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1. Wstep

1.1. Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest najczgstsza zapalno-
demielinizacyjng chorobg osrodkowego uktadu nerwowego (ang. central nervous system,
CNS). Dotyka ludzi na wczesnym etapie dorostosci 1 jest istotng przyczyna niesprawnosci
w tej grupie wiekowej, co niesie za soba powazne spoteczne i ekonomiczne

konsekwencje [1].

1.1.1. Stwardnienie rozsiane — epidemiologia

Dostepne dane epidemiologiczne dotyczace zachorowalno$ci, rozpowszechnienia
1 $miertelno$ci w stwardnieniu rozsianym obrazujg rosngcg w ostatnich latach skalg
problemu. MS jest najczgstsza chorobg demielinizacyjng w krajach wysoko rozwinigtych
— szacuje si¢, ze na calym §wiecie choruje na nig okoto 2,9 min ludzi. W roku 2023
najwigksze rozpowszechnienie MS (>200/100 000 osdb) odnotowano w Kanadzie,
Stanach Zjednoczonych, Islandii, Norwegii, Szwecji, Finlandii, Danii, Niemczech i we

Wioszech [2].

Polska nalezy do krajéw o wysokim wskazniku chorobowos$ci stwardnienia
rozsianego. Wedhug najnowszych rzadowych statystyk obejmujacych dane z konca 2021
roku, w Polsce na MS chorowato wtedy 54 887 osob, tj. 14,4 na 10 tys. mieszkancow.
Najwyzsza chorobowos$¢ obserwuje si¢ w wojewodztwach podkarpackim 1 lubelskim
(16,6 1 16,1 chorych na 10 tys.), najnizsza — w zachodniopomorskim i lubuskim (11,1
1 11,7 chorych na 10 tys.) [3]. Zapadalno$¢ na stwardnienie rozsiane jest zroznicowana
plciowo — choroba dotyka w wigkszo$ci kobiet. Na przestrzeni ostatnich 30 lat

wspolczynnik zapadalnos$ci wsrdd pici zmienit si¢ z 2:1 na 3:1 z przewaga kobiet [4].

Poczatkowe objawy MS wystepuja zazwyczaj u mtodych dorostych pomigdzy 20
a 40 rokiem zycia. W postaci rzutowo-remisyjnej szczyt zachorowalnosci przypada na
okres migdzy 20 a 35 rokiem Zycia, natomiast w postaci pierwotnie postgpujacej — okoto

40. roku zycia [5].
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1.1.2. Stwardnienie rozsiane — czynniki ryzyka i patogeneza

Bezposrednia przyczyna stwardnienia rozsianego jest nieznana. Okreslono natomiast
niemodyfikowalne 1 modyfikowalne czynniki ryzyka rozwoju choroby. Do czynnikow
niemodyfikowalnych zalicza si¢ pte¢ zenska, wiek pomiedzy 20 a 35 rokiem zZycia [4, 5]
oraz czynniki genetyczne i infekcje wirusowe — szczegdlnie wirusem Epsteina-Barr (ang.

Epstein — Barr Virus, EBV).

Czynniki genetyczne

Badania epidemiologiczne, genetyczne i etniczne wyraznie wskazujg na wystepowanie
podatnos$ci genetycznej na stwardnienie rozsiane, z duzym zréznicowaniem etnicznym.
Najwyzszym ryzykiem zachorowania obarczone sg populacje wywodzace si¢ z potnocnej
1 centralnej Europy oraz Ameryki Polnocnej. Najrzadziej MS  wystepuje
w populacjach pochodzenia rdzennie azjatyckiego, a takze u osd6b wywodzacych si¢

z Afryki i Nowej Zelandii [6].

Ostateczny dowod na genetyczne tto podatnosci na MS przedstawiono na
podstawie badan nad blizniakami. Stwierdzono, ze u bliznigt jednojajowych — czyli
o jednakowej sekwencji genomu — MS wspotistnieje w 20-30%. Natomiast w przypadku
bliznigt dwujajowych, rdéznigcych si¢ od siebie jak kazde rodzenstwo,

wspotwystepowanie MS stwierdzono jedynie w 2-5% [7].

Wieloletnie badania majace na celu zidentyfikowanie genow podatnosci na MS
wykazaly, ze dziedziczenie ma charakter wybitnie poligenowy. Glownym genem
podatnosci jest gen HLA-DRBI, zlokalizowany na chromosomie 6p21.32, kodujacy
faficuch beta czasteczki ludzkiego antygenu leukocytarnego klasy II (ang. human
leukocyte antygen, HLA). Czasteczki HLA klasy II sg odpowiedzialne za prezentacj¢
antygenow limfocytom T typu pomocniczego (ang. T helper, Th) - T CD4+ [8]. Struktura
HLA klasy II ma wptyw na rodzaj 1 stopien aktywacji limfocytow T CD4+, ktore pelnig
gldwna rolg¢ w rozwoju reakcji autoagresji. Najsilniejsze powigzanie z MS uzyskano dla
allelu DRB1*1501 HLA klasy II. Jest on obserwowany najczgsciej w populacjach Europy
Po6tocnej 1 Zachodniej, a prawie w ogole nie wystepuje w populacjach wywodzacych si¢

z Turcji czy rdzennie azjatyckich [9].

Do pozostalych zidentyfikowanych wariantow chromosoméw, ktéore moga

odpowiada¢ za podatno$¢ na MS naleza:
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- warianty w obrebie chromosomu 10p15.1 — gen kodujacy tancuch alfa receptora dla

interleukiny 2 (ang. interleukin 2, IL-2) [10],
- warianty w obrgbie chromosomu 5p13.2 — gen kodujacy receptor dla IL-7 [11],

- warianty w obrebie chromosomu 12p13.31 — gen kodujacy receptor typu I dla

czynnika martwicy nowotwordw (ang. tumor necrosis factor, TNF) [12],
- warianty w rejonach gendéw dla CD58, TYK?2 i STAT3 [7].

Z powyzej przestawionych genéw podatnosci na MS wynika, Ze s3 to gldwnie geny

odpowiedzialne za funkcje limfocytow T i B [13].

Infekcja EBV

Badania epidemiologiczne wykazaly, ze u niemalze 100% pacjentéw z MS stwierdza si¢
serologiczne markery przebycia infekcji EBV. Przetrwala, nabyta w okresie
mtodocianym infekcja prowadzi do zmiany funkcji limfocytow B. Antygeny powstate
w wyniku obecnosci EBV nadmiernie stymuluja uklad immunologiczny u oséb
genetycznie predysponowanych, co prowadzi do autoreaktywnos$ci skierowanej

przeciwko biatkom ostonki mielinowej [14].

Do najbardziej istotnych modyfikowalnych czynnikéw ryzyka rozwoju MS
zalicza si¢ palenie papierosOw, niski poziom witaminy D3 oraz otylo§¢ w okresie

dojrzewania.

Palenie papierosow

Zardwno bierna, jak 1 czynna ekspozycja na dym papierosowy zwigksza ryzyko
wystapienia MS ok. 1,6-krotnie 1 wigze si¢ z cigzszym przebiegiem choroby. Szacuje sig,

ze wpltyw ten jest wigkszy u mezczyzn niz u kobiet [15].

Niski poziom witaminy D3

Liczne badania dowodza, ze istnieje zwigzek pomigdzy niskim poziomem witaminy D3

w surowicy a ryzykiem zachorowania na MS i ci¢zszym przebiegiem choroby. Zalezno$¢
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ta moze thumaczy¢ zwigkszone ryzyko wystapienia MS w populacjach zamieszkujacych
szerokosci geograficzne oddalone od rownika, o mniejszej ekspozycji na promienie

stoneczne [16].

Otylos¢ w okresie dojrzewania

Udowodniono, ze otylos¢ w okresie dojrzewania zwigksza ryzyko wystapienia MS,
zardwno u mezczyzn, jak i u kobiet, okolo dwukrotnie. Nie stwierdzono tego typu

zaleznosci dla otylo$ci wystepujacej w dziecinstwie [17].

Inne modyfikowalne czynniki §rodowiskowe, ktére moga wplywaé na ryzyko

rozwoju MS, to praca nocna oraz nadmierne spozywanie alkoholu i kawy [18].

Patogeneza MS

Stwardnienie rozsiane jest chorobg autoimmunologiczng. Podstawowy model jego
patogenezy zaktada, ze nieznany czynnik (infekcja wirusowa? zasadowe biatko mieliny?)
aktywuje uktad immunologiczny i powoduje pojawienie si¢ zaktywowanych limfocytow
T. Autoreaktywne limfocyty T 1 B przechodza przez barier¢ krew-mozg.
W procesie tym biorg udzial molekuty adhezyjne, chemokiny oraz metaloproteinazy [19].
Aktywacja dotyczy rowniez rezydujacych w mozgu limfocytow T 1 B oraz komorek
mikrogleju 1 astrocytow. Jej nastgpstwem jest zniszczenie ostonki mielinowej
1 oligodendrocytow, zarowno przez bezposredni atak komorkowy, jak 1 posrednio — przez
wydzielane przez komorki chemokiny i cytokiny. Tak zainicjowana demielinizacja
prowadzi do nastgpczej dysfunkcji 1 utraty aksonow, a to skutkuje wytworzeniem plaki

demielinizacyjnej [5].

Pomimo okre$lonego podstawowego modelu, doktadna natura kazdego z etapoéw
inwazji komorek obwodowego ukladu immunologicznego na komorki CNS nie jest
znana. Do wyjas$nienia pozostaje punkt inicjujacy, czyli w jaki sposéb antygeny CNS —
najprawdopodobniej biatko mieliny — pomimo bariery krew-mozg sa w stanie
stymulowaé¢ komorki obwodowego uktadu immunologicznego [20]. Podkresla sig, ze
wywolana reakcja autoimmunologiczna wynika nie tyle z istnienia komorek

autoagresywnych, co z zachwiania réwnowagi pomiedzy aktywno$cia zapalng —
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efektorowg 1 regulatorowa. Takie przetlamanie tolerancji najprawdopodobniej jest

zwigzane z podatno$cig genetycznag [5].

Gléwnymi grupami komorek bioragcymi udzial reakcji autoimmunologicznej sa
limfocyty T CD 4+, limfocyty T CD8+, limfocyty B oraz elementy odpowiedzi
nieswoistej] — komorki mieloidalne, astrocyty, mikroglej, komodrki dendrytyczne

1 komorki NK.

Do najlepiej przebadanych populacji komorek zaangazowanych w proces

demielinizacji naleza elementy odpornosci nabytej — limfocyty T i B.

