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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (SM) jest przewleklym autoimmunologicznym schorzeniem zapalnym
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) przebiegajacym z infiltracja limfocytéw i makrofagéw
oraz lokalng demielinizacja. U podtoza zmian chorobowych obserwowanych w przebiegu SM
lezy reakcja zapalna mediowana przez autoreaktywne klony limfocytéw T pomocniczych Thl.
Dotychczas brakuje w petni skutecznych oraz pozbawionych dziatari niepozadanych metod lecze-
nia SM. W zwiazku z tym istnieje ogromna potrzeba opracowania terapii SM, ktéra pozwolitaby
W sposéb swoisty kontrolowaé przebieg choroby. Bogatym Zrédiem informacji na temat roli ukta-
du immunologicznego w patogenezie SM sa badania prowadzone na zwierzgtach. Powszechnie
stosowanym modelem eksperymentalnym imitujacym SM jest eksperymentalne autoimmuno-
logiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE), ktére mozna wywotac u genetycznie predysponowa-
nych szczepdw myszy, szczuréw czy tez matp rhesus. Proces autoimmunizacji w przebiegu EAE
jest indukowany przez aktywowane autoreaktywne limfocyty T CD4* swoiste wzgledem sktad-
nikéw mieliny. Wiedza uzyskana dzigki badaniom prowadzonym na modelu EAE, bezposrednia
ocena zmian w oSrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym z udzialem nowoczesnych me-
tod badawczych pozwala na lepsze zrozumienie natury zaburzen odpowiedzi immunologicznej
w SM, a tym samym na mozliwo$¢ manipulacji poszczegdlnymi komponentami tejze odpowie-
dzi.

stwardnienie rozsiane * eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie mozgu i rdzenia ¢
tolerancja ¢ komorki T supresyjne ¢ cytokiny

Summary

Multiple Sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease of the central nervous sy-
stem (CNS) characterized by the presence of cellular infiltrates consisting primarily of lympho-
cytes and macrophages and localized areas of demyelination in the CNS. MS is thought to be ini-
tiated by self-reactive CD4* Th1 T cells. Thus far, treatment modalities for MS are limited, with
the most common acting nonspecifically on the immune system, resulting in a general immuno-
suppression accompanied by severe side effects. There is a large demand for developing MS the-
rapy that particularly targets pathogenic myelin-specific T cells. Experimental allergic encephalo-
myelitis (EAE) is a well-characterized animal model that mimics many of the disease symptoms
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of MS, including the presence of cellular infiltrates and demyelination. EAE can be actively in-
duced in genetically susceptible strains of mice, rats, and monkeys and is mediated by activated
autoreactive CD4* T cells that are specific to MBP (myelin basic protein). The knowledge acqui-
red using EAE allows us to better understand the pathogenesis of MS and thus manipulate par-
ticular components of the immune response in order to develop an efficient therapy.
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encephalomyelitis); CAM - miedzykomdrkowa molekuta adhezyjna (intercellular adhesion
molecule); IFN - interferon; IP - biatko indukowane przez interferon (interferon-inducible
protein); MBP - zasadowe biatko mieliny (myelin basic protein); MCP - biatko chemotaksji
monocytéw (monocyte chemoattractant protein); MHC - gtéwny uktad zgodno$ci tkankowej (major
histocompatibility complex); MIP - biatko zapalne makrofagéw (monocyte inflammatory protein);
MOG - mielinowa glikoproteina oligodendrocytow (myelin oligodendrocyte glycoprotein); NKT

- naturalna komarka cytotoksyczna T (natural killer T lymphocyte); PLP - biatko proteolipidowe
(proteolipid protein); RANTES - regulowany przez aktywacje; ekspresja i wydzielanie przez
prawidtowe (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted); SM - stwardnienie
rozsiane (sclerosis multiplex); TCR - receptor limfocytow T (T-cell receptor); TGF - transformujacy
czynnik wzrostu (transforming growth factor); Th - limfocyt T pomocniczy (T helper); TNF - czynnik
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor); Ts/Tr - limfocyt T supresorowy/regulatorowy; VCAM
- czasteczka adhezji komoérkowej naczyn (vascular cell adhesion molecule); VLA - antygen bardzo

pozZny (very late antigen).

STWARDNIENIE ROZSIANE

Stwardnienie rozsiane (SM) jest jedna z najczesciej wysteg-
pujacych choréb demielinizacyjnych u ludzi, charakteryzu-
jaca si¢ przewleklym stanem zapalnym osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). SM zaliczane jest do grupy schorzen
autoimmunizacyjnych o wciaz nieznanej etiopatogenezie.
Wiele réznych czynnikéw wptywa na rozwdj tego scho-
rzenia, ale do najwazniejszych naleza: genetyczna predys-
pozycja, infekcje oraz zjawiska o charakterze autoagres;ji.
Obecnie powszechnym uznaniem ciesza si¢ nastgpujace te-
orie powstawania SM: wirusowa, zaktadajaca, ze czynni-
kiem inicjujacym chorobg jest infekcja wirusowa; immu-
nologiczna, wiazana z aktywacjq autoreaktywnych klonéw
limfocytéw T; wirusowo-immunologiczna, stanowigca wy-
padkowa wspomnianych teorii, gdzie czynnik wirusowy
stanowi element inicjujacy chorobe, podczas gdy dalszy
proces chorobowy ma charakter immunologiczny.

Z badan epidemiologicznych wynika, ze réwniez czynni-
ki srodowiskowe maja wptyw na zachorowalnos¢ na SM,
gdyz migracje ludzi do innych stref klimatycznych przed
osiagnigciem dojrzatosci (przed 15 r.z.) moga zwigkszy¢
lub zmniejszy¢ ryzyko zachorowania na SM. Ponadto
opisano epidemiczne wystapienie SM wsréd izolowa-

nych populacji ludzi (Wyspy Faroe, Islandia) po zetknig-
ciu si¢ z Europejczykami lub mieszkaricami Ameryki
Péinocnej, co sugeruje zakaZny charakter czynnika indu-
kujacego SM [54].

Obserwacje kliniczne wskazuja na wiele patogendw, ktére
moga powodowac choroby demielinizacyjne obwodowe-
go lub osrodkowego uktadu nerwowego. Stwierdzono, ze
naleza do nich: wirus Epsteina-Barr (EBV), cytomegalii
(CMV), odry, ludzki wirus opryszczki 6 (HHV-6), wirus
ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV), a takze mikopla-
zma i pateczka Campylobacter jejuni. Epizody ostrej de-
mielinizacji mogg wystapic u ludzi po przejsciu licznych
infekcji wirusowych i w wielu przypadkach obserwuje
si¢ prawie identyczne zmiany w substancji bialej OUN.
Przypuszczalnie wspélny mechanizm demielinizacji wy-
nika z bezposredniego uszkadzania oligodendrocytéw lub
z rozwoju poinfekcyjnych zaburzen odpowiedzi immuno-
logicznej i niszczenia wtasnej tkanki nerwowej w rozwi-
jajacym sig procesie autoagresji [27].

Dowodem na udziat czynnika infekcyjnego w rozwoju
SM moga by¢ wyniki badan klinicznych wskazujace na
korelacje miedzy wystapieniem infekcji wirusowej u pa-
cjentéw z SM, a pogorszeniem przebiegu choroby. U cho-
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rych odnotowano m.in. podwyzszone stezenie interferonu
o (IFN-) i proteiny indukowanej przez IFN-o (MxA), oraz
duza ekspresje antygenéw MHC klasy I na oligodendro-
cytach w trakcie infekcji, co moze mie¢ zwiazek z cyto-
toksycznoscia zalezna od limfocytéw T CD8*. Natomiast
podwyzszone miano przeciwciat antywirusowych moze
Swiadczy¢ jedynie o zaburzeniu odpowiedzi immunolo-
gicznej pacjentéw. Warto zaznaczy¢, ze wyizolowano kwa-
sy nukleinowe, co najmniej czternastu wiruséw z mozgow
pacjentéw, jednak do dzisiaj nie ustalono istotnej zalezno-
§ci migedzy zachorowalnoscia na SM, a konkretng infek-
cja wirusowa. Nie wykryto rowniez zadnego zewnatrz-
pochodnego czynnika sprawczego w aktywnych ptytkach
demielinizacji [3].

W ostatniej dekadzie pojawito si¢ wiele doniesien o obec-
nosci wirusa opryszczki w miejscach uszkodzen substan-
cji biatej pacjentéw, szczegdlnie odmian wirusa typu I, II
i VI. Natomiast zastosowanie leku przeciwopryszczko-
wego (acyklowir) w terapii prowadzito do zmniejszenia
liczby atakéw choroby [15]. Poczynione obserwacje po-
nownie wzbudzily zainteresowanie infekcyjnymi hipote-
zami etiologii SM.

