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Streszczenie

Celem pracy bylo okreflenie zaleznoSci migdzy profilem czasteczek adhezyjnych limfocytow
i granulocytéw krwi obwodowej a wynikami obrazowania mozgu metods rezonansu magnetycz-
nego (MRI), stopniem niewydolnosci ruchowej 1 wskaznikiem progresji u chorych na stwardnienie
rozsiane (s.r.) o przebiegu nawracajaco-zwalniajacym lub wtérnie postgpujacym. U chorych
z nowymi zmianami w badaniu MRI, stwierdzono dodatnig korelacj¢ migdzy iloscia plak ulega-
jacych wzmocnieniu po podaniu srodka kontrastowego w obrazach zaleznych od T, a odsetkiem
granulocytow CD11b*CD18%. W grupie chorych z nawracajgco-zwalniajaca postacia s.r. stwier-
dzono istotna dodatnia korelacje miedzy ekspresja antygenn CD44 na limfocytach i wskaznikiem
progresji. Przedstawione wyniki wskazuja na istnienie zaleznosci miedzy ekspresja czasteczek
adhezyjnych na leukocytach a innymi parametrami klinicznej oceny aktywnosci choroby.

Summary

The aim of the present study was to determine the relationships between profile of adhesion
molecules of peripheral blood leukocytes, and MRI, the physical disability, or the progression rate
in patients with relapsing-remitting or secondary progressive form of MS. In patients with new
lesions detected by brain MRI, we have observed a positive correlation between the number of T,
Gd-enhancing lesions and percentage CD11b+*CDI18% granulocytes in peripheral blood. In our
analysis the progression rate was also positively correlated with the expression of CD44 antigen
on lymphocytes in patients with relapsing-remitting form of MS. Our findings suggest the relation
between expression of adhesion molecules on leukocytes and the clinical status of MS patients.

Wprowadzenie

Przyjmujac, ze stwardmienie rozsiane (s.r.) jest narzadowo swoista choroba
autoimmunologiczna osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), u podloza ktorej
leza zaburzenia prawidtowej odpowiedzi immunologicznej, wydaje si¢ oczywiste
podjecie poszukiwan immunologicznych markeréw odzwierciedlajacych aktyw-
nos¢ procesu chorobowego u chorych na s.r., umozliwiajacych prognozowanie
dalszego przebiegu choroby czy wreszcie reagujacych -na zastosowane leczenie
immunomodulacyjne (Martin i in., 1995, Sommer i in., 1997). Poszukiwania te
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u chorych na s.r. obejmuja badania zmian w zakresie subpopulacji krazacych
limfocytow, syntezy i uwalniania cytokin, ekspresji rozpuszczalnych receptorow
dla cytokin, czasteczek adhezyjnych, chemokin, immunoglobulin, wolnych
i lekkich lancuchow, markerow aktywaciji makrofagéw, dopelniacza, produktéw
rozpadu mieliny, ekspresji metaloproteinaz i wiele innych (Hohlfeld R., 1997,
Giovannoni i in. 1998, Laman i in., 1998). Chociaz nie udalo si¢ dotychczas
znalez¢ specyficznego dla s.r. wskaznika immunologicznego, niektorzy autorzy
wykazali korelacje pewnych markerow zaburzen immunologicznych z klinicznymi
wskaznikami aktywnosci choroby (Giovannoni i in., 1996, Hartung i in., 1995,
Rieckmann i in., 1995, Rieckmann i in., 1997, Trojano i in., 1996).

Badanie obrazowe moézgu i rdzenia kregowego za pomoca rezonansu mag-
netycznego (MRI} jest obecnie jednym z wazniejszych paraklinicznych wskaz-
nik6w aktywnosci choroby u oséb z s.r. (Barkhof i in., 1997, Filippi i in., 1995,
Miller i in., 1996, Whitaker i in., 1995). Dzi$ nie budzi watpliwosci koniecznosé
przeprowadzania poszukiwan markerow aktywnosci choroby, rowniez immu-
nologicznych, w kontekécie wynikoéw badania MRI (Giovannoni i in., 1998).

