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Czynnik martwicy nowotwordw alfa (TNF-a) jako potencjalny osoczowy
marker przebiegu stwardnienia rozsianego — badania wstepne

Plasma tumour necrosis factor alpha (TNF-a) as a potential marker of multiple sclerosis —
preliminary study
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Streszczenie |

Stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex, SM) zaliczane jest do cz¢stych przewlekiych choréb osrodkowego
ukfadu nerwowego wigzacych si¢ z postgpujaca niepetnosprawnoscia. Dotyczy zwykle 0s6b pomigdzy 20. a 40. ro-
kiem zycia, przy czym dwukrotnie cz¢Sciej choruja kobiety. Mimo wieloletnich badan nadal bardzo mato wiemy
na temat patogenezy tej choroby. Klinicznie mozna wyrdznic cztery jej postaci, do najczgsciej wystepujacych
nalezg posta¢ rzutowo-remisyjna, wtdrnie postgpujaca oraz pierwotnie postgpujaca. Patogeneza SM jest pro-
cesem bardzo skomplikowanym, biorg w nim udzial m.in.: uszkodzenie bariery krew—-mdzg oraz bariery krew —
plyn mézgowo-rdzeniowy, wtorny przerost astrogleju, toczacy si¢ proces zapalny i szeroko pojeta neurodegenera-
cja. Szczegdlng rolg w rozwoju SM, gtdéwnie na jego wezesnym etapie, odgrywa proces zapalny, w ktdérym biora
udziat r6zne subpopulacje komorek zapalnych. Dotychczasowe badania wskazujg na szczegdlny udziat w tym
procesie czynnika martwicy nowotwordw alfa (TNF-o) zaliczanego do cytokin prozapalnych. Cel badania:
Celem niniejszej pracy byta analiza stgzenia TNF-o. w osoczu pacjentow z SM w rzucie i remisji choroby oraz jego
korelacja z parametrami klinicznymi przebiegu choroby w celu oceny roli TNF-o jako potencjalnego markera za-
awansowania SM. Poszukujac najwazniejszych producentéw TNF-o we krwi chorych z SM, analizowano réwniez
zwiazek pomiedzy stezeniem TNF-o w osoczu i liczebnoscig leukocytéw we krwi oraz ich subpopulacji. Materiat
i metodyka: W badaniu wzigto udziat 37 pacjentéw z grup badanych (20 w grupie z rzutem i 17 w grupie z re-
misjg choroby) oraz 30 0s6b z grupy kontrolnej. Od pacjentéw pobrano do odpowiednich probowek krew zylng
w ilodci 4 ml. Wirowano ja (5000 rpm, 20 min, 23°C), a nastgpnie ostroznie usuwano gorng warstwe z osoczem,
zabezpieczano i przechowywano w temperaturze —80°C do czasu wykonywania oznaczefi. Do oznaczenia po-
ziomu TNF-o w osoczu wykorzystano metod¢ ELISA. Wyniki i wnioski: We wstepnym badaniu nie wykazano
istotnego wzrostu stezenia TNF-o w osoczu pacjentéw z SM zaréwno w rzucie, jak i w remisji. Zaawansowanie
choroby (oceniane w skali EDSS) u 0s6b z SM wykazalo nieistotng statystycznie dodatnig korelacje ze stezeniem
TNF-0 w osoczu pacjentow w grupie z rzutem oraz grupie w remisji. W podgrupie pacjentdw z remisja SM,
posiadajacych niskie poziomy TNF-o w osoczu (<1 pg/ml), zaobserwowano wyzsze poziomy TNF-o. u 0s6b
z wigkszym zaawansowaniem choroby (mierzonym skalag EDSS). Poréwnanie liczby WBC u 0s6b z SM w rzu-

DOI: 10.15557/AN.2014.0014 AKTUALN NEUROL 2014, 14 (2), p. 124-133




Summary

CHOROBY DEMIELINIZACYINE | ZWYRODNIENIOWE

cie oraz w remisji (razem) wykazato istotnie wyzsze liczebnosci leukocytow we krwi pacjentow w rzucie. Wstepne
badania na malych grupach pacjentéw pokazuja, ze stezenie TNF-oo w osoczu chorych mogloby odzwierciedlaé
aktywnosci procesow patologicznych w SM. W tym celu konieczne sg dalsze badania na wigkszej grupie os6b
oraz ocena korelacji stezenia TNF-o we krwi z jego stezeniem w ptynie moézgowo-rdzeniowym.