Wsrod limfocytow T CD4 +, czyli limfocytow Th, najwigkszy udziat w reakc;ji
autoimmunologicznej maja populacje Thl (ktére wydzielaja m.in. interferon gamma)
oraz Th17 (wydzielajagce m.in. interleukinge 17) [21]. Obecnie uwaza si¢, ze gidwna
cytoking produkowang przez limfocyty T CD4+, ktéra warunkuje rozwdj
autoimmunologicznej demielinizacji, jest czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagéw (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
GM-CSF). Indukuje on naciek zapalnych komorek mieloidalnych [22]. Wsrod
limfocytow T, poza aktywacja populacji o potencjale autoagresywnym, zachodza rowniez
zmiany w populacjach regulatorowych. U pacjentéw z MS wykazano ostabiong funkcje
takich populacji regulatorowych jak T FOXP3+, limfocyty Trl czy limfocyty CD39+
[23].

Przeprowadzone badania potwierdzaja kluczowg rol¢ limfocytow B
w etiopatogenezie MS, cho¢ nie udato si¢ dotad okresli¢ swoistego dla rozwoju choroby
przeciwciala. U pacjentow z MS limfocyty B wykazuja zmieniony profil produkcji
cytokin, z przewaga wydzielania czynnikoéw prozapalnych, takich jak GM-CSF czy
limfotoksyna alfa [24]. Ponadto limfocyty B pamigci maja zdolno$¢ do indukcji
spontanicznej proliferacji limfocytow T — szczegdlnie Th1l. Maja nieprawidlowy fenotyp
1 funkcje oraz przyczyniaja si¢ do promowania rozwoju prozapalnych, autoreaktywnych

populacji limfocytéw T [25].

Obecnie zwraca si¢ coraz wicksza uwage na udzial komorek odpornosci
nieswoistej] w patogenezie MS, jak np. komérek NK (ang. natural killers, NK) czy
komorek rezydujacych w CNS. Zmienia si¢ rowniez podejscie do rozumienia patogenezy

MS. Zgodnie z obecnie promowang koncepcja istoty chordéb autoimmunologicznych, to
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zaburzenie funkcji regulatorowych prowadzi do zalamania tolerancji immunologicznej i

rozwoju choroby [26].

1.1.3. Stwardnienie rozsiane — postacie choroby

Obecnie obowigzujacym podziatem fenotypow MS jest klasyfikacja opracowana przez

Lublina i wsp. w 2013 roku. Uwzglednia ona nastepujace postacie choroby:
- kliniczne izolowany zespot (ang. clinically isolated syndrome, CIS),
- posta¢ rzutowo-remisyjng (ang. relapsing-remmiting multiple sclerosis, RRMS),
- posta¢ pierwotnie postepujaca (ang. primary progressive multiple sclerosis, PPMS),

- posta¢ wtornie postgpujaca (ang. secondary progressive multiple sclerosis, SPMS)

[27, 28].

CIS — oznacza pierwszy epizod kliniczny, ostry lub podostry, silnie sugerujacy
chorobg¢ demielinizacyjng CNS. Jego najczegstsza manifestacja jest pozagatkowe
zapalenie nerwu wzrokowego [29]. Wyroznia si¢ CIS aktywny i1 nieaktywny. Za CIS
nieaktywny uwaza si¢ taki, w ktérym oprdécz typowego zespolu neurologicznego nie
stwierdza si¢ aktywno$ci w badaniu metodg rezonansu magnetycznego (ang. magnetic
resonance imaging, MRI). Z kolei za aktywny uwaza si¢ CIS, w ktorym w obrazie MRI
s3 obecne typowe zmiany demielinizacyjne wzmacniajace si¢ po podaniu kontrastu

gadolinowego. Jedynie aktywny CIS jest uznawany za fenotyp MS [27, 28].

RRMS jest najczescie] wystepujacym fenotypem MS, stwierdzanym na poczatku
choroby u okoto 85% chorych. Charakteryzuje si¢ wystgpowaniem naprzemiennych
okresow aktywnosci choroby (rzutow) 1 wzglednej stabilno$ci bez nowych objawoéw
neurologicznych (remisji) [30]. RRMS mozna opisa¢ jako aktywny lub nieaktywny.
Aktywny RRMS rozpoznaje si¢, gdy w ostatnim roku choroby wystepowaly rzuty i/lub
pojawity si¢ nowe zmiany w MRI. O nieaktywnym RRMS mowi si¢, gdy w ostatnim
roku u pacjenta nie wystapily rzuty ani nie pojawily si¢ nowe zmiany w MRI [28].
W naturalnym przebiegu, w wyniku postgpu choroby, RRMS konwertuje do SPMS
w czasie okolo 10-15 lat [32].

SPMS jest postacig, w ktorej obserwuje si¢ postepujaca w czasie niesprawnosé
bez ewidentnych rzutow choroby. Rozwija si¢ ona po okresie okoto 10-15 lat od

rozpoznania RRMS 1 jest wynikiem akumulacji niesprawno$ci wskutek niepetnych
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remisji po kolejnych rzutach choroby. SPMS wiaze si¢ z niepewnym dalszym

rokowaniem [32].

PPMS to posta¢ MS charakteryzujaca si¢ postepujacym przebiegiem od poczatku
choroby. Dotyczy ona okoto 10-20% chorych na stwardnienie rozsiane. PPMS
rozpoczyna si¢ najczesciej okoto 40 roku zycia 1 wystgpuje z pordwnywalng czestoscig u

mezcezyzn i kobiet [33].
W kazdej z postaci postepujacych mozna wyrdzni¢ nastepujace typy:

- aktywny z progresja,
- aktywny bez progresji,
- nieaktywny z progresja,

- nieaktywny bez progresji.

Aktywno$¢ definiuje si¢ jako wystgpowanie zaostrzen i/lub zmian w MRI.
Progresja oznacza poglebianie si¢ deficytu neurologicznego mierzonego rozszerzong
skalg niepetnosprawnosci — EDSS [27, 28]. Skale wraz ze schematycznym opisem

przedstawiono na Rycinie 1. [34].
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Rycina 1. Rozszerzona skala niepetnosprawnosci — EDSS. Schemat. Opracowanie wiasne
(BioRender.com)

Objasnienia:

0.0 pkt. — prawidtowy wynik badania neurologicznego, 1.0 — brak niesprawnosci, minimalne
uposledzenie funkcji w jednym ukladzie; 2.0 — niewielkie uposledzenie funkcji w jednym uktadzie;
3.0 — chodzqgcy samodzielnie bez pomocy, umiarkowana niesprawnosc¢ w jednym uktadzie; 4.0 —
chodzgcy samodzielnie bez pomocy, nasilona niesprawnos¢ w jednym uktadzie; 5.0 — chodzi
samodzielnie na dystansie ok. 500 m, nie jest samodzielny, 6.0 — chodzi z jednostronnym
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podparciem na dystansie 100 m; 6.5 — chodzi z obustronnym podparciem na dystansie 20 m; 7.0
— porusza si¢ na wozku inwalidzkim; 8.0 — siedzi w tozku; 9.0 — lezy w tozku; 10.0 — Smierc z
powodu MS.

1.1.4. Stwardnienie rozsiane — rozpoznanie

Obecnie obowigzujacymi kryteriami rozpoznania MS sa kryteria McDonalda

opracowane w 2017 roku.

Postac rzutowo-remisyjna

Do rozpoznania postaci rzutowo-remisyjnej MS niezbedne jest stwierdzenie
wspolistnienia rozsiania w czasie 1 przestrzeni. Rozsianie w czasie (ang. dissemination in
time, DIT) jest rozumiane jako wystgpienie co najmniej dwoch rzutdw choroby lub
roznoczasowych zmian w MRI. Rozsianie w przestrzeni (ang. dissemination in space,
DIS) oznacza wystapienie rzutow z dwoch roznych ognisk w CNS lub stwierdzenie zmian

w MRI w co najmniej dwoch typowych dla MS lokalizacjach.

Pelne kryteria rozpoznania postaci rzutowo-remisyjnej MS przedstawia Tabela 1.
Rozpoznanie MS mozna postawic, jesli spelnione sa ponizsze kryteria i nie ma lepszego

wyjasnienia objawow klinicznych [35].
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Tabela 1. Kryteria McDonalda 2017 — rozpoznanie postaci rzutowo-remisyjnej MS

Liczba zmian w MRI, ktore Dodatkowe dane konieczne
odpowiadajq obiektywnym do rozpoznania MS
objawom klinicznym

>2 rzuty kliniczne  >2 Zadne!

>2 rzuty kliniczne =~ 1 (w historii choroby rzut ze Zadne!
zmiany z ogniska o innej
lokalizacji anatomicznej)?

>2 rzuty kliniczne 1 Rozsianie w przestrzeni
potwierdzone przez kolejny
rzut z innego obszaru CNS lub
MRI®

1 rzut kliniczny >2 Rozsianie objawow w czasie
potwierdzone przez kolejny
rzut lub badanie MRI* albo
obecnos¢ prazkow
oligoklonalnych w ptynie
maozgowo-rdzeniowym (ang.
cerebrospinal fluid, CSF)

1 rzut kliniczny 1 Rozsianie w przestrzeni
potwierdzone przez kolejny
rzut z innego obszaru CNS lub
MRI?

lub

Rozsianie objawdw w czasie
potwierdzone przez kolejny
rzut lub badanie MRI* albo
obecnos¢ prazkow
oligoklonalnych w CSF

Objasnienia:

I Zadne dodatkowe testy nie sq potrzebne, aby potwierdzi¢ rozsianie procesu w czasie
i przestrzeni. Jednakze, jesli tylko to mozliwe, badanie MRI powinno by¢ wykonane u wszystkich
z podejrzeniem MS. U pacjentow z nietypowym obrazem klinicznym (w tym nietypowym CIS)

i radiologicznym nalezy rozwazy¢é wykonanie badania MRI rdzenia kregowego lub CSE. Jesli te
badania bedg negatywne, nalezy wzigé pod uwage inne rozpoznania.

? Rozpoznanie kliniczne bazujgce na stwierdzeniu dwoch zmian w MRI w przebiegu dwdch rzutow
jest najpewniejsze. W razie sugestywnych danych z wywiadu powinno si¢ zawsze dqzy¢ do
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potwierdzenia w badaniu neurologicznym charakterystycznych objawow rezydualnych Ilub
ewolucji ogniska uszkodzenia.

3 Rozsianie w przestrzeni potwierdza obecnosé jednej lub wiecej zmian T2-zaleznych w dwéch lub
wiecej z czterech typowych lokalizacji — okotokomorowo, korowo lub przykorowo, podnamiotowo
lub w rdzeniu kregowym.

* Rozsianie w czasie potwierdza jednoczesna obecnos¢ w badaniu MRI zmian wzmacniajgcych
sie i niewzmacniajgcych sie po podaniu kontrastu gadolinowego lub pojawienie si¢ nowych zmian
T2-zaleznych w kolejnym MRI w porownaniu z pierwszym.

