieniajacym dynamike odpowiedzi komodrkowej w kierunku
mechanizmow supresorowych, majacych na celu wyciszenie reakcji immunologicznej, zatem
spodziewamy si¢ wzrastajacej liczby subpopulacji limfocytéw za to odpowiadajacej (Treg), z
drugiej strony korelacja markeréw zapalnych z liczbg limfocytow Treg potwierdza zjawisko
immunosupresji ulatwiajacej rozwinigcie infekcji po udarze. Pozostaje zatem otwarte pytanie,
ktéra z obserwowanych zmiennych jest przyczyna, a ktéra skutkiem. Nalezatoby w tym
miejscu ponownie wspomnie¢ o mozliwej bezposredniej interakcji CRP z limfocytami T, a w
tym 1 limfocytami T regulatorowymi, wzorujac si¢ na hipotezach formowanych w badaniach
w dziedzinie onkologii [223]. I cho¢ nadal nie daje to jasnej odpowiedzi na pytanie co byto
pierwsze, to z cala pewnoscig wskazuje na udzial limfocytow Treg w zapaleniu zwigzanym z

udarem.

W prezentowanym badaniu wykazano, ze w grupie chorych, ktorzy w zwigzku
z udarem rozwingli infekcje (SAI+), istotne statystycznie r6znice w porownaniu z grupa SAI-
takze dotyczyly populacji limfocytow Treg. U chorych SAI+ w 3. dobie udaru wykazano
istotnie wiekszy odsetek limfocytow Treg Helios' oraz istotnie mniejszy odsetek Treg Helios™
Co wigcej, obserwujac dynamike zmian liczby komoérek Treg H™ w czasie, zauwaza sie w
fazie ostrej u pacjentoéw SAI-, ze liczba komoérek do 3. doby nieznacznie zmniejsza si¢, by
zwigkszy¢ sie w kolejnych punktach czasowych, podczas gdy u pacjentow SAI+, tendencja
jest poczatkowo wzrostowa (3. doba), a zmniejszenie liczby limfocytow Treg H' nastepuje z
opoznieniem (10. doba), by w 90. dobie ponownie wzrosng¢ (rycina 21). Tendencje
zmiennosci liczby Treg H™ rdwniez zostaja zaburzone w wyniku infekcji zwigzanej z udarem,

gdyz w odroznieniu od pacjentdw nieinfekcyjnych, u ktorych liczba Treg Helios™ poczatkowo
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zwieksza si¢ (3. doba), by w fazie podostrej 1 rekonwalescencji stopniowo si¢ zmniejszac, u
pacjentow SAI+ wzrost wystepuje z opoznieniem, bo dopiero w 10. dobie. Ta, jakoby
op6zniona odpowiedz obu podtypoéw limfocytow Treg, pozwala nam, jak juz wczesniej
wspominano, na dopatrywanie si¢ szkodliwej i proinfekcyjnej roli w ,,supresorowym” typie
H' limfocytow Treg, i pewnego rodzaju wyréwnawczego efektu typu ,.prozapalnego” (H).
Taki wynik nie zostal jeszcze zaprezentowany przez zadnego z badaczy, pomimo
prowadzonych licznych obserwacji w temacie limfocytow Treg w infekcji zwigzanej z
udarem. Urra i wsp. nie wykazali r6znic w zakresie limfocytow Treg poréwnujac pacjentow
SAI+/SAI- (2.,7.190. doba) [52]. Z kolei Jiang 1 wsp. wykazali wyzszy odsetek limfocytow
Treg u pacjentéw SAI+, w poréwnaniu z chorymi bez infekcji zwigzanej z udarem, a wynik
ten dotyczyt 3. doby udaru [51]. Wyniki przeciwne, wskazujace na korelacje mniejszej liczby
krazacych limfocytow Treg w 2. dobie udaru z wigkszym ryzykiem infekcji u pacjentow z
udarem uzyskano w badaniu Santamarii-Cadavid 1 wsp. [197]. W zadnym z wymienionych
badan nie badano jednak limfocytow Treg z podziatem opartym o ekspresje markera Helios,

co z punktu widzenia przedstawionych wynikow wydaje si¢ zmienng istotng.

