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Streszczenie

Podawanie glikokortykosteroidow jest najczgsciej stosowana metoda leczenia rzutéw stwardnienia
rozsianego. Nie do konca jednak zostal wyjasniony mechanizm ich dziatania w zaostrzeniach choro-
by. Celem naszej pracy byfa ocena parametréw profilu immunologicznego (odsetka limfocytow B, T
1 ich subpopulacji, monocytow oraz wydzielanej przez nie cytokin IL-6 i IL-8) we krwi obwodowe;j.
Za pomocy cytometrii przeplywowej zbadano krew obwodowa 10 chorych w trakcie stosowania
preparatu Solu-Medrol. Obserwowano istotna statystycznie poprawe stopnia niesprawno$ci mierzo-
nej w skali EDSS. Odnotowano takZe istotny wzrost odsetka limfocytéw B oraz spadek limfocy-
tow T supresorowych. Wyniki badania wskazuja, ze GS wplywaja nie tylko na poprawe stanu
klinicznego, ale takze wywieraja wplyw na parametry profilu immunologicznego krwi obwodowe].

Summary

Glicocortycosteroids (GS) are the most common therapy of multiple sclerosis relapses, however
mechanism of beneficial effect is not fully known. The aim of our study was to evaluate the changes
of immunological profile (percentage of lymphocytes B, T and monocytes, and produced by this
cells IL-6 and IL-8) during intravenous administration of Solu-Medrol. Using two-colour flow
cytometry we have studied peripherial blood of 10 patients during exacerbation. We have observed
statistically significant improvment of distability measured with EDSS. Statistically significant
increase in lymphocyte B percentage and decrease in supressor T cells was also noted. Results of
our study indicate that GS therapy affects not only clinical state but also parameters of peripherial
blood immune profile.

Wstep

Stwardnienie rozsiane (s.r.) jest przewlekta choroba demielinizacyjna oérodko-
wego ukladu nerwowego (oun) o ztozonej etiologii, w ktorej prawdopodobnie duza
role odgrywaja zaburzenia o charakterze autoimmunologicznym, prowadzace do
niszczenia ostonek mielinowych wiokien nerwowych,

W patogenezie s.r. dominuje odpowiedz immunologiczna typu komorkowego,
a przede wszystkim aktywacja limfocytow T CD4+ (gtéwnie subpopulacji Thl).
Mechanizm ten jednak nie zostal jak dotad blizej wyjasniony. Dzicki aktywacji
we krwi obwodowej, co wydaje sie czynnikiem niezbednym dla zapoczatkowania
procesu autoimmunologicznego w s.r., limfocyty T staja si¢ zdolne do przecho-
dzenia do oun. Proliferacja limfocytow i wydzielanie przez nie cytokin o dziataniu
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prozapalnym, metaloproteaz oraz zwigkszenie ekspresji czastek adhezyjnych po-
woduje bowiem uszkodzenie bariery krew—mozg i ulatwienie przenikania przez
nig nastepnych komoérek. W obrebie oun dalsza aktywacja i penetracja autoreak-
tywnych komoérek T jest mozliwa pod warunkiem ponownego pobudzenia przez
swoisty dla nich antygen (znajdujacy sie na komorkach prezentujacych antygen,
np. komorkach mikrogleju). W kolejnym etapie dochodzi do aktywacji i ,,wciag-
nigcia” w toczacy sig juz proces zapalny innych komorek: limfocytow B, cytotok-
sycznych limfocytéw T, komorek mikrogleju i astrocytow. Efektem jest synteza
i wydzielanie cytokin prozapalnych: IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a, a takze
innych chemokin, przeciwciat i enzymdw proteolitycznych. (Bar, Oliviera i wsp.
1999, Franchimont, Louis i wsp. 1998, Oliveri, Valentino i wsp. 1998).

We krwi obwodowej chorych na s.r. stwierdza sie zwigkszone stezenie i wzrost
produkcji niektorych cytokin, np.: IFN-y, TNF-«, TNF-f, IL-6 i IL-8.

IL-6 jest cytoking produkowang przede wszystkim przez monocyty i makro-
fagi, ale takze fibroblasty, komorki $rodbtonka, limfocyty T i B, keratynocyty,
chondrocyty, komoérki owodni, komérki rezydujace w oun (w tym astrocyty
i komorki mikrogleju).

Gloéwnymi czynnikami indukujacymi produkcje tej interleukiny sg IL-1, inter-
ferony, TNF, LPS i wirusy. 1L.-6 hamuje zwrotnie wydzielanie TNF. IL-6 nalezy
do grupy czynnikéw aktywujacych geny dla biatek ostrej fazy.