Stowa kluczowe: stwardnienie rozsiane (SM), osrodkowy uktad nerwowy, zapalenie, czynnik martwicy nowo-
tworow alfa (TNF-a), ELISA, marker, osocze

Multiple sclerosis (MS) is a common chronic neurological disorder of the central nervous system that leads to
progressive disability. The disease usually affects people between 20 and 40 years of age, with women being
affected twice as often. Despite many years of research, very little is known about its pathogenesis. There are four
distinct clinical presentations, of which the most common are the relapsing-remitting, the secondary progressive
and primary progressive courses. The pathogenesis of MS is a complicated process, involving the disruption of
the blood-brain and blood-cerebrospinal fluid barriers, secondary hyperplasia of the astroglia, inflammation, and
neurodegeneration in a broad sense, among others. The inflammatory process involving various subpopulations
of inflammatory cells plays a major role in the development of the disease, especially in its early stages. Previous
studies have indicated that the tumour necrosis factor alpha (TNF-o), a proinflammatory cytokine, is particularly
involved in the process. Aim of the study: To assess levels of TNF-a. in the plasma of patients suffering from MS
both undergoing a relapse and in remission, to correlate its concentration with clinical parameters, and to deter-
mine whether TNF-a could potentially serve as a marker of MS progression. The relationship between plasma
concentrations of TNF-a and the number of leukocytes and subpopulations was analyzed in an attempt to iden-
tify major sources of TNF-o. in the plasma in MS patients. Material and methods: Thirty-seven MS patients
formed study groups (20 in the relapse group, 17 in the remission group). Thirty healthy volunteers formed the
control group. Four millilitres of venous blood were collected from each participant. The blood was centrifuged
(5000 rpm, 20 min, 23°C) until the plasma layer could be separated and stored at ~80°C until the testing. TNF-o.
concentrations were determined using the ELISA method. Results and conclusions: The preliminary results did not
show a statistically significant increase in TNF-o levels in the plasma of MS patients, both in the relapse and the
remission groups. A positive correlation was found between the clinical severity of MS (measured by the EDSS
score) and TNF-o. levels in remission and relapse groups. However, it was not statistically significant. In a subgroup
of patients in remission with low plasma levels of TNF-o. (<1 pg/ml), higher TNF-a. concentrations correlated with
greater disability (EDSS score). WBC counts were statistically significantly higher in patients undergoing a relapse
compared to the joint group of MS patients in relapse and in remission. Preliminary findings of small studies indi-
cate that TNF-o plasma concentrations could potentially reflect the activity of underlying pathological processes
in MS. Further studies on larger groups of patients are necessary to confirm the hypothesis as well as in order to
correlate TNF-o. concentrations in blood and the cerebrospinal fluid.

Key words: multiple sclerosis (MS), central nervous system, inflammation, tumour necrosis factor alpha (TNF-o),
ELISA, marker, plasma

ZAPALENIE JAKO INTEGRALNY PROCES
WPISANY W PATOFIZJOLOGIE
STWARDNIENIA ROZSIANEGO

twardnienie rozsiane (sclerosis multiplex, SM) jest

zapalno-demielinizacyjng chorobg osrodkowego

uktadu nerwowego (OUN). Etiologia tego scho-
rzenia nie zostata do kofica wyjasniona, jednakze dotych-
czasowe badania naukowe pozwolity na doktadniejsze
zrozumienie jego patogenezy”. Wykazano, iz na roz-
wOj SM ma wptyw wiele réznych czynnikow. Wsrod naj-
wazniejszych wymienia si¢: predyspozycje genetyczna,
czynniki Srodowiskowe, infekcje (wirusowe, bakteryjne,
pasozytnicze) oraz zjawiska o charakterze autoagre-
sji"?. Choroba rozpoczyna si¢ najczesciej pomiedzy 20.
a 40. rokiem zycia, choc¢ zdarzajg si¢ przypadki zachoro-
wai przed 10. oraz po 50. roku zycia. Objawy widoczne
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w SM zwigzane sg z uszkodzeniem roznych cze¢sci ukiadu

nerwowego. Aby rozpozna¢ SM, nalezy wykazac rozsia-

nie w czasie 1 przestrzeni. W chwili obecnej wyroznia si¢

cztery podstawowe postacie przebiegu klinicznego SM:

1. postac rzutowo-remisyjna — jest najczesciej wystepu-
jaca postacig SM, dotyczy 80-95% chorych;

2. posta¢ wtornie postepujaca (okoto 10% przypadkow) —
charakteryzuje si¢ progresja po okresie rzutowo-remi-
syjnym;