Réznice statystycznie istotne wykazano takze w przypadku limfocytow Tyd.
Zmniejszenie ich odsetka w populacji limfocytéw CD3" w fazie rekonwalescencji po udarze
obserwowano w grupie chorych, ktorzy rozwineli infekcje zwigzana z udarem (SAI+). Zadne
z dotychczas opublikowanych badan nie odnosi si¢ do liczby limfocytow Tyd w zwiazku z

infekcja zwigzang z udarem.

Podobny efekt , a zatem istotne statystycznie zmniejszenie odsetka limfocytow
Tyd w populacji limfocytow CD3" w fazie rekonwalescencji obserwowano w grupie chorych,
ktérzy otrzymali leczenie trombolityczne (rTPA+) w poréwnaniu z tymi nieleczonymi
(rTPA-). Obserwacje innych badaczy sugeruja kontrowersyjny, acz mozliwy udziat rTPa w
uszkodzeniu bariery krew-moézg i promocji neurotoksycznos$ci oraz jego znaczenie w
aktywacji 1 wzmacnianiu odpowiedzi zapalnej, nasilajgcej wtorne uszkodzenie mozgu [50,
224]. Zmniejszenie odsetka Ty w populacji limfocytow CD3" w fazie rekonwalescencji w
obu grupach chorych (SAI+ i rTPA+) wskazuje nie tylko na znaczaca rolg tej populacji w
aspekcie zapalnym udaru niedokrwiennego, ale takze na role limfocytéw Tyo w dtugofalowe;j

odpowiedzi na udar.

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic iloSciowych w odsetku limfocytow

Treg, iINKT i komoérek NK migdzy grupami rTPA+ a rTPA-. W badaniu Mao i wsp.
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wykazano, ze zmniejszona liczba limfocytow Treg w krwi obwodowej utrzymuje si¢ dluzej u
osob leczonych rTPA, a ich eksperymentalne dozylne podanie po op6znionym leczeniu
trombolitycznym, dzigki wzmocnieniu bariery krew-mozg, zmniejsza powiklania krwotoczne
1 poprawia stan kliniczny w ocenie dlugoterminowej [115]. Natomiast Komurcu i wsp. [225]
opisali obecno$¢ dynamicznych zmian m.in. w zakresie limfocytow 1 neutrofili u pacjentow z
udarem niedokrwiennym po leczeniu rTPA i/lub trombektomii mechanicznej, co wskazuje na
istotno$¢ dalszych badan wpltywu metod leczenia udaru na powigzane z nim zjawiska

immunologiczne.

Wyniki dotychczasowych prac nad zagadnieniem udziatu uktadu immunologicznego
w patofizjologii udaru mozgu nie sg spojne i jednoznaczne. Niewiele z nich mozna uzna¢ za
w pelni udowodnione, jeszcze mniej za aksjomatyczne. JesteSmy jednak wciaz na poczatku
tej trudnej, ale jak pokazuja wstepne dane, niezwykle waznej 1 interesujacej drogi,
zmierzajace] ku wyjasnieniu sekwencji zdarzeh w poczatkowych etapach udaru, ktoére

oddziatuja na dalsze losy chorych, rowniez w okresie rekonwalescencji.
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5.1 Ograniczenia pracy

Opisane wyzej wyniki nalezy interpretowa¢ majac na uwadze szereg ograniczen

przedstawionego badania. Do najwazniejszych z nich nalezy zaliczy¢:

1. Jednoosrodkowy charakter przeprowadzonej obserwacji.

2. Niewielka liczebno$¢ grup uniemozliwiajgca przeprowadzenie wieloczynnikowych
analiz statystycznych, ktore pozwolityby potwierdzi¢ niezaleznos¢ wykazanych

korelacji.