Postac pierwotnie postepujgca

Do postawienia rozpoznania postaci pierwotnie postepujacej MS nalezy stwierdzi¢
progresje choroby niezalezng od rzutow (ocena retrospektywna lub prospektywna)

w ciggu 12 miesiecy oraz spelnienie dwoch z trzech ponizszych kryteriow:

- wykazanie zmian w mozgu oparte na stwierdzeniu > 1 ogniska w obrazach T2-zaleznych
w lokalizacji typowej dla MS (okotokomorowo, korowo/przykorowo lub

podnamiotowo),
- wykazanie zmian w rdzeniu kregowym (= 2 ogniska w obrazach T2-zaleznych),

- obecno$¢ prazkoéw oligoklonalnych w CSF.

Nie jest wymagane rozréznienie migdzy objawowymi i bezobjawowymi zmianami
w MRI. Zaréwno zmiany przykorowe, jak i korowe moga stuzy¢ do spetniania kryteriow

dotyczacych rozsiania w przestrzeni w badaniu MRI [35].

Postac¢ wtornie postepujgca

Nie zostata do tej pory okreslona jednoznaczna definicja 1 kryteria rozpoznania tej postaci
MS. Jest to spowodowane trudnym do uchwycenia punktem przejscia z postaci rzutowo-
remisyjnej w posta¢ postepujaca [27, 32]. Najczedciej uzywana jest definicja wg.
Lorscheidera 1 wsp., wedlug ktoérej SPMS mozna rozpoznaé, jesli stwierdzi si¢
utrzymujacy si¢ co najmniej trzy miesigce postep niesprawnosci o 1 punkt (przy EDSS <
5,5) lub 0,5 punktu (przy EDSS > 6,0), przy braku rzutow w ciggu ostatnich dwoch lat,
minimalnym EDSS 4,0 i ocenie > 2 w piramidowym systemie funkcjonalnym skali EDSS

[36].
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1.2. Odporno$¢ wrodzona

1.2.1. Odpornosé wrodzona — informacje ogélne

Uktad odpornosciowy sktada si¢ z dwoch glownych komponentdw: odpornosci
wrodzonej — nieswoistej oraz odpornosci nabytej, zwanej rowniez odporno$cia swoistg.
Odpornos¢ wrodzona polega na aktywacji istniejacych w organizmie niespecyficznych
mechanizméw 1 naturalnych barier. Odporno$¢ nabyta jest skierowana przeciwko
wczesniej rozpoznanemu przez odpornos¢ wrodzong mikroorganizmowi lub antygenowi
[37]. Odpornos¢ wrodzona jest pierwszg linig obrony organizmu. Jej mechanizmy, w
odroznieniu od mechanizmoéw odpowiedzi nabytej, sg szybkie i do ich aktywacji potrzeba
od kilku minut do kilku godzin. Jej celem jest zapobieganie infekcji, eliminowanie
obcych patogenow i1 stymulowanie nabytej odpowiedzi immunologicznej. Na odpornos¢
wrodzong sktadajg si¢: bariery fizyczne (skora i blony §luzowe), komorki efektorowe (.
granulocyty, monocyty, makrofagi, komoérki dendrytyczne, komorki NK, naturalne
komorki limfoidalne, komoérki nablonka i $Srédbtonka), a takze cytokiny, biatka ostrej fazy
1 receptory komorkowe [38, 39, 40, 41]. W Tabeli 2. przedstawiono elementy odpowiedzi

wrodzonej wraz z ich podstawowymi funkcjami.

Tabela 2. Elementy odpowiedzi wrodzonej i ich funkcje. Przygotowano na podstawie:
Avristizabal B., et.al. Innate immune system [42]

Element odpowiedzi wrodzonej  Funkcja

Bariery

Skora Zapobieganie przedostaniu si¢ patogenu do
organizmu

Blona Sluzowa Zapobieganie przedostaniu si¢ patogenu do

organizmu, wydzielanie biatek i enzymow,
absorbcja produktow metabolizmu

Komorki efektorowe

Granulocyty Fagocytoza, produkcja cytokin, wydzielanie
biatek i enzymdw, niszczenie patogenow
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Monocyty/makrofagi

Komoérki dendrytyczne

Komorki NK

Naturalne komorki limfoidalne
(ang. innate lymphoid cells,
ILCs)

Komoérki srodblonka, komorki
nablonka

fagocytoza, produkcja cytokin, wydzielanie
biatek i enzymdw, niszczenie patogenow,
prezentacja antygenu

fagocytoza, produkcja cytokin, wydzielanie
biatek 1 enzymow, niszczenie patogendw,
prezentacja antygenu

Liza komorek zainfekowanych i komorek
nowotworowych, produkcja cytokin, aktywacja
makrofagdw, prezentacja antygenu, funkcje
regulatorowe

Posredniczenie w odpowiedzi
immunologicznej, funkcje regulatorowe

Rozpoznanie patogenu, produkcja cytokin

Rozpuszczalne elementy posredniczace

Cytokiny

TNF-a, IL-1, chemokiny

Interferon alfa (ang. Interferon-
alfa, IFN-a)

Interferon gamma (ang.
Interferon-gamma, IFN-y)

Transformujacy czynnik wzrostu
beta (ang. Transforming growth
factor beta, TGF-B)

Interleukina 12 (IL-12)

Interleukina 15 (IL-15)

Interleukina 10 (IL-10)

Posredniczenie w odpowiedzi immunologicznej
1 zapalnej

Odporno$¢ przeciwwirusowa

Odpornos¢ przeciw wewnatrzkomorkowym
patogenom i aktywacja makrofagow

Regulacja 1 kontrola procesu zapalnego

Stymulacja wydzielania IFN-y przez komorki
NK i limfocyty T

Stymulacja proliferacji komoérek NK

Regulacja 1 kontrola procesu zapalnego
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Interleukina 4 (IL-4) Regulacja procesu zapalnego, aktywacja innych
komorek do funkcji regulatorowych lub

efektorowych

Interleukina 13 (IL-13) Regulacja procesu zapalnego, aktywacja innych
komorek do funkcji regulatorowych lub
efektorowych

Bialka osocza

Uklad dopelniacza Opsonizacja i destrukcja patogendw, aktywacja

limfocytow T

Kolektyny Opsonizacja patogendw, aktywacja uktadu
dopetniacza

Biako C-reaktywne Opsonizacja patogenow, aktywacja uktadu
dopeliacza

Uklad krzepnigcia Lokalizacja uszkodzenia lub zainfekowanej
tkanki

Receptory komorkowe

Receptory Toll-podobne (ang. Rozpoznawanie réznych sktadowych

Toll-like receptors, tlrs) mikroorganizmow

Receptory Nod-podobne (ang. Rozpoznawanie elementéw bakterii obecnych w
Nod-like receptors, NLRs) cytoplazmie

Receptory lektynopodobne typu  Rozpoznawanie wigzan cukrowych bakterii 1
C (ang. C-type lectin receptors, grzybow
CLRs)

Receptory RIG-I-podobne (ang. = Rozpoznawanie wirusowego RNA
RIG-I-like receptors, RLRSs)

1.2.2. Rola komorek efektorowych odpornosci wrodzonej w patogenezie

stwardnienia rozsianego

Udziat uktadu immunologicznego w patogenezie MS jest niepodwazalny 1 od lat stanowi
przedmiot badan, gléwnie w obszarze odpornosci swoistej. Na podstawie
udowodnionego istotnego wptywu jej elementdw na rozwoj choroby, opracowano wiele
obecnie stosowanych, skutecznych terapii. W ostatnich latach wykazano, ze rowniez
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odporno$¢ nieswoista jest zaangazowana w ten proces i1 coraz wigcej badaczy skupia sie
na analizie jej roli w reakcji autoimmunologicznej lezacej u podtoza MS. Istniejg
doniesienia dotyczace roli komorek dendrytycznych, komodrek mikrogleju, astrocytow,
monocytéw i makrofagéw w patogenezie MS. Uwaza si¢, ze istotng role w tym procesie

moga pethi¢ rowniez naturalne komorki limfoidalne, w tym komorki NK [43, 44].

1.2.2.1. Naturalne komorki limfoidalne

Naturalne komorki limfoidalne sg elementem odpowiedzi nieswoistej 1 istotnym zrodtem
cytokin efektorowych [45]. Przez swoje podobienstwo do limfocytéw T, zostaty uznane
za ich wrodzone odpowiedniki, z czego kazdy podtyp ILCs miatby odpowiadaé innej

subpopulacji limfocytéw T.

ILCs mozna podzieli¢ ze wzglgdu na petione funkcje na: cytotoksyczne ILCs,
do ktoérych zaliczajg si¢ komoérki NK 1 niecytotoksyczne ILCs, wsérod ktoérych mozna
wyrdzni¢ subpopulacje: ILCsl, ILCs2, ILCs3 oraz komoérki T indukujace tkanke
limfoidalng (ang. lymphoid tissue inducer cells, LTi). Wymienione subpopulacje r6znig
si¢ miedzy sobg czynnikami transkrypcji, wydzielanymi cytokinami i w wyniku tego —
potencjalng funkcjg [45, 46, 47]. Podzial ILCs z uwzglednieniem ich funkcji, czynnikow
transkrypcji 1 wydzielanych cytokin przedstawia Tabela 3.
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Tabela 3. Podziat ILCs z uwzglednieniem ich funkcji, czynnikow transkrypcji i wydzielanych

cytokin
Subpopulacja ILCs = Czynniki transkrypcji Wydzielane cytokiny
Niecytotoksyczne ILCs
ILCs1 T-BET, NFIL3, RUNX3  IFN-y, TNF, IL-4
ILCs2 RORa, GATA3, Bcll1B, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, Areg
GFI1

ILCs3 RORyt, AHR, ID2 IFN-y, TNF, IL-22, GM-CSF, IL-
17A

LTi RORyt, TOX, ID2 IL-22, GM-CSF, IL-17A

Cytotoksyczne ILCs

Komoérki NK T-BET, EOMES perforyna, granzymy, IFN-y,

TNF, IL-10, IL-4, IL-13
Objasnienia:

T-BET — czynnik transkrypcyjny T-box z ekspresjq na limfocytach T (ang. T-box expressed in T
cells); EOMES — eomezodermina (ang. eomesodermin); NFIL3 — czynnik jgdrowy indukowany
przez interleukine 3 (ang. nuclear factor IL3 induced); RUNX3 — zwigzany z RUNT czynnik
transkrypcyjny 3 (ang. runt-related transcription factor 3); RORa- receptor sierocy o zwigzany z
RAR (ang. RAR-related orphan receptor); GATA3 — wigzgce GATA biatko 3 (ang. GATA binding
protein 3); BclllB — (ang. B cel lymphoma/leukemia 11B), GFI1 — niezalezny czynnik wzrostu 1
(ang. growth factor independence-1) ; Areg — amfiregulina (ang. amphiregulin); RORyt —receptor
sierocy yt zwigzany z RAR (ang. RAR-related orphan receptor yt); AHR — arylowy receptor
weglowodorowy (ang. Aryl hydrocarbon receptor); ID2 — inhibitor wigzania DNA 2 (ang.
inhibitor of DNA binding 2); TOX — (ang. thymocyte selection associated high mobility group box
protein).