UbziAL MECHANIZMOW IMMUNOLOGICZNYCH W PATOGENEZIE SV

Pierwszy przypadek SM opisal francuski neurolog Jean-
Martin Charcot w 1868 r., ktéry zaobserwowal okotona-
czyniowe nacieki komorek zapalnych w substancji bialej
mozgu i rdzenia krggowego pacjentdw z epizodami neuro-
logicznych dysfunkcji [19,25]. Rozwéj nowoczesnych me-
tod badawczych pozwolit stwierdzié, ze lokalnie w OUN
dochodzi do infiltracji limfocytéw T i makrofagéw (Mf)
z wysoka ekspresja MHC klasy I, do uszkodzenia oligo-
dendrocytéw i ostonki mielinowej neuronéw w postaci
ptytek demielinizacyjnych (plak), a takze proliferacji as-
trocytéw. Plaki najczgsciej umiejscawiaja si¢ w okolicach
okotokomorowych, nerwu wzrokowego, pnia mézgu oraz
rdzenia krggowego [25,54].

Patogeneza i etiologia SM jest nieznana, jednak stale ros-
nie liczba dowoddéw $wiadczacych o autoimmunologicznym
podiozu choroby. W badaniach laboratoryjnych stwierdza
si¢ obecnosé przeciwciat oligoklonalnych w ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym (PMR) oraz ich brak w surowicy pacjen-
téw z SM, co wskazuje na aktywacj¢ uktadu immunolo-
gicznego. Z posrednich obserwacji wynika, ze stosowanie
w leczeniu czynnikéw immunomodulujacych, takich jak:
IFN-f czy octan glatirameru, oraz lekéw immunosupre-
syjnych: cyklofosfamid, metotreksat, mitoksantron, moze
spowalnia¢ rozwdj choroby interferujac z toczacym sig
procesem zapalnym [27]. Ponadto, we krwi obwodowej
chorych obserwowano spadek liczby supresyjnych limfo-
cytéw T CD4* CD45R", a takze zaburzenie ich funkcji su-
presyjnych po aktywacji in vitro, co moze sugerowaé de-
fekt mechanizmoéw regulacyjnych [54].

Wielu badaczy uwaza, ze zasadnicza rolg¢ w patogenezie
SM odgrywaja autoreaktywne limfocyty T. Komoérki T,
swoiste wzgledem antygendéw mieliny, izolowane z krwi
pacjentéw stanowia heterogenna populacje komodrek w sto-
sunku do ludzi zdrowych [54]. U pacjentéw z ostrym napa-
dem choroby izolowano autoreaktywne limfocyty T, ktére
wytwarzaty cytokiny profilu komérek Th1: IFN-yi TNF-o

(prozapalnych), podczas gdy klony komoérek izolowane
w trakcie remisji wykazywaly zwigkszone wytwarzanie
IL-10 i TGF-B (przeciwzapalnych) [20].

Przypuszcza sig, ze aktywacja autoreaktywnych limfocy-
téw T zachodzi obwodowo i moze by¢ wynikiem krzyzo-
wej reakcji w trakcie np.: infekcji wirusowej (mimikra mo-
lekularna), stymulacji na zasadzie ,,przygodnego widza”,
stymulacji przez superantygeny lub produkty patogenéw
nasladujace cytokiny, chemokiny badz receptory chemokin
gospodarza [56]. Aktywowane limfocyty T wykazujg eks-
presje LFA-1 oraz VLA-4, ktdre utatwiajg przyleganie do
komérek srédbtonka. U chorych na SM stwierdzono w na-
czyniach mikrokrazenia mézgu oraz w obrebie plaka wy-
soka ekspresje czastek MHC klasy II, ICAM-1, VCAM-1
oraz E-selektyny [70]. Czgs¢ sposréd wspomnianych mo-
lekut adhezyjnych moze uczestniczy¢ w migracji limfo-
cytow T do miazszu mézgu, a wysoka ekspresja antyge-
néw zgodnosci tkankowej MHC klasy II moze prowadzic¢
do aktywacji limfocytéw T autoreaktywnych [56]. Po roz-
poznaniu autoantygenu limfocyty aktywuja Mf, ktére wy-
dzielaja wolne rodniki tlenowe (ROIs), tlenek azotu (NO),
enzymy proteolityczne i za posrednictwem bezposred-
niej fagocytozy uszkadzaja ostonki mielinowe neuronéw.
Uwalniane przez komoérki Th1: IFN-yi TNF-a uszkadza-
ja oligodendrocyty oraz moga stymulowac¢ astrocyty lub
mikroglej do ekspresji molekut kostymulujacych i pel-
nienia funkcji APC. Jednoczesnie istnieja doniesienia, iz
w procesie degradacji ostonek mielinowych pewna rolg
odgrywaja takze limfocyty T cytotoksyczne, w tym row-
niez limfocyty Tyd [50,54]. Na ryc. 1 przedstawiono naj-
wazniejsze komponenty immunologiczne zaangazowane
w patomechanizmie SM.

W 1948 r. E. Kabat odkryt podwyzszone stgzenie oligoklo-
nalnych immunoglobulin w PMR chorych na SM. Parametr
ten stanowi do dzisiaj jeden z najczulszych markeréw tej
choroby (ponad 95% pacjentéw pozytywnych), niestety
nieswoisty, gdyz wysokie wartosci odnotowano réwniez
w innych schorzeniach demielinizacyjnych. Ciekawym
spostrzezeniem byto odkrycie, ze u wielu pacjentéw wy-
stgpowaly przeciwciata skierowane przeciwko immuno-
dominujacemu peptydowi MBP (85-99), ktéry byt rozpo-
znawany przez autoreaktywne limfocyty T. Wskazuje to
na udziat limfocytéw T w podtrzymywaniu wytwarzania
przeciwcial antymielinowych. Limfocyty B moga zatem
wytwarza¢ autoprzeciwciata po aktywacji analogiczne;j
do limfocytéw T i potggowac destrukcje wtasnych tkanek
w procesie autoagresji. Nie ma jednak wystarczajacych do-
wodow na to, by uzna¢ limfocyty B lub autoprzeciwciata
za przyczyng rozwoju SM. Istniejg réwniez przeciwstaw-
ne doniesienia, ktére §wiadcza o udziale autoprzeciwciat
w mediowaniu procesu remielinizacji [S6].

Tematem dyskusji pozostaje rola astrocytéw i mikro-
gleju w patogenezie SM i w rozwoju procesu zapalne-
go w OUN. Istnieja doniesienia o petnionej przez nie roli
efektywnych APC, ktére podtrzymuja toczacy si¢ proces
zapalny, ale jednoczesnie sugeruje sig¢, ze wykazuja ak-
tywnos$¢ immunosupresyjna. Komoérki mikrogleju uznaje
si¢ za bardziej kompetentne APC w poréwnaniu z astro-
cytami, ze wzgledu na jednoczesna ekspresje MHC kla-
sy II oraz czastek kostymulujacych B-7, ktérych obecno-
Sci nie stwierdzono na astrocytach w miejscach uszkodzen
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Ryc. 1. Mechanizmy immunologiczne zaangazowane w patomechanizmie stwardnienia rozsianego; APC — komarki prezentujace antygen;
Ag — antygen; Ab — przeciwciato; B — limfocyt B; MHCII — antygen zgodnosci tkankowej klasy II; Mf — makrofag; Tap — limfocyt T
z receptorem antygenowym typu af; Ty — limfocyt T z receptorem antygenowym typu yd, PC — plazmocyt

substancji bialej. Obserwowano réwniez, ze astrocyty ak-
tywuja in vitro limfocyty T tylko po uprzednim kontakcie
z mikroglejem. Metoda immunohistochemiczna wykaza-
no, ze komorki mikrogleju i astrocyty sa zdolne do wytwa-
rzania wielu cytokin: IL-1f, IL-2, -4, -10, TNF-o., TGF-B
[56]. Ponadto, astrocyty moga wytwarza¢ IFN-y i wyka-
zywac ekspresje molekuty CD1, ktérej obecnos¢ stwier-
dzono w plakach demielinizacyjnych u chorych na SM
(szczegblnie CD1b) [2].

Uwalnianie cytokin przeciwzapalnych TGF-3 i IL-10 przez
mikroglej i astrocyty moze swiadczy¢ o tym, ze komorki
te moga uczestniczy¢ w negatywnej regulacji odpowiedzi
immunologicznej w OUN i dziata¢ supresyjnie na limfo-
cyty Thl. Ponadto, wykazano, ze na astrocytach i neuro-
nach ulegaja ekspresji molekuty FasL, co moze stanowi¢
immunologiczna barier¢ mézgowa, ograniczajaca infiltra-
cje komorek zapalnych. Czasteczki FasL sa réwniez obec-
ne na powierzchni limfocytéw T i komérkach mikrogle-
ju, jednak w SM obserwowano obnizong ekspresj¢ FasL
na powierzchni autoreaktywnych limfocytéw T, co z kolei
moze wskazywaé na zaburzenie zdolnosci indukowania
apoptozy tych komérek u chorych na SM [56].