3. Dysproporcja grupy kontrolnej pod katem jednego z czynnikdw ryzyka- migotania
przedsionkow- spowodowana wlaczeniem do grupy kontrolnej gléwnie pacjentow
stosujacych kwas acetylosalicylowy, ktory przy prawidtowo prowadzonym leczeniu
chorych z migotaniem przedsionkow 1 innymi czynnikami ryzyka chorob
naczyniowych jest znacznie rzadziej stosowany niz doustne leki przeciwkrzepliwe. Z
uwagi na brak wykazanych réznic w zaleznosci od obecno$ci migotania
przedsionkow czy typu etiologicznego udaru wydaje si¢, ze rozbiezno$¢ ta nie

wptyneta istotnie na przeprowadzone analizy.

4. Ocena parametrow laboratoryjnych jedynie w krwi obwodowej oraz zastosowanie
tylko jednej metody oceny populacji limfocytow ograniczone do oceny ilosciowej,
bez oceny funkcjonalnej. Niemniej wybor metody byl podyktowany przede
wszystkim jej dostepnoscia 1 mozliwoscig implementacji w codziennej praktyce

klinicznej, w sytuacji, gdyby wyniki uzyskaty istotng wartos¢ predykcyjna.
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6. WNIOSKI

Odpowiedz limfocytow T regulatorowych na udar niedokrwienny ma zwigzek z
ekspresja wewnatrzkomorkowego czynnika transkrypcyjnego Helios, cechuje si¢
odmienno$cig w zalezno$ci od pici, a jej niekorzystny efekt wynika z przesunigcia
ilosciowego w kierunku typu Helios™ (prozapalnego), szczegdlnie u kobiet.

. Wyciszajaca si¢ z opdznieniem supresorowa funkcja limfocytow Treg (zwigkszony
odsetek Helios") i opdézniona prozapalna aktywno$é¢ (zmniejszony odsetek Helios')
moze by¢ przyczyng rozwinigcia SAl. Zwigzek limfocytéw Treg z SAI potwierdza
dodatnia korelacja ich liczby w krwi obwodowej z warto$ciami laboratoryjnych
wyktadnikow zapalenia.

. Rola limfocytow Tyd w udarze wydaje si¢ mie¢ charakter dlugofalowy, a niekorzystne
efekty kliniczne widoczne s3 zarowno w fazie ostrej, jak 1 kilka miesiecy po
przebytym udarze, i moga by¢ zwigzane z osrodkowa aktywnos$cig podtypu Vo2. Na
odlegte w czasie zmiany iloSciowe limfocytow Tyd ma wptyw przebyty udar, przebyta
infekcja zwigzana z udarem oraz leczenie trombolityczne.

. Mozliwa jest niekorzystna rola limfocytow iINKT w udarze, gdyz zwigkszenie ich
liczby w krwi obwodowej w poczatkowym okresie udaru przektada si¢ na pogorszenie
stanu klinicznego chorych, jednak mechanizm tej asocjacji pozostaje nieznany.

. Dominacja limfocytéw CD4" w udarze jest korzystna i wiaze sie z lepszym stanem
klinicznym, podczas gdy przesunigcie proporcji w kierunku limfocytow CD8" koreluje

z gorszym stanem klinicznym i rozwojem SAI.

Badanie bylo finansowane ze $rodkéw na dziatalnos$¢ statutowa Katedry Neurologii

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz z grantu NCN (nr 2014/15/B/NZ4/00736).
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9.WYKAZ SKROTOW

a-GalCer
ACS
ADC
ADCC

APC
APTT
ASA
ATP
AQP4
BCR
BLIMP-1
BMI
CCL
CCR
CE
ChNS
CM Tyd
CMV
cNK
CRP
CTLA-4
CXCL
DAMP

DC
DCLN
DM
DWI
EBV
EAE

FACS
FASL
FLAIR

FoxP3
GATA-3
GD3
GITR

a-galaktozyloceramid

ostry zespot wiencowy (acute coronary syndrome)

rzeczywisty wspotczynnik dyfuzji (apparent diffusion coefficient )
cytotoksyczno$¢ komoérek zalezna od przeciwciat (Ab-dependant cellular

