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STRESZCZENIE

Stwardnienie rozsiane (multiple sclerosis — MS) jest najczestsza choroba zapalno-demielinizacyjna. Chorobowos¢ wy-
nosi od okoto 2/100 000 w okolicach rownika do okoto 100/100 000 w Europie i Ameryce Poénocnej. Pomimo znacz-
nego postepu medycyny, jaki dokonat si¢ w ostatnich dziesigcioleciach, schorzenie to caly czas pozostaje nieuleczalne.
Jedyng mozliwoscig jest walka o spowolnienie nieuchronnego postepu choroby, ktéry w koncu doprowadzi do niepet-
nosprawnosci pacjenta. Z tego wzgledu wazne jest doktadne poznanie