W poprzednim badaniu, stosujac metode cytometrii przeplywowej, przeprowa-
dzono analizg profilu immunologicznego leukocytow krwi obwodowej u chorych
na s.r. (Paz i in., 1999). Zbadano szeroki panel antygenoéw powierzchniowych
na limfocytach i granulocytach. U chorych na s.r. stwierdzono zwigkszona
ekspresje czasteczek CD54 1 CD44 na limfocytach oraz wigkszy odsetek limfo-
cytow CD54* i CD11a*CD54". Wykryto takze istotne zwigkszenie ekspresji
antygen6w CDI1la, CD18 i CD54 na granulocytach oraz wigkszy odsetek
granulocytéw CD11b*CD18". Celem obecnej pracy byta odpowiedz na pytanie
czy zmiany w zakresie ekspresji antygenow powierzchniowych na leukocytach
krwi obwodowej u chorych na s.r. pozostaja w relacji ze stopniem niewydolnosci
ruchowej, wskaznikiem progresji czy wynikami obrazowania MRI.

Material i metoda

W badaniu uczestniczyto 29 chorych ambulatoryjnych (21 kobiet i 8 mezczyzn)
z klinicznie pewnym lub z laboratoryjnie potwierdzonym pewnym s.r. (Poseriin.,
1983). Srednia wicku w grupie wynosita 32,6 lat (95% przedziat ufnoéci /CI/
29,8-35,4). U 22 chorych rozpoznano nawracajaco-zwalniajaca postaé s.r.,
au 7 osdb —wtdrnie postepujaca postaé s.r. Sredni czas trwania choroby wynosit
4,3 lata (95%CI 3,1-5,5). U 22 o0s6b czas trwania choroby wynosit <5 lat
au 7 os6b byt > 5 lat. U zadnego chorego nie stwierdzono objawow innej choroby
neurologicznej. Protoko6t badania zostat zatwierdzony przez K omisj¢ Bioetyczna
Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie.

Oceny stanu klinicznego chorych na s.r. dokonano przeprowadzajac w tym
samym dniu analiz¢ immunofenotypu leukocytow krwi obwodowej, badanie
MRI mézgu (w tym badanie MRI po dozylnym podaniu §rodka cieniujacego
Gd-DTPA /kompleks gadolinu z kwasem pentetenowym/) oraz okrelajac sto-
pied niewydolnosci ruchowej wedtug skali EDSS (Kurtzke JF., 1983). Sredni
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stopiefh niewydolnosci ruchowej wedtug EDSS Kurtzkego wynosit 3,18 (95%
CI 2,9-3,5) stopnia. Wskaznik progresji obliczano jako stosunek stopiefi nie-
wydolnoséci ruchowej wedtug EDSS w momencie wlaczenia do badania i czasu
trwania choroby w latach (od momentu wystapienia pierwszych objawéw do
dnia wlaczenia do badania) (Poser i in., 1982, Verjans i in., 1983). Srednia
warto$¢ wskaznika progresji wynosita 1,17 (95% CI 0,85-1,49).

Analiza cytometryczna

Analiza cytometryczna zostala przeprowadzona metoda trojkolorowej cyto-
metrii przeplywowej przy uzyciu aparatu Cytoron-Absolute firmy Ortho Diag-
nostic. Szczegbly dotyczace procedury barwienia przedstawiono w uprzednio
opublikowanej pracy (Paz i in., 1999). Do analizy danych stosowano program
komputerowy Immunocant II.

Wiyniki prezentowano jako odsetek limfocytow lub granulocytow wykazuja-
cych obecno$é na swojej powierzchni okreslonych antygenow oraz jako stopien
nasilenia ekspresji tych antygenow. Ekspresja badanych antygenow byla ocenia-
na przy uzyciu $redniej intensywnosci fluorescencji (Mean Fluorescence Inten-
sity — MFI) oraz przy pomocy wskaznika wzglednej fluorescencji (Relative
Fluorescence Index — RFI). RFI obliczano jako iloraz sredniej intensywnosSci
fluorescencji komodrek barwionych odpowiednimi przeciwcialami sprzgzonymi
z okre§lonymi fluorochromami i $redniej intensywnosci fluorescencji komorek
barwionych przeciwcialami kontrolnymi tego samego izotypu co przeciwcialo
uzyte do barwienia, sprzezonymi z odpowiednimi fluorochromami.