cytotoxicity)

komorki prezentujace antygen (antigen presenting cells)

czas kaolinowo-kefalinowy (acitvated partial thromboplastin time)

kwas acetylosalicylowy (acetylosalicylic acid)

adenozynotrifosforan

akwaporyna 4

receptor komorek B (B-cell receptor)

czynnik transkrypcji BLIMP-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-1)
wskaznik masy ciata (body mass index)

ligand chemokin posiadajacy motyw CC (C-C motif chemokine ligand)

receptor chemokin posiadajacych motyw CC (C-C Motif Chemokine Receptor)
sercowo-naczyniowy (cardioembolic)

choroba niedokrwienna serca

komorki Tyd pamigci centralnej (central memory Tyo)

cytomegalowirus (cytomegalovirus)

konwencjonalne komorki NK (conventional NK cells)

biatko stanu zapalnego (C-reactive protein)

antygen 4 cytotoksycznych limfocytow (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4)

biatko nalezace do chemokin (C-X-C motif ligand)
czastki wzorca molekularnego zwigzanego z  zagrozeniem (danger associated

molecular patterns)

komorki dendrytyczne (dendritic cells)

glebokie szyjne wezly chtonne (deep cervical lymph nodes)

cukrzyca(diabetes mellitus)

obrazowanie zalezne od dyfuzji (diffuse-weighted imaging)

wirus mononukleozy (Epstein-Barr virus)

eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie moézgu (experimental

autoimmune encephalitis)

cytometria fluorescencyjna (fluorescense activated cell sorting)
ligand apoptotycznego receptora Fas (fas receptor ligand)
odzyskiwanie inwersyjne ostabione przez ptyn (fluid -attenuated inversion
recovery),
czynnik transkrypcyjny FoxP3 (forkhead/winged-helix transcription factor box P3)
czynnik transkrypcyjny GATA-3 (GATA binding protein 3)

disialogangliozyd
receptor indukowanego glukokortykoidami czynnika martwicy nowotworu

(glucocorticoid induced tumour necrosis factor receptor related protein)

GM-CSF czynnik stymulujgcy tworzenie koloni granulocytow i monocytow (granulocyte-

HBV
HCV
HIV

macrophage colony-stimulating factor)

wirus zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus)

wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus)

ludzki wirus uposledzenia odpornosci (human immunodeficiency virus)

HLA-DR ludzkie antygeny leukocytarne (human leukocyte antigen complex)

HMGBI1

biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (High-Mobility Group Box-1)
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HSC /HSPC komorka macierzysta krwiotworzenia (hematopoetic stem/progenitor cell)
HSV-112  wirus opryszczki (Herpes Simplex Virus)

IFN interferon(interferon)

1Gb3 izoglobotrihexozyloceramid

ILC wrodzone komérki limfoidalne (innate lymphoid cells)

IL interleukina(interleukin)

INR miedzynarodowy wspotczynnik znormalizowany (international normalized
ratio)

IP proteina

IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome)

IRF- czynnik regulacji interferonu (interferon regulatory factor)

ITAM motyw aktywacji receptora oparty na tyrozynie (immunoreceptor tyrosine-based

activation motif)
iTreg indukowane limfocyty T regulatorowe (induced Treg)
KSHV herpesvirus zwigzany z migsakiem Kaposiego (Kaposi's sarcoma-associated
herpesvirus)

LACI zespo6t kliniczny zawatu lakunarnego (lacunar infarction)

LAG-3 gen aktywujacy limfocyty (lymphocyte activation gene-3)

LEC komorki nabtonka chtonnego (lymphatic endothelial cells)

LVD choroba duzych naczyn (large vessel disease)

MDSC mieloidalne komorki supresorowe (myeloid-derived suppressor cells)

MG miastenia (myasthenia gravis)

MHC antygeny gldwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (major histocompatibility
complex)

MICA sekwencja A zwigzana z polipeptydem MHC klasy I (MHC class I polypeptide-
related sequence A)

