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Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (s.1.) jest przewlekla choroba demielinizacyjna o$rodkowego uktadu nerwo-
wego, prawdopodobnie o etiologii autoimmunologicznej. Jak do tej pory nie dysponujemy
skutecznymi metodami leczenia tej choroby. Jednym z preparatow budzacym coraz wigksze
zainteresowanie jest preparat copaxone (octan glatirameru), chociaz mechanizm jego dziatania nie
zostal jak do tej pory jednoznacznie wyjasniony. Celem naszego badania bylo okre$lenie czy rocz-
na terapia glatiramerem wywoluje zmiany w zakresie parametréw profilu immunologicznego krwi
obwodowej u chorych na stwardnienie rozsiane. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem
metody cytometrii przeplywowe;j.

Summary

Multiple sclerosis (SM) is a chronic demyelinating central nervous system disease, probably of
autoimmune origin. Up till now there is no specific treatment for SM. Copaxone (glatiramer acetate)
is one of the drug of great interest however its mechanism of action remains not fully known. The
aim of our study was to evaluate if one-year glatiramer therapy affects immune parameters of
peripheral blood in MS patient. The analysis was carried out using two-colour flow cytometry.

Wstep

Stwardnienie rozsiane (s.r.) jest przewlekla choroba demielinizacyjna, w ktorej
zmiany patologiczne, cho¢ zlokalizowane w osrodkowym uktadzie nerwowym
(oun), prawdopodobnie biorg swoj poczatek we krwi obwodowej. Z nieznanych
dotad przyczyn, prawdopodobnie w reakcji na jakie$ antygeny wirusowe dochodzi
do catego lancucha reakeji immunologicznych, prowadzacych m.in. do uszkodzenia
bariery krew-mozg oraz produkcji przeciwciat przeciwko antygenom mielinowym.
Ze wzgledu na kluczowy udziat odpowiedzi immunologicznej w niszczeniu mieliny
s.r. jest zaliczane do kregu chor6b autoimmunoelogicznych.

Jak dotad nie ma skutecznego leczenia przyczynowego s.r. Grupa preparatéw,
ktore cho¢ nie lecza choroby to jednak moga korzystnie wplywac na jej przebieg

\

‘



154 D. MIROWSKA I INNI

i hamowac postep niesprawno$ci u pacjentéw z s.r. sa Srodki immunomodulujace.
Naleza do nich miedzy innymi interferony oraz budzacy coraz wigksze zaintere-
sowanie octan glatirameru (Johnson i wsp. 1998, Tselis i Lisak 1999). Wprowa-
dzenie tego leku zawdzieczamy pracom prowadzonym przez Arnona i Sele od
wcezesnych lat 90. (Arnon i wsp. 1996). Skuteczno$¢ glatirameru zostala potwier-
dzona w badaniach klinicznych (Bornstein 1 wsp. 1987, Johnson i wsp. 2000)

Ze wzgledu na swoj sklad lek ten wykazuje podobienstwo do zasadowego
biatka mieliny (MBP — myelin basic protein), ktore jest jednym z docelowych
miegjsc ,ataku” komérek immunologicznych w s.r. (Neuhaus i wsp. 2001).
Mimikra antygenowa migdzy MBP i glatiramerem warunkuje reakcje krzyzowe
z przeciwciatami monoklonalnymi i limfocytami T skierowanymi przeciwko
MBP. Jednym z proponowanych mechanizméw dziatania glatirameru jest hamo-
wanie aktywnosci limfocytéw T swoistych dla biatek mieliny. Poczatkowo uwa-
zano, ze dotyczy to tylko odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko
MBP (Wolinsky 1995). Ostatnie badania wykazaly jednak podobne dziatanie
glatirameru w odniesieniu do biatka proteolipidowego (PLP — proteolipid protein)
i glikoproteiny mieliny oligodendrocytow (MOG — myelin oligodendrocytes
glycoprotein). Mechanizm ten opiera si¢ na hamowaniu laczenia lub usuwania
Z miejsc wiazania bialek mieliny z antygenami uktadu HLA (DR2, DR4 — ich
udzial postuluje sig¢ w etiopatogenezie s.r.) na powierzchni komorek prezentuja-
cych antygen (Gran i wsp. 2000).