3. postac rzutowo-progresywna — charakteryzuje si¢ pro-
gresjg od poczatku choroby i wyraznie widocznymi
rzutami; co wazne, okresy pomiedzy nimi cechujg si¢
progresja objawow;

4. postac pierwotnie postepujaca — charakteryzuje si¢
cigglym i powolnym narastaniem zaburzef neu-
rologicznych od poczatku choroby, bez wyrdznia-
nia rzutow®.
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Badania naukowe wykazuja, iz do rozwoju SM dochodzi
w sytuacji, gdy zaburzona zostanie kontrola oraz réwno-
waga adaptacyjna odpowiedzi immunologicznej®. Nie-
prawidlowa aktywacja uktadu immunologicznego pro-
wadzi do przenikania limfocytow T (CD4+, CD8+),
B oraz makrofagow przez uszkodzong barier¢ krew-mozg
(blood—brain barier, BBB) i jednoczesnego tworzenia cha-
rakterystycznych ognisk zapalnych w OUN®. Szcze-
g6Ing uwage zwrocono tutaj na udziat m.in. komorek B©,
wytwarzajacych przeciwciata (takie jak cytokiny oraz che-
mokiny) czy komorki prezentujace antygen, co z kolei pro-
wadzi do silnej aktywacji komorek T®. Na skutek tej akty-
wacji dochodzi do stymulacji limfocytow pomocniczych
typu 1 (Th1), uwalniajacych prozapalne cytokiny, takie jak
TNF-a, IL-6, INF-y, ktore z kolei uruchamiajg kaskade
reakcji zapalnej©?.

U 0s6b z SM zostaje zaburzona rdwnowaga pomig-
dzy aktywnoscig limfocytow subpopulacji Th1 a Th2.
W obrebie ognisk demielinizacyjnych poza cytokinami
prozapalnymi obecne sg takze te o wtasciwoSciach anty-
zapalnych. Uwalniane sg przez limfocyty Th2: 1L-4,
IL-10". Badania naukowe wykazaly, ze aktywne limfo-
cyty T moga uszkadzac¢ rowniez w sposdb bezposredni.
Kluczowa rolg w reakcji zapalnej odgrywaja ponadto
makrofagi oraz monocyty, ktére produkuja nadmierne
ilosci toksycznych mediator6w oraz wolne rodniki®.
Roé7nie wyrazony proces zapalny obserwowany jest we
wszystkich etapach SM - od wezesnego po fazg przewle-
kta. Co wazne, proces zapalny przebiega z defektem jego
samoograniczania oraz wygaszania®!?.

Na obraz SM sktada si¢ wiele procesow, takich jak demieli-
nizacja, utrata oligodendrocytow czy uszkodzenie aksonow
i neurondw. Prawdopodobnie wszystkie te zmiany zacho-
dza na podiozu zapalnym, w ktorym znaczaca rol¢ odgry-
waja limfocyty T, B, makrofagi oraz komorki mikrogleju.
Szczegoblna role w toczacej si¢ reakeji zapalnej u pacjen-
tow z SM odgrywa czynnik martwicy nowotworow alfa
(TNF-o). Zaliczany jest on do cytokin, co wskazuje na jego
udziat w r6znego rodzaju reakcjach zapalnych oraz immu-
nologicznych organizmu. Znany jest od ponad 100 lat
i dziata przez specyficzne dla siebie receptory™?. Odpo-
wiada za inicjacj¢ wielu reakcji, ktdre w efekcie moga pro-
wadzi¢ do ostrej badz trwajacej przewlekle reakeji zapal-
nej. Geny dla TNF obecne sg na chromosomie 6p21.3
wsrod genow gltownego uktadu zgodnosci tkankowej
(MHC)". Badania naukowe wykazaly, iz stymulowane
limfocyty Th1 w SM uwalniajg m.in. TNF-a.71?. Wsréd
cytokin prozapalnych TNF-o. odgrywa dominujaca rolg,
a co wazne, dziata na wielu poziomach regulacji immuno-
logicznej 3. U chorych z SM stezenie TNF-oo w ptynie
mozgowo-rdzeniowym koreluje z cigzkoScig choroby.
Brak jest badan u pacjentow SM, ktore potwierdzityby ten
stan w osoczu. Wykazano takze, iz czynnik ten wptywa
na indukcje ekspresji iNOS (indukowalna syntaza tlenku
azotu, NOS), w astrocytach oraz w mikrogleju. Trwaja

126 badania nad rolg TNF-o. w patogenezie SM i pojawiaja si¢

nowe doniesienia dotyczace jego udziatu w tym procesie.
Konieczne sg rowniez dalsze badania w celu wykazania,
czy jego dziafanie jest korzystne czy niekorzystne z punktu
widzenia klinicznego dla przebiegu choroby. Nalezy tez
potwierdzi¢ role TNF-a. jako kluczowego czynnika w pro-
cesach zapalnych i demielinizacyjnych.