MICB sekwencja B zwigzana z polipeptydem MHC klasy I (MHC class I polypeptide-
related sequence B)

MIP-1 biatko zapalne makrofagow (macrophage inflammatory proteins)

MMP8 metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 8(matrix metalloproteinase8)

MN metanefryna

MR tomografia rezonansu magnetycznego gtowy (Magnetic Resonance)

mRS zmodyfikowana skala Rankin, mRankin (modified Rankin Scale)

MZS mtodziencze zapalenie stawoéw

NALT tkanka chtonna jamy nosowej (nasal lymphoid tissue)

NCAM czasteczka adhezji komorek nerwowych (neural cell adhesion molecule)

NIHSS skala oceny deficytow neurologicznych (National Institutes Of Health Stroke
Scale)

NK komorki naturalni zabdjcy (natural killer cells)

NKR receptor komorek NK (natural killer receptor)

NKT komorki naturalni zabdjcy T (Natural Killer T)

NLPZ niesteroidowe leki przeciwzapalne

NMN normetanefryna

NOAC nowe doustne leki przeciwkrzepliwe (new oral anticoagulants)

NSC komorki neuronalna progenitorowa (neural stem cell)

nTreg naturalne limfocyty T regulatorowe (natural Treg)

OCSp kliniczny podziat zespotow udarowych (Oxfordshire Community Stroke Project)
OE inna etiologia (other etiology)
OUN o$rodkowy uktad nerwowy
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PACI zespo6t kliniczny zawatlu w czesci przedniego kregu unaczynienia (partial
anterior circulation infarct)

PAMP czastki wzorca molekularnego zwigzanego z patogenami (pathogen- associated
molecular patterns)

PD-1;2  receptor programowanej $mierci -1;-2 (programmed death -1,-2)

PD-L1;2 ligand receptora programowanej $Smierci -1;-2 (programmed death ligand -1;-2)

PDGF  plytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)

PGE2 prostaglandyna 2

PLT liczba ptytek krwi (platelet)

PMR ptyn moézgowo-rdzeniowy

POCI zespo6t kliniczny zawalu w tylnym kregu unaczynienia (posterior circulation
infarct)
PRR receptory rozpoznajace wzorce (receptor pattern recognition)

PSGL-1 ligand glikoproteinowy selektyny P (P-selectin glycoprotein ligand-1)

pTreg  limfocyty T regulatorowe pochodzenia obwodowego (peripheral Treg)

RBC liczba erytrocytow w krwi obwodowej (Red Blood cell Count)

RORyt  pokrewny z RAR receptor sierocy gamma (RAR-related orphan receptor gamma)

rTPA rekombinowany aktywator plazminogenu, alteplaza

RZS reumatologiczne zapalenie stawow

SAH krwotok podpajeczyndowkowy (subarachnoid heamorhage)

SAI infekcja zwigzana z udarem (stroke associated infection)

Satbl modyfikator chromatyny Satb1 (super-enhancer, chromatin remodeler)
SIDS immunosupresja wywolana udarem (stroke induced immunodepression syndrome)
SLA stwardnienie zanikowe boczne (sclerotic lateral atrophy)

SLE toczen uktadowy (systemic lupus erythromatosus)

SSS Skandynawska Skala Udaru (Scandinavian Stroke Scale)

SWI obrazowanie podatnos$ci magnetycznej (susceptibility-weighted imaging)
SVD choroba matych naczyn (small vessel disease)

S1P1 receptor dla sfingozyny (Sphingosine-1-phosphate receptor 1)

TACI  zespot kliniczny zawatu w catym przednim kregu unaczynienia (total anterior
circulation infarct)

TAM’s makrofagi zwigzane z guzem (tumor- associated macrophages)

Tc limfocyty T cytotoksyczne (cytotoxic T cells)

TCR receptor komorek T (7-cell receptor)

TFAM  mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (mitochondrial transcription factor A)

TGFB  transformujacy czynnik wzrostu B (transforming growth factor )

Th T pomocnicze (helper T-cells limfocyty)