Uwaza sie rOwniez, ze korzystne dzialanie glatirameru w s.r. jest wynikiem
wplywu na komorki uktadu immunologicznego — limfocyty T (CD4"). Powotujac
sie na uproszczony model mozZna zalozy¢, ze dziela si¢ one na dwie subpopulacje:
limfocyty Thl i Th2, ktére wydzielaja cytokiny o dziataniu pro- i przeciwzapal-
nym. Cytokiny wytwarzane przez komorki Th2 stymulujg uruchomienie kaskady
mechanizmow przeciwzapalnych i rozejécie si¢ procesu zapalnego (Miller 1 wsp.
1998). W warunkach fizjologicznych migdzy aktywnoscia limfocytéw Thl i Th2
istnieje stan rownowagi dynamicznej. Stwardnienie rozsiane powoduje zaburze-
nie tego ukiadu z nadmierna aktywacja limfocytow Thl. Badania wykazaly, ze
glatiramer przywraca wlaciwe proporcje poprzez zwigkszenie aktywnosci popu-
lacji Th2 (Neuhaus i wsp. 2000). Komorki te dzigki produkowanym cytokinom
(IL-4, IL-6, IL-10, TGF-f3) hamuja dziatanie czynnikéw prozapalnych wydziela-
nych przez limfocyty Thl (IL-2, IL-12, IFN-y i TNF-«) oraz ograniczaja powsta-
wanie reakcji nadwrazliwoéci typu poéznego (Milo 1 Panitch 1999). W badaniach
prowadzonych na szczurach odnotowano réwniez, ze aktywno$¢ komorek Th2
indukowana w odpowiedzi na podanie GA ma dzialanie neuroprotekcyjne w do-
$wiadczalnym zmiazdzeniu nerwu wzrokowego. Wydaje si¢ wiec, ze korzystny
efekt GA jest zwiazany nie tylko z dziataniem cytokin o wiasciwo$ciach neuro-
protekcyjnych (IL-4, TGF-B), ale takze z uwalnianiem czynnikéw neurotro-
ficznych, takich jak czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF
— brain-derived neurotrophic factor). Poza tym uwaza sig, Ze preparat zwieksza
aktywno$¢ supresorowych limfocytow T (CD3*CD8"). Maja one zdolno$¢ do
hamowania reakcji immunologicznej w odpowiedzi na MBP in vifro. Ta linia



CYTOMETRYCZNA ANALIZA ZMIAN PARAMETROW PROFILU IMMUNOLOGICZ. 155

komérkowa okazala sie takze odpowiedzialna za zahamowanie rozwoju EAE
wywolywanego u myszy (Lea i Goa 1996). Dzigki powyzszym mechanizmom
glatiramer ogranicza rozprzestrzenianie i nasilenie odczynu zapalnego, ktéry pro-
wadzi do demielinizacji widkien nerwowych w oun.

Celem pracy byto okreslenie wptywu preparatu Copaxone na parametry pro-
filu immunologicznego leukocytow krwi obwodowej u chorych na stwardnienie
rozsiane w trakcie 12-miesiecznej obserwacji.

Material

Do badania zakwalifikowano 7 (2 mezczyzn, 5 kobiet) chorych na stward-
nienie rozsiane o przebiegu zwalniajacym. Sredni wiek pacjentéw wynosit
30 lat (zakres od 22 do 38 lat). Stopien niesprawnos$ci w skali EDSS (Expanded
Disability Status Scale) czyli Skali Kurtzkego mieécit si¢ w granicach od 1,5
do 4,0 punktéw. Wszyscy chorzy otrzymywali preparat copaxone przez okres
12 miesiecy codziennie w formie iniekcji podskérnych w standardowej dawce
jednorazowej 20 mg.

