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Streszczenie

Wprowadzenie. Stwardnienie rozsiane (s.r.) jest przewlektym demielinizacyjnym schorzeniem osrodkowego
uktadu nerwowego, w ktdrego etiopatogenezie istotng rol¢ przypisuje si¢ zaburzeniom odpornosci komérkowe;.
Krytyczng role w rozwoju s.r. przypisuje si¢ autoreaktywnym wobec antygenéw mielinowych limfocytom CD4+.
Optymalna aktywacja limtocytéw T wymaga 2 sygnaléw. Sygnal 1 powstaje w wyniku rozpoznania antygenu
przez receptor limfocytu T w kontekscie antygenu zgodnosci tkankowej. Niezbednym warunkiem petnej aktywa-
cji limfocytu sg sygnaty kostymulujace, z ktérych najwazniejsza role odgrywa CD28.

Cel pracy. Ocena odsetka komérek CD4* krwi obwodowej wykazujacych koekspresje receptora CD28 u chorych
ze zwalniajaca 1 wtdrnie postepujgcg postacia s.r. oraz w grupie oséb zdrowych.

Material i metody. Badaniom poddano pozostajacych w wielomiesi¢cznej remisji 1 nieotrzymujacych leczenia im-
munomodulacyjnego 38 chorych ze zwalniajaca i 26 chorych z wtérnie postepujaca postacia s.r. oraz 24 osoby zdro-
we. Badanie koekspresji CD28 na komérkach CD4* przeprowadzono metoda podwdéjnej immunofluorescencii.
Wiyniki. U chorych z postacig zwalniajaca odsetek komérek CD4*/CD28* nie réznit si¢ znamiennie od wartosci
uzyskanych w grupie kontrolnej. Chorzy z postaciag wtdérnie postepujaca wykazywali znamiennie nizszy odsetek
komoérek CD4+/CD28* w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz nizszy, cho¢ nieznamiennie, w poréwnaniu z chory-
mi z postacig zwalniajacg. Ekspresja CD28 na komérkach CD4* nie korelowata z EDSS ani wspotczynnikiem pro-
gresji.

Whioski. U chorych ze zwalniajaca postacig s.r. stwierdzono prawidiowy odsetek komérek CD4* krwi obwodo-
wej wykazujacych koekspresje antygenu CD28, u chorych natomiast z postacia wtérnie postepujaca odsetek tych
komorek byt istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy oséb zdrowych. Zwigkszony odsetek komérek CD4*/CD28-
w postaci wtérnie postepujacej moze by¢ spowodowany przewlekla stymulacja in vivo i odpowiada¢ zwigkszonej
subpopulacji komérek pamieci immunologicznej, opisywanych w chorobach z autoagresji (Adv Clin Exp Med
2004, 13, 6, 955-960).

Stowa Kluczowe: stwardnienie rozsiane, CD4*/CD28*, krew obwodowa.

Abstract

Background. Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of central nervous system. T lymphocytes
are believed to play the central role in the disease process of MS. T cells to be fully activated require two signals.
The first one is provided by the recognition of the antigenic peptide presented in the context of self-major histo-
compatibility molecules by TCR/CD3 complex. The second one, antigen non-specific, is provided by costimula-
tory signals. The main role in this process plays CD28 molecule.

* Praca zostata wykonana w ramach Grantu Uczelnianego nr 404/2002.
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Objectives. Estimation of the proportion of CD4+*/CD28" cells from peripheral blood in relapsing-remitting (RR)
and secondary progressive (SP) MS patients and in healthy subjects.

Material and Methods. 38 RRMS and 26 SPMS patients with long-lasting clinical remission without
immunomodulatory therapy were included in this study. Control group consisted of 24 age- and sex-matched
healthy subjects. The expression of CD28 on CD4* cells was studied by dual immunofluorescence method.
Results. The proportion of CD4*/CD28* cells in RRMS patients did not differ significantly compared with con-
trols. The SPMS patients exhibited significantly lower proportion of these cells compared with controls, and also
with RRMS, but the difference was not significant. Expression of CD28 did not correlate with either EDSS or with
rate of progression.

Conclusions. The proportion of CD4*/CD28" cells from peripheral blood in RRMS patients was within normal
limits, while the SPMS patients exhibited significantly lower percentage of these cells compared with control
group. Increased proportion of CD4+*/CD28- cells in secondary progressive phase of the disease might result from
chronic activation in vivo and represent increased subpopulation of memory cells described in autoagressive dis-
orders (Adv Clin Exp Med 2004, 13, 6, 955-960).