TIA przemijajace niedokrwienie mozgu (transient ischemic attack)

TIM-3 immunoglobulina limfocytow T i domena mucyny 3 (7-cell immunoglobulin and
mucin-domain containing-3)

TK tomografia komputerowa

TLR receptory Toll-podobne (Toll-like receptors)

TNFa  czynnik martwicy nowotworow (tumor necrosis factor)

TOAST etiologiczna klasyfikacja udaru (7rial of ORG 10172 in acute stroke treatment)

TRAIL kompleks indukujacy apoptoze (TNF-related apoptosis-inducing ligand)

trNK  komorki NK tkankowo specyficzne (tissue restricted NK)

Trl limfocyty T regulatorowe typu 1 (T regulatory cells type 1)

tTreg  limfocyty T regulatorowe pochodzenia grasiczego (thymus-derived Treg)

TWEAK TNF-podobny staby induktor apoptozy (tumor necrosis factor-like weak inducer of
apoptosis)

106



UE nieustalona etiologia (undetermined etiology)

WBC liczba leukocytow w krwi obwodowej (White Blood cell Count)

VCAM molekuta adhezyjna naczyn (vascular cell adhesion molecule)

VEGF czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (Vascular Endothelial Growth Factor )
VLA-4 integryna 4 (very late integrin 4)

\YAY% wirus ospy 1 potpasca (Varicella Zoster Virus)

ZUM zakazenie uktadu moczowego

Z7SK  zesztywniajace zapalenie stawow
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12. STRESZCZENIE

Udar niedokrwienny moézgu wywotuje uruchomienie kaskady procesow
immunologicznych, ktore nie pozostaja bez wplywu na przebieg i ostateczny wynik patologii
(obszar uszkodzenia, deficyt neurologiczny). W reakcje ukladu immunologicznego
zaangazowana jest odpowiedz wrodzona oraz odpowiedz nabyta, z nietypowa aktywacja
niekonwencjonalnych limfocytow T (Tyo, iNKT) i limfocytéw T regulatorowych. Znaczenie
kliniczne tych subpopulacji w rozwoju stanu zapalnego i infekcji zwigzanej z udarem (SAI),
moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia patomechanizméw udaru niedokrwiennego mozgu.
Celem pracy byly: 1) prospektywna ocena ilosciowa krazacych subpopulacji limfocytow T
(Treg, Tyo, iINKT) oraz komorek NK u chorych z udarem niedokrwiennym w fazie ostrej (1. 1
3. doba udaru), podostrej (10. doba) oraz w fazie rekonwalescencji (90. doba) w odniesieniu
do grupy kontrolnej, dobranej pod wzgledem proporcji ptci, wieku i czynnikéw ryzyka, 2)
odniesienie ewentualnych zmian ilosciowych w badanych populacjach komoérkowych do
stanu klinicznego chorych ze szczegdélnym uwzglednieniem SAI, metody terapii oraz

czynnikow ryzyka udaru niedokrwiennego.

Do badania wlaczono 52 chorych z udarem niedokrwiennym, w tym 25 kobiet i 27
me¢zcezyzn, spetniajacych okre§lone w badaniu kryteria wiaczenia 1 nie podlegajacym
kryteriom wykluczenia oraz 34 osoby z grupy kontrolnej. Zebrano dane demograficzne,
okreslono czynniki ryzyka chordb naczyniowych i stosowane leki. Chorych oceniono wg skal
neurologicznych (TOAST, OCSP, NIHSS, skala skandynawska, mRS), monitorowano
wyktadniki stanu zapalnego, zdefiniowano chorych pod katem SAI 1 dokonano analizy

ilosciowej badanych populacji komérkowych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