CEL BADANIA

Zasadniczymi celami badania byty:

1. Ocena st¢zenia TNF-a z osocza pacjentéw z SM
w okresie rzutu i remisji choroby.

2. Korelacja stezenia TNF-o. z osocza pacjentow z SM
w okresie rzutu oraz remisji z najistotniejszymi para-
metrami klinicznymi (takimi jak zaawansowanie cho-
roby oceniane w skali EDSS i liczba dotychczasowych
rzutOw choroby).

3. W celu poszukiwania najwazniejszych producentow
TNF-o. we krwi chorych z SM analizowano rowniez
zwigzek pomigdzy stezeniem TNF-oe w osoczu i liczeb-
noscig leukocytow oraz ich subpopulacji — neutrofili,
limfocytow oraz monocytow.

MATERIAL I METODYKA

Na udziat w badaniu wyrazito zgodg 37 pacjentdéw z grupy
badanej - 20 (55,6%) nalezato do grupy 0s6b z SM w rzu-
cie (przed leczeniem sterydami), a 17 (44,4%) do grupy
pacjentéw z SM w remisji klinicznej choroby. Grupy
badane (rzut i remisja) nie roznily si¢ istotnie w rozktadzie
pici (p = 0,58). Grupe kontrolng stanowili zdrowi ochot-
nicy w liczbie 30 osob, liczba kobiet —n = 18 (60%), me¢z-
czyzn—n = 12 (40%).

U wszystkich osob uczestniczacych w badaniu rozpoz-
nano — na podstawie kryteriow McDonalda z 2005 roku!® —
postac rzutowo-remisyjng SM. Podstawowym warunkiem
uczestnictwa w badaniu byto pisemne wyrazenie Swia-
domej zgody przez pacjentow oraz ochotnikow (osoby
zdrowe) po wezesSniejszym zapoznaniu si¢ z informacja.
Po jej uzyskaniu przeprowadzono badanie podmiotowe.
Od pacjentow jednorazowo pobrano krew zylng w ilosci
4 ml do odpowiednich probowek (EDTA). Krew wirowano
(5000 rpm, 20 min, 23°C), a nast¢pnie ostroznie usuwano
gorng warstwe z osoczem. Zabezpieczony material prze-
chowywano w temperaturze —-80°C do czasu wykonywa-
nia oznaczef.

OZNACZANIE POZIOMOW TNF-o
W OSOCZU METODA
IMMUNOENZYMATYCZNA (ELISA)

Do oznaczenia poziomu TNF-o w osoczu wykorzystano
metode immunoenzymatyczng ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Analizy przeprowadzono z uzyciem komer-
cyjnie dostepnych testow Quantikine (R&D Systems, MN,
USA; nr kat DTAOOC), zgodnie z zaleceniami producenta.
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Na 96-dotkowej plytce optaszczonej odpowiednimi mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko
ludzkiemu TNF-o umieszczano standardy i badane probki
osocza ludzkiego i przeprowadzono oznaczenie. Absor-
bancj¢ mierzono przy uzyciu wielofunkcyjnego czytnika
mikropiytek VICTOR™ X4 firmy PerkinElmer (USA).
Kazdg probke analizowano dwukrotnie. Stezenie TNF-a
w badanej probce okreSlano na podstawie utworzonej
krzywej wzorcowej, z wykorzystaniem oprogramowa-
nia WorkOut 2.5, stosujac czteroparametrowy nieliniowy
model regresji (4PL).

ANALIZA STATYSTYCZNA

Normalnos§¢ rozktadu zweryfikowano za pomocg testu
W Shapiro-Wilka. Roznice migdzygrupowe analizowano za
pomocy testu U Manna-Whitneya (w przypadku wickszej
liczby grup stosowano nieparametryczny test ANOVA Kru-
skala—Wallisa). W celu oceny korelacji pomig¢dzy zmiennymi
wykorzystano korelacj¢ rang Spearmana. Za istotnie staty-
stycznie przyjeto roznice dla wartosci statystyki p < 0,05.