Key words: multiple sclerosis, CD4*/CD28" cells, peripheral blood.

Stwardnienie rozsiane (s.r.) jest przewleklym
schorzeniem osrodkowego uktadu nerwowego
(0.u.n.) prowadzacym do niszczenia mieliny i ubyt-
ku aksonéw. W okoto 85% przypadkéw choroba
klinicznie rozpoczyna si¢ od naprzemiennie wyste-
pujacych rzutéw i remisji (posta¢ zwalniajaca) [1].
Z czasem trwania przebieg naturalny schorzenia
si¢ zmienia. W okresie do 10 lat od wystgpienia
pierwszych objawow s.r. u 50% pacjentéw z po-
czatkowo postacig zwalniajgcg, rozwija si¢ postaé
wtérnie postepujgca, a w nastepnych 10 latach taki
przebieg stwierdza si¢ u okoto 70% chorych [2, 3].
W etiopatogenezie schorzenia szczegdlng role
przypisuje si¢ zaburzeniom odpornosci komérko-
wej. Na modelu zwierzgcym s.r., tj. w alergicznym
zapaleniu mézgu i rdzenia (EAE — Experimental
Allergic Encephalomyelitis) udowodniono, ze
w rozwoju biernie indukowanego schorzenia kry-
tyczng role odgrywajg autoreaktywne wobec anty-
genéw mielinowych komérki CD4* [4, 5]. Biorg
udzial zaréwno w tworzeniu swiezych ognisk de-
mielinizacji, jak i progresji choroby [6]. Do pelnej
aktywacji limfocyt wymaga 2 sygnatéw. Sygnat 1.
jest antygenowo swoisty 1 powstaje w wyniku inte-
rakcji receptora limfocytu T (TCR/CD3) z antyge-
nem prezentowanym przez komorke prezentujaca
antygen (APC — antigen presenting cell) w kontek-
scie czgsteczek zgodnosci tkankowej (MHC — ma-
jor histocompatibility complex). Sygnatl 2. antyge-
nowo nieswoisty, determinujacy poziom aktywacji,
powstaje w wyniku interakcji czgsteczek kostymu-
lujacych z ich ligandami [7-9]. Jedng z najwazniej-
szych czasteczek kostymulujgcych, biorgcych
udzial w procesie pozytywnej regulacji procesu ak-
tywacji jest czgsteczka CD28, nalezaca do nadro-
dziny bialek immunoglobulinopodobnych. CD28
wystepuje konstytutywnie na okoto 50% limfocy-
tow CD8" 1 na ponad 90% limfocytéw CD4*, a jej
ekspresja wzrasta podczas stymulacji [10]. Interak-
cja czasteczki CD28 z jej ligandem B7 na komoérce
APC stymuluje proliferacje komoérek i wytwarza-

nie cytokin, w tym interleukiny-2 (IL-2) [9, 11].
Dwusygnatowa stymulacja jest niezb¢dna do akty-
wacji limfocytéw T, a brak sygnatu realizowanego
przez CD28 prowadzi do anergii klonalnej lub
apoptozy [12, 13].

Celem pracy byla ocena ekspresji receptora
CD28 na spoczynkowych limfocytach CD4* krwi
obwodowej u chorych na s.r. we wczesnej (postaé
zwalniajaca) i péZnej (posta¢ wtdrnie postepujaca)
postaci schorzenia, w porOwnaniu z grupg 0sob
zdrowych.

Material i metody

Badaniem objeto 64 chorych (43 kobiety i 21
mezczyzn) z klinicznie pewnym rozpoznaniem S.T.
wedtug klasyfikacji Komitetu Posera [14]. U 38 pa-
cjentéw, w wieku 21-50 lat (Srednio 36 + 9 lat),
choroba przebiegata w postaci zwalniajacej, a u 26,
w wieku 38-60 lat (Srednio 48 =+ Slat), przebieg
schorzenia byt wtérnie postepujacy [15]. W grupie
z przebiegiem zwalniajacym s.r. czas trwania cho-
roby wynosit 3—13 lat (Srednio 6 + 3 lata), a stopieri
niesprawnosci neurologicznej, oceniany w skali
EDSS [16] wahat si¢ 1-4,5 (srednio 3 + 1). Calko-
wity czas trwania choroby w grupie o przebiegu
wtornie postepujacym wynosit 8-31 lat (Srednio
17 + 6 lat), a stadium wtdrnie postgpujace trwato od
roku do 20 lat (Srednio 7 + 4 lata). W tej grupie sto-
pient niesprawnosci w skali EDSS wynosit 4,5-6,5
(Srednio 6 + 0,5). Ocena w skali EDSS byta wyko-
nywana w dniu pobrania krwi do badani. W calej ba-
danej grupie w okresie 12 miesigcy poprzedzaja-
cych badanie nie obserwowano rzutéw ani pogor-
szenia w skali EDSS o wiecej niz 1 stopieni. Chorzy
ci réwniez w tym okresie nie otrzymywali leczenia
immunomodulacyjnego. Grupe kontrolng stanowity
24 osoby zdrowe w wieku 21-54 lat (Srednio
35 + 10 lat). Badania krwi przeprowadzano po uzy-
skaniu pisemnej zgody od badanego.
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Izolacja

komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej

(PBMC:s — peripheral
blood mononuclear cells)

Do badania wykorzystano krew zylng pobrang
na czczo od pacjentdw i 0séb zdrowych, stanowig-
cych grupe kontrolng. Pobranie krwi oraz izolacje
komérek przeprowadzano w warunkach steryl-
nych. Do izolacji pobierano 20 cm?® krwi zylnej do
sterylnej strzykawki z dodatkiem 20 jednostek he-
paryny na kazdy 1 cm? krwi. Nastepnie krew roz-
cieficzano za pomocg RPMI 1640 w stosunku 1 : 1
i nawarstwiano na jednostopniowy gradient stgzeri
Lymphoflot (Biotest, AG, Niemcy). Po 20 minu-
tach wirowania przy 400 x g w temperaturze 4°C
komorki jednojadrzaste stanowigce warstwe po-
srednig miedzy Lymphoflot a osoczem zbierano
sterylng pipeta, a nastgpnie 3-krotnie ptukano PBS
(bez jonéw Ca*? i Mg*™). Gestos¢ tak przygotowa-
nej populacji komérek (PBMCs) byta okreslana
w komorze Burkera.

Oznaczanie ekspresji
antygenu CD28 na powierzchni
limfocytow T CD4*

Inkubacja z przeciwcialami

5 x 10° swiezo wyizolowanych PBMCs pod-
dano inkubacji z 50 pl 2% surowicy AB i przeciw-
cialem monoklonalnym skierowanym przeciwko
antygenowi CD28 skoniugowanym z fluoresceing
(FITC) (Serotec, Wielka Brytania) przez 30 minut
w temperaturze +4°C. Nastepnie ptukano w zim-
nym (4°C) 0,5% roztworze Tween w PBS. Tak
przygotowane komérki inkubowano z przeciwcia-
tem monoklonalnym skierowanym przeciwko an-
tygenowi CD4* skoniugowanym z fikoerytryng
(PE) (BD, USA) przez kolejne 30 minut w tempe-
raturze +4°C. Po dwukrotnym przeptukaniu w roz-
tworze Tween w PBS, komérki zawieszano w 300 pl
PBS (bez dodatku jonéw Mg** i Ca*?).

Analiza ekspresji antygenu CD28
metodg
podwdéjnej immunofluorescencji

Komorki zawieszone w PBS analizowano me-
todg podwdjnej immunofluorescencji w cytome-
trze przeplywowym FACScalibur (BD, USA).
Kontrole negatywng stanowily komoérki jednoja-
drzaste inkubowane z mysig immunoglobuling
zgodng izotypowo ze stosowanymi w probach

przeciwcialami monoklonalnymi, skoniugowang
z fluoresceing lub fikoerytryng (DAKO, Dania).
Wyniki zostaly przedstawione w postaci odsetka
komoérek podwdjnie pozytywnych CD4*/CD28",
odczytywanego z wykresu kropkowego fluores-
cencji dla wybramkowanej populacji 10 000 ko-
morek. Analiz¢ przeprowadzano z uzyciem pro-
gramu Cell Quest Software (BD).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono testem
Manna-Whitneya i wspétczynnika korelacji Spear-
mana.

Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badania eks-
presji czgsteczki CD28 na spoczynkowych limfo-
cytach CD4* krwi obwodowej u chorych na s.r.
o przebiegu zwalniajagcym, wtérnie postepujacym
oraz w grupie kontrolnej. Odsetek komorek
CD4*/CD28* u chorych na s.r. o przebiegu zwal-
niajacym i w grupie kontrolnej nie r6znit si¢ zna-

Tabela 1. Ekspresja receptora CD28 na limfocytach
CD4* krwi obwodowej u chorych ze zwalniajaca i wtor-
nie postgpujacg postacig stwardnienia rozsianego oraz
w grupie kontrolnej

Table 1. CD28 expression on CD4* cells from peripheral
blood in multiple sclerosis (MS) patients with relapsing-
remitting and secondary progressive phase of the disease
and in control group

CD28*CD4*
mediana
(median value)
dolny kwartyl gbrny kwartyl
(lower quartile)  (upper quartile)
Chorzy z postacig I
zwalniajaca stward- 85,50
nienia rozsianego 42,0 96,0
(RR MS patients)
n=38
Chorzy z postacig 1I
wtdrnie postepujacy 73,0
stwardnienia 48,0 94,0
rozsianego
(SPMS patients)
n=26
Grupa kontrolna 1
(Control group) 91,0
n=24 83,5 97,0
p 1:1I=0,18
11 : I = 0,006
I1:11= 0,27
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Tabela 2. Korelacja migdzy ekspresjg receptora CD28 na
komoérkach CD4* krwi obwodowej a Rozszerzong Skalg
Niewydolnosci Ruchowej (EDSS) oraz wspdtczynnikiem
progresji u chorych na stwardnienie rozsiane

Table 2. Correlation between CD28 expression on CD4*
cells from peripheral blood and Expanded Disability Sta-
tus Scale (EDSS), and between the rate of progression in
MS patients

Rozszerzona Wspétezynnik
Skala Niewydol- | progres;ji

nosci Ruchowej | (Rate
(Expanded Disa- | of progression)
bility Status Scale)

r p r p
Chorzy na -0,08 0,56 10,10 0,54
stwardnienie
rozsiane

(All MS patients)
n =64

Chorzy ze zwal- |-0,01 0,94 10,23 0,17
niajacq postacia
stwardnienia
rozsianego
(RRMS patients)
n =38

Chorzy z wtérnie| 0,27 0,19 |-0,30 0,13
postepujaca pos-
tacig stwardnie-
nia rozsianego
(SPMS patients)
n=26

miennie (p = 0,18). U chorych z postacig wtdrnie
postepujaca odsetek tych komoérek byt znamiennie
nizszy w poréwnaniu do wyniku uzyskanego
w grupie kontrolnej (p = 0,006). Nie wykazano na-
tomiast réznicy w odsetku komérek CD4+/CD28*
miedzy dwoma grupami chorych (p = 0,27), cho-
ciaz w grupie chorych z postacig wtdrnie postgpu-
jaca byt nizszy.

U kazdego pacjenta w dniu pobrania krwi do
badania okreslano stopieri niesprawnosci w skali
EDSS. Obliczano réwniez tzw. wspéiczynnik pro-
gresji, dzielagc wartos¢ EDSS przez czas trwania
choroby (w latach). Wyniki badan korelacji mie-
dzy ekspresja czgsteczki CD28 na komorkach
CD4* krwi obwodowej i EDSS oraz wspoétczynni-
kiem progresji dla catej grupy chorych oraz dla pa-
cjentdw z postacig zwalniajgcg i wtérnie postgpu-
jaca zestawiono w tabeli 2. Jak wynika z tabeli,
ekspresja CD28 na komoérkach CD4* nie korelo-
wata ani z EDSS, ani ze wspétczynnikiem progre-
sji zarbwno w calej grupie chorych, jak i w jej po-
szczegblnych postaciach. Na rycinie 1 przedsta-
wiono reprezentatywne przyktady koekspresji anty-
genu CD28 na komérkach CD4* krwi u pacjenta
ze zwalniajgca, wtérnie postgpujaca postacig s.r.
oraz u osoby z grupy kontrolne;j.

10¢
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Ryc. 1. Reprezentatywne przyktady ekspresji antygenu
CD28 (FL1-H) na komérkach CD4* (FL2-H) krwi obwo-
dowej oceniane metodg podwdjnej immunofluorescenciji:
A — osoba z grupy kontrolnej, u ktérej wykazano 97%
komérek CD4*CD28*,

B — chory ze zwalniajacg postacig stwardnienia rozsia-
nego, u ktérego wykazano 97% komoérek CD4+*CD28,
C — chory z wtdrnie postg¢pujaca postacig stwardnienia roz-
sianego, u ktérego wykazano 58% komoérek CD4*CD28*

Fig. 1. Representative examples of CD28 co-expression
(FL1-H) on CD4* cells (FL2-H) from peripheral blood
determined by dual flow cytometry:

A — healthy control, 97% of cells are double positive
(CD4+*CD28"),

B - patient with relapsing-remitting multiple sclerosis
(RRMS), 97% of cells are double positive
(CD4+*CD28"),

C — patient with secondary progressive multiple sclero-
sis (SPMS), 58% of cells are double positive
(CD4+*CD28")
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Omowienie

Interakcja antygenu CD28 z jego ligandami
(CD80, CD86) na komérkach APC jest uwazana
za najsilniejszy sygnat kostymulujacy limfocytéw T.
W dotychczasowych badaniach nad udziatem pro-
ceséw kostymulacji w patogenezie s.r. autorzy
koncentrowali si¢ na ocenie ekspresji antygendéw
CDS80 i CD86 na komérkach APC [17-20]. Bar-
dzo mato prac jest poswigconych badaniom eks-
presji antygenu CD28 limfocytéw krwi obwodo-
wej [18, 21, 22]. W badaniach autorzy oceniali ko-
ekspresje antygenu CD28 na komdérkach CD4*
krwi obwodowej u chorych ze stwardnieniem roz-
sianym o przebiegu zwalniajagcym i wtdrnie poste-
pujagcym. Byli to chorzy w okresie wielomiesigcz-
nej remisji klinicznej, nieotrzymujacy leczenia im-
munomodulacyjnego. W grupie o przebiegu zwal-
niajacym odsetek limfocytéow CD28*/CD4* nie
roznit si¢ istotnie w poréwnaniu z grupg kontrol-
na, co jest zgodne z doniesieniem Svennigssona et
al. [18]. W grupie chorych z postacig wtérnie po-
stepujacg odsetek komodrek CD28*/CD4* byt zna-
miennie nizszy w poréwnaniu do wyniku uzyska-
nego w grupie kontrolnej. W poréwnaniu z wyni-
kiem uzyskanym w grupie chorych o przebiegu
zwalniajacym, odsetek komérek CD4+/CD28*
u chorych z postacig wtérnie postepujgcg byt niz-
szy, ale nieznamiennie. Obnizona ekspresja CD28
moze by¢ nastepstwem przewleklej aktywacji in
vivo. Wiadomo bowiem, ze w wyniku interakcji
CD28 z ligandami dochodzi do przejsciowej inter-
nalizacji receptora [23].

Badania na modelu zwierzecym s.r. wykazaty,

PiSmiennictwo

ze indukcja schorzenia rozpoczyna si¢ od aktywa-
cji krazacych we krwi autoreaktywnych limfocy-
tow T wobec okreslonego epitopu mieliny. Po
przejsciu przez barier¢ krew—mdzg i indukcji pro-
cesu zapalno-demielinizacyjnego, przez uszko-
dzong barier¢ powracajg do krwiobiegu zaktywo-
wane w o.u.n. makrofagi, prezentujace rézne frag-
menty antygenéw mielinowych, co moze aktywo-
wac kolejne autoreaktywne wobec tych epitopow
limfocyty T [24]. Aktywacja limfocytéw T we
krwi moze réwniez przebiega¢ w procesie mole-
kularnej mimikry lub w wyniku reakcji limfocytu
z superantygenem [25, 26]. Przewlekly stan akty-
wacji uktadu immunologicznego prowadzi do zja-
wiska rozprzestrzenienia epitopu (epitope spread-
ing) [27]. Nie mozna réwniez wykluczyé, ze
zwigkszony odsetek komérek CD4+/CD28~ odpo-
wiada subpopulacji komérek pamigci immunolo-
gicznej opisywanej przez Markovic-Plese et al.
[22] u czgsci chorych na s.r. Komorki te prolifero-
waly znacznie intensywniej i wytwarzaly wigksza
ilos¢ prozapalnych cytokin (IFN-y, IL-12) podczas
stymulacji przeciwcialem anty-CD3 w poréwna-
niu z komérkami CD4*/CD28* stymulowanymi
facznie przeciwcialem anty-CD3 i anty-CD28.
Miaty fenotyp komérek pamigci immunologicz-
nej, a ich znaczny odsetek stanowity komorki re-
aktywne wobec antygenéw mielinowych. Dodat-
kowo komérki te nie wykazywaty ekspresji supre-
sorowego antygenu CTLA-4 i w ten sposéb mogly
unika¢ fizjologicznego mechanizmu, prowadzace-
go do hamowania reakcji immunologicznej. Mo-
glyby by¢ wigc odpowiedzialne za utrzymanie
procesu zapalno-demielinizacyjnego.
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