U chorych z udarem w fazie ostrej stwierdzono limfocytopeni¢. Wyzsze wartosci
CRP, WBC i nizsze wartosci limfocytow korelowaly z gorszym stanem klinicznym chorych,
a roznice zwigzane z tymi parametrami wykazano takze w przypadku chorych SAI+/SAI-.
Ocena ilosciowa subpopulacji limfocytow Treg wykazata dominacj¢ ilosciowa podtypu
prozapalnego Helios™ i nizszy odsetek prosupresorowego Helios', szczegdlnie u kobiet.
Wykazano zalezno$¢ odpowiedzi limfocytow Treg od czynnikow ryzyka chorob
naczyniowych w wywiadzie (cukrzycy, choroby niedokrwiennej serca). Zwigkszenie ilosci
limfocytow Treg koreluje z gorszym stanem klinicznym chorych i wzrostem wartosci CRP w
udarze, a u pacjentéow SAI+ wykazano zwickszenie odsetka Treg Helios” w fazie ostre;.

Wigkszy odsetek Treg Helios+ w 3. dobie jest zwigzany z gorszym stanem klinicznym w
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fazie rekonwalescencji. Ocena ilosciowa subpopulacji limfocytow Tyo wykazata zmniejszenie
ich warto$ci bezwzglednej oraz podtypu V62 w ostrej fazie udaru, co wigzato si¢ z gorszym
stanem klinicznym chorych. Stwierdzono zmniejszenie liczby limfocytow Tyo w fazie
rekonwalescencji u pacjentéw po przebytej infekcji SAI oraz po zastosowanym leczeniu
trombolitycznym. Odsetek podtypu Vo2 w fazie rekonwalescencji korelowat dodatnio z
wywiadem przebytego wczesniej udaru mozgu, a ujemnie z lepszym stanem klinicznym w
fazie ostrej udaru. Zmniejszenie limfocytow Tyd towarzyszyto takze fazie podostrej chorych z
rozpoznang cukrzycg. Ocena ilo$ciowa limfocytow iNKT wykazala zwigkszenie ich odsetka
w fazie ostrej udaru, zwigzane z gorszym stanem klinicznym chorych. Ze zwigkszeniem ilosci
komorek NK w fazie podostrej zwigzany byt lepszy stan kliniczny w fazie ostrej udaru.
Wykazano zwigzek dominacji limfocytow CD4" z lepszym stanem klinicznym, a przewagi
CD8" z gorszym stanem klinicznym oraz wiekszym stezeniem CRP w fazie ostrej i podostrej
udaru. Wiekszy odsetek CD8", a mniejszy CD4" wykazano takze u chorych obciazonych

nadcis$nieniem tetniczym. Uzyskane wyniki pozwolity na wysunigcie wnioskow:

1. Odpowiedz limfocytéw T regulatorowych na udar niedokrwienny ma zwigzek z
ekspresja wewnatrzkomorkowego czynnika transkrypcyjnego Helios, cechuje si¢
odmienno$cig w zalezno$ci od pici, a jej niekorzystny efekt wynika z przesunigcia
ilosciowego w kierunku typu Helios™ (prozapalnego), szczegdlnie u kobiet.

2. Wyciszajaca si¢ z opdznieniem supresorowa funkcja limfocytéow Treg (zwiekszony
odsetek Helios") i opézniona prozapalna aktywno$¢ (zmniejszony odsetek Helios')
moze by¢ przyczyng rozwinigcia SAl. Zwigzek limfocytéw Treg z SAI potwierdza
dodatnia korelacja ich ilo$ci z warto$ciami laboratoryjnych wyktadnikow zapalenia.

3. Rola limfocytow Tyd w udarze ma charakter dlugofalowej odpowiedzi, ktorej efekty
widoczne sg kilka miesigcy po przebytym udarze i jest w duzej mierze zwigzana z
aktywnoscig podtypu Vo62. Na odlegle w czasie zmiany ilo§ciowe limfocytéw Tyd ma
wplyw przebyty udar, przebyta infekcja zwigzana z wudarem oraz leczenie
trombolityczne.

4. Rola limfocytow iNKT w udarze jest niekorzystna i wigze si¢ ze zwigkszeniem ich
ilosci w krwi obwodowej w poczatkowym okresie udaru, co przektada si¢ na
pogorszenie stanu klinicznego chorych.