WYNIKI
POZIOM TNF-o. W BADANYCH GRUPACH

W grupie badanej chorych z SM w rzucie wykrywalng
obecnos¢ TNF-a stwierdzono w osoczu 11 chorych z ogol-
nej liczby 20 (55%), a w grupie chorych z remisja SM -
u 7 pacjentdw z ogolnej liczby 17 chorych (42%). W gru-
pie kontrolnej zdrowych ochotnikow TNF-o 0znaczono
w osoczu 16 z ogdlnej liczby 30 osob (53,3%). U pozosta-
tych pacjentéw stezenie TNF-o byto ponizej minimalnego
progu detekcji zestawu przeznaczonego do oznaczenia.

Mediany stezenh TNF-o. w osoczu pacjentéw z SM w rzu-
cie oraz w remisji, a takze ochotnikow z grupy kontrol-
nej wynosity odpowiednio 0,61 pg/ml, 0,52 pg/ml oraz
0,97 pg/ml i nie r6znily si¢ istotnie pomi¢dzy sobg (rys. 1).

Zaobserwowano znaczne roznice liczebnos$ci pacjen-
tow w rzucie oraz w remisji SM dotyczace liczby chorych
z wysokimi (>1 pg/ml) i niskimi (<1 pg/ml) poziomami
TNF-a w osoczu krwi. W grupie pacjentdéw z rzutem SM
warto$ci TNF-o. > 1 pg/ml obserwowano u 5 0sob z ogdl-
nej liczby 11 chorych (45%), u ktorych oznaczono steze-
nie TNF-o.. Z kolei w grupie chorych z remisja SM tylko
u jednego z 7 chorych (14%) poziom TNF-o. przekraczat
1 pg/ml. W grupie kontrolnej poziomy TNF-a. >1 pg/ml
stwierdzono u 8 0sob z ogodlnej liczby 16 (50%), u ktdrych
dokonano oznaczefi. Choc rdznice te nie sg istotne staty-
stycznie, warto zauwazy¢, ze pomimo matlej liczebnosci
grup w przypadku pacjentow w remisji zaobserwowano
nizszy odsetek pacjentow z poziomem TNF-o >1 pg/ml.

TNF-oc A ZAAWANSOWANIE CHOROBY
OCENIANE W SKALI EDSS

Zaawansowanie choroby oceniane w skali EDSS nie bylo
powigzane istotng statystycznie korelacja z wartoSciami
TNF-o. w osoczu pacjentdw w grupie z rzutem (r = 0,16,
p = 0,64). Wyniki zobrazowano na rys. 2 A.

W grupie pacjentéw z SM w remisji sytuacja byta
podobna (r = 0,74, p = 0,056). Warto jednak zwrdci¢
uwage na tendencj¢ do wspotistnienia wyzszych wynikow
w skali EDSS z wyzszymi poziomami TNF-o w osoczu
obserwowang w grupie z remisja (rys. 2 B).

Analiza korelacji stezenia TNF-oo w osoczu z zaawan-
sowaniem choroby, ocenianym w skali EDSS, cho-
rych z SM w rzucie oraz w remisji (facznie), ocenianej
w skali EDSS w momencie zakwalifikowania do bada-
nia, wykazywata dodatnig liniowa korelacje, ktora jednak
nie byla istotna statystycznie (korelacja rang Spearmana;
r=0,25,p = 0,32). Dane zobrazowano na rys. 2 C.

W podgrupie pacjentdéw z remisja SM posiadajgcych
niskie poziomy TNF-a w osoczu (<1 pg/ml) zaobser-
wowano wyzsze poziomy TNF-a niz u osob z wigkszym
zaawansowaniem choroby (mierzonym skalg EDSS).

45
—_ p=0,72
40
~ - ™~
35
3,0
E 25 p=071
g AN
s 20
= p=0,12
=5 A
1,0 - o
05 ° o J_
0,0
rzut remisja grupa kontrolna

Rys. 1. Wykres obrazujqcy rznice w stezeniu TNF- o pomiedzy badanymi grupami
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Ryc. 2 A. Wykres rozrzutu przedstawiajgcy zaleznosé pomiedzy TNF- o a wspdlczynnikiem EDSS u pacjentow w rzucie
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Ryc. 2 B. Wykres rozrzutu przedstawiajgcy zaleznos¢ pomiedzy TNF-oc a wspdlczynnikiem EDSS u pacjentow w remisji
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128 | Rys. 2 C. Wykres rozrzutu przedstawiajqcy zaleznos¢ pomiedzy TNF-a a wspdlczynnikiem EDSS u wszystkich pacjentow z SM
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Analiza wykazata dodatnig liniowg korelacje, ktora byta
istotna statystycznie (korelacja rang Spearmana; r = 0,94,
p = 0,005). Dane zobrazowano na rys. 3.