1.2.2.1.1. Naturalne komorki limfoidalne typu 1 — ILCs1

ILCsl, dzigki zdolnosci do produkcji cytokin, chronig organizm przed
wewnatrzkomorkowymi bakteriami 1 pasozytami oraz odgrywaja role w walce
z komoérkami zmienionymi przez nowotwory i wirusy [45]. Ich identyfikacja nie jest

fatwa, gdyz majg liczne cechy wspolne z komérkami NK — miedzy innymi tak jak one
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wydzielaja IFN-y i1 posiadaja wiele takich samych markerow powierzchniowych — jak
NK1.1, NKp44 i NKp46/CD335. Dodatkowe utrudnienie wynika z faktu, ze specyficzne
dla ILCs1 markery znikaja z ich powierzchni po ich aktywacji. Od komorek NK odrdznia
je brak zalezno$ci od czynnika transkrypcyjnego EOMES [46]. ILCs1 mozna podzieli¢
na komorki z ekspresja markera CD127 i bez tej ekspresji. ILCs CD127 ~ pod wptywem
srodowiska bogatego w interleukiny 12, 15 i 18 moga wydziela¢ IFN-y i TNF, a
CD127 " pod wptywem interleukin 12 i 18 produkuja jedynie IFN-y [45].

Za mozliwym udzialem ILCsl w patogenezie MS przemawiajag badania
eksperymentalne. U myszy z niedoborem czynnika transkrypcyjnego T-BET -
niezbednego do rozwoju ILCsl — obwodowe podanie patogennych limfocytow Th17
CD4+ stosowanych celem wywotania eksperymentalnego autoimmunologicznego
zapalenia mozgu i rdzenia (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE), nie
przyniosto zamierzonego efektu. Prawdopodobnie limfocyty Th17 nie zdotaty przedosta¢
si¢ do mozgu. Nie udalo si¢ rowniez wywota¢ EAE poprzez przeniesienie
autoreaktywnych komoérek CD4+ Thl7 u myszy pozbawionych NKI1.1 — istotnego
markera I[LCs1 [48]. O zaangazowaniu w proces zapalny w ukladzie nerwowym moze
swiadczy¢ rowniez fakt, ze stwierdzono istotnie zwigkszong ilos¢ ILCsl w oponach
moézgowych, splotach naczyniéwkowych i w mdzgu u myszy z wyindukowanym EAE,

w poroéwnaniu do zdrowych osobnikéw [49, 50].

1.2.2.1.2. Naturalne komoérki limfoidalne typu 2 — ILCs2

ILCs2 biorg udzial w obronie przed pasozytami i s3 zwigzane z patogeneza astmy 1reakcji
alergicznych. Wydzielaja cytokiny zaangazowane w patogeneze alergii. W Srodowisku
bogatym w interleukiny 23 i 33 wytwarzajg IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13 oraz amfireguling,
zardwno u myszy, jak i u ludzi. ILCs2 mozna zidentyfikowaé po markerze ST2, ktory jest

sktadowg receptora dla IL-33 [45].

ILCs2 sg dominujaca populacja ILCs stwierdzang w moézgu zaréwno u ludzi, jak
1umyszy. Podobnie jak ILCs1, ILCs2 wystepuja w oponach mézgowo-rdzeniowych [51].
Badania sugeruja, ze biorg one dzial w patogenezie MS [50, 51]. Opisano eksperyment,
w ktorym EAE bylo indukowane poprzez zakazanie myszy rekombinowanym wirusem
opryszczki (ang. herpes simplex virus type 1, HSV-1) z ekspresja mysiej IL-2.

Zaobserwowano, ze myszy pozbawione ILCs2 nie rozwijaty EAE, podczas gdy u myszy
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bez ILCsl1 1 ILCs3 demielinizacja pojawila si¢ tak jak u myszy bez ingerencji w poziom
ILCs. Transfer ILCs2 pochodzacych ze szpiku kostnego zdrowych myszy do myszy z

HSV-IL-2 powodowat zapoczatkowanie demielinizacji [51].

1.2.2.1.3. Naturalne komorki limfoidalne typu 3 — ILCs3

Rozwdj ILCs3 zalezy od czynnikéw transkrypcyjnych RORgt, AHR i ID2. Komorki te
maja istotny udziat w produkcji IL-17A, IL-22, GM-CSF 1 TNF. Wspomagaja one
odporno$¢ przeciwbakteryjng i promuja wystepowanie przewleklego stanu zapalnego
[45]. Badania wykazaty, ze ILCs3, w szczegdlnosci te wytwarzajace 11-17A, sg obecne
zardwno w zdrowym uktadzie nerwowym, jak i w warunkach zapalenia [49]. Podobnie
jak wszystkie ILCs wystepujag w oponach mézgowo-rdzeniowych. W badaniu nad EAE
uwidoczniono zwigkszong ilos¢ ILCs3 wytwarzajacych IFN-y, GM-CSF i1 IL-17 w
oponach mdzgowo-rdzeniowych myszy chorych, w porownaniu do myszy zdrowych.
Mozna zatem przypuszczaé, ze ta subpopulacja ILCs — poprzez promowanie stanu
zapalnego 1 tworzenie srodowiska sprzyjajacego przetrwaniu i reaktywacji patogennych

limfocytow T — rdwniez moze odgrywac rolg¢ w patogenezie MS [52].

1.2.2.1.4. Komorki T indukujace tkanke limfoidalng — LTi

LTi sg komoérkami zaleznymi od czynnika transkrypcyjnego RORyt. Podczas rozwoju
embrionalnego maja kluczowe znaczenie dla powstawania wtoérnych grudek chtonnych
1 kepek Peyera. W sprzyjajacym srodowisku bogatym w IL-1B 1 IL-23 wydzielajg
cytokiny podobnie jak ILCs3, z wyjatkiem TNF [53]. W badaniu poréwnujacym
zawarto$¢ subpopulacji ILCs w CSF pacjentow ze stwardnieniem rozsianym 1 0sOb
zdrowych stwierdzono zwigkszong ilo$¢ LTi w grupie chorych, podczas gdy poziomy

pozostatych ILCs nie wykazywaly istotnych roznic [54].

Podobnie jak w przypadku pozostatych ILCs, LTi wystepuja w oponach
moézgowo-rdzeniowych, a ich ilos¢ zwigksza si¢ podczas zaostrzenia EAE [49]. LTi sa
istotnymi producentami IL-22, ktora sprzyja zmniejszeniu szczelnosci bariery krew-

mozg i rozwojowi stanu zapalnego CNS [54].
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1.2.2.1.5. Komorki NK

Komoérki NK to duze ziarniste limfocyty charakteryzujace si¢ obecno$cia markera
powierzchniowego CD56 i brakiem markera powierzchniowego CD3 (CD56" CD3").
Stanowig one $rednio 10% limfocytow krwi obwodowej i sg jednym z gléwnych
sktadnikow odpornosci wrodzonej. Sg zaliczane do ILCs 1 przez dtugi czas byly uwazane
za czg$¢ ILCsl. Obecnie uznaje si¢, ze ich funkcje efektorowe odpowiadaja bardziej

limfocytom T cytotoksycznym CD8" [55].

Komorki NK sa czgécia pierwszej linii obrony organizmu i odgrywaja kluczowa
role w zabijaniu komorek zainfekowanych patogenem i komoérek nowotworowych [56].
Oprocz swojej roli cytotoksycznej, komorki NK wytwarzaja duza liczbe cytokin i w ten
sposob moga regulowaé¢ odpowiedz immunologiczng [57, 58]. Maja zdolnos¢ do
odrdznienia nieprawidlowych komorek od zdrowych. Umozliwia im to celowe dziatanie,

bez niszczenia prawidtowych komorek [59].

Rozwdj komorek NK

Komorki NK roznicujg sie z hematopoetycznych komérek macierzystych CD34". Mimo
czesciowego funkcjonalnego podobienstwa do limfocytow T cytotoksycznych,
fenotypowo odrdznia je brak markera CD3 na powierzchni. Ich przezycie i rozwo6j zaleza
od cytokin (zwlaszcza IL-2 i IL-15) i czynnikow transkrypcyjnych. Czynniki Nfil3, Id2 i
TOX odpowiadajg za ich rozw¢j, a EOMES 1 T-bet — za dojrzewanie [60].

Etapy dojrzewania s3a charakteryzowane przez ekspresje specyficznych
markerow. Mniej dojrzate ludzkie komorki NK krwi obwodowej definiuje si¢ jako
CD56*#"CD16". Posiadaja one réowniez marker powierzchniowy CD94, receptor
aktywujacy NKp46/CD335 oraz receptor hamujacy NKG2A [61]. W miar¢ dojrzewania
komorki NK zmniejszaja ekspresje CD56 1 zwigkszaja ekspresje CD16, przyjmujac
fenotyp CD56%MCD16". Traca ekspresje NKG2A i nabywaja ekspresje receptorow
hamujacych KIR. Ostatni etap dojrzewania komorek NK charakteryzuje si¢ nabyciem
markera CD57. Komérki NK CD569™CD57" uwazane s3 za najbardziej dojrzaty i
ostatecznie zr6znicowang subpopulacj¢ [61]. Podczas rozwoju zachodzi rowniez proces
edukacji, ktory zalezy od interakcji obecnych na komoérkach NK receptorow hamujacych
Z immunoreceptorowym motywem hamujagcym opartym o tyrozyn¢ (ang.

immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif, ITIM) z czasteczkami gtéwnego uktadu
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zgodnosci tkankowej klasy I (ang. major histocompatibility complex class I, MHC-I).
Dzieki temu komoérki NK ucza si¢ rozpoznawania komorek wiasnych [55, 59]. Schemat

dojrzewania komoérek NK przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Schemat dojrzewania komorek NK. Opracowanie wlasne (BioRender.com)
Objasnienia:

Pod wptywem czynnikow transkrypcyjnych, z komérki macierzystej CD34" réznicuje sie komorka
NK o niskim stopniu dojrzatosci, charakteryzujgca sie duzq ekspresjg CD56 — NK CD56"%¢". Pod
wplywem cytokin i czynnikow transkrypcyjnych zachodzi proces dojrzewania, przejawiajgcy sie

zmniejszeniem ekspresji CD56 i zwiekszeniem CD16 (CD56“™). Pojawienie sie markera CD57
Swiadczy o osiggnieciu dojrzatosci przez komorke NK.

Aktywacja i hamowanie komorek NK

Komérki NK s3 zdolne do zabijania komorek nowotworowych i komoérek zakazonych
wirusem na bardzo wczesnym etapie. W celu zapobiegania atakowaniu wtasnych
komorek, komorki NK obieraja dwie strategie dziatania: ,,missing self” oraz ,,induced

self”.

Strategia hamujaca ,,missing self” polega na tym, ze komorki NK — wyedukowane
w trakcie dojrzewania do rozpoznawania czasteczek MHC-I — nie atakuja komorek, ktore
te czasteczki prezentujg. Brak ekspresji wlasnych antygendéw MHC lub zamaskowanie tej
ekspresji, jak w przypadku zakazen wirusowych lub komoérek nowotworowych, sprawia,

ze komorki stajg si¢ wrazliwe na liz¢ za posrednictwem komoérek NK [62].