5. Dominacja limfocytéow CD4" w udarze jest korzystna i wigze sie z lepszym stanem
klinicznym, podczas gdy przesuniecie proporcji w kierunku CD8" koreluje z gorszym

stanem klinicznym i przyczynia si¢ do rozwoju SAIL.
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13. SUMMARY

Ischemic stroke triggers a cascade of immunological processes that play an
important role in the evolution, pathophysiology, and final stroke outcome (size of injury and
clinical status). Both, innate and adaptive immunity, are participating in the immunological
response to stroke, with atypical activation of unconventional lymphocytes (Tyd, iNKT) and
T regulatory cells. Targeting the clinical role of these subpopulations in the development of
inflammation and stroke associated infection (SAI), may help to understand pathopsysiology

of ischemic stroke.

In this prospective study, we examined levels of NK cells and T lymphocytes
subpopulations (Treg, Tyd, iNKT) circulating in the blood of patients, in the various phases
of stroke (acute, subacute and recovery), and investigated whether these parameters differ in

patients according to clinical status, thrombolytic treatment and SAIL

Fifty-two patients (25 women and 27 men) and 32 controls with risk factors of
cardiovascular diseases were recruited. Demographic data, medical history, concomitant
drugs were collected, general and neurological status were assessed (NIHSS, SSS, mRS
scales), and type of stroke was defined (TOAST, OCSP). Blood samples in 1., 3., 10. and 90.
days after stroke onset were obtained to measure inflammatory indicators and to detect T

lymphocytes subpopulations and NK cells levels with flow cytometry analysis.

Stroke patients presented lymphocytopenia in the acute phase. Higher levels of CRP,
WBC and lower levels of circulating lymphocytes correlated with deteriorated conditions and
SAI diagnosis. Helios marker found to be important in differentiating Treg cells response;
Treg Helios™ cells level was increased, and Treg Helios™ level was decreased in stroke
patients, especially in women. Diabetic patients exhibited a higher level of Treg Helios" in the
acute phase. Patients with chronic ischemic heart disease revealed higher levels of Treg cells
90 days after stroke. Higher circulating Treg levels correlated with deteriorating clinical
conditions and higher levels of CRP, while SAI+ patients presented a higher percentage of
Treg Helios' in the acute phase. Increased level of Helios™ 3 days after stroke correlated with
increased neurological deficit 90 days after stroke. Decreased number of Tyd and decreased
percentage of V32 in the acute phase was correlated with neurological deterioration. Patients
with SAI and treated with rTPa exhibited a lower level of Tyd in 90 days follow-up. There

was a positive correlation between the percentage of Vo2 and previous stroke in medical
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history and a negative correlation with neurological improvement in the acute phase. Diabetic
patients revealed lower levels of Tyd cells in the subacute stroke phase. Lymphocytes iNKT
were increased in the acute phase, which correlated with clinical deterioration. Better clinical
conditions were connected with an increased level of NK cells in the subacute phase. Higher
levels of CD4" lymphocytes were connected with neurological improvement, contrary to
CDS" levels correlated positively to clinical deterioration and increased CRP serum

concentration. CD8" shift was observed in patients with hypertension.
Conclusions:

1. Regulatory T cells response to ischemic stroke is connected with Helios marker
intracellular expression. It is gender-dependent, and its deleterious effect is due to the

proinflammatory Helios type shift, especially in women.

2. Time-shifted suppressive Treg function (increased Helios™ percentage) and delayed
proinflammatory activity (decreased Helios® percentage) may lead to SAI
development. Treg levels and inflammatory indicators correlation confirms Treg and

SAI connection.

3. Tyd lymphocytes have a long-lasting role in ischemic stroke and are related to V52
type activity. Few months shifted changes of Tyo levels correlate with previous

ischemic stroke history, SAI diagnosis and thrombolytic treatment.

4. The detrimental role of iNKT lymphocytes is related to their increased level in the

acute phase of stroke connected with clinical deterioration.

5. CD4" shift is beneficial and correlated to neurological improvement, while CD8" shift

correlates with neurological deterioration and SAI development.
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