TNF-0.A LICZBA RZUTOW CHOROBY

Przeprowadzono analiz¢ korelacji stezenia TNF-o w 0so-
czu oraz liczby rzutdw u chorych z SM. Wymienione
powyzej parametry nie byly powiazane istotng staty-
stycznie korelacja zarowno w grupie z rzutem (r = 0,34,
p = 0,33), jak i w grupie w remisji (r = 0,09, p = 0,85).
Dane zobrazowano na rys. 4 A oraz 4 B.

Analiza korelacji stezenia TNF-a0 w osoczu i liczby rzu-
tow u chorych z SM w rzucie oraz w remisji (facznie)
wykazywata ujemng liniowa korelacje, ktora jednak nie
byta istotna statystycznie (korelacja rang Spearmana;
r =-0,05,p = 0,84). Dane zobrazowano na rys. 4 C.

KORELACJA POZIOMU TNF-«
Z LICZBA LEUKOCYTOW
ORAZ LICZEBNOSCIA ICH SUBPOPULACJI

Aby ustali¢ najwazniejszych producentow TNF-o we
krwi chorych z SM, analizowano zwigzek pomiedzy
stezeniem TNF-a w osoczu a liczebnoscig leukocy-
tow oraz ich subpopulacji — neutrofili, limfocytow oraz
monocytow. Analiza, podobnie jak powyzsze, zostata
przeprowadzona osobno w obrebie podgrup pacjen-
tow w rzucie oraz w remisji. Srednie wartosci opisa-
nych elementéw morfotycznych zostaty przedstawione
w tabeli 1.

Analiza korelacji st¢zenia TNF-o. w osoczu i liczby krwi-
nek biatych, neutrofili, limfocytow oraz monocytow
u chorych z SM, ocenianej w momencie zakwalifiko-
wania, nie wykazata istotnych statystycznie zaleznosci.
Doktadne wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Uwage zwraca tendencja (r = 0,55, p = 0,08) do wspot-
wystepowania wyzszych wartosci liczby leukocytow
(WBC) z wyzszymi stezeniami TNF-a wsrdd pacjentow
z rzutem SM (rys. 5 A).

Zaleznosci takiej nie obserwowano wsrdd pacjentow
z remisja (r = -0,16,p = 0,73; rys. 5 B).

Analiza korelacji stezenia TNF-a. z liczba WBC u pacjen-
tow w rzucie i remisji (razem) wykazata dodatnig liniowg
korelacje, ktora jednak nie byta istotna statystycznie
(korelacja rang Spearmana; r = 0,39, p = 0,11).

W przypadku pozostatych parametréw morfologicznych
nie obserwowano istotnych réznic pomi¢dzy grupami.

OMOWIENIE

SM to zapalno-demielinizacyjna choroba OUN, na ktdre;
rozwdj wpltywa szereg czynnikow™. Trwaja badania, kt6-
rych celem jest znalezienie biomarkeréw aktywacji uktadu
immunologicznego oraz procesu zapalnego w przebiegu
SM, wystepujacego nie tylko we wezesnej fazie choroby,
ale takze w fazie przewlekie;.

TNF-a traktowany byt jako jeden z najwazniejszych
mediator6w stanu zapalnego w procesie powstawa-
nia SM31719 Produkowany jest gtéwnie przez komorki
zerne (monocyty, makrofagi), takze limfocyty T i B, neu-
trofile, keratynocyty, fibroblasty czy komorki Srodbionka.
Wplywa na regulacje immunologiczng uktadowo lub
gleboko w obrebie OUN. Gtéwne czynniki przyczynia-
jace si¢ do jego syntezy przez makrofagi to lipopolisa-
charydy Sciany komdrkowej bakterii, [FN-y, IL-1, a takze
sam TNF-a, ktory wzmaga rowniez cytotoksyczno$¢
monocytdéw, makrofagéw, eozynofilii oraz zwigksza wta-
Sciwosci fagocytarne neutrofili. Zaliczany jest on do cyto-
kin, ktore sg istotnymi mediatorami reakcji zapalnej'®.
U pacjentéw z SM stwierdzono zwigkszone stezenie TNF-o
w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz w surowicy!?.
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Rys. 3. Analiza korelacji stezenia TNF- o (dla pacjentow, u ktorych stezenie wynosilo <1 pg/ml) w osoczu a zaawansowaniem SM w remisji oce-

nianym w skali EDSS
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WBC(10°/mm?®) Neutrofile (tys./ul) Limfocyty (tys./pl) Monocyty (tys./pl)
Rzut 7,60+2,53 5,03 +2,44 2,02+0,79 0,42+0,14
Remisja 5,65+1,26 345117 1,58 £0,42 0,38+0,16
Rzut + remisja 6,71+2,24 431+2,09 1,82 +0,67 0,40£0,15