Ostatnie doniesienia wskazuja na zasadniczg rol¢ komérek
dendrytycznych (DC) w patogenezie choréb autoimmuno-
logicznych. Pozyskane z krwi obwodowej chorych na SM
komorki dendrytyczne wykazuja wysoka ekspresje mole-
kuty CD1a, za posrednictwem ktérej moga prezentowac li-
pidowe antygeny (Ag) limfocytom NKT, a ponadto DC wy-

twarzaja wigksze ilosci cytokin prozapalnych (TNF-o, IL-6
oraz IL-12) w poréwnaniu z grupa kontrolna ludzi zdro-
wych [36]. Jednoczesnie wiadomo, ze DC sposréd APC
maja najwigksza zdolnos¢ prezentacji Ag naiwnym limfo-
cytom T, sa wigc najlepszymi kandydatami do indukowa-
nia przetamania tolerancji na autoantygeny. Przypuszcza
sie, ze leczenie IFN- hamuje zdolno$¢ uwalniania IL-12
przez DC, co wplywa supresyjnie na wydzielanie IFN-y
przez limfocyty T efektorowe [5].

Do innych zmian towarzyszacych SM nalezy duze steze-
nie chemokin obserwowane w PMR pacjentéw cierpia-
cych na SM, takich jak: IP-10 (CXCL10), MIG (CXCL9)
oraz RANTES (CCLY5), przy jednoczesnym spadku MCP-
1. Prawie 90% limfocytéw T izolowanych z PMR, a tylko
40% komorek krwi obwodowej wykazato duza ekspresje
receptoréw IP-10/MIG (CXCR3). W przypadku receptoréw
RANTES (CCRS5) réznica migdzy komérkami PMR i krwi
nie byta tak duza. Przypuszcza sig, ze ekspresja receptoréw
chemokin na powierzchni limfocytéw, aktywowanych Mf,
czy monocytow moze mie¢ bezposredni zwiazek z patoge-
nezg SM. Same chemokiny oprécz roli chemoatraktantéw
petnia funkcje regulacyjne w procesach aktywowania lim-
focytéw T, ich réznicowania oraz w wytwarzaniu przez nie
cytokin [27]. W modelu zwierzecym choroby, chemokiny
pojawiaja si¢ w mézgu wtérnie w stosunku do komoérko-
wego nacieku zapalnego [56].

Lucchinetti i wsp. oraz Lassman i wsp. zasadniczo zmienili
podejscie do patologii SM. Wyrdznili cztery ré6zne modele
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demielinizacji, z ktérych dwa dotycza autoimmunologiczne;j
reakcji przeciwko mielinie, a dwa wiaza si¢ z uszkodzeniem
oligodendrocytéw [38]. Odkrycia immunopatologii oraz
wieloletnie obserwacje klinicystow sugeruja, ze SM nie jest
pojedyncza jednostka chorobowa, lecz obejmuje grupg cho-
réb demielinizacyjnych o podobnej klinicznej prezentacji.
Z kazdym proponowanym schematem uszkodzenia otoczek
mielinowych wiaze si¢ prawdopodobnie odmienna etiolo-
gia, co moze stanowi¢ wyjasnienie dla rozbieznych wyni-
kéw uzyskiwanych przez rézne zespoty badawcze.

EKSPERYMENTALNE AUTOIMMUNOLOGICZNE ZAPALENIE MOZGU
1 RDZENIA U ZWIERZAT (EAE)

Powszechnie stosowanym modelem eksperymentalnym
imitujacym SM jest eksperymentalne autoimmunologicz-
ne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE), ktére mozna wywo-
fa¢ u genetycznie predysponowanych szczepéw myszy,
szczuréw czy tez malp rhesus przez immunizacje Ag mie-
liny podawanymi wraz z kompletnym adiuwantem Freunda
(CFA). EAE, podobnie jak SM, jest demielinizacyjna cho-
roba OUN, a jej przebieg zalezy réwniez od czynnikéw ge-
netycznych i Srodowiskowych. W odréznieniu jednak od
SM etiologia EAE jest zdefiniowana. Za rozwdj choroby
sg odpowiedzialne swoiste dla sktadnikéw mieliny lim-
focyty Thl CD4*, ktére wytwarzaja IFN-y, IL-2, TNF-3
[47]. W patogenezie EAE sa zaangazowane rowniez lim-
focyty Th2, limfocyty T CD8*, Mf, limfocyty B i prawdo-
podobnie komérki NK.

Inspiracja do opracowania modelu zwierz¢cego imitujace-
go swym przebiegiem SM byly zaburzenia neurologicz-
ne obserwowane u niektérych ludzi, w trakcie pierwszych
préb szczepien przeciw wirusowi wscieklizny, wykony-
wanych pod koniec XIX w. Szczepionke pozyskiwano
z homogenatu rdzenia krggowego krélikéw infekowanych
wirusem wscieklizny. Zespdt objawoéw, ktéry nazwano
poszczepiennym zapaleniem mézgu i rdzenia, poczatko-
wo przypisywano wirusowi, jednak Remlinger wykazat,
ze za rozw0j choroby odpowiedzialne sa czynniki zawar-
te w tkance nerwowej. W 1947 r. Kabat z uzyciem adiu-
wantu indukowatl pierwsze eksperymentalne autoimmu-
nologiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE) u zwierzat
naczelnych. U malp, ktére otrzymaty homogenat rdzenia
kregowego pozbawiony wirusa, rozwijala si¢ po pewnym
czasie choroba demielinizacyjna w identyczny sposéb jak
u zwierzat immunizowanych homogenatem zawierajacym
wirus. Z kolei w 1949 r. Olitsky wywotat demielinizacyjna
chorobeg u myszy i od tego czasu mysie EAE zostato uzna-
ne za model zwierzgcy choroby demielinizacyjnej OUN.
W 1951 r. odkryto, ze mielina jest zbudowana w 50% z pro-
teolipidu (PLP), a w 1962 r. Einstein zidentyfikowat za-
sadowe biatko mieliny (MBP) jako Ag OUN wywotujacy
EAE (30% mieliny). Ostatnim odkrytym sktadnikiem in-
dukujacym EAE byta mielinowa glikoproteina oligoden-
drocytéow (MOG) (0,01-0,05% mieliny) [19]. Dalsze ba-
dania koncentrowaty si¢ nad okre§leniem mechanizméw
lezacych u podstaw EAE.

W 1981 r. udowodniono udzial swoistych wzgledem Ag
mieliny limfocytéw T CD4* w indukcji EAE poprzez ad-
optywny transfer choroby na naiwnych syngenicznych bio-
rcow z udzialem tych komérek [47]. Posta¢ choroby wy-
wotana za posrednictwem adoptywnego transferu komoérek

efektorowych zostata okreslona mianem pasywnej w od-
réznieniu od aktywnej postaci EAE, indukowanej samym
Ag z adiuwantem. Dalsze badania prowadzone na mode-
lu zwierzecym SM wykazaty obecnos¢ autoreaktywnych
limfocytéw T swoistych dla antygenéw mieliny takze w or-
ganizmie zdrowych osobnikéw.

Po odkryciu w 1986 r. subpopulacji limfocytéw pomoc-
niczych Thl1 i Th2 rézniacych si¢ profilem wytwarzanych
cytokin [42], naukowcy podje¢li badania w celu ustale-
nia, do ktérej populacji naleza komorki efektorowe EAE.
Wykazano, ze autoreaktywne MBP-swoiste komérki od-
znaczaly si¢ wytwarzaniem cytokin typowych dla limfo-
cytéow Thl, a transfer tych komérek indukowat EAE u na-
iwnych biorcéw.

Obecnie eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie
moézgu i rdzenia sa charakteryzowane jako reakcja nadwraz-
liwosci typu péZznego (DTH), ktéra rozwija si¢ wskutek in-
filtracji OUN przez limfocyty Th1 uwalniajace cytokiny
prozapalne (IFN-y, TNF-B, IL-2) oraz Mf. Autoreaktywne
komérki T rozpoznaja Ag mieliny, ktére moga by¢ prezen-
towane przez okotonaczyniowe Mf bariery krew-mézg [27].
Po aktywacji limfocyty T uwalniaja cytokiny i chemokiny,
ktére zmieniaja ekspresj¢ molekut adhezyjnych na otacza-
jacych komorkach, zwigksza si¢ przepuszczalnosé barie-
ry krew-mézg i dochodzi do rekrutacji komorek z kraze-
nia do miazszu mozgu.

Ubziat cyTokiN w Rozwoiu EAE

Role poszczegdlnych cytokin w rozwoju EAE badano po-
dajac egzogenne cytokiny, ich inhibitory, wykorzystujac
w doswiadczeniach szczepy myszy z odpowiednim de-
fektem genetycznym (myszy typu ,.knock-out) oraz oce-
niano poziom mRNA cytokin metodami biologii moleku-
larnej. Dzigki tym badaniom uzyskano wiele informacji
o mechanizmach regulacyjnych odpowiedzi immunolo-
gicznej. Stwierdzono m.in, ze podanie zwierzgtom INF-y,
wbrew oczekiwaniom, redukuje objawy EAE, natomiast
iniekcja przeciwcial neutralizujacych INF-y (mAb anty-
IFN-Y) zaostrza proces chorobowy. Wobec powyzszego
mozna przypuszczac, ze IFN-y nie jest niezb¢dny w roz-
woju EAE. U pacjentéw z SM podanie INF-y prowadzi
do pogorszenia przebiegu choroby, co moze sugerowac
odmienna funkcje tej cytokiny u réznych gatunkéw [45].
W badaniach nad rola TNF-a0 w EAE wykazano, ze poda-
nie TNF-a stymuluje rozw6j EAE i proces demielinizacji
u zwierzat, natomiast mAb anty-TNF-a znacznie reduku-
ja proces zapalny w OUN i uniemozliwiaja rozwéj pasyw-
nej postaci choroby. Zadowalajace wyniki leczenia EAE
uzyskano stosujac réwniez rozpuszczalng postac recepto-
ra TNF-a (sTNF-R) [51]. Z kolei badania z wykorzysta-
niem defektywnych szczepéw myszy TNF-o. —/— dostar-
czyly sprzecznych wynikéw.

