Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Stwardnienie rozsiane jest najczgstsza zapalno-demielinizacyjng chorobg osrodkowego
uktadu nerwowego — szacuje si¢, ze na catym §wiecie dotyczy ona okoto 2,9 min ludzi. Polska
nalezy do krajéw o wysokim wskazniku chorobowosci MS. Bezposrednia przyczyna tej
choroby jest nieznana, okre§lono natomiast czynniki ryzyka jej rozwoju. Do czynnikéw
niemodyfikowalnych zalicza si¢ ple¢ zenska, wiek pomiedzy 20 a 35 rokiem zycia oraz
czynniki genetyczne i infekcje wirusowe, szczegdlnie EBV. Do najbardziej istotnych
modyfikowalnych czynnikdéw ryzyka rozwoju MS zalicza si¢ palenie papieroséw, niski poziom
witaminy D3 oraz otylo$§¢ w okresie dojrzewania. Wyrdznia si¢ nastepujace postacie choroby:
aktywny kliniczne izolowany zespol, posta¢ rzutowo-remisyjna, pierwotnie postepujaca i
wtornie postepujaca. Rozpoznanie stawia si¢ na podstawie stwierdzenia wspoélistnienia

rozsiania w czasie i przestrzeni, z wykorzystaniem kryteriow McDonalda z roku 2017.

Stwardnienie rozsiane jest chorobg autoimmunologiczna, o nie do kofica poznanej
patogenezie. Reakcja autoimmunologiczna wynika z zaburzenia tolerancji immunologiczne;,
czyli rownowagi pomiedzy aktywnoscig zapalng — efektorowa i regulatorowa. Gléwnymi i
najlepiej przebadanymi grupami komorek zaangazowanymi w rozwoj MS sg limfocyty T
CD4+, limfocyty T CD8+ oraz limfocyty B. Ostatnie lata przyniosty nowe dane o udziale w
patogenezie MS elementéw odpowiedzi nieswoiste] - komorek mieloidalnych, astrocytow,

mikrogleju, komorek dendrytycznych 1 komorek NK.

Komérki NK to duze ziarniste limfocyty charakteryzowane przez obecno$¢ markera
powierzchniowego CD56 1 brak markera powierzchniowego CD3
(CD56" CD3"). Stanowig $rednio 10% limfocytow krwi obwodowej i sg jednym z gtéwnych
sktadnikow odpornosci wrodzonej. Komorki NK sa czescig pierwszej linii obrony organizmu i
odgrywaja kluczowa rol¢ w zabijaniu komorek zainfekowanych patogenem i komorek
nowotworowych. Istnieje tradycyjny podzial komorek NK na dwie gldéwne subpopulacje ze
wzgledu na poziom ekspresji markera powierzchniowego CD56 — NK CD56”#" o duzej
ekspresji CD56 i NK CD569™ — o0 matej ekspresji CD56. Stwierdzenie obecnosci lub braku
innych markerd6w na powierzchni komoérek NK moze stuzy¢é do wyrdzniania roéznych
subpopulacji. Funkcja komorki NK jest determinowana przez potencjat do uwalniania

ziarnisto$ci cytotoksycznych, cytotoksycznos¢ zalezng od przeciwciatl, interakcje z receptorami



programowanej $mierci czy tez zdolnos¢ do uwalniania cytokin. Ze wzgledu na efekt jaki daja,

komoérki NK mozna podzieli¢ na dwie gldéwne grupy: cytotoksyczne i regulatorowe.