Dziatanie IL-6 jest wielokierunkowe: pobudza synteze bialek ostrej fazy
w watrobie, podtrzymuje przezywanie niektdérych neuronéw, w oddziatywaniu na
limfocyty B stymuluje terminalne réznicowanie w kierunku komérek uwalniaja-
cych immunoglobuliny réznych klas, uczestniczy tez w aktywacji rozpoznajacych
antygen limfocytow T i ich roznicowaniu w kierunku limfocytéw T cytotoksycz-
nych. Rola IL-6 w patogenezie s.r nie jest jednoznacznie okreslona. Interleukina
ta prawdopodobnie pobudza synteze przeciwcial przeciwwirusowych, sprzyja
procesom regeneracji neurondw poprzez dziatanie przeciwzapalne (hamowanie
syntezy TNF-o, IL-betala, indukowanie antagonistéw receptoréw dla IL-1).
IL-6 moze ponadto chroni¢ komorki oligodendrogleju przed dzialaniem TNF-c.
Wydaje si¢ rowniez, ze IL-6 moze pobudzaé sekrecjg autoprzeciwciat przeciwmie-
linowych oraz indukowa¢ ich dziatanie remielinizacyjne (Navikas, Matusevicius
i wsp. 1996, Alenka, Rabatic i wsp. 1999, Gagro, Rabatic 1 wsp. 1999 ).

IL-8 jest chemoking produkowana glownie przez makrofagi i monocyty. Jej
wydzielanie wzmagaja zaréwno IL-1, jak i TNFa. Jednym z czynnikéw regulu-
jacych ekspresj¢ genu dla IL-8 jest receptor dla glikokortykosteroidow.

Oddzialtywanie IL-8 na neutrofile obejmuje chemotaksje (przyciaganie do
miejsca reakcji zapalnej czy immunologicznej, pobudzanie ich wlasciwo$ci bakte-
riobdjczych), degranulacje 1 uwolnienie enzymow lizosomalnych oraz dziatanie
cytotoksyczne. Interleukina ta stymuluje przechodzenie krazacych limfocytow T
przez wysoki $roédblonek naczyn zylnych pozawlosowatych, indukuje uwalnianie
przez bazofile niektérych mediatoréw reakcji anafilaktycznej (np.: histaminy,
leukotrienu B4). IL-8 indukuje szybki naptyw neutrofili do ognisk zapalnych
w oun 1 natychmiastowa egzocytoze proteaz prowadzac do uszkodzenia struktur
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biatkowych. Astrocyty i mikroglej zdrowej tkanki mézgowej posiadaja niewielkie
iloéci receptoréw dla IL-8. Badania przeprowadzone (post mortem) na mozgach
pacjentéw chorujacych na s.r. wykazaly znaczny wzrost ekspresji receptorow dla
IL-8. Przypuszcza sig, ze ta chemokina moze odgrywaé znaczaca role w promo-
waniu reakcji zapalnej rozwijajacej si¢ w oun. Zmniejszenie jej wydzielania przez
komorki nalezace do uktadu immunologicznego, gtownie granulocyty w trakcie
podawania metylprednizolonu mogtoby by¢ jednym z elementéw wyjaéniajacych
pozytywny wplyw leku na przebieg zaostrzenia s.r. (Eleovara, Lalla i wsp. 1998,
Gagro, Rabatic i wsp 1999, Hesselenger, Horuk i wsp. 1999).

Stosowanie w leczeniu rzutu s.r. duzych dawek glikokortykosteroidéw (GS),
podawanych dozylnie przez kilka dni (3—5), jest powszechnie stosowang metoda.
Spoéréd GS najczeséciej podawany jest metyloprednizolon (Gasperini, Pozzili
i wsp. 1998, Hawkins, Wolinsky 1 wsp. 2001, Leussink, Jung i wsp. 2001).

Sposréd mechanizmow dziatania glikokrtykosteroidow (GS), ktére zostaty po-
twierdzone w badaniach na modelach zwierzgcych, a moga mie¢ znaczenie w le-
czeniu rzutdw s.r. uwaza sie:

1. Zmniejszenie ekspresji antygenow MHC (gtéwnego uktadu zgodnosei tkan-
kowej cztowieka) klasy II na powierzchni makrofagéw i ograniczenie
wytwarzania leukotrienéw i prostaglandyn, co powoduje zwezenie naczyn
wlosowatych, ogranicza obrzek, odkladanie depozytéw fibryny oraz migra-
cje komorek reakcji zapalnej do otaczajacych tkanek, a takze zahamowanie
degranulacji tych komorek.

2. Redystrybucje limfocytéw T, apoptoze dojrzatych form limfocytéw oraz
zahamowanie ich aktywacji.

3. Ograniczenie wytwarzania interleukin o dziataniu prozapalnym, np. IL-1,
IL-2, IL.-8.

4. Zahamowanie aktywnoS$ci komorek srédblonka, szczegélnie w konteksScie
ekspresji na ich powierzchni czastek adhezyjnych oraz ekspresji recepto-
row dla czastek adhezyjnych na powierzchni limfocytow T.