Wykazano réwniez, ze podanie IL-2 nasila objawy EAE
indukowanego przez transfer swoistych wzgledem Ag mie-
liny limfocytéw T, przypuszczalnie zwigkszajac ekspansje
tych komoérek. Z kolei podanie mAb anty-IL-2 drastycz-
nie redukuje objawy pasywnego EAE [21]. W innych ba-
daniach zaobserwowano, ze laczne podanie IL-2 i duzej
dawki Ag prowadzi do nawrotu EAE, mimo znacznie zre-
dukowanej liczby autoreaktywnych limfocytéw T. Podanie
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egzogennej cytokiny moze stymulowa¢ komorki, ktore
przyczyniaja si¢ do rozwoju procesu zapalnego i demie-
linizacji [54].

W badaniach nad rola IL-6 wykazano, ze podawanie zwie-
rzgtom tej cytokiny zaostrza przebieg EAE, a blokowanie
dziatania IL-6 hamuje rozwdéj choroby. Myszy defektyw-
ne IL-6 —/— sa odporne na indukcj¢ EAE, jednak iniekcja
IL-6 w fazie przedklinicznej przywraca mozliwo$¢ rozwo-
ju choroby u tych zwierzat. Adoptywny transfer aktywowa-
nych in vitro limfocytéw T z defektem wytwarzania IL-6
nie stymuluje rozwoju choroby, zaréwno u biorcéw z de-
fektem wytwarzania IL-6, jak réwniez u zwierzat kontrol-
nych. Transfer limfocytéw T wydzielajacych IL-6 prowadzi
z kolei do rozwoju EAE u biorcéw defektywnego szczepu
myszy IL-6 —/— [40]. Przedstawione obserwacje na temat
roli IL-6 w EAE Swiadcza o jej krytycznym udziale w fa-
zie indukcyjnej EAE.

W badaniach nad mechanizmami immunologicznymi
w EAE obserwowano, ze wiele chemokin oraz ich re-
ceptory pelnig istotna rol¢ w przebiegu choroby. Zmiany
w poziomie chemokin: MCP-1, RANTES, MIP-1a, IP-10
nalezacych do rodziny C-C i C-X-C odnotowano w fazie
poczatkowej choroby oraz w czasie remisji EAE. W cza-
sie ataku choroby, w OUN stwierdzono duza ekspresj¢
receptoréw chemokin: CCR1, CCR2 i CCRS. Podawanie
zwierz¢tom mADb neutralizujacych poszczegdlne chemo-
kiny wykazato, ze krytyczna w fazie indukcyjnej EAE
jest MIP-1a, natomiast mediatorem nawrotu choroby jest
MCP-1 [31]. Stwierdzono, ze Zrédtem chemokin moga
by¢ autoreaktywne limfocyty T, ktére po rozpoznaniu Ag
mieliny w OUN same uwalniaja chemokiny lub stymulu-
ja komérki migzszu mézgu do ich wydzielania, co prowa-
dzi do rekrutacji Mfi limfocytéw T z krazenia. Natomiast
w badaniach in vitro wykazano, ze chemokiny moga by¢
wytwarzane przez astrocyty, mikroglej, pericyty i komor-
ki srédbtonka [27].

Poza pozytywna regulacja odpowiedzi immunologicznej
w przebiegu EAE przez cytokiny prozapalne, wspomnia-
na reakcja zapalna jest rowniez regulowana negatywnie
przez przeciwzapalne cytokiny: IL-4, -10, -13 oraz TGF-p.
Z wielu obserwacji wynika, ze cytokiny, takie jak IL-4, -10
oraz TGF-[3 odpowiadaja za proces remisji choroby i zdro-
wienia zwierzat. Podawanie IL-4 redukuje objawy choro-
by u zwierzat, a znaczny wzrost stezenia tej cytokiny od-
notowano po podawaniu Ag mieliny droga pokarmowa
lub duzych dawek Ag dootrzewnowo [12]. Z kolei u my-
szy defektywnych IL-4 —/— obserwowano EAE o cigzkim
przebiegu klinicznym, z nasilong infiltracja komoérek za-
palnych do OUN. Warto tutaj zaznaczy¢, iz u myszy 1L-4
—/— w fazie zdrowienia odnotowano zwiekszone stezenie
IL-10 w OUN [27].

IL-10 wytwarzana przez limfocyty Th2, limfocyty T regu-
lacyjne, Mf, astrocyty, mikroglej, moze blokowac wytwa-
rzanie komoérek Thl oraz hamowac prezentacje Ag i wy-
twarzanie NO przez Mf. Podajac IL-10 in vivo w trakcie
rozwoju EAE uzyskiwano niejednoznaczne wyniki, nato-
miast podajac mAb anty-IL-10 obserwowano tylko nie-
znacznie ci¢zszy przebieg choroby. Z kolei myszy defek-
tywne IL-10 —/— sa bardziej podatne na EAE i rozwijaja
cigzsza postac choroby [6]. Ciekawej obserwacji dokona-

no w doswiadczeniach z uzyciem transgenicznych myszy
zdolnych do wytwarzania ludzkiej IL-10. Zwierzgta te wy-
kazywaty niska zachorowalnos¢ oraz tagodniejszy przebieg
EAE, jednak stwierdzono u nich proliferacj¢ limfocytéw
Thl. Przypuszczalnie IL-10 hamuje funkcje efektorowe
limfocytéw Th1, natomiast cytokina ta nie ma wptywu na
réznicowanie sie komoérek T [22].

TGF-p jest cytokina wytwarzana przez liczne komérki or-
ganizmu, ktéra ma plejotropowy wplyw na funkcjonowa-
nie uktadu odpornosciowego. Liczne badania wskazuja, ze
cytokina ta ma istotny wptyw na przebieg EAE. Podawanie
TGF- in vitro do hodowli komérek swoistych wzgledem
Ag mieliny redukuje ich zdolnos$¢ do przeniesienia EAE
na biorcéw, natomiast podawanie in vivo tagodzi przebieg
choroby. Aplikowanie mAb anty-TGF-f3 w poczatkowej
fazie choroby zaostrza kliniczne objawy EAE i powoduje
bardziej rozlegle uszkodzenia. Ponadto obserwowano, ze
TGF-f hamuje objawy innych eksperymentalnych choréb
autoimmunologicznych, co wskazuje na immunoregulacyjna
rolg tego czynnika [27]. W innych badaniach wykazano, ze
wytwarzanie TGF-B1 miejscowo, w miazszu mézgu przez
komorki gleju prowadzi do nasilenia infiltracji komérek za-
palnych, powstawania uszkodzen oraz zwigksza podatnosé
na choroby OUN mediowane przez komérki uktadu immu-
nologicznego [75]. Wobec powyzszego wydaje sig, ze lo-
kalna ekspresja TGF-f3 w OUN nie przyczynia si¢ do za-
hamowania rozwoju EAE, a nawet moze potggowac rozwdj
choroby. Istotnym zagadnieniem przysztych badan staje si¢
ustalenie, czy miejscem protekcyjnego dziatania TGF- jest
OUN, czy obwodowe narzady limfatyczne.

W regulacji przebiegu EAE réwnie wazne sa czynniki wzro-
stowe zaangazowane w procesie odbudowy otoczki mieli-
nowej i przywréceniu funkcji przewodzenia impulséw ner-
wowych. Nalezy do nich czynnik wzrostu nerwéw (NGF),
ktory oprécz zasadniczej roli troficznej moze petni¢ funk-
cje modulowania aktywnosci komoérek immunologicznych
[54]. Insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1) jest silnym
induktorem rozwoju oligodendrocytéw i wytwarzania mie-
liny. Podanie IGF-1 w kompleksie z IGFBP3 — biatkiem
wiazacym IGF-1, opéZnia wystapienie choroby przypusz-
czalnie hamujac infiltracj¢ komdrek zapalnych do OUN.
Odnotowano zmniejszona ekspresj¢ ICAM-1 w OUN, co
wplyngto na przepuszczalnosé bariery krew-moézg [37]. Do
przezycia i proliferacji oligodendrocytéw przyczynia sig
rowniez glejowy czynnik wzrostu (GGF-2), ktéry op6z-
nia i tagodzi objawy choroby. Myszy traktowane GGF-2
wykazuja intensywna remielinizacj¢ w miejscach uszko-
dzen substancji bialej w stosunku do zwierzat nietrakto-
wanych GGF-2 [14].