Tabela 1. Srednie liczebnosci leukocytow oraz ich subpopulacji u pacjentow w grupach badanych

Wykazano takze, iz koreluje ono z cigzkoscia choroby!*2”.
W badaniach na modelu doSwiadczalnym EAE (experi-
mental autoimmune encephalomyelitis) takze odnotowano
zwickszone stezenie TNF-a w korze mézgowej w momencie
zaostrzenia objawdw choroby®'??. Obserwowano rowniez,
ze stezenie TNF-a w limfocytach krwi obwodowej wzrastato
podczas rzutu SM?2. Zasadne jest sprawdzenie, czy st¢zenie
TNF-o0 w osoczu moze by¢ markerem aktywnosci choroby.
Mediana st¢zenia TNF-oo w osoczu u 11 pacjentow z SM
w rzucie wyniosta 0,61 pg/ml, przy czym u pozostatych
9 pacjentow stezenie TNF-a. w osoczu byto ponizej mini-
malnego progu detekeji zestawu uzytego do przeprowa-
dzenia oznaczenia. U 7 pacjentow w remisji mediana
wyniosta 0,52 pg/ml, przy czym u 10 pacjentéw byla
ponizej poziomu detekeji, a u 16 zdrowych ochotnikdéw
(kontrola) — 0,97 pg/ml, przy czym u 14 byta ponizej
poziomu detekcji. W niniejszym badaniu nie wykazano
istotnego wzrostu stezenia TNF-oo w osoczu pacjentow
zarOwno w rzucie, jak i w remisji SM, co moze by¢ zwig-
zane z faktem, iz st¢zenie TNF-o. w osoczu nie odzwier-
ciedla toczacego si¢ stanu zapalnego w OUN. Kolejna
znaczacg kwestig moze byc fakt, iz ogdlnie niski poziom
ekspresji TNF-o. u pacjentéw z analizowanych grup moze
odzwierciedla¢ krotki okres pottrwania mRNA TNF-o
w osoczu oraz brak czynnikéw, ktore regulujg stabilnos¢
mRNA dla TNF-0.%29, Zaawansowanie choroby, oce-
niane w skali EDSS, osob z SM wykazato nieistotng sta-
tystycznie dodatnig korelacje ze stezeniem TNF-o w 0so-
czu pacjentOw zarOwno w grupie z rzutem, jak i w grupie
w remisji. Warto jednak zwr6ci¢ uwage na tendencje do
wspotistnienia wyzszych wynikow w skali EDSS z wyz-
szymi poziomami TNF-a. w osoczu obserwowana w gru-
pie z remisja. Zauwazona zaleznoS$¢ byta bardzo bliska
progu istotnosci statystycznej (p = 0,056), jednakze ze
wzgledu na niewielka liczebnoS¢ obserwowanej grupy
trudno formutowac dalej idgce wnioski. Taki wynik
7 pewnoscig skfania nas do kolejnych badan na wigkszych
kohortach pacjentow. Analiza korelacji stezenia TNF-o
W 0soczu z zaawansowaniem choroby, ocenianym w skali
EDSS, chorych z SM w rzucie oraz w remisji (facznie),
ocenianej w skali EDSS w momencie zakwalifikowania
do badania, wykazywata dodatnig liniowa korelacje, ktora
jednak nie byta istotna statystycznie.

W podgrupie pacjentdéw z remisja SM posiadajacych niskie
poziomy TNF-o. w osoczu (<1 pg/ml) zaobserwowano
wyzsze poziomy TNF-o u 0s6b z wigkszym zaawanso-
waniem choroby (mierzonym skalg EDSS).
Przeprowadzono takze analiz¢ korelacji st¢zenia TNF-a
w osoczu z liczbg przebytych rzutéw u chorych z SM.
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Wymienione powyzej parametry nie byly powigzane
istotng statystycznie korelacjg zarowno w grupie z rzu-
tem, jak 1 w grupie w remisji.