Wyniki wielu badan swiadcza o udziale komoérek NK w patogenezie MS, ale wnioski z
nich nie sg jednoznaczne. Wskazuja bowiem na dwa przeciwstawne kierunki dziatania komorek
NK: ochronny — regulatorowy, zmniejszajacy objawy MS 1 patogenny — wzmagajacy

odpowiedz autoimmunologiczng, promujacy zaostrzenia.
Cel pracy

Celem pracy jest ocena znaczenia komorek NK w patogenezie stwardnienia rozsianego poprzez
oceng roéznic w fenotypie, wydzielaniu enzymow litycznych i cytokin oraz funkeji komodrek NK
pomiedzy grupami pacjentdw z rzutowo-remisyjng postaciag MS, pierwotnie postepujaca

postacig MS i grupa kontrolng.
Pacjenci, material i metody

Grupe badang stanowito 35 chorych na stwardnienie rozsiane, diagnozowanych w Klinice
Neurologii z Pododdzialem Leczenia Udaru Mo6zgu oraz Poradni Neurologicznej Klinicznego
Szpitala Wojewddzkiego nr 2 w Rzeszowie. Kryteria wigczenia do badania obejmowaty: wiek
powyzej 18 roku zycia, mozliwos$¢ wyrazenia §wiadomej zgody na badanie, brak jakiejkolwiek
terapii immunomodulujacej w przeszio$ci oraz obecnie, brak leczenia immunosupresyjnego w
przesztosci oraz obecnie, odstep od sterydoterapii wynoszacy co najmniej 8 tygodni, brak rzutu
choroby lub zaostrzenia w ciagu ostatnich 8 tygodni, brak aktywnej infekcji przewlektej, brak
jakiejkolwiek infekcji w ciggu ostatnich 4 tygodni.

Grupe kontrolng stanowito 15 zdrowych osob. Grupg dobrano pod wzgledem struktury
ptci 1 wieku zblizonej do grupy badanej. Zdrowi ochotnicy byli rekrutowani sposrod
pracownikow Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego nr 2 w Rzeszowie 1 Uniwersytetu
Rzeszowskiego. Warunkami kwalifikacji do badania byly: wiek powyzej 18 roku zycia,
mozliwo$§¢ wyrazenia $wiadomej zgody na badanie, brak stwierdzonych chorob
autoimmunologicznych, brak stosowania lekéw majacych wptyw na uktad immunologiczny,

brak aktywnej przewlektej infekcji, brak infekcji w ciggu ostatnich 4 tygodni.

Materiatem do badan byta krew zylna. Analize materialu przeprowadzono w
laboratorium Zakladu Immunologii Czlowieka Instytutu Nauk Medycznych Uniwersytetu
Rzeszowskiego. Obejmowata ona przygotowanie probek do cytometrii przeptywowej poprzez

izolacj¢ komorek jednojadrzastych krwi obwodowej, zaktadanie hodowli komorkowych, a



nastepnie oznaczanie markeréw powierzchniowych (CD56, CD335, CD27, CD274, CD73) i
wewnatrzkomoérkowych (granzym B, granzym K, perforyna, TGF-, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-
13). Analize cytometryczng przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego Amnis®
CellStream® (Cytek Biosciences). Wyniki opracowano w programie Cell Stream Analyzer w
wersji 1.5.17. Odnotowano odsetek poszczegolnych subpopulacji komorek oraz mediang

intensywnosci fluorescenciji.

Baze danych i badania statystyczne przeprowadzono w oparciu o oprogramowanie

komputerowe Statistica 9.1 (StatSoft, Polska).

Badania wykonano po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Izbie Lekarskiej w

Rzeszowie zgodnie z protokotem zaakceptowanym przez Komisje (decyzja nr 85/2023/B).
Wyniki

Do badania zakwalifikowano 35 pacjentow z rozpoznanym stwardnieniem rozsianym. W
grupie badanej byto 28 kobiet (80%) oraz 7 me¢zczyzn (20%). Wiek pacjentéw w grupie badane;j
wynosit od 20 do 65 lat. Mediana dla wieku pacjentow wyniosta 41 lat. U 22 pacjentéw
rozpoznano rzutowo-remisyjng posta¢ stwardnienia rozsianego (63%), u 13 posta¢ pierwotnie

postepujaca stwardnienia rozsianego (37%).