Model zwierzgcy SM od wielu lat stanowi bogate Zrédto
informacji na temat mechanizméw regulacji odpowiedzi
immunologicznej, jest pomocny w opracowaniu nowych
metod leczenia, a takze umozliwia przewidzenie nieko-
rzystnych efektéw dziatania. Jednak mimo wielu podo-
biestw migdzy stwardnieniem rozsianym a alergicznym
zapaleniem mozgu i rdzenia, nalezy pamigtac o istotnych
réznicach w budowie i funkcji uktadu immunologiczne-
go umyszy i u ludzi. Metody, ktére u zwierzat prowadzi-
ty do zahamowania rozwoju lub nawet wyleczenia EAE,
u ludzi moga pozostawac bez wptywu na SM, badZ nawet
pogarszaé przebieg choroby.
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METODY TERAPII STWARDNIENIA ROZSIANEGO

Wspdtczesnie metody leczenia stwardnienia rozsianego pole-
gaja na leczeniu rzutu choroby, tagodzeniu objawéw oraz lecze-
niu modyfikujacym przebieg choroby. Glikokortykosteroidy
podawane w okresie rzutu choroby, skracaja okres niespraw-
nosci, likwiduja objawy rzutu lub znacznie je tfagodza, ale nie
wykazuja korzystnego wptywu na dtugofalowy przebieg cho-
roby, natomiast stosowanie ich wiaze si¢ ze znacznymi obja-
wami niepozadanymi [49,53]. Leki immunosupresyjne, po-
dobnie jak antymitotyki nie sa obecnie zalecane, poniewaz
moga dawaé objawy niepozadane.

Leki modyfikujace przebieg SM: interferon 3, glatiramer
oraz poliwalentne immunoglobuliny réznig si¢ mechani-
zmem dziatania. Rekombinowany interferon 3 zmniejsza
czgstose i cigzkos$¢ rzutéw oraz liczbg nowych ognisk.
Interferon korzystnie modyfikuje odpornos¢ komérkowa
przez zwigkszenie wytwarzania przeciwzapalnej cytokiny
IL-10 oraz zmniejszenie wytwarzania IFN-y. Jednak u pra-
wie 30% pacjentow leczonych tym preparatem powstaja
przeciwciala neutralizujace, obnizajace jego aktywnos¢
1 zmniejszajace dziatanie terapeutyczne [49].

Doktadny mechanizm dziatania glatirameru (syntetyczne-
go polimeru L-alaniny, kwasu L-glutaminowego, L-lizy-
ny oraz L-tyrozyny) nie jest znany [65]. W licznych ba-
daniach wykazano, iz substancja ta moze konkurowac
z wieloma antygenami OUN (MBP, PLP, MOG) o miej-
sce wiazania w obrgbie MHC klasy II, zaburzajac fazg in-
dukcyjna i efektorowa odpowiedzi immunologicznej. Co
wigcej, stwierdzono, ze kompleksy glatiramer — MHC
klasy II indukuja powstawanie limfocytéw supresyjnych
zdolnych do hamowania procesu zapalnego mediowanego
przez komorki Thl [1]. Do lekéw zmniejszajacych postep
choroby naleza tez poliwalentne immunoglobuliny, kté-
rych podawanie zmniejsza liczbg rzutéw, co jak si¢ uwa-
za jest wynikiem interakcji fragmentu Fc wspomnianych
immunoglobulin z receptorami FcR znajdujacymi si¢ na
powierzchni leukocytéw [68].

EKSPERYMENTALNE METODY TERAPII STWARDNIENIA ROZSIANEGO

W wielu osrodkach naukowych na catym §wiecie probuje
si¢ opracowaé metode terapii SM pozwalajaca w sposéb
swoisty hamowac¢ proces zapalny w OUN. Podejmowano
proby:

e Immunizacji zwierzat laboratoryjnych peptydami obsza-
réw zmiennych V receptoréw antygenowych limfocytow
T (TCR) pochodzacych z komérek T autoreaktywnych.
Niestety, rezultaty byty niezadawalajace [64].

e Szczepienia atenuowanymi autoreaktywnymi limfocy-
tami T, ktére prowadzito do indukowania wytwarzania
przeciwcial antyklonotypowych i do delecji swoistych
autoreaktywnych limfocytéw T, a w konsekwencji do
zahamowania rozwoju EAE [55].

e Podawanie syntetycznych analogéw peptydéw taficucha
B Ag MHC klasy II, ktére prowadzito do zahamowanie
rozwoju EAE u zwierzat doswiadczalnych, prawdopo-
dobnie w wyniku powstawania przeciwcial auto-anty-
MHC II [11]. U ludzi ztozono$¢ kompleksu MHC utrud-
nia opracowanie skutecznej terapii.

* W metodach terapii genowej wykorzystanie autoreak-
tywnych limfocytéw T jako nosnika odpowiednich ge-

néw. Dzialanie terapeutyczne ma polegaé na uwalnianiu
W miejscu toczacego sig¢ procesu zapalnego cytokin prze-
ciwzapalnych, hamujacych dziatanie patogennych lim-
focytéw Thl, badz na dostarczaniu do miejsca odczynu
zapalnego substancji utatwiajacych regeneracje oligo-
dendrocytéw. Mozliwe, ze w przysztosci metoda ta zo-
stanie wykorzystana w leczeniu chorych na SM [67].

e Zastosowania estrogenu w terapii schorzen autoim-
munizacyjnych. Podanie zwierzetom 17 B-estradiolu
lub pétsyntetycznej pochodnej tagodzi przebieg EAE
1 znacznie redukuje objawy kliniczne choroby u myszy.
Mechanizm dziatania leku jest wynikiem zmniejszenia
wytwarzania cytokin prozapalnych przez aktywowane
komorki T, redukcji syntezy chemokin oraz autoprze-
ciwciat, przy jednoczesnym wzroScie syntezy TGF-f.
Obserwuje si¢ rowniez hamowanie powstawania nacie-
ku zapalnego w OUN [57].

* Blokowanie naptywu antygenowo swoistych limfocy-
téw T do OUN przez podawanie zwierzgtom mAb anty-
VLA-4 lub syntetycznego antagonisty VLA-4. Uzyskano
znaczne zlagodzenie objawow chorobowych u myszy
[13]. Badania kliniczne skutecznosci dziatania tera-
peutycznego przeciwciat anty-VLA-4 wykazaty reduk-
cje ognisk zapalnych w mézgu oraz mniejsza liczbe na-
wrotéw choroby [41].

» Zwigkszona zapadalno$¢ na SM na obszarach o mniej-
szym nastonecznieniu, a takze w regionach o matym spo-
zyciu witaminy D, pozwolity na stworzenie hipotezy, ze
wytwarzany w naszym organizmie hormon — kalcytriol
moze dziata¢ zapobiegawczo w rozwoju SM u genetycz-
nie predysponowanych osobnikéw. Podawanie kalcy-
triolu zwierzgtom znacznie redukuje przebieg kliniczny
EAE, co wiazano z synteza IL-4, TGF-f oraz hamowa-
niem migracji komérek zapalnych do OUN. W innych
badaniach wykazano, ze bezposrednim punktem dzia-
tania kalcytriolu moga by¢ limfocyty T CD4 [26,39].

e Obecnie bada si¢ mozliwos¢ wykorzystania populacji
komérek dendrytycznych zdolnych do indukowania sta-
nu tolerancji w leczeniu schorzer o podtozu autoimmu-
nizacyjnym. Wykazano, ze podskérne podanie zwie-
rzegtom DC traktowanych uprzednio in vitro IFN-y lub
TGF-f prowadzito do znacznego ztagodzenia przebie-
gu klinicznego EAE. Przypuszcza sig, Zze u podtoza to-
lerancji indukowanej przez DC lezy m.in. zjawisko apo-
ptozy komoérek T. Obserwacje poczynione w badaniach
in vitro ludzkich DC s bardzo obiecujace [36].

* W ciagu ostatnich lat wiele nadziei wigzano z terapia
polegajaca na wywotaniu tolerancji przez podanie Ag
na Sluzéwki. W warunkach dos§wiadczalnych zjawisko
protekcji obserwowano po tolerancji zwierzat zasado-
wym biatkiem mieliny (MBP) wprowadzonym per os
lub na btong Sluzowa nosa. Wykazano, ze za obserwo-
wany stan tolerancji byly odpowiedzialne limfocyty Ts
wytwarzajace cytokiny przeciwzapalne, takie jak: IL-4,
IL-10 oraz TGF-B. Korzytsne wyniki badan uzyskane
na zwierz¢tach laboratoryjnych niestety nie znalazty po-
twierdzenia w prébach klinicznych podczas leczenia pa-
cjentéw z SM [18,76].