Metoda

Od kazdego pacjenta pobrano ok. 7 ml krwi obwodowej do heparynizowanych
probowek (Sarstedt, Niemcy). Krew rozcienczono w stosunku 1:1 roztworem soli
fizjologicznej, a nastepnie nawarstwiono na preparat Lymphoprep® (Nycomed,
Germany) w stosunku 3:1. W procesie wirowania (20 min 1200 obr/min)
w gradiencie stezen uzyskano zawiesing monocytow i limfocytow. Stosujac mysie
antyludzkie przeciwciatla monoklonalne (Becton Dickinson USA) sprzezone
z odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi (FITC - izotiocyjanianem fluo-
resceiny lub PE — fikoerytryng) oceniono nastgpujace fenotypy komodrkowe:
CD3*CD19- (limfocyty T), CD3~CD19" (limfocyty B), CD3*CD4" (limfocyty Th),
CD3" CD8" (limfocyty Ts), CD3°CD56"16" (komorki NK), CD3"CD25" (zakty-
wowane limfocyty T), CD19*CD25" (zaktywowane limfocyty B), CD14*CD25*
(zaktywowane monocyty), CD14*CD86" (monocyty z ekspresja czastek kosty-
mulujacych), CD19*CD80* (limfocyty z ekspresja czastek kostymulujacych),
CD3*IL-4 (limfocyty T produkujace IL-4), CD14"IL-10 (monocyty produkujace
IL-10), CD3*IL-10 (limfocyty T produkujace I1L-10), CD3*IFN-y (limfocyty T
produkujace IFN-v) oraz CD14*IL-12 (monocyty produkujace IL-12). Barwienia
przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta (Becton Dickinson, USA,
Pharmingen, USA) zawartymi w ulotkach dotaczonych do przeciwcial. Badanie
komorek wykazujacych ekspresje antygendw roznicowania przeprowadzono przed
rozpoczgeiem terapii oraz po 3, 6, 9 i 12 miesiacach od wilaczenia leczenia,
badanie komarek produkujacych interleukiny wykonano przed leczeniem oraz po
roku stosowania glatirameru.
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Analizg cytometryczna przeprowadzono za pomoca dwukolorowej cytometrii
przeptywowej wykorzystujac aparat Vantage (Becton Dickinson, USA) stosujac
program komputerowy CellQuest (Becton Dickinson, USA).

Uzyskane wyniki poddano obrobce statystycznej z wykorzystaniem programu
Statistica (StatSoft). Przeprowadzono analizg¢ wariancji dla wynikéw powtarza-
nych, a nastgpnie test post-hoc typu najmniejszych istotnych roéznic (NIR). Za
istotne statystycznie uznano p=0,05.

Wyniki

W trakcie stosowania octanu glatirameru odnotowano znamienne statys-
tycznie zmiany w zakresie odsetka komoérek CD19*CD80~ (p=0,03), komérek
CD14* CD86" (p=0,00) oraz CD14*CD25* (p=0,03).

W tescie NIR po 6 i 12 miesiacach leczenia stwierdzono istotne zmniejsze-
nie odsetka komérek CD19*CD80*. WyjSciowo wynosit on $rednio 1,13+0,46,
po 6 miesiacach 0,38+0,31 (p=0,01), a po 12 miesigcach 0,51+0,25 (p=0,01)

(rys. 1).

% komorek

przed lecz 3 miesigce 6 miesigcy 9 miesiecy 12 miesigey

Rysunek 1. Zmiany odsetka komorek o fenotypach CD19*CD80" u chorych na stwardnienie
rozsiane w trakcie 12-miesigcznej terapii octanem glatirameru
*p<0,05 w poréwnaniu z okresem spirzed terapii

Zaobserwowano jednocze$nie znamienny statystycznie wzrost odsetka komd-
rek CD14*CD86" po 3, 6 1 9 miesiacach terapii. Warto$¢ poczatkowa monocytéw
z ekspresja czastek kostymulujacych wynosita srednio 50,70+18,99, po 3 mie-
sigcach kuracji 83,42+11,36 (p=0,00), po 6 miesigcach 78,86+10,97 (p=0,00)
i 9 miesigcach 77,22+7,02 (p=0,00). Jednak juz po 12 miesiacach leczenia galti-
ramerem uzyskano spadek odsetka tych komorek (58,07+17,09), ktéry osiagnat
wartos¢ porownywalng z wartoscia wyjsciowa czyli ta przed leczeniem (rys. 2).

Odsetek komorek o fenotypie CD14"CD25" (zaktywowanych monocytéw) to
przed terapia $rednio 0,45+0,39, a po 12 miesigcach leczenia 2,61:+0,13 (p=0,00).
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Rysunek 2. Zmiany odsetka komérek o fenotypach CD14*CD86" u chorych na stwardnienie
rozsiane w trakcie 12-miesigcznej terapii octanem glatirameru
*p<0,05 w pordwnaniu z okresem sprzed terapii

Wartosci odsetkowe komérek o pozostatych fenotypach nie ulegly w trakcie
badania znamiennym statystycznie zmianom.