Wryniki uzyskane u chorych na s.r. porownano z rezultatami badania
przeprowadzonego w grupie kontrolnej (29 oséb dobranych pod wzgledem
wieku i plci — 20 zdrowych ochotnikéw oraz 9 chorych z innymi chorobami

Tabela 1. Czasteczki adhezyjne na limfocytach u chorych na s.r. i w grupie kontrolnej

. Chorzy na s.1. Kontrola Poziom istotnosci

Czasteczka adhezyjna n=28 =29 p4

CD54*1 9,60 8,31 0,03
(4:2,60) (1:2,66)

CD54+2 85,02 77,53 0,000001

(£4.53) (£2,96)

CD11a* CD54+%1 8,88 7,65 0,04
(+£2,49) (£2,93)

CD44*3 3,08 2,89 0,01
(£0,27) (£0,31)

‘Wyniki przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe od $redniej
1 odsetek (%) limfocytow;

2 $rednia intensywnosc fluorescencji (MFI);

3 wskaznik wzglednej fluorescengji (RFI);

4 Mann-Whitney U test.
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Tabela 2. Czasteczki adhezyjne na granulocytach u chorych na s.r. i w grupie kontrolnej

. . Chorzy na s.1. Kontrola Poziom istotnosci
Czasteczki adhezyjne n=25 =78 -
CD1l1a*!? 245 2,26 0,002
(+0,19) (£0,20)
CDl18"! 2,79 2,58 0,005
(£0,25) (£0,26)
CD54+2 94,43 78,59 0,02
(£20,55) (£7.44)
CDl11b* CD18*3 99,79 99,46 0,03
(£0,18) (£0,76)

Wyniki przedstawiono jako érednie i odchylenia standardowe od $redniej
1 wskaznik wzglednej fluorescencji (RFI);

2 $rednia intensywno$é fluorescencji (MFI);

3 odsetek (%o) granulocytow;

4 Mann-Whitney U test.

neurologicznymi). Sposrod szerokiego zakresu analizowanych antygendw, is-
totne réznice miedzy chorymi na s.r. i grupa kontrolna dotyczyly jedynie
ekspresji antygenow CD54 i CD44 na limfocytach, odsetka limfocytow CD54+
i CD11a*CD54™", ekspresji antygené6w CDI11a, CD18 i CD54 na granulocy-
tach oraz odsetka granulocytow CD11b*CD18™ (tabela 11 2) (PaZziin., 1999).
WartoSci wymienionych parametréw wzigto pod uwage w analizie zalezno$ci
z wynikami innych badan klinicznych i MRI.

Badanie mozgu metoda rezonansu magnetycznego (MRI)

MRI moézgu przeprowadzono wedhig standardowego protokotu. Obrazowanie
zalezne od czasu relaksacji T, (SE 600/20, grubo§¢ warstwy 5 mm, matryca
256 x 192 do 256, FOV 25,6) przeprowadzano przed i 5 minut po dozylnym
podaniu $rodka cieniujacego Gd-DTPA (kompleks gadolinu z kwasem pen-
tetenowym) w dawce 0,2 ml/kg m.c. Przed wstrzyknigciem Gd-DTPA uzyski-
wano takze obrazy zaleine od T, (SE 2500/40 i 2500/90, matryca 256 x 192 do
256, FOV 25,6 mm).

Analiza iloSciowa uzyskanych obrazow zostala przeprowadzona w Instytucie
Diagnostyki Radiologicznej przy University Hospital w Bazylei (Szwajcaria). Do
analizy wykorzystano wielko§¢ zmian uzyskanych w obrazach zaleznych od
T, oraz ilos¢ plak ulegajacych wzmocnieniu po podaniu $rodka kontrastowego
(w obrazach zaleznych od T ). Srednia ilo$¢ zmian ulegajacych wzmocnieniu po
podaniu $rodka kontrastowego uzyskiwanych w obrazach zaleinych od T,
wynosi 4,17 (zakres 0-38) a $rednia calkowita objetos$¢ zmian uzyskanych
w obrazach zaleznych od T, wynosi 14 103,51 mm? (zakres 647,7-32551,3 mm?3).
U 13 chorych nie stwierdzono nowych zmian ulegajacych wzmocnieniu po
podaniu $rodka kontrastowego uzyskiwanych w obrazach zaleznych od T,.
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Analiza statystyczna