MECHANIZMY ZAANGAZOWANE W UTRZYMANIU TOLERANCJI
OBWODOWE)

W klasycznym ujeciu stan tolerancji byt rozumiany, jako
brak odpowiedzi immunologicznej na wtasne Ag organi-
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zmu, bedacy wynikiem eliminacji w okresie noworodko-
wym ,,zakazanych” klonéw komérek B i T. Obecnie wiado-
mo, ze za stan tolerancji odpowiadaja ztozone mechanizmy
regulacyjne zwiazane z delecja, anergia klonalng oraz z ak-
tywna supresja mediowang przez komorki regulacyjne.
Autoreaktywne limfocyty zdolne do rozpoznania wiasnych
Ag, np.: mézgu, tyreoglobuliny czy kolagenu, wystgpuja
u zdrowych osobnikéw i pozostaja nieszkodliwe w prawid-
towych warunkach, a co wigcej, moga petni¢ wazna funk-
cj¢ w utrzymaniu tkankowej homeostazy [72].

W zwiazku z tym, ze proces selekcji negatywnej nie pro-
wadzi do eliminacji wszystkich potencjalnie groznych lim-
focytéw, musza istnie¢ mechanizmy niedopuszczajace do
ich aktywacji na obwodzie. Przypuszcza sig, ze juz na po-
ziomie selekcji w grasicy powstaja tzw. naturalne limfocy-
ty T regulacyjne (Treg), okreslane w literaturze takze jako
supresyjne (Ts). Do takich komoérek zalicza sig limfocyty T
o fenotypie TCRo* CD4* CD25*, ktére hamuja odpowiedz
immunologiczna in vivo 1 in vitro antygenowo nieswoiscie.
Komorki regulacyjne stanowia populacje wzglednie krot-
ko zyjace, dlatego stale poszukuje si¢ metod pozwalaja-
cych na ewentualna ich aktywacje, co mogtoby w pewnych
przypadkach znaleZ¢ zastosowanie w terapii pozwalajac na
manipulowanie odpowiedzia immunologiczna.

OdpowiedZ immunologiczna poza regulacja przez natu-
ralne, antygenowo nieswoiste komérki Ts (CD4+ CD25%)
znajduje si¢ rowniez pod negatywna kontrola antygenowo
swoistych limfocytéw Ts. Mechanizmy negatywnej regula-
cji mediowanej przez antygenowo swoiste komoérki Ts naj-
lepiej poznano w badaniach nadwrazliwosci kontaktowej
(CS). W uktadzie tym wykazano, ze odpowiedz Th1-za-
lezna znajduje si¢ pod negatywna kontrola dwéch réznych
populacji komoérek Ts o fenotypie TCRa* CD8*, a takze
antygenowo swoistych limfocytéw TCRYS* [60,62].

Warto réwniez zaznaczy¢, ze w trakcie nabytej odpowiedzi
immunologicznej powstaja populacje komoérek regulacyj-
nych, ktére przypuszczalnie moga si¢ réznicowaé z CD4*
CD25, atakze z CD4* CD25* [8]. Opisano kilka subpopu-
lacji limfocytéw CD4+ o aktywnosci supresyjnej, mediowa-
nej gtéwnie przez uwalniane cytokiny. Naleza do nich ko-
morki: Trl wytwarzajace gtéwnie IL-10, Th3 uwalniajace
TGF-, oraz klasyczne Th2 wydzielajace IL-4, IL-10 oraz
IL-13. Uwaza si¢ ze, gtéwna rola komorek Ts jest prawdo-
podobnie utrzymanie obwodowej tolerancji i homeostazy.

Powyzsze doniesienia wskazuja na istnienie wielu mecha-
nizméw kontrolujacych réwnowage reakcji immunologicz-
nej, wielu zaleznosci i sprzezen zwrotnych, ktére wciaz po-
zostaja niewyjasnione.

TOLERANCJA POKARMOWA

Podawanie antygenéw droga pokarmowa jest klasyczna
metoda indukowania swoistej immunosupresji stosowana
juz przez starozytnych wtadcéw, ktérzy przyjmowali nie-
wielkie dawki trucizn w obawie przed otruciem. Blizsze
poznanie mechanizmu tolerancji pokarmowej zawdzigcza
si¢ badaniom laboratoryjnym na zwierzg¢tach, opisanych po
raz pierwszy przez Wellsa w 1911 r. [74]. Jednak dopiero
w 1946 r. natura tolerancji pokarmowej zostata wyjasnio-
na przez Chasea i Sulzbergera [16, 58].

Naukowcy od lat badaja mechanizmy regulacyjne zwia-
zane z fenomenem tolerancji pokarmowej. W wielu mo-
delach zwierzecych, stanowiacych odpowiedniki ludzkich
choréb autoimmunizacyjnych, bada si¢ wptyw podawa-
nia autoantygenow droga pokarmowa na rozwdj choro-
by. Podanie odpowiednich antygendw per os prowadzi do
ztagodzenia przebiegu klinicznego eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia, eks-
perymentalnego zapalenia stawéw, zespotu antyfosfoli-
pidowego, insulinozaleznej cukrzycy, zapalenia nerwéw
obwodowych [34]. Okreslenie jednolitego mechanizmu
tolerancji pokarmowej jest jednak utrudnione przez rézni-
ce zwiazane z podiozem genetycznym, wiekiem zwierzat,
funkcjonowaniem mikroflory bakteryjnej, integralnoscia
bariery nabtonkowej, profilem lokalnie wydzielanych cy-
tokin, odmienng ekspresja molekut adhezyjnych, czy tez
dawka i strukturg Ag.

Komorki regulacyjne generowane w trakcie karmienia
szczuréw Lewis matymi dawkami MBP, ktére hamuja
funkcje komorek efektorowych Thl, naleza do populacji
limfocytéw T CD8*. W podobnym schemacie badan pro-
wadzonych na myszach transgenicznych za aktywna supre-
sje sa odpowiedzialne oprécz limfocytéw T CD8* réwniez
limfocyty T CD4*. Opisane klony komdrek Ts sa identycz-
ne pod wzgledem budowy TCR oraz restrykcji MHC do
komorek efektorowych Thl, jednak po stymulacji Ag wy-
dzielaja supresyjne cytokiny (TGF-, IL-4, IL-10), ktére
hamuja proliferacje i uwalnianie cytokin przez komoérki
Th1, natomiast supresja zostaje zniesiona po wstrzyknie-
ciu mAb anty-TGF-f [32,73].

Inne badania wykazaty, ze mate dawki Ag podawane dro-
ga pokarmowa zwierz¢tom bez adiuwantu, prowadza do
generowania populacji limfocytéw T CD4* CD25* w tkan-
kach obwodowych, przypuszczalnie alternatywnie do gra-
siczej drogi ich powstawania. Obwodowe komdrki T CD4*
CD25* po stymulacji sa zdolne wytwarzaé TGF-f oraz
IL-10, wykazuja duza ekspresje¢ CTLA-4 i fenotyp komo-
rek pamigci [66]. Obserwowano réwniez, zZe po zastosowa-
niu matych dawek Ag dochodzi do réznicowania naiwnych
komoérek T CD4* w limfocyty Th3, ktére nie wykazuja eks-
presji CD25, sa oporne na delecje i wydzielaja duze ilo-
sci TGFE-B. W przypadku supresji mediowanej przez lim-
focyty Th3 moze by¢ ona zniesiona in vitro przez podanie
mAb anty-TGF-f, natomiast supresja indukowana przez
CD4* CD25* jest nieodwracalna. Przypuszcza sig, ze ko-
mérki CD4* CD25* maja zdolno$é wiagzania TGF-$ na
swojej powierzchni i wykorzystywania go w bezposred-
nim kontakcie z komérkami efektorowymi, co wskazuje
na odmienny mechanizm dziatania opisanych populacji
komorek supresyjnych [77].

Z kolei duze dawki Ag podane droga pokarmowa w odréz-
nieniu od matych dawek przenikaja do krazenia w postaci
natywnej, badZ jedynie czgSciowo zmienionej. Tolerancja
obserwowana u myszy traktowanych duzymi dawkami OVA
jest wynikiem gtéwnie delecji klonalnej antygenowo swo-
istych limfocytéw T. Istnieja réwniez doniesienia na te-
mat generowania pod wptywem duzych dawek Ag komo-
rek Ts CD4* nieswoistych wzgledem Ag i cechujacych sig
wysoka ekspresja FasL oraz sekrecja IL-4, IL-10, TGF-p.
Przypuszcza sig, ze komorki te powstaja w watrobie lub
uktadzie GALT [71,73].
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Watroba przyczynia si¢ do utrzymania stanu tolerancji,
a co wiegcej jest bezposrednio zaangazowana w induko-
wanie tolerancji pokarmowej. Podanie Ag do zyty wrotnej
watroby zwierzat prowadzi do stanu uogdlnionej tolerancji
analogicznej do tej indukowanej droga pokarmowa [43].
Badania srédbtonka zatok watrobowych (LSEC) wskazuja
na zdolnos¢ tych komérek do wychwytywania Ag z krwi
oraz stymulowania naiwnych limfocytéw T CD4* do pet-
nienia funkcji komérek Ts. LSEC moga réwniez uczestni-
czy¢ w krzyzowej prezentacji egzogennych Ag limfocytom
T CD8* i indukowania tolerancji na te Ag [33]. Watroba
jako organ narazony na ciagtla ekspozycje na egzogen-
ne Ag dostarczane z pokarmem jest bogato wyposazona
w komoérki uktadu immunologicznego. Précz konwencjo-
nalnych populacji komérek obejmujacych: limfocyty B,
limfocyty T (CD4*, CD8*), komérki NK wykazano obec-
nos$¢ znacznego odsetka populacji komorek nietypowych:
CD3*CD56* (31,5%), CD8ox (15,4%), CD3*CD4-CD8§-
(14,5%), CD3*CD4*CD8"* (5,5%), TCRYd (2,7%) oraz lim-
focyty NKT (okoto 30%).