W grupie pacjentéw z rozpoznang postacia rzutowo-remisyjna MS byto 18 kobiet (82%)
1 4 mezezyzn (18%) w wieku od 20 do 53 lat. Mediana dla wieku pacjentow w tej grupie
wyniosta 33 lata. W grupie pacjentdw z rozpoznang postacig pierwotnie postepujaca MS bylo
10 kobiet (77%) 1 3 mezczyzn (23%) w wieku od 40 do 65 lat. Mediana dla wieku pacjentow
w tej grupie wyniosta 52 lata.

Do grupy kontrolnej poczatkowo zakwalifikowano 15 zdrowych osob - 12 kobiet (80%)
1 3 mezczyzn (20%) w wieku od 23 do 65 lat (mediana 40 lat). W sktad grupy kontrolnej
poddanej petnej analizie ostatecznie weszto 12 zdrowych os6b. Wsrdd nich 9 stanowity kobiety
(75%) a 3 mezczyzni (25%). Wiek uczestnikow grupy kontrolnej wynosit od 23 do 65 lat.

Mediana dla wieku uczestnikdéw tej grupy wyniosta 41,5 roku.

Analizg danych rozpoczgto od pordwnania immunofenotypu komoérek NK pomiedzy
trzema grupami: pacjentdow z rzutowo-remisyjng postacia MS, pacjentdow z pierwotnie
postepujacg postacig MS i1 zdrowa kontrolg. Analiza ta miala na celu stwierdzenie czy badane
grupy roznia si¢ w zakresie subpopulacji NK CD56%€" NK CD56%™ NK CD335-, NK
CD335+, NK CD27-, NK CD27+, NK CD274-, NK CD274+, NK CD73-, NK CD73+.



Nie zaobserwowano istotnych réznic w odsetku zadnej z badanych subpopulacji
komorek NK pomiedzy pacjentami z RRMS, PPMS i zdrowa kontrola. Nie stwierdzono
istotnych réznic w MFI subpopulacji komérek NK CD335-, NK CD27-, NK CD274-, NK
CD73- 1 NK CD73+ pomigdzy pacjentami z RRMS, PPMS i zdrowg kontrolg. Stwierdzono
wyzsze MFI subpopulacji NK CD335+ w grupie kontrolnej wzglgdem grupy pacjentow z
PPMS i w grupie pacjentéw z RRMS wzgledem grupy pacjentéw z PPMS. Stwierdzono wyzsze
MFTI subpopulacji NK CD27+ w grupie kontrolnej wzgledem grup pacjentow z RRMS i PPMS.
Stwierdzono wickszg wartos¢ MFI subpopulacji komorek NK CD274+ w grupie pacjentow z
PPMS wzgledem grupy pacjentéw z RRMS.

W drugim etapie analizy danych poréwnano odsetek i MFI subpopulacji komérek NK
zawierajacych poszczegdlne enzymy lityczne (granzym B, granzym K, perforyna) i cytokiny
(TGF-B, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-13) pomiedzy trzema grupami: pacjentOw z rzutowo-remisyjng
postacig MS, pacjentéw z pierwotnie postepujaca postaciag MS oraz kontrola. Analiza ta miata
na celu stwierdzenie czy badane grupy réznig si¢ w zakresie potencjalnych funkcji komorek

NK.

Stwierdzono wyzszy odsetek komorek NK zawierajacych granzym B u pacjentow z

RRMS wzgledem grupy kontrolnej (w subpopulacjach NK CD27+ i NK CD73-).

Stwierdzono wyzszy odsetek komorek NK zawierajacych granzym K w grupie
kontrolnej w poréwnaniu do grupy pacjentéw z RRMS (w subpopulacji NK CD56€") i w
grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy pacjentéw z PPMS (w subpopulacji NK CD27-).
Wyzsze MFI komorek NK zawierajacych granzym K zaobserwowano w grupie kontrolnej

wzgledem grupy pacjentéw z PPMS (w subpopulacji NK CD569m).

Nie stwierdzono roznic w odsetku i MFI komoérek NK zawierajacych perforyne

pomigdzy pacjentami z RRMS, PPMS i zdrowa kontrola.