W celu znalezienia przyczyny zmian poziomu TNF-o
w osoczu chorych z SM w prezentowanym badaniu anali-
zowano rowniez korelacj¢ st¢zenia tej cytokiny z liczebno-
Scig leukocytow oraz ich subpopulacji we krwi obwodowej
pacjentow z SM. Nie zaobserwowano istotnych statystycz-
nie zaleznoSci, jednak uwage zwraca tendencja (p = 0,08)
do wspdtwystepowania wyzszych liczebnoSci leukocytow
z wyzszymi st¢zeniami TNF-a w osoczu wsrdd pacjentow
z rzutem SM. Moze to potwierdza¢ hipoteze, ze glownym
producentem TNF-a we krwi obwodowej chorych z SM sg
wiasnie leukocyty. Wiadomo bowiem, iz TNF-o. indukuje
ekspresje czasteczek adhezyjnych oraz r6znych chemokin,
ktore odgrywaja kluczowg role w gromadzeniu si¢ leuko-
cytow w miejscu zapalenia>??. Por6éwnanie liczby WBC
u pacjentow z SM w rzucie oraz w remisji (razem) wyka-
zato istotnie (p = 0,01) wyzsze liczebnosci leukocytow we
krwi pacjentow w rzucie.

Z kolei porownanie liczby neutrofili u pacjentow
z SM w rzucie oraz w remisji wykazato silng tendencje
(p = 0,06) wskazujacg na wyzsze wartosci neutrofili we
krwi pacjentow w rzucie. Liczne badania wykazaly, iz neu-
trofile w istotny sposdb wptywaja na odpowiedZ immu-
nologiczng i proces zapalny u pacjentéw z SM. Komorki
te prowokuja zwigkszona produkcje cytokin prozapalnych

Wspotczynnik p
korelagji

Pacjenci w rzucie

WBC 0,55 0,08
Neutrofile 0,37 0,26
Limfocyty -0,39 0,23
Monocyty -0,12 0,73
Pacjenci w remisji

WBC -0,16 0,73
Neutrofile 0,13 0,79
Limfocyty -0,30 0,51
Monocyty -0,40 0,37
Pacjenci rzut + remisja

WBC 0,38 0,13
Neutrofile 0,23 0,38
Limfocyty -0,31 0,23
Monocyty -0,21 0,41

Tabela 2. Wyniki analizy korelacji pomiedzy liczbg leukocytow oraz
liczebnosciq ich subpopulacji u pacjentow z badanych
grup a stezeniem TNF-ow osoczu
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(w tym TNF-0). Badania wykazaly, iz u pacjentow z SM
w trakcie rzutu liczba neutrofili byta znacznie wyzsza niz
w remisji oraz grupie zdrowych ochotnikéw. Wskazuje to
na silng aktywacje neutrofili w trakcie nawrotu choroby
u 0s6b z SM12229_ Korelacja stezenia TNF-o. z liczbg
neutrofili pacjentéw z SM w rzucie oraz remisji nie wyka-
zata jednak istotnych statystycznie zaleznosci®. Korela-
cja stezenia TNF-o. z liczbg monocytow pacjentow z SM
W rzucie oraz remisji rowniez nie wykazata istotnych sta-
tystycznie zaleznosci, podobnie jak w przypadku limfocy-
tow pacjentdw z SM w rzucie oraz w remisji.

W pismiennictwie pojawily si¢ doniesienia, ktore podaja
w watpliwosci kwestie podwyzszonego stezenia TNF-o
u pacjentdw z SM (przed klinicznym nawrotem choroby
ipo nim)?2". U niektdrych pacjentéw w przypadku braku
klinicznego nawrotu choroby poziom TNF-a byt takze na
wyzszym poziomie®®. Wykazano to réwniez w niniejszym
badaniu, nie stwierdzono bowiem istotnych statystycznie
roznic w poziomie osoczowego TNF-o pomigdzy grupami
pacjentow w rzucie i remisji choroby. Obserwacje te przy-
czynily sie do wysunigcia hipotezy, ze inne czynniki o dzia-
taniu ,,stresujgcym” moga by¢ przyczyna takich ,fatszy-
wie dodatnich wynikow”. W przypadku nawrotéw choroby
badz nasilenia objawow, ktorym towarzyszg silne sytu-
acje stresujace, stezenie TNF-oo moze by¢ zmienne®-?%.
Aby ustali¢ stezenie TNF-o0 we krwi chorych jako poten-
cjalny marker aktywnosci procesow patologicznych w SM,
niezbedne sg dalsze badania na wigkszej grupie pacjen-
tow, z uwzglednieniem roznych postaci klinicznych cho-
roby oraz analizy innych parametréow aktywnosci cho-
roby, m.in. radiologicznych. Niezb¢dna jest rowniez ocena
korelacji stgzenia TNF-a we krwi z jego stezeniem w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym.
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