Obecnos¢ réznych populacji komérek uktadu limfatycz-
nego sugeruje udzial watroby w pozagrasiczym dojrze-
waniu i réznicowaniu limfocytow oprocz jelita cienkiego.
Mozliwos¢ lokalnego generowania subpopulacji limfocy-
téw T moze si¢ wiaza¢ z mechanizmami regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej zmierzajacej do eliminacji patoge-
néw, inicjowaniu stanu tolerancji na czynniki nieszkodliwe,
oraz utrzymaniu autotolerancji [44].

Nalezy zaznaczy¢, ze istnieje wiele sprzecznych doniesien
dotyczacych powstania komoérek regulacyjnych w uktadzie
immunologicznym bton §luzowych. Poza istnieniem klasycz-
nych komoérek T regulacyjnych (CD4+ CD25%) oraz limfo-
cytéw regulacyjnych Trl i Th3, funkcje komdrek supresyj-
nych moga réwniez petnié¢ limfocyty niekonwencjonalne:
CD8awat, podwdjnie negatywne CD4- CDS§-, podwdjnie po-
zytywne CD4* CD8*, pochodzenia pozagrasiczego z recep-
torami TCRoB, a takze limfocyty TCRYS. Aktywnos¢ supre-
syjna tych komérek jest wynikiem bezposredniego kontaktu
z komérkami efektorowymi oraz uwalniania cytokin, glow-
nie: IL-4, IL-10, TGF- [10]. Z przytoczonych informacji
na temat mechanizméw tolerancji pokarmowej wynika, ze
jest to proces bardzo ztozony, w ktérym jest zaangazowane
wiele populacji komérek regulacyjnych i ktérych powsta-
wanie uwarunkowane jest réznymi czynnikami.

SKORA JAKO MIEJSCE INDUKCJI TOLERANCJI IMMUNOLOGICZNE)

Skéra, podobnie jak btony Sluzowe, jest stale eksponowa-
na na licznie antygeny znajdujace si¢ w otoczeniu. Uktad
odpornosciowy skory narazony na szkodliwe dziatanie mi-
kroorganizméw, alergenéw, alloantygendw czy tez antyge-
néw nowotworowych, aktywuje mechanizmy zmierzajace
do eliminacji zagrozenia.

Najbardziej efektywnymi APC ustroju sa znajdujace si¢
w naskérku komérki Langerhansa (LC), ktére maja kon-
stytutywnie Ag MHC klasy II na swej powierzchni i stabe
wiasciwosci fagocytarne. Funkcja LC polega na wychwy-
tywaniu i przetwarzaniu Ag w obre¢bie skory, aktywacji
limfocytéw T pamigci oraz migracji do lokalnych weziéw
chtonnych, gdzie prezentuja Ag naiwnym limfocytom T.
Zaburzenie prawidlowej funkcji LC (np. poprzez promie-

niowanie UV) moze prowadzi¢ do rozwoju alergii lub to-
lerancji na dany Ag.

Istotng role w regulacji odpowiedzi immunologicznej pet-
nig keratynocyty znajdujace si¢ w naskorku. Keratynocyty
po odpowiedniej stymulacji sa zdolne do fagocytozy i eks-
presji Ag MHC klasy II (podobnie jak komorki Sréd-
btonka naczyn), a takze do wydzielania wielu cytokin
o dziataniu immunostymulujacym i immunosupresyjnym.
Niedostateczna stymulacja limfocytéw T pochodzaca od
nieprofesjonalnych APC, takich jak keratynocyty czy fi-
broblasty, moze wptywac hamujaco nie tylko na dojrzewa-
nie naiwnych komérek T, ale réwniez aktywacje dojrzatych
limfocytéw. W przeciwienistwie do profesjonalnych APC
keratynocyty nie maja na swej powierzchni molekut ko-
stymulacyjnych, co nie pozwala na petna aktywacj¢ lim-
focytéw T natomiast moga prowadzi¢ do anergii lub dele-
cji klonalnej limfocytéw.

Limfocyty T wystgpujace w naskérku stanowia prawie
wylacznie populacje komoérek pamigci, a wigkszo$¢ wy-
kazuje ekspresj¢ koreceptora CD8. W odréznieniu od my-
szy, u ktérych wykryto obecnos¢ dendrytycznych komé-
rek naskérkowych (DETC) bedacych populacja limfocytow
TCRYS, w ludzkiej skérze dominuje populacja limfocytéw
TCRaf (w stosunku 10:1) [52].

W skoérze wlasciwej limfocyty T CD4* i CD8* wystepuja
w podobnych proporcjach. Makrofagi koncentruja sig glow-
nie w poblizu blony podstawnej, natomiast komorki tuczne
i populacja komdrek dendrytycznych (rézniaca si¢ od LC
ekspresja molekut powierzchniowych) skupiaja si¢ wokot
naczyh krwiono$nych. Dodatkowo komérki srédbtonka,
fibroblasty oraz zakoriczenia nerwowe wspotpracuja z ko-
morkami uktadu odpornosciowego w procesie amplifika-
¢ji sygnatu zagrozenia i rekrutacji komérek z krazenia do
miejsca toczacego si¢ procesu zapalnego.

Nadwrazliwo$¢ kontaktowa (CS), ktéra jest nadwraz-
liwoscia typu péznego (DTH) stanowi model doswiad-
czalny, ktéry pozwala bada¢ odpowiedZ immunologiczna
w skorze. CS rozwija si¢ po aplikacji na skore¢ lub btony
Sluzowe substancji niskoczasteczkowych (haptenéw), kto-
re wiaza si¢ trwale z biatkami ustroju tworzac neoantyge-
ny. W przebiegu CS i DTH wyr6znia si¢ fazg indukcyjna
i efektorowa. W trakcie pierwszej fazy, wskutek immuni-
zacji Ag, dochodzi do aktywacji i klonalnej ekspansji lim-
focytéow T antygenowo swoistych, oraz stymulacji limfo-
cytow B1 do wytwarzania swoistych przeciwciatl IgM. Po
ponownym kontakcie z Ag powstaja kompleksy Ag-IgM,
ktére wyzwalaja kaskade reakcji zwiazanych z odpowie-
dzia wrodzona: aktywacje¢ dopetniacza na drodze klasycz-
nej, stymulacj¢ komoérek tucznych i ptytek krwi do wy-
dzielania serotoniny i TNF-o.. W wyniku dziatania tych
czynnikéw na Srodbtonek naczyn dochodzi do rekrutacji
limfocytéw T efektorowych p6znej fazy DTH i CS, nale-
zacych do populacji komoérek Thl [4].

Z przytoczonych faktéw wynika, ze w skérze mozna sto-
sunkowo tatwo wywota¢ silng odpowiedZ immunologicz-
na, podczas gdy niewiele wiadomo na temat tego narza-
du jako miejsca indukcji tolerancji. Z koricem lat 90 ub.w.
Wang i wsp. [69] wykazali, ze podanie na skére Ag biat-
kowego prowadzi do wytwarzania przeciwciat IgE oraz
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IgG1. Syntezie wspomnianych izotypéw przeciwcial to-
warzyszyto wytwarzanie cytokin typowych dla limfocytéw
Th2. Kilka lat p6Zniej Herrick i wsp. wykazali, ze aplika-
cja Ag biatkowego na skérg pozwala na indukcje¢ Th2-za-
leznego modelu astmy u myszy [28,69]. Przytoczone wy-
niki badan pozwolity na stworzenie hipotezy, iz podobnie
jak to si¢ dzieje w przypadku bton Sluzowych, rowniez
podanie Ag biatkowego na skérg przy spetnieniu odpo-
wiednich warunkéw moze prowadzi¢ do przesunigcia od-
powiedzi immunologicznej z Thl w kierunku Th2, co
z kolei mogtoby pozwoli¢ na negatywna regulacje odpo-
wiedzi Thl-zalezne;j.

Badania wtasne autoréw na modelu CS wykazaty, ze istot-
nie podanie Ag biatkowego na skorg przed wywotaniem re-
akcji CS prowadzi do znacznego zahamowania odpowiedzi
Thl-zaleznej [48,59,61]. Poniewaz komérki Thl odgry-
waja gléwna role w rozwoju procesu zapalnego lezacego
u podstaw wielu schorzert autoimmunizacyjnych, w tym
réwniez SM, na bazie wynikéw uzyskanych na modelu CS
powstat projekt majacy na celu zbadanie czy naskérna im-
munizacja MBP pozwoli na hamowanie procesu zapalne-
go powstatego w modelu zwierzgcym SM.