Analize zaleznoSci badanych parametréw z innymi kryteriami oceny stanu
klinicznego chorych na s.r., przeprowadzono stosujac test Pearsona. P<0,05
uznano za istotne statystycznie. Do obliczen wykorzystano program kom-
puterowy Statistica for Windows.

Wyniki

Gdy analizowano cala grupe chorych na s.r. (29 osbb), nie znaleziono istotnej
statystycznie zalezno$ci miedzy poziomem ekspresji badanych antygenow,
a wynikami badan okreslajacymi stan neurologiczny chorych.

Przeprowadzono takze analize zaleznosci miedzy odchyleniami w zakresie
profilu czasteczek adhezyjnych leukocytow krwi obwodowej a zmianami w ob-
razie MRI, stopniem niewydolnosci ruchowej i wskaznikiem progresji u cho-
rych na s.r. podzielonych na grupy w zaleznosci od czasu trwania choroby,
obecnosci nowych zmian ulegajacych wzmocnienin po podaniu $rodka kon-
trastowego w obrazowaniu MRI oraz w zaleznosci od postaci s.r. Stwierdzono
istotna statystycznie dodatnia korelacje miedzy wskaznikiem progresji i eks-
presja antygenu CD11a na granulocytach (r=0,48, p=0,03) u 0séb z czasem
trwania choroby <5 lat. W grupie chorych, u ktérych w badaniu MRI mbzgu,
po podaniu Gd-DTPA, stwierdzono obecno$é nowych zmian, zaobserwowano
dodatnia korelacj¢ migdzy iloscia zmian ulegajacych wzmocnieniu w obra-
zach zaleznych od T,, a odsetkiem granulocytow CD11b*CD18"% (r=0,56,
p=0,04). Z kolei w grupie chorych bez nowych zmian w badaniu MRI mébzgu,
po podaniu Gd-DTPA, stwierdzono istotna statystycznie ujemna korelacje
miedzy iloscia stopni w skali EDSS a ekspresja antygenu CD54 na granulocy-
tach (r=-0,65, p=0,02). Wykazano takze dodatnia korelacj¢ wskaznika pro-
gresji z ekspresja antygenu CD44 na limfocytach u chorych z nawracajaco-
-zwalniajaca postacia s.r. (r=0,49, p=0,02).

Dyskusja

Badanie MRI mézgu, zwlaszcza po podaniu Gd-DTPA jest obecnie wazna
-uznana metoda okreslajaca stopien aktywnosci s.r. Kliniczne objawy choroby sa
w niewielkim stopniu manifestacja aktywnosci choroby, ktéra w znacznie
wigkszym zakresie mozna zobrazowaé¢ badaniem MRI (Barkhof i in., 1997,
Filippi i in., 1995, Miller i in., 1996, Paty DW., 1998, Paty i in., 1998). Wyniki
niektorych badan u chorych na s.r., wskazuja na istnienie istotnej dodatniej
korelacji migdzy markerami immunologicznymi (zmiany w iloSci komorek
wydzielajacych I1-2, zwigkszony poziom rozpuszczalnej formy ICAM-1, krazacej
postaci VCAM-1 czy rozpuszczalnej L-selektyny, zmiany aktywnos$ci TNF alfa)
a wynikami seryjnych badan MRI z zastosowaniem Gd-DTPA (Franciotta i in.,
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1997, Giovannoni i in., 1998, Hartung i in., 1995, Kraus i in., 1998). Jednak
praktyczne wykorzystanie tych doniesien w klinice s.r. okazato si¢ trudne.