Wyzszy odsetek komorek NK zawierajagcych TGF- stwierdzono w grupie kontrolnej
wzgledem grupy pacjentow z RRMS (w subpopulacjach NK CD335+, NK CD27+, NK CD27-
) oraz w grupie kontrolnej wzgledem grupy pacjentow z PPMS (w subpopulacji NK CD335+).
Wyzsze MFI komorek NK zawierajgcych TGF- stwierdzono w grupie kontrolnej wzgledem
grupy pacjentow z PPMS (w subpopulacji NK CD335+) 1 w grupie pacjentéw z PPMS
wzgledem grupy kontrolnej (w subpopulacji NK CD274-).



Wyzszy odsetek komoérek NK zawierajacych IFN-y stwierdzono w grupie kontrolnej
wzgledem grupy pacjentow z RRMS (w subpopulacjach NK CD56*#" NK CD335-, NK
CD27-, NK CD274-) oraz w grupie kontrolnej wzgledem grupy pacjentow z PPMS (w
subpopulacjach NK CD56€" NK CD335+, NK CD27-).

Stwierdzono wyzszy odsetek komorek NK zawierajacych IL-10 w grupie kontrolnej
wzgledem grupy pacjentéw z RRMS (w subpopulacjach NK CD56¢, NK CD335+, NK
CD27-). Wyzsze MFI komorek NK zawierajagcych IL-10 stwierdzono w grupie kontrolnej
wzgledem grupy pacjentow z RRMS (w subpopulacjach NK CD56¢, NK CD335+) oraz w
grupie pacjentow z PPMS wzgledem grupy pacjentéw z RRMS (w subpopulacji komérek NK
CD27+).

Wyzszy odsetek komoérek NK zawierajacych 1L-4 stwierdzono w grupie kontrolnej
wzgledem grupy pacjentow z RRMS (w subpopulacjach NK CD27-, NK CD274-) oraz w
grupie kontrolnej wzgledem grupy pacjentow z PPMS (w subpopulacjach NK CD335+, NK
CD27-, NK CD274+). Wyzsze MFI komorek NK zawierajacych IL-4 stwierdzono w grupie
kontrolnej wzgledem grupy pacjentéw z PPMS (w subpopulacji NK CD335+).

Nie stwierdzono réznic w zakresie odsetka komorek NK zawierajacych IL-13 pomigdzy
pacjentami z RRMS, PPMS i zdrowg kontrolag. Wyzsze MFI komorek NK zawierajacych 1L-13
stwierdzono w grupie pacjentow z PPMS wzgledem grupy pacjentéw z RRMS (w subpopulacji
NK CD27+).

Whioski

1. Komoérki NK pacjentdow z RRMS 1 PPMS nie r6znig si¢ pod wzgledem odsetka danego
fenotypu od siebie oraz od komdrek NK osob zdrowych. Réznice fenotypowe mozna stwierdzi¢

jedynie na podstawie analizy MFI.

2. Komorki NK pacjentow z RRMS, PPMS ro6znig si¢ od komorek NK zdrowych osob
zawartoscig granzymu B i K, ale nie perforyny. Komorki NK pacjentow z RRMS i PPMS nie

ro6znig si¢ od siebie pod wzgledem zawarto$ci enzymow cytolitycznych.



3. Komodrki NK pacjentow z RRMS, PPMS ro6znig si¢ od komorek NK zdrowych osob
zawarto$cig TGF-B, IFN-y, IL-10 i IL-4, ale nie IL-13. Komdrki NK pacjentow z RRMS i
PPMS rdznig si¢ od siebie pod wzgledem zawarto$ci cytokin jedynie w zakresie MFI.

4. Komorki NK pacjentow z RRMS i PPMS poprzez mniejsza zawarto$§¢ cytokin
przeciwzapalnych moga wykazywa¢ ostabiong funkcje regulatorowa w poréwnaniu do

komorek NK zdrowych osob.

Stowa kluczowe: stwardnienie rozsiane, komorki NK, odporno$¢ nieswoista