Z badan wiasnych wynika, ze podanie MBP na skérg my-
szy prowadzi do indukcji stanu tolerancji przejawiajacej
si¢ zmniejszong zachorowalnoscia, tagodniejszym prze-
biegiem choroby oraz opdZnieniem pojawiania si¢ ob-
jawow klinicznych w stosunku do kontroli pozytywnej.
Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ indukowania
tzw. tolerancji zakaZnej, ktéra mozna przenie$¢ na naiw-
nych syngenicznych biorcoéw za posrednictwem komorek
regulacyjnych generowanych przez aplikacje biatkowego
Ag na skore. Po naskérnej immunizacji MBP obserwowa-
no pojawienie sie okoto 2-3% komérek TCRo* CD4*
CD8* w obwodowych weztach chtonnych oraz sledzionie.
Podwyzszong liczbe komérek TCRaf* CD4* CD8* ob-
serwowano w dniu ,,+7” od naskérnej immunizacji i stan
ten utrzymywat si¢ przez tydzien. Nastgpnie odsetek ko-
moérek TCRaf* CD4* CD8* powracat do wartosci obser-
wowanej u myszy naiwnych [9].

Dalsze badania wykazaty, ze podwdjnie pozytywne lim-
focyty TCRo* CD4* CD8* powstajace po naskérnej im-
munizacji MBP sa odpowiedzialne za hamowanie proce-
su zapalnego w EAE. Komorki te maja znaczny potencjat
supresyjny, gdyz stosunkowo niewielka liczba komérek
hamuje rozw6j choroby u biorcéw transferu [63]. Z kolei
w badaniach nad tolerancja pokarmowa wykazano obec-
nos¢ limfocytéw srodnabtonkowych (IEL), nalezacych do
populacji komérek TCRof* CD4* CD8* i wytwarzajacych
cytokiny przeciwzapalne, takie jak IL-10 oraz TGF-3, co
moze wskazywac na ich aktywnos$¢ supresyjna [23,24].

Istnieja doniesienia, ze odsetek komérek TCRof3* CD4*
CD8* wzrasta u myszy oraz ludzi na obwodzie w okre-
sie ptodowym, a takze w okreslonych typach zakazen,
schorzen autoimmunizacyjnych i nowotworowych, u bio-
rcOwW przeszczepu oraz w procesie starzenia si¢ organizmu
[30,35]. Limfocyty T CD4* CD8* u ludzi zdrowych oraz
u gryzoni (myszy i szczuréw) stanowia tylko nieznaczny
procent limfocytéw T krwi obwodowej, ponizej 1%, pod-
czas gdy u wielu gatunkéw zwierzat (matp, Swifi, kurcza-
kéw) moga stanowi¢ dominujaca populacje komoérek T.

Komorki te wykazuja fenotyp komérek pamiegci, ekspre-
sj¢ powierzchniowa molekuty CD8oww, a ich odsetek wzra-
sta z wiekiem zwierzat [78].

Juz w 1985 1. Blue i wsp. wykryli po raz pierwszy obecnos¢
prawie 3% komoérek CD4* CD8* we krwi obwodowej zdro-
wych ludzi. Jednoczesna ekspresja T4 1 T8 dotyczyta gléw-
nie duzych limfocytéw, podobnych do blastéw i wydawata
si¢ korelowac ze stanem aktywacji komérek. Natomiast sty-
mulacja in vitro limfocytéw krwi obwodowej konkawaling
A prowadzita do koekspresji T4 i T8 na powierzchni oko-
o 60% limfocytéw [7]. Warto wspomniec, ze Pette i wsp.
w 1990 r. dokonali interesujacej obserwacji, ze wsréd swoi-
stych wzgledem MBP limfocytéw T izolowanych z krwi ob-
wodowej chorych na SM, wigkszos¢ komdérek miato fenotyp
CD3* CD4* CD8, podczas gdy autoreaktywne klony pozy-
skane od zdrowych pacjentéw grupy kontrolnej wykazaty
fenotyp CD3* CD4* CD8* w zakresie 22—-87% calkowitej
puli komérek [46]. Wyniki wspomnianych badarh moga su-
gerowac udziat komoérek podwdjnie pozytywnych w proce-
sach immunoregulacji i utrzymaniu homeostazy immunolo-
gicznej, ktoére u chorych na SM zostaty zaburzone.

Limfocyty T CD4* CD8* moga stanowi¢ populacje¢ limfo-
cytéw T, ktére przedwczesnie opuscity grasicg lub komor-
ki T CD4* CD8™ na powierzchni ktérych ponownie pojawit
si¢ koreceptor CD8 w wyniku aktywacji lub ekspozycji na
dziatanie cytokin np.: IL-4. W opisywanym przypadku to-
lerancji indukowanej przez skor¢ pojawienie si¢ w obwo-
dowych narzadach chtonnych komérek T CD4* CD8* moze
by¢ wynikiem przedwczesnej ucieczki nie w petni dojrza-
tych limfocytéw T z grasicy. Z kolei powr6t liczby komérek
T CD4* CD8* w ciagu jednego tygodnia do wartosci obser-
wowanej u naiwnych myszy moze sugerowac, iz komorki te
przeksztalcaja sig¢ na obwodzie w komoérki T CD4* [63].

W klasycznej supresji mediowanej przez limfocyty T re-
gulatorowe zaréwno komorka supresyjna, jak réwniez ko-
morka efektorowa zazwyczaj sa swoiste dla tego samego
Ag. W opisywanym modelu tolerancji wywotanej przez
podanie Ag na skdrg¢ obserwowano brak swoistosci anty-
genowej, ktéry przypomina zjawisko okreslane jako efekt
,.przygodnego widza” (bystander suppression). Komoérka
supresyjna aktywowana przez okreslony Ag wydziela an-
tygenowo nieswoiste cytokiny, ktére hamuja odpowiedZ
immunologiczna mediowana przez komorki T efektorowe
o innej swoistosci anizeli limfocyt T supresyjny. W mode-
lu tolerancji pokarmowej wykazano jednak, ze tolerancja
pokarmowa jest wynikiem antygenowo swoistej aktywa-
cji komorek T supresyjnych, ktére wywieraja swoje dzia-
tanie w fazie efektorowej za posrednictwem uwalnianych
antygenowo nieswoistych cytokin [17,29].

W badaniach nad tolerancja indukowana przez skorg aplika-
cja antygenéw biatkowych nie reagujacych krzyzowo z MBP
prowadzi do znacznego ztagodzenia przebiegu EAE co jest
wynikiem dziatania TGF-3 uwalnianego przez limfocyty su-
presyjne T CD4* CD8". Podobne obserwacje poczyniono na
modelu reakcji CS oraz DTH, gdzie komérki T supresyjne in-
dukowane droga naskérnej immunizacji hamowaty odpowiedZ
Thl-zalezna, w sposéb antygenowo nieswoisty [9,61]. Z przy-
toczonych wynikéw badari wynika, Ze obecnos¢ antygenu od-
powiedzialnego za powstanie komérek T supresyjnych nie jest
konieczna w fazie efektorowej supresji. To z kolei moze wska-
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zywac na to, ze supresja indukowana przez skore dziata za
posrednictwem innych mechanizméw anizeli tych, ktére wy-
stepuja w tolerancji pokarmowej. Antygen uzyty do indukcji
tolerancji przez skorg moze pozostawac na dlugo w obwodo-
wych narzadach chtonnych, albo tez uwalniane przez komér-
ki T supresyjne cytokiny przeciwzapalne interferuja z induk-
cja i/lub funkcja efektorowa limfocytéw Thl.

Podsumowujac wyniki badan mozliwosci przywrdcenia to-
lerancji na autoantygeny mieliny mozna stwierdzi¢ znacz-
ne podobieristwo opisywanego fenomenu supresji wywota-
nej przez skor¢ do mechanizmoéw tolerancji §luzowkowe;j,
co tym samym sugeruje podobieistwo mechanizméw su-
presji dziatajacych na dwéch powierzchniach organizmu.
Jednak z klinicznego punktu widzenia istotne jest to, czy
mozliwe bgdzie manipulowanie niepozadana odpowiedzia
immunologiczna w chwili wystapienia choroby. Wyniki
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wstepnych doswiadczen w sposéb jednoznaczny wyka-
zuja, ze podanie MBP na skore zwierzat w chwili poja-
wiania si¢ choroby prowadzi do znacznego ztagodzenia
jej przebiegu klinicznego, a tym samym stanowi wyzwa-
nie do dalszych poszukiwan mozliwosci kontroli reakcji
immunologicznych w EAE, a nast¢pnie w stwardnieniu
rozsianym. W supresji indukowanej przez skore jest za-
angazowana nietypowa populacja komoérek podwéjnie po-
zytywnych, jednak nie wiadomo czy komérki regulatoro-
we CD4+ CD8* powodowatyby tolerancje innych niz EAE
doswiadczalnych choréb z autoagresji.

Opisana metoda wywotania tolerancji przez podanie bial-
kowego antygenu na skér¢ dzigki skutecznosci i prostocie
uzycia oraz braku inwazyjnos$ci stwarza nowe szanse opra-
cowania skutecznej terapii schorzen autoimmunizacyjnych,
u podstaw ktérych lezy przewlekty proces zapalny.
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