Strategia aktywujaca ,,induced-self” zaktada interakcje receptorow aktywujacych
obecnych na komorkach NK (NKG2D) z odpowiednimi ligandami. Ligandy dla NKG2D
nie sg obecne na zdrowych komorkach, a ich ekspresja jest indukowana na powierzchni
komorek w wyniku stresu oksydacyjnego, transformacji nowotworowej czy infekcji [63].

Na powierzchni komoérek NK znajdujg si¢ zarowno receptory aktywujace, jak 1

28



hamujace, co pozwala na biezaco reagowa¢ na zmiany w organizmie. Do receptoréw
aktywujacych zaliczy¢ mozna receptory wigzace cytokiny, integryny, receptory
zabijajace (CD16, CD335, NKp40, NKp30 1 NKp44), receptory rozpoznajace antygeny
obce (Ly49H) i inne (np. NKp80, SLAM, CDI18, CD2 i TLR3/9) [64]. Czasteczki
hamujace obejmuja gtéwnie receptory rozpoznajagce MHC-I, takie jak Ly49, NKG2A i
LLTI1. Mozna je podzieli¢ w zaleznosci od struktury i funkcji na 3 typy: receptory
immunoglobulinopodobne komorek NK (ang. killer-cell immunoglobulin-like receptors,
KIR), receptory lektynowe komoérek NK (ang. killer lectin-like receptors, KLR) i
receptory immunoglobulinopodobne leukocytow (ang. leukocyte immunoglobulin-

like receptors, LILR) [65].

Subpopulacje komorek NK

Komérki NK mozna dzieli¢ na rézne subpopulacje pod wzgledem fenotypu — czyli
obecnosci lub braku receptorow powierzchniowych, rozmieszczenia w organizmie czy

petionych funkcji [66, 67].

Podzial komorek NK ze wzgledu na fenotyp

Istnieje tradycyjny podzial komérek NK na dwie gldowne subpopulacje ze wzglgdu na
poziom ekspresji markera powierzchniowego CD56. Na tej podstawie wyr6zni¢ mozna
komorki NK CD56€ o duzej ekspresji CD56 i komérki NK CD56%™ | 0 matej ekspresji
CD56. Subpopulacje te ksztaltujg si¢ podczas dojrzewania komoérek NK. W krwi
obwodowej i $ledzionie komérki NK CD56%™ stanowig one 90% catej populacji komorek
NK. Wykazuja ekspresje CD16, dzigki czemu s3 skutecznymi mediatorami
cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat (ang. antibody dependent cellular
cytotoxicity, ADCC). Na ich powierzchni wystepuja licznie receptory KIR i LEA-1 oraz
zawierajg duze ilo$ci ziaren cytolitycznych bogatych w enzymy, takie jak perforyna i
granzymy. Te cechy sprawiaja, ze komorki NK CD56%™ wykazuja znacznie wieksza
aktywno$¢ cytotoksyczna niz komorki CD56™# [68, 69]. Komorki o fenotypie
CD56*#"CD16~ dominuja w weztach chtonnych i migdatkach. Wykazuja funkcje
analogiczne do limfocytow Th. W zaleznos$ci od warunkow stymulacji, wydzielaja

cytokiny takie jak IFN-y, TNF-B, GM-CSF, IL-10, II-4 i IL-13 [70, 71, 72]. Schemat
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glownych subpopulacji komoérek NK okreslonych na podstawie poziomu ekspresji

markera CD56 przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3. Schemat gtéwnych fenotypow komorek NK wraz z ich funkcjami. Opracowanie
wlasne (BioRender.com)

Objasnienia:
Komérki NK CD56" " wywierajqg wplyw na otoczenie poprzez wydzielanie cytokin i petnig

glownie funkcje regulatorowe. NK CD56™ magazynujq i wydzielajq granzymy i perforyne, co
warunkuje ich dziatanie cytotoksyczne.

Stwierdzenie obecnosci lub braku markeréw na powierzchni komoérek NK moze stuzy¢
do wyr6zniania r6znych subpopulacji komorek, zréznicowanych pod wzgledem funkcji.
Wyrdznia si¢ subpopulacje z ekspresja receptorow aktywujacych — naturalnych
receptorow  cytotoksycznosci (NKp30/CD337, NKp/CD336 1 NKp46/CD335),
aktywujacych 1 hamujacych receptorow CD94/NKG2, ktére rozpoznaja nieklasyczne
MHC oraz receptorow hamujacych KIR, ktoére rozpoznaja klasyczne MHC. Roézna
ekspresja tych receptorow moze swiadczy¢ o rdznych funkcjach efektorowych komoérek

[66].

Podziat komorek NK ze wzgledu na petnione funkcje

Funkcja komoérki NK jest determinowana przez potencjal do uwalniania ziarnisto$ci
cytotoksycznych, cytotoksyczno$¢ zalezng od przeciwcial, interakcje z receptorami
programowanej §mierci czy tez zdolno$¢ do uwalniania cytokin. To czy komoérka NK

uzyje swojej funkcji — czyli osiagnie okre$lony efekt — zalezy od warunkow
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srodowiskowych, m.in. zawarto§ci w Srodowisku odpowiednich cytokin, czynnikdéw
transkrypcyjnych czy interakcji z innymi komérkami odpowiedzi immunologicznej [73].
Ze wzgledu na efekt, jaki odnosza, komérki NK mozna podzieli¢ na dwie gtéwne grupy:

cytotoksyczne i regulatorowe [74].

Cytotoksyczne komorki NK

Standardowy fenotyp komodrki NK petniacej funkcje cytotoksyczne mozna okresli¢ jako
NK CD56%™ CD16" albo ze wzgledu na obecno$¢ markeréw CD 11b i CD27 na NK
CDI11b" CD27 . Na ich powierzchni dominujg receptory aktywujace — receptory
naturalnej cytotoksycznosci, takie jak np. CD335/NKp46/NCR1 (ang. natural
cytotoxicity receptor 1, receptor naturalnej cytotoksycznosci 1) [74]. O cytotoksycznos$ci
swiadczy rowniez ekspresja ligandow FASL 1 TRAIL, ktore indukujg apoptoze komodrek
docelowych poprzez wigzanie si¢ z odpowiadajgcymi im receptorami, odpowiednio FAS
lub TRAILR oraz ekspresja markera CD16, ktory umozliwia zabijanie komorek w
mechanizmie cytotoksycznos$ci zaleznej od przeciwcial. Funkcje cytotoksyczne
przejawiaja si¢ roOwniez poprzez wytwarzanie i uwalnianie ziarnisto$ci litycznych
zawierajacych enzymy lityczne takie jak perforyna i granzymy, ktore indukujg $mier¢

docelowych nieprawidlowych komorek [58].

Regulatorowe komorki NK

Regulatorowe komoérki NK moga prezentowaé fenotyp CD56%€" lub CD27+. Podobnie
jak komorki o funkcjach cytotoksycznych, moga one zawiera¢ w przewadze receptory
aktywujace, ale ich dziatanie skierowane jest przeciwko komérkom prozapalnym [74].
Reguluja one aktywno$¢ réznych komorek odpornosci wrodzonej i nabytej, jak na
przyktad komorek dendrytycznych, monocytéw, makrofagéw, limfocytow T i B poprzez
produkcje cytokin lub bezposredni kontakt komoérka-komorka w sposob zalezny od

interakcji receptor-ligand.

Do wydzielanych przez regulatorowe komodrki NK cytokin nalezg TGF-f, IFN-y,
IL-10, IL-4, IL-13. Aktywno$¢ regulacyjna moze przejawiac si¢ rowniez w wydzielaniu
czasteczek litycznych, jak perforyna i granzymy. Regulatorowe funkcje komoérek NK
ujawniajg si¢ podczas infekcji wirusowych, bakteryjnych i pierwotniakowych oraz

chorob nowotworowych 1 autoimmunologicznych [75].
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Podziat ze wzgledu na lokalizacje w organizmie

Ostatnie badania dowiodly, ze poza komoérkami NK krazacymi w krwi obwodowe;j i
bytujacymi w weztach chtonnych zwanymi konwencjonalnymi komorkami NK (ang.
conventional NK cells, cNK), wystepuja réwniez komoérki NK tkankowe (ang. tissue-
resident NK; trNK), zlokalizowane w poszczegdlnych organach. Znajduja si¢ one w
ptucach, watrobie, nerkach, macicy i mézgu. Komoérki trNK funkcjonalnie przypominaja

CD56# — wykazujg zdolnoéé do produkcji cytokin i stabg cytotoksycznosé [76].

1.2.2.1.6. Markery powierzchniowe i wewnatrzkomorkowe komorek NK

Jak wspomniano wcze$niej, fenotyp komérek NK mozna scharakteryzowaé na podstawie
obecnosci lub braku markeréw powierzchniowych. Ponizej przedstawiono

charakterystyke niektorych z nich.

Markery CD3 1 CD56 pozwalaja na wydzielenie z populacji limfocytow komorek
NK i zidentyfikowanie populacji CD56°"i CD569™ [75].

Marker CD335, czyli NKp46 lub NCR1, to marker pojawiajacy si¢ na komoérkach
NK podczas dojrzewania, wystepujacy zarowno na niedojrzatych komoérkach NK — bright
jak i dojrzatych dim. Jest to gtbwny marker aktywujacy komorek NK, ktory bierze udziat
w identyfikacji i eliminacji komorek atakowanych przez komorki NK. Do komorek, ktore
posiadajg ligandy dla tego receptora nalezg komorki uszkodzone przez wirusy, bakterie i
grzyby, komorki nowotworowe, komorki beta trzustki, komorki thuszczowe i wiele do tej
pory niezidentyfikowanych [77]. Nie jest jednoznaczny efekt, jaki wywiera komorka NK
poprzez obecno$¢ tego receptora. Prowadzone w onkologii badania wykazaly, ze
stymulacja receptora CD335 powoduje uwolnienie przez komorke NK IFN-y, a jego
blokada — zahamowanie aktywnosci cytolitycznej komorek NK. Na tej podstawie mozna

przyjac, ze komoérki NK CD335+ maja funkcje cytotoksyczne [64].

Marker CD27 nalezy do rodziny czynnikéw martwicy nowotworu i jest obecny
na komodrkach NK, dojrzatych limfocytach B i limfocytach T. Komoérki NK CD27+ maja
zdolno$¢ do produkowania cytokin. Jest ich mniej niz CD27- we krwi obwodowej, a
wiecej w tkankach i uznaje si¢ je za regulatorowe komorki NK [74]. Wykazano, ze
obnizenie ekspresji markera CD27 powoduje wzrost cytotoksycznosci komorek NK i
efektywniejsze usuwanie komorek nowotworowych. Potaczenie markera CD27 z jego

ligandem- CD70, znajdujacym si¢ na powierzchni komorek nowotworowych, stymuluje
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aktywacje limfocytow T regulatorowych i zmniejsza odpowiedz immunologiczna, co
pogarsza rokowanie w chorobie [78]. Interakcja markera CD27 z CD70, ktory znajduje
si¢ na wielu zaktywowanych komodrkach uktadu odpornosciowego, ma znaczenie w

patogenezie chordb autoimmunologicznych [79].