5. Ograniczenie syntezy immunoglobulin, za wyjatkiem IgE.

Wiszystkie powyzsze elementy odgrywaja znaczaca role w stabilizacji uszko-
dzonej bariery krew—mozg i zahamowaniu naplywu komorek immunologicznych
do oun, oraz w tworzeniu si¢ miejscowej reakcji zapalnej (Elovaara, Lalla i wsp.
1998, Franchimont, Louis i wsp. 1998, Hesselenger, Horuk i wsp. 1999, Lessiuk,
Jung i wsp. 2001).

Celem naszego badania byto okreélenie wptywu dozylnie podawanego metylo-
prednizolonu na rozklad podstawowych fenotypéw komodrkowych (limfocytow
i monocytow) krwi obwodowej ordz wydzielanych przez te komorki IL-6 i IL-8.

Material
Do badania zostali wlaczeni chorzy na s.r. (spetniajacy kryteria rozpoznania

wedlug McDonalda) leczeni w II Klinice Neurologicznej IPiN z powodu zaostrze-
nia s.r. Srednia wiecku w badanej grupie wynosita 32 lata + 11,21 (najmtodszy
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pacjent miat 21 lat, najstarszy 50 lat). Czas trwania choroby wynosil $rednio
2,8543,53. Zbadano 5 kobiet i 5 mezczyzn. Polowa z chorych otrzymata 500 mg
metyloprednizolonu (preparat SoluMedrol) a druga polowa 1000 mg leku na
dawke stosowanego przez 5 kolejnych dni we wlewie dozylnym.

Zadna z oséb badanych nie przyjmowata lekéw zmieniajacych naturalny
przebieg choroby (interferony, glatiamer, cytostatyki lub immunoglobuliny po-
dawane dozylnie)

Metoda

Do oceny parametréw profilu immunologicznego wykorzystana zostata krew
zylna pobrana na heparyng (proboéwki Primavette a 7,5 ml, Sarstedt, Niemcy)
w ilo$ci ok. 5,0 ml przed leczeniem oraz w 7 dobie od momentu rozpoczgcia terapii.
Po wstepnym przygotowaniu materialu (izolacja metoda wirowania w gradiencie
stezen lub lizowanie krwinek czerwonych) wedtug odpowiednich procedur dostar-
czonych przez producenta (Becton Dickinson, USA), poszczegdlne markery
powierzchniowe oraz interleukiny wewnatrzkomérkowe zostaly zidentyfikowane
za pomocg antyludzkich przeciwcial monoklonalnych sprzezonych z barwnikami
fluorescencyjnymi (fikoerytryna — PE lub izotiocyjanianem fluoresceiny — FITC).

Przy uzyciu gotowych kompletow przeciwciat nalezacych do zestawu Simul-
test IMK Lymphocyte® (Becton Dickinson, USA) z pelnej krwi oznaczono na-
stepujace fenotypy komoérkowe: CD3*CD19 (limfocyty T), CD3"CD19* (limfo-
cyty B), CD3*CD4* (limfocyty Th), CD3"CD8* (limfocyty Ts), CD3"CD56*CD16*
(komoérki NK).

Ponadto za pomoca odpowiednio dobranych zestawow przeciwcial, ozna-
czone zostaly w wyizolowanych limfocytach, monocytach i garnulocytach
wewnatrzkomérkowe interleukiny: CD3*IL-6 (IL-6 wytwarzana przez limfo-
cyty T), CD14"IL-6 (IL-6 wytwarzana przez monocyty) CD19*IL-6 (IL-6 wy-
twarzana przez limfocyty B), CD45'IL-6 — IL-6 wytwarzana przez granulocyty,
CD3*IL8 (IL-8 wytwarzana przez limfocyty T), CD14*TL-8 (IL-8 wytwarzana
przez monocyty), CD19"IL8 (IL-8 wytwarzana przez limfocyty B), CD45*IL-8
(IL-8 wytwarzana przez granulocyty).

Oznaczanie zarowno poszczegolnych populacji komorkowych, jak i komoérek
wytwarzajacych interleukiny zostato uzupetnione o kontrolg pozytywna i nega-
tywna, umozliwiajac wlasciwe odczytanie 1 interpretacje uzyskanych wynikow
(zestawy kontrolne dla IL-6 1 IL-8: HiCK 3, 4, zestawy przeciwcial dla antygenow
powierzchniowych: kontrola pozytywna umozliwiajaca precyzyjne ustawienie
bramki w celu oddzielenia populacji limfocytéw i monocytow w obrazie cyto-
metrycznym — CD14*CD45" oraz kontrola izotypowa negatywna ~ [gG1IgG2a).