Omowienie

Czastki CD80" (B7.1) i CD86" (B7.2) sa zaangazowane w rdznicowanie oraz
aktywowanie dwoch odmiennych subpopulacji limfocytéw Th. Czastki kostymu-
lujace lacza sig z czastka CD28, ktéra znajduje sig¢ na powierzchni komoérek
prezentujacych antygeny komorkom 1i jest odpowiedzialna za odpowiedZ immu-
nologiczna. W modelu s.r., jakim jest EAE B7.1 i B7.2, aktywowaly odpowiednio
subpopulacje Thl Iub Th2 limfocytéw T (Monteyne 1 wsp. 1998). Z tego wzgledu
zmnigjszenie liczby komérek z ekspresja CD80 pozwala, poprzez wzgledne zwigk-
szenie liczby komorek z ekspresja CD86™, na uzyskanie przewagi przez komorki
Th2. Uzyskany w badaniu efekt zmniejszenia odsetka komdérek CD19"CD80* przy
jednoczesnym wzroscie procentowym CD14¥CD86% jest korzystny z punktu
widzenia powyzszej teorii. Cho¢ zmiany odsetka komoérek B7.2, uzyskiwane
w trakcie leczenia nie byly trwate (w 12 miesiacu ich odsetek byl pordwnywalny
z odsetkiem sprzed kuracji) to wydaje sig, ze zmiany dotyczace komodrek B7.1
moga by¢ wystarczajace aby uzyskac przesunigcie na korzy$¢ odpowiedzi warun-
kowanej aktywno$cia limfocytdéw Th2. Utrudnienie interpreatcji uzyskanych
wynikéw stanowi fakt, ze do tej pory nie ustalono wartosci preferencyjnych od-
setkow komorek B7.1 i B7.2. W zwiazku z tym mozZzemy jedynie poréwnywac
rezultaty uzyskane w trakcie leczenia do tych przed jego rozpoczeciem. W bada-
niu nie wykazali$my zmian dotyczacych odsetka komérek CD3*CD25", ktore
reprezentuja zaktywowane formy limfocytéw T. Trzeba jednak pamigtaé ze ten
fenotyp komorkowy obejmuje nie tylko limfocyty Th, ale takze wiele innych jak
np. limfocyty Ts.



158 D. MIROWSKA I INNI

Warto réwnieZ pamigtac, ze nie dysponujemy, jak do tej pory, markerem po-
wierzchniowym, ktory z odpowiednia swoisto$cig mogltby réznicowaé fenotypy
Thl i Th2. Obecnie takie roznicowanie mozna przeprowadzi¢ na podstawie pro-
filu wydzielanych cytokin, jednak po 12 miesigcach terapii glatiramerem nie
odnotowalismy znamiennych statystycznie zmian w zakresie odsetkow komdrek
wytwarzajacych interleukiny. Prawdopodobnie jest to wynikiem zbyt krotkiego
okresu obserwacji w zbyt matlej populacji chorych na s.r. Warto odnotowac,
ze dopiero po 12 miesiacach leczenia zaobserwowano istotny wzrost odsetka
zaktywowanych monocytow, co by¢ moze w dalszej kolejnosci doprowadzi do
nasilonego wytwarzania interleukin przez te komorki.

Z drugiej strony wyniki naszego badania potwierdzaja rezultaty uzyskane
w badaniach in vitro przez wielu badaczy, ktérzy wykazali, Ze jednym z naj-
istotniejszych mechanizmoéw dzialania glatirameru jest przesunigcie rownowagi
w zakresie populacji limfocytow Th na korzy$¢ komérek Th2. By¢ moze to, co
udalo sie zaobserwowa¢ w naszym badaniu jest dopiero poczatkiem zmian indu-
kowanych przez lek. Jednocze$nie w piSmiennictwie §wiatowym pojawily sig pra-
ce sugerujace, ze tylko w czasie krotkiego stosowania glatirameru (do 9 miesigcy)
mozna odnotowaé przesuniecie w profilu wydzielanych cytokin na korzy$c¢
produkowanych przez populacjg Th2 limfocytow. Juz w 12 miesiacu terapii naste-
powat powr6t do produkceji cytokin sprzed rozpoczecia leczenia wytwarzanych
glownie przez subpopulacje Thl (Neuhaus 1 wsp. 2000).

Whioski

Nasze badanie wykazato, Ze roczna terapia glatiramerem wywiera wybiodrczy,
dotyczacy glownie komorek z ekspresja czastek kostymulujacych, wplyw na
parametry uktadu immunologicznego. Warto jednak pamigtac, ze badanie prze-
prowadzono z komoérek wyizolowanych z krwi obwodowe;j, co moze nie odzwier-
ciedla¢ proceséw przebiegajacych w oun podczas terapii. Mimo matej populacji
chorych na s.r. oraz do$¢ ograniczonych zmian w zakresie badanych fenotypow
komoérkowych, wyniki naszych badan potwierdzaja korzystny wplyw glatirameru
na parametry profilu immunologicznego.
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