Marker CD274, czyli ligand dla receptora programowanej $mierci 1 (ang.
programmed death ligand 1, PD-L1) moze by¢ obecny na limfocytach T i komoérkach
prezentujacych antygen, takich jak komorki dendrytyczne, monocyty, makrofagi i
komorki NK. Polaczenie receptora programowanej $Smierci z jego ligandem wywotuje
efekt regulatorowy, zapewnia tolerancj¢ immunologiczng 1 zapobiega reakcjom

autoimmunologicznym [80].

Marker CD73 jest enzymem powierzchniowym obecnym na wielu komodrkach
uktadu odpornosciowego, w szczegolnosci na limfocytach Treg i komérkach NK. Enzym
ten posredniczy w stopniowej hydrolizie adenozynotrojfosforanu (ang. adenosine
triphosphate, ATP) i1 adenozynodifosforanu (ang. adenosine diphosphate, ADP) do
adenozyny o dziataniu przeciwzapalnym. Supresja ukladu odpornosciowego za
posrednictwem szlakéw adenozynergicznych jest istotnym elementem homeostazy
uktadu odpornosciowego. Wysoka ekspresja CD73 swiadczy o funkcjach regulatorowych

komorki 1 hamuje jej aktywno$¢ cytotoksyczng [81].

Oznaczenie markeréw wewnatrzkomorkowych pozwala na okreslenie
potencjalnych funkcji komoérek NK. Do istotnych markeréw wewnatrzkomérkowych

komorek NK nalezg granzymy B 1 K, perforyna, TGF-f, IFN-y 1 interleukiny 10, 4 1 13.

Aktywnos¢ cytotoksyczna komoérek NK w istotnej mierze zalezy od uwalniania
perforyny 1 granzymow — enzymOw proteolitycznych obecnych w ziarnistosciach
litycznych w cytoplazmie komodrek NK. Komédrka NK taczy si¢ z komodrka docelowa
tworzac synaps¢ immunologiczng. To powoduje przemieszczanie si¢ pegcherzykow
wydzielniczych do blony presynaptycznej i1 uwolnienie enzyméw do szczeliny
synaptycznej. Nastgpnie uwolniona perforyna powoduje wytworzenie poréw w blonie
komorki, ktéra podlega atakowi, a przez wytworzone pory do srodka komorki dostajg si¢

granzymy, powodujac jej apoptoze [82].

Komérki NK wykazujg aktywnos$¢ regulatorowg gléwnie poprzez sekrecje
najwazniejszych cytokin przeciwzapalnych — TGF-B 1 IL-10. TGF-f jest wydzielany

przez komoérki NK w sposob ciagly 1 odgrywa istotng role w immunomodulacji, procesie
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zapalnym 1 naprawie tkanki. Powoduje hamowanie proliferacji limfocytow T i
przeciwdziata cytotoksycznos$ci innych komoérek uktadu odporno$ciowego. Komorki NK
stanowig istotne zroédto IL-10 1 moga wydziela¢ ja bardzo szybko. Wysoki odsetek
komoérek NK mogacych uwalnia¢ te cytokiny stanowi dla organizmu zabezpieczenie
przed reakcjami autoimmunologicznymi i jednocze$nie pogarsza przebieg infekcji i

choréb nowotworowych [83, 84].

IFN-y charakteryzuje sie przeciwwirusowa, immunoregulacyjna
1 przeciwnowotworowa aktywnos$cig. Stymuluje transkrypcje ponad 30 gendw
warunkujacych fizjologiczng 1komorkowa odpowiedz na roznorodne czynniki.
Interferon gamma jest odpowiedzialny m.in. za: prezentacj¢ antygendéw przez makrofagi,
wzrost liczby enzymow litycznych w makrofagach, pobudzanie réznicowania si¢
komorek Thl, inicjowanie ekspresji czasteczek MHC klasy I, inicjowanie ekspresji
czasteczek MHC klasy II, aktywacje komorek NK oraz aktywacje syntezy tlenku azotu
[85]. Mimo faktu, Ze jest okreslany jako cytokina prozapalna, jego funkcja w odpowiedzi

immunologicznej nie jest jednoznaczna.

Interleukiny 4 1 13 sg cztonkami rodziny cytokin Th2 i moga by¢ wydzielane przez
liczne komorki odpowiedzi immunologicznej, w tym komorki NK. Biorg one udziat w
reakcji alergicznej 1 w odpowiedzi przeciwpasozytniczej. Antagonizuja wydzielanie
cytokin prozapalnych, takich jak IL-1, IL-6, IL-17 1 TNF-a [86]. Sa rowniez
zaangazowane w hamowanie prozapalnych chemokin, jak np. IL-8 oraz innych
czynnikéw prozapalnych, jak GM-CSF, prostaglandyny, metaloproteinazy, czy wolne
rodniki tlenowe [87]. Biora udzial w polaryzacji makrofagow w kierunku fenotypu
przeciwzapalnego [88]. Dodatkowo cytokiny te hamujg dojrzewanie limfocytow Th17 i
wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych. Maja przez to dzialanie protekcyjne i

zapobiegaja rozwojowi chordb autoimmunologicznych [89, 90].

1.3. Aktualna wiedza na temat roli komorek NK w oSrodkowym ukladzie nerwowym i

w patogenezie MS

1.3.1. Komorki NK w osrodkowym ukladzie nerwowym

Liczne eksperymenty i badania potwierdzaja obecno$¢ komorek NK w CNS.

Stwierdzono wystepowanie komorek NK w CNS zdrowych myszy w oponach mézgowo-
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rdzeniowych 1 splotach naczynidéwkowych, ale nie w samym moézgu [91, 92, 93].
Komoérki te prezentuja fenotyp z markerami powierzchniowymi IL-2R i CD27, co
odpowiada ludzkiej subpopulacji CD56€" [92, 94]. U czlowieka we krwi wigkszo$¢
komoérek NK stanowi fenotyp CD56%™, a w plynie moézgowo-rdzeniowym CD56"en,
Dominacja w ukladzie nerwowym populacji CD56"€" wynika prawdopodobnie z
wiekszej zdolno$ci do adhezji i migracji, co pozwala na przekraczanie bariery krew-mozg

[95, 96].

Nie jest jasne, w jaki sposoéb komoérki NK docieraja do CNS, ale wiadomo, ze
migracja zwigksza si¢ w sytuacjach uszkodzenia bariery krew-moézg [97]. Ten zlozony
proces wymaga zaangazowania systemu adhezyn i chemokin. Stwierdzono, ze
zablokowanie interakcji pomiedzy czasteczka adhezyjng VLA-4 obecng na komoérce NK
i VCAM-1 na komorkach $rodblonka skutkuje zahamowaniem przedostawania si¢
komorek NK do CNS [98, 99]. Receptor CX3CRI1, ktérego wysoka ekspresj¢ przejawia
subpopulacja CD56%™, rozpoznaje zakotwiczong w blonie komoérek s$rédblonka i
neurondéw chemoking CX3CL1. Ich interakcja odpowiada za rekrutacje komorek NK do
CNS w przypadku udaru moézgu, infekcji pasozytniczej i EAE [100]. Komorki glejowe i
naczyniowe rowniez wydzielajg chemokiny, takie jak CCL2, CXCL10 i CXCL12, ktore
posrednicza w chemoatrakcji komorek NK do mozgu [101]. Najnowsze dowody
sugeruja, ze jamy szpikowe w czaszce mogg by¢ niezaleznym zrodlem komorek
mieloidalnych i limfocytow B. Istnieje wigc mozliwos¢, ze komorki NK, stwierdzane w

CNS, pochodzg bezposrednio z komdrek prekursorowych szpiku kostnego czaszki [102].

Oponowe naczynia limfatyczne stanowig system drenujacy, umozliwiajac
czasteczkom i komorkom ukladu odpornosciowego krazenie pomiedzy przestrzenia
podpajeczynowkowa a szyjnymi wezlami chtonnymi. Stanowi to polaczenie migdzy
obwodowym uktadem odpornosciowym i CNS [103]. Mozliwe, ze obecne w CSF
komorki NK CD56€" mogg patrolowaé CNS i poprzez wydzielanie cytokin wspieraé
prawidlowe funkcje mézgu, a na koniec opuszczaé go przez naczynia limfatyczne opon
moézgowo-rdzeniowych. Uszkodzenie oponowych naczyn limfatycznych, do ktérego
dochodzi na przyktad podczas starzenia i1 patologii uktadu nerwowego, powoduje

uposledzenie funkcji komorek NK 1 ich pozostawanie w CNS [103].

Uwaza sig, ze trNK, podobnie jak pozostate typy komorek ILCs, moga zasiedla¢
CNS, tworzac populacje komorek- rezydentow [104]. Moga petni¢ funkcje portiera CNS

1 zezwala¢ na wejscie innym komodrkom odporno§ciowym, w ten sposob inicjujac proces
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zapalny [105]. Do tej pory prowadzono badania nad trNK w moézgu jedynie u myszy.
Scharakteryzowanie ich fenotypu i funkcji u ludzi moze rzuci¢ nowe S$wiatlo na
patogeneze chorob ukladu nerwowego i1 stanowi¢ wazny punkt terapii. Schemat

rozmieszczenia i podstawowych interakcji komorek NK w CNS przedstawia Rycina 4.
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Rycina 4. Komorki NK w CNS. Opracowanie wlasne, na podstawie: Ning Z. et.al. Natural
killer cells in the central nervous system [106], (BioRender.com)

Objasnienia:

W CNS w stanie zdrowia mozna odnalez¢ dwa rodzaje komorek NK — konwencjonalne i rezydujgce
w tkankach. Komérki ¢cNK docierajg do CNS drogg naczyn krwionosnych (fenotyp CD56%™) i
CSF (fenotyp CD56"¢") i lokalizujq sie w oponach moézgowo-rdzeniowych. Komorki trNK,
podobnie jak zblizone im funkcjonalnie ILCsl, bytujq zarowno w oponach mozgowo-
rdzeniowych, jak i splotach naczyniowki. W stanach chorobowych neurony, mikroglej, astrocyty i

komorki srodblonka uwalniajg roznego rodzaju chemokiny, co powoduje naciek sgsiadujgcych
komorek NK do mozgu.

1.3.2. Komorki NK w patogenezie MS

Wyniki wielu badan $wiadcza o udziale komorek NK w patogenezie MS, ale wnioski z
nich wynikajgce nie sg jednoznaczne. Wskazuja bowiem na dwa przeciwstawne kierunki
dziatania komoérek NK: ochronny — regulatorowy, zmniejszajacy objawy MS i patogenny

— wzmagajacy odpowiedz autoimmunologiczng, promujacy zaostrzenia [106].