Analizg cytometryczng przeprowadzono za pomoca dwukolorowej cytometrii
przeplywowe] wykorzystujac aparat Vantage (Becton Dickinson, USA) stosujac
program komputerowy CellQuest (Becton Dickinson, USA).

Uzyskane wyniki zostaty poddane ocenie statystycznej przy pomocy Testu
Wilcoxona dla dwoch probek zaleznych. Za istotne statystycznie uznano p<0,05.
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Wyniki

W trakcie podawania GS odnotowano poprawe stopnia niesprawnosci u wszyst-
kich zbadanych os6b. Przed leczeniem EDSS miescit sie w granicach 2,0-5,0
($rednio 3,45+0,92), po leczeniu obejmowat zakres 1,0—4,0 ($rednio 2,40-+0,93)
(»<0,05).

W zakresie parametrow profilu immunologicznego obserwowano istotne staty-
stycznie zmiany odsetka komérek o fenotypie CD19*CD3~, CD3*CD8" oraz trend
zmian w zakresie komorek CD14*IL-8.

Przed leczeniem odsetek limfocytéw B wynosit Srednio 10,07+2,20, po 7 dniach
17,08+5,54 (p=0,03). Odsetek limfocytow T supresorowych przed leczeniem
osiagal warto$¢ 27,2+4,8, po 7 dniach podawania GS 24,44+5,49 (p=0,04).

Odsetek monocytow wytwarzajacych IL-8, ktory przed terapia wynosit
71,37+16,06 zmniejszyt sie do 56,64+19,96 (p=0,08).

W zakresie pozostatych parametrow nie obserwowano istotnych statystycz-
nie zmian.

Omowienie

Poprawa w zakresie EDSS u wszystkich chorych na s.r. w naszym badaniu jest
istotnym potwierdzeniem dotychczas publikowanych wynikéw (Olivieri 1 wsp.,
1998, Uitdehaag i Barkhof, 1998, Brusaferri i Candelise, 2000, Sharrack i wsp.,
2000). Jak do tej pory podawanie dozylnie metyloprednisolonu jest najczesciej
stosowang forma leczenia rzutow choroby (Hawkins, 2001).

Rezultaty naszego badania wskazuja takze, ze GS wywieraja wplyw na para-
metry profilu immunologicznego oceniane we krwi obwodowej. Wzrost odsetka
limfocytow B wydaje si¢ by¢ korzystny ze wzgledu na posredni wzrost ekspres;ji
receptoréw dla czynnikow réznicowania (przeksztalcenie w komorke produku-
jaca immunoglobuliny), a co za tym idzie wzrost odpornos$ci (Jakobisiak, Gaciag
i wsp. 1995). Jak wiadomo rzut s.r. jest zwykle zwiazany ze spadkiem odpornosci
organizmu i czgs$ciej wystepuje w miesigcach wiosennych i jesiennych, kiedy
wzrasta narazenie na infekcje. Wzrost odsetka limfocytéw B jest jednak trudny do
wytlumaczenia w aspekcie dzialania GS, gdyz w badaniach na modelach zwierze-
cych GS ograniczaja produkcje przeciwciat (za wyjatkiem klasy IgE) (Jakobisiak,
Gaciag i wsp, 1995).

Spadek w zakresie odsetka limfocytow Ts zwiazany jest prawdopodobnie
z mechanizmem redystrybucji i zahamowania ich aktywacji pod wpltywem lecze-
nia GS, co zostato udowodnione w modelach doswiadczalnych (Ellovaara, Lalla
i wsp. 1998, Lessiuk, Jung i wsp. 2001) 1 jest korzystne w aspekcie zlagodzenia
odpowiedzi immunologicznej towarzyszacej rzutowi. Szczegolnie interesujacy
wydaje sie jednak spadek odsetka monocytow wytwarzajacych IL-8. Wiadomo,
ze jest ona w znacznym stopniu odpowiedzialna za migracje komoérek zapalnych
do oun i uszkodzenia struktur biatkowych (Muller-Lander, Jones i wsp. 1996,
Cross, Woodroofe 1999). W badaniach patomortfologicznych mozgéw pacjentdw,
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ktoérzy zmarli w przebiegu s.r. stwierdzano znaczny wzrost ekspresji receptorow
dla IL-8 (Hesselenger i Horuk, 1999). W tym aspekcie zmniejszenie krazacych
monocytow zdolnych do wytwarzania IL-8 w trakcie leczenia GS moze mie¢
szczegOlne znaczenie dla procesu zdrowienia.

W zakresie uzyskanych wynikow wydaje sig, ze glikokortykosteroidy w s.r.
wywieraja korzystny wptyw w zakresie parametrow reakcji immunologicznej, od-
grywajacej role w procesie tworzenia sig ognisk demielinizacyjnych.
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