W prezentowanym badaniu u chorych z nowymi zmianami uzyskanymi po
podaniu Gd-DTPA w badaniu MRI, stwierdzono istotna dodatnia korelacje
miedzy iloScia zmian ulegajacych wzmocnieniu w obrazach zaleznych od T,
i odsetkiem granulocytéw CD11b*CDI18*. CD11bCD18 (Mac-1), czasteczka
adhezyjna z podrodziny integryn, warunkuje proces przechodzenia neutrofilow
z krazenia w glab tkanek (uczestniczy w procesie przylegania neutrofiléw do
powierzchni komoérek $rodblonka, posredniczy w ich przechodzeniu miedzy
komérkami srédblonka), co ma ogromne znaczenie w realizacji funkcji efek-
torowych ukladu immunologicznego (Altieri i in., 1990, Archelos i in., 1999,
Diamond i in., 1993, Oppenheimer-Marks i in., 1996). Wiadomo, ze neutrofile
biora udzial gtéwnie w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, wspolpracu-
jac jednak Scisle z odpowiedzia swoista. Ich gromadzenie si¢ w miejscu inic-
jowanej odpowiedzi zapalnej lub immunologicznej wynika w duzej mierze z ich
mobilizacji z krazenia ogolnego w wyniku dzialania czynnikow chemotaktycz-
nych (np. 1I-8, II-1, TNFalfa), jak rowniez w konsekwencji zmian ekspresji
réznych czasteczek adhezyjnych (Schleiffenbaum i in., 1989). Istotna dodat-
nia korelacja miedzy iloScia zmian ulegajacych wzmocnieniu po podaniu
Gd-DTPA i wickszym odsetkiem granulocytow CD11b*CD18" u chorych na
s.r., moze $wiadczy¢ o wtérnym, do powstawania zmian w OUN, procesie
aktywacji granulocytow krwi obwodowe;j.

O wlaczenie granulocytow w patogeneze s.r. §wiadczy takze stwierdzenie
istotnej dodatniej korelacji miedzy wskaznikiem progresji i poziomem ekspre-
sji antygenu CDl1la na granulocytach, w grupie z czasem trwania choroby
<5 lat. W analizie uwzgledniajacej cala grupe chorych na s.r. zaobserwo-
wano istnienie tendencji (okreslanej jako p<0,1) w zaleznoSci miedzy wskaz-
nikiem progresji i poziomem ekspresji antygenow CD44, CD54 i CD11aCD54
na limfocytach. Gdy uwzgledniono tylko grupe chorych z nawracajaco-
-zwalniajaca postacia s.r. stwierdzono natomiast istotna dodatnia korelacje
wskaznika progresji z poziomem eckspresji antygenu CD44 na limfocytach.
Kliniczny wskaznik progresji wyraza si¢ ilorazem stopnia niewydolnoéci ru-
chowej (wedhug skali EDSS) i liczby lat choroby. Przedstawia on przyblizona
ocene postepu s.r. (Poser i in., 1982, Verjans i in., 1983). Istnieja natomiast
doniesienia o istotnej zaleznosci migdzy zmianami w zakresie profilu czaste-
czek adhezyjnych krwi obwodowej i stopniem niewydolnosci ruchowej wedhug
skali EDSS (Franciotta i in., 1997, Hartung i in., 1993, Hartung i in., 1995,
Rieckmann i in., 1997).

Przedstawione rezultaty potwierdzaja udzial czasteczek adhezyjnych na
granulocytach i limfocytach krwi obwodowej w patogenezie s.r. Jednak bada-
nie zaleznosci migdzy immunologicznymi, klinicznymi i MRI markerami ak-
tywnosci s.r. nie dostarczyly jednoznacznych wyjasnien problemu. Stwierdzone
w tej analizie korelacje wskazuja na istnienie zwiazku miedzy profilem czas-
teczek adhezyjnych limfocytow i granulocytow we krwi obwodowej a klinicz-
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nym stanem chorych na s.r., jednak ich praktyczne wykorzystanie wymaga
dalszych badan w tym zakresie.

Badanie przeprowadzono w oparciu o grupg chorych na s.r. uczestniczacych w badaniu ,,The
European Study on Enzyme Therapy in Multiple Sclerosis” (ESEMS).

Analiza cytometryczna zostala przeprowadzona metoda tréjkolorowej cytometrii przeptywo-

wej w Zakladzie Fizjopatologii Instytutu Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.
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