Fakt istotnego udziatu komoérek NK w hamowaniu reakcji autoimmunologicznych

potwierdzono w badaniach in vitro. Poprzez wspdlng hodowle komoérek NK z
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autologicznymi komorkami T wyizolowanymi z krwi obwodowej wykazano, ze komorki
NK o fenotypie CD56"€", dzieki receptorom takim jak NKp30/CD337, NKp46/CD335
1 NKG2D, sa w stanie odrozni¢ aktywowane limfocyty T od spoczynkowych limfocytow
T i nastepnie zabi¢ te aktywne poprzez uwolnienie granzymu A, granzymu K lub poprzez

cytotoksyczno$¢ zalezng od TRAIL [107, 108, 109].

W badaniach majacych na celu identyfikacj¢ komodrek zaangazowanych w
patogeneze MS stwierdzono, ze komérki NK CD56"€" zdolne do wydzielania granzymu
K wystepuja w duzej ilosci w okolicy okotokomorowej mézgu oraz w ogniskach
demielinizacji chorych z MS. Dostajg si¢ w te rejony przez sploty naczyniowki, na skutek
przyciagania przez aktywowane limfocyty T [95, 110]. Degranulacja granzymu K
powoduje zaburzenia mitochondrialne 1 wzrost produkcji wolnych rodnikéw tlenowych
w aktywowanych limfocytach T, co skutkuje ich $miercig [111, 112]. W przeciwienstwie
do NK CD56 CD56%™ wykazuja cytotoksycznoéé zalezna od przeciwciat (ADCC),
zarowno w stosunku do aktywowanych jak i nieaktywnych limfocytow T [113].
Zaobserwowano, ze zwigkszenie tolerancji komoérek NK w stosunku do limfocytow T
oraz wytworzenie opornosci limfocytéw T na komorki NK moze przyspiesza¢ rozwoj
MS [107]. Na przyktad obnizenie ekspresji receptora DNAM-1 na komodrkach NK
prowadzi do ostabienia ich reakcji, a zwigkszona ekspresja HLA-E i zmniejszona
ekspresja  CD155 na komorkach T powoduje ostabienie ich wrazliwosci na
cytotoksycznos¢ komorek NK — prowadzi to do niekontrolowanej autoimmunizacji [95,

107].

Ostatnie badania zidentyfikowaty podtyp komorek NK CD8", ktorych obecnosé
u pacjentow z MS koreluje z nizszym ryzykiem rzutu. Aktywowane limfocyty T CD4"
zwigkszaja na swojej powierzchni ekspresj¢ markera HLA-G, ktérego rola jest
hamowanie komérek NK. Komorki NK CD8" zmniejszajg u siebie ekspresje ligandéw
dla tych receptorow (ILT2 i1 KIR2DL4) i w ten sposob uwalniajg si¢ spod tego
hamujacego wplywu [114]. Zaburzenia tej interakcji moga potencjalnie prowadzi¢ do

zaostrzenia procesu chorobowego.

Rowniez eksperymenty na EAE dowodza, ze komérki NK pehnig istotng role w
ograniczeniu autoagresji. Zaobserwowano, ze usuni¢cie komoérek NK lub ograniczenie
ich migracji do CNS zaostrza chorobg, a wzrost ich ekspansji prowadzi do ztagodzenia
objawéw [100, 115]. Komorki NK moga wptywaé na limfocyty réwniez posrednio, na

przyktad poprzez zdolnos¢ do zabijania aktywowanych komoérek mikrogleju. Dziataja
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tak, zeby zahamowa¢ stymulowang przez mikroglej aktywacje limfocytow Th17 [115].
Ponadto znajdujace si¢ w oponach mézgowo-rdzeniowych komorki NK wytwarzaja IFN-
v, ktory stymuluje rozwdj przeciwzapalnego fenotypu astrocytow, co moze indukowac

apoptoze komorek T poprzez mechanizm zalezny od TRAIL [116].

Niektore prace prowadza do odwrotnych wnioskow 1 wskazuja na mozliwg
szkodliwa rolg komorek NK w MS. Stwierdzono, ze komdrki te gromadza si¢ w poblizu
naczyn kory mézgu pacjentéw ze stwardnieniem rozsianym. Przy udziale aktywowanych
limfocytow T, komoérki NK przenikaja do zdemielinizowanej istoty szarej kory mézgu i
w mechanizmie ADCC powoduja korowg okolonaczyniowg demielinizacje. Uznano, ze
w tym procesie biorg udziat komorki NK CD56%™ [117]. Udowodniono réwniez, ze u
chorych z MS komorki NK upos$ledzajag neurogenezg. Proces ten w uksztattowanym,
dojrzatym moézgowiu, to zlozony i1 wieloetapowy cykl, ktérego podstawa sg neuronalne
komorki macierzyste (ang. neuronal stem cells, NSC). W dojrzalym moézgowiu wyrdznia
si¢ dwie strefy aktywne podzialowo zawierajace NSC: strefe¢ podkomorowa komor
bocznych (ang. subventricular zone, SVZ) oraz stref¢ podziarnista zakretu zebatego
hipokampa (ang. subgranular zone, SGZ) [118]. NSC wydzielaja IL-15, stymuluja
komorki NK do migracji do SVZ, a nastgpnie zmniejszaja ekspresje Qal i zgodnie z
koncepcja ,,missing self” staja si¢ celem ich ataku. Skutkuje to uposledzeniem regeneracji

tkanki nerwowej w fazie przewlekte; MS [119].

Te niejednoznaczne doniesienia wynikajg ze zlozonos$ci natury komorek NK 1 faktu,
ze moga petni¢ w organizmie zupetnie roézne funkcje — od cytotoksycznych po
regulatorowe. Potrzebne sa dalsze badania celem okreslenia roli komérek NK w

patogenezie MS.

38



2. Cel pracy i pytania badawcze

2.1. Cel pracy

Ocena znaczenia komorek NK w patogenezie stwardnienia rozsianego.

2.2. Pytania badawcze

1.

Czy wystepuja roznice w fenotypie komorek NK pomiedzy grupami pacjentow z
rzutowo-remisyjna postacia stwardnienia rozsianego, pierwotnie postepujaca

postacig stwardnienia rozsianego a grupa kontrolng?

Jakie sg roznice w wydzielaniu enzymoéw litycznych i cytokin przez komorki NK
pomiedzy grupami pacjentdw z rzutowo-remisyjng postacig stwardnienia
rozsianego, pierwotnie postgpujaca postacig stwardnienia rozsianego a grupa

kontrolng?

Jakie sg r6znice w funkcji komoérek NK pomiedzy grupami pacjentéw z rzutowo-
remisyjng postacig stwardnienia rozsianego, pierwotnie post¢pujaca postaciag

stwardnienia rozsianego a grupg kontrolng?
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3. Pacjenci, material i metody

3.1. Dobor pacjentow do grupy badanej

Grupe badang stanowito 35 chorych na stwardnienie rozsiane, diagnozowanych w Klinice
Neurologii z Pododdziatem Leczenia Udaru Mozgu oraz Poradni Neurologicznej
Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego nr 2 w Rzeszowie. W oparciu o obowigzujace
kryteria diagnostyczne, u 22 z tych pacjentdw rozpoznano posta¢ rzutowo-remisyjng a u
13 — posta¢ pierwotnie postepujaca stwardnienia rozsianego. Kryteriami wiaczenia do

badania byty:

- wiek powyzej 18 roku zycia,

- mozliwo$¢ wyrazenia §wiadomej zgody na badanie,

- brak jakiejkolwiek terapii immunomodulujacej w przesztosci oraz obecnie,
- brak leczenia immunosupresyjnego w przesztosci oraz obecnie,

- odstep od sterydoterapii wynoszacy co najmniej 8 tygodni,

- brak rzutu choroby lub zaostrzenia w ciggu ostatnich 8 tygodni,

- brak aktywnej infekcji przewleklej,

- brak jakiejkolwiek infekcji w ciggu ostatnich 4 tygodni.

3.2. Dobor os6b zdrowych do grupy kontrolnej

Grupg kontrolng stanowito 15 zdrowych oséb. Grupe dobrano pod wzgledem struktury
plci 1 wieku zblizonej do grupy badanej. Zdrowi ochotnicy byli rekrutowani spos$rod
pracownikow Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego nr 2 w Rzeszowie i Uniwersytetu

Rzeszowskiego. Warunkami kwalifikacji do badania byty:
- wiek powyzej 18 roku zycia,

- mozliwo$¢ wyrazenia §wiadomej zgody na badanie,

- brak stwierdzonych choréb autoimmunologicznych,

- brak stosowania lekdw majacych wplyw na uklad immunologiczny,
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- brak aktywnej przewlektej infekcji,
- brak infekcji w ciggu ostatnich 4 tygodni.

Wszystkich uczestnikéw poinformowano o celu wykonywanych badan. Kazda z osob

wyrazita pisemng zgode¢ na udziat w badaniu.

3.3. Material do badan

Materialem do badan byla krew zylna w ilosci 5Sml pobrana przez naklucie zyly
odtokciowej lub odpromieniowej, po wczesniejszej dezynfekcji miejsca wkiucia i
krotkotrwatego zalozenia stazy. Do naktucia uzyto jednorazowej igly w rozmiarze 0,9
mm (KD Medical, 900130). Krew zostata pobrana technikg prézniowa do dwoéch
probowek o pojemnosci 2,7ml, zawierajacych kwas wersenowy  (ang.

ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA; S-Monovette, Sarstedt).

3.4. Analiza materialu

Analiz¢ materiatu przeprowadzono w laboratorium Zaktadu Immunologii Cztowieka

Instytutu Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego.

3.4.1. Izolacja komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood

mononuclear cells, PBMC)

Pobrang krew rozcienczono roztworem buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (ang.
Phosphate-buffered saline, PBS; EURx, E0282-01) w stosunku 1:1. Rozcienczong krew
nawarstwiono na odczynnik do izolacji limfocytow o gestosci 1,077g/cm? (Lymphocyte
Separation Media — Biowest, L0560) w proporcji 1 czg$¢ odczynnika i 2 czgsci
rozcienczonej krwi. Roztwor poddano wirowaniu (parametry wirowania: Smin, 500xg).

Nastepnie zebrano powstaty na granicy faz kozuszek leukocytarny (Rycina 5.).
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Rycina 5. Izolacja PBMC. Opis w teks$cie. Opracowanie whasne (BioRender.com)

Zebrane PBMC przeniesiono do probowki i dopetniono roztworem PBS a nastgpnie
poddano wirowaniu (parametry: Smin, 500xg) i zlano supernatant (pierwsze plukanie).
Komorki zawieszono w 1ml roztworu PBS. Nastepnie celem pomiaru ilosci i zywotnosci
komorek, przeniesiono 20 pl zawiesiny komodrkowej do probdwki typu eppendorf,
dodano 380 ul odczynnika do liczenia, inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej 1
przeanalizowano za pomocg urzadzenia Guava® Muse® Cell Analyzer (Luminex).

Schemat liczenia komorek przedstawiono na Rycinie 6.

INKUBACJA

ODCZYNNIK DO 20pl PBMC

LICZNIA KOMOREK przygotowane
(Mouse Count and do hodowli
Viability Kit, Luminex) Guava® Muse® Cell Analyzer,

Luminex

Rycina 6. Proces liczenia komorek (objasnienia znajduja si¢ w tekscie) — opracowanie whasne
(BioRender.com)
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Pozostalag zawiesing komoérek po raz drugi przeplukano roztworem PBS. Nastgpnie
komorki zawieszono w medium do mrozenia komorek (Biofreeze freezing medium,

Sigma Aldrich, F2270) i rozporcjowano do krioprobowek po 200 pL.
Krioprobéwki opisano wg wzoru:

- grupa badana: numer kolejny/MS/data/PBMC

- grupa kontrolna: numer kolejny/K/data/PBMC

Krioprobowki umieszczono w pojemniku Coolcell obnizajagcym temperature o
1°C/minute 1 wtozono do zamrazarki w temperaturze -80°C. Po 4 godzinach probdéwki
przeniesiono do zamrazarki o temperaturze -150°C. Proces przedstawia Rycina 7.
Materiat do badan przechowywano w temperaturze -150°C do czasu wykonywania

oznaczen, Srednio okoto 60 dni.
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HA)
i }.\L*_',//
\ //”H
KRIOPROBOWKA
Z PBMC \ “
wm o B ==
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| =)
\_/ = | ]
COOLCELL Z ZAMRAZARKA -80°C ZAMRAZARKA -150°C

KRIOPROBOWKAMI

Rycina 7. Mrozenie PBMC. Objasnienia w tekscie. Opracowanie wlasne (BioRender.com)

3.4.2. Zakladanie hodowli komorkowych

Krioprobowki zawierajace komoérki oraz medium do hodowli komoérkowych (AIM V -
Gibco, 12055083) umieszczono celem ogrzania w tazni wodnej, w temperaturze 37°C.
Nastepnie kolejne etapy zakladania hodowli prowadzono w warunkach sterylnych
pracujac pod komorg laminarng. Roztwor komorek przeniesiono do probdwki typu falcon
o objetosci 15 mL. Krioprobowke przeptukano 1 mL medium do hodowli komorkowych.
Nastepnie komoérki zawieszono w medium do koncowej objetosci 6 mL. Roztwor
komorek poddano wirowaniu (parametry: 400xg/5min, 24 °C), zlano supernatant, a
komorki ponownie zawieszono w 6 mL medium 1 ponownie poddano wirowaniu. Po

zlaniu supernatantu komorki zawieszono w 1mL medium. Pobrano 20 pl zawiesiny
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komorkowej 1 umieszczono w probowkach typu eppendorf, celem przeprowadzenia

pomiaru liczby komorek.

Nastepnie komorki wysiano na 6-dotkowa, plytke do hodowli (CellStar, non-treated,

sterile).
Do kazdego z dotkow dodano:
- PBMC zawieszone w 1 mL pozywki,

- 1,8ul octanu mirystynianu forbolu (ang. Phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA)
(Sigma Aldrich, 52440), o stezeniu 30ng/ml — celem stymulacji komoérek do wzrostu,

- 1,5ul jonomycyny (Sigma, 10634) o stezeniu 1pug/ml — celem stymulacji komorek do

produkcji interleukin,

- 3ul koktajlu aktywujacego leukocyty GolgiPlug (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus
Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiPlug™ - BD, 555028) o st¢zeniu
Ipug/ml — celem zahamowania uwalniania do medium interleukin wyprodukowanych

przez komorki,

- 2mL medium wzbogaconego o L- glutaming, streptomycyne i gentamycyne (AIM V
Gibco, 12055083).

Tak przygotowang plytke umieszczono w inkubatorze do hodowli komodrek (Panasonic
CO> Incubator MCO-170AICUVH-PE), (37°C, 5% CO3). Czas stymulacji wynosit 6

godzin.

3.4.3. Oznaczanie markerow powierzchniowych komorek

Po 6 godzinach hodowli/stymulacji, komoérki z poszczegodlnych studzienek przeniesiono
do probowki cytometrycznej, a dotek ptytki przeptukano 1 mL buforu PBS (EURXx,
E0282-01). Nastgpnie poddano wirowaniu (500xg, Smin, 24°C). Po zlaniu supernatantu
komorki przeptukano buforem Stain (Pharmingen ™ Stain Bufter (BSA) — BD, 554657)
1 ponownie poddano wirowaniu (500xg, Smin, 24°C). Komorki rozdzielono do dwoch
probéwek. Jedng pozostawiono jako kontrolg negatywna, a do drugiej, badanej, celem
znakowania markeréw powierzchniowych komoérek NK, dodano koktajl przeciwcial

monoklonalnych:
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- Alexa Fluor Mouse Anti-Human CD3 (Klon OKT3, BD Pharmingen)
- FITC Mouse Anti-Human CD56 (Klon B159, BD Pharmingen)

- PerCP-Cy5.5 Mouse Anti-Human CD73 (Klon AD2, BD Pharmingen)
- APC-H7 Mouse Anti-Human CD27 (Klon M-T271, BD Pharmingen)
- BV605 Mouse Anti-Human CD274 (Klon MIH1, BD OptiBuild)

- V450 Mouse Anti-Human CD335 (Klon 9E2/NKp46, BD Horizon)

Probki inkubowano w temperaturze pokojowej, przez 20 minut, w ciemno$ci. W
kolejnym etapie, w celu utrzymania zywotnosci komorek i maksymalizacji intensywno$ci
sygnatu fluorescencji do probek dodano Stain Buffer (Pharmingen™ Stain Buffer (BSA)
— BD, 554657) w ilosci 1ml/probowke. Po procesie wirowania (500xg, 5 minut,
temperatura pokojowa), probowki rozdzielono do 10 probéwek cytometrycznych.

Przebieg tego etapu przedstawiono na Rycinie 8.
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1 i = ‘zn.nsD = ‘bnuﬂsu
7
&22 C ES min  500xg &22 Cc ES min  500xg
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1)Przeniesienie hodowli z ptytki do 2) Przygotowanie komdrek do barwienia przeciwciatami powierzchniowymi.
Probdwki cytometrycznej.
koktajl przeciwciat Stain Buffer
monoklonalnych =
przeciwko ‘
antygenom 4
- .. powierzchniowym |
komarek NK \. .
J 5 )/ I A - p@ ..... .
POW — POW
prébka badana g:z'c T smin 500 probka badana
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............. > powierzehniowymi} . pawierzehniowymi)
20 min, 22°C ¥
| w clemnosei |
NEG POW
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3) Barwienie przeciwciatami przeciw antygenom 4) Przygotowanie probdwek do barwienia
powierzchniowym komdrek NK. przeciwciatami przeciw antygenom wewngtrz-
komdrkowym.

Rycina 8. Oznaczenie markeréw powierzchniowych komoérek. Objasnienia w tekscie.
Opracowanie wlasne (BioRender.com)
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3.4.4. Oznaczanie markerow wewngtrzkomorkowych

Jako etap wstepny, w celu przygotowania komodrek do  barwienia
wewnatrzkomorkowego, przeprowadzono utrwalenie i permeabilizacj¢ komodrek poprzez
dodanie do kazdej probowki cytometrycznej po 250ul roztworu do fiksacji i
permeabilizacji Fix/Perm Solution (BD Cytofix/Cytoperm™ Plus
Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiPlug™, BD 555028). Po inkubacji
(20 minut, 4°C, w ciemnosci), komoérki dwukrotnie przeptukano w buforze Perm/Wash
(BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD
GolgiPlug™ - BD, 555028). W kolejnym etapie, do kazdej odpowiednio oznaczonej
proboéwki typu eppendorf dodano przeciwciala monoklonalne (skoniugowane z

fluorochromem PE) skierowane przeciwko markerom wewnatrzkomoérkowym:
- PE Mouse Anti-Human Granzyme B (Klon GB11, BD Pharmingen)

- PE Mouse Anti-Hu Granzyme K (Klon G3H69, eBioscience)

- PE Mouse Anti-Human Perforin (Klon 6G9, BD Pharmingen)

- PE Mouse Anti-Human TGF-1 (Klon TW4-9E7, BD Pharmingen)

- PE Mouse Anti-Human IFN-y (Klon 4S.B3, BD Pharmingen)

- PE Rat Anti-Human and Viral 11-10 (Klon JES3-9D7, BD Pharmingen)

- PE Mouse Anti-Human IL-4 (Klon 8D4-8, BD Pharmingen)

- PE Rat Anti-Human I1-13 (Klon JES10-5A2, BD Pharmingen)

Komoérki inkubowano z przeciwciatami przez 20 minut, w ciemnos$ci, w temperaturze
pokojowej. Nastepnie kazda probke przeptukano w buforze Perm/Wash (Perm/Wash™
Buffer, BD Biosciences, 555028), poddano wirowaniu (500xg, 5 minut, temperatura
pokojowa) i zawieszono w 100l PBS (PBS; EURx, E0282-01). W ten sposob otrzymano

probki gotowe do analizy cytometryczne;.

3.4.5. Analiza cytometryczna

Analizg przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego Amnis® CellStream®
(Cytek Biosciences). Do identyfikacji komorek uzyto laserow: fioletowego o dlugosci

fali 405 nm, niebieskiego o dtugosci fali 488 nm, oraz czerwonego o dlugosci fali 642
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nm. Za pomoca przedniego detektora $wiatta rozproszonego (ang. forward scatter
channel, FSC) i bocznego detektora §wiatta rozproszonego (ang. side scatter channel,
SSC) uzyskano informacje o wzglednej wielkosci komoérek (FSC) oraz ich ziarnistosci
(SSC). Analizg¢ wynikow przeprowadzono za pomocg oprogramowania Cell Stream
Analyzer w wersji 1.5.17. Odnotowano odsetek poszczeg6lnych subpopulacji komoérek
oraz median¢ intensywnos$ci fluorescencji (ang. median fluorescence intensity, MFI).

Strategi¢ bramkowania na przyktadzie granzymu B przedstawiono na Rycinie 9.
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Rycina 9. Reprezentatywna analiza cytometryczna na przyktadzie komorek pobranych od pacjenta ze stwardnieniem rozsianym i oceny ekspresji
granzymu B
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3.5. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej. WartoSci analizowanych
zmiennych ilo$ciowych przedstawiono przy pomocy warto$ci S$redniej, odchylenia
standardowego, mediany, dolnego i gérnego kwartyla oraz warto$ci minimalnych i
maksymalnych. Sprawdzenie normalnosci rozktadu zmiennych w badanych grupach
wykonano za pomocg testu normalno$ci Shapiro-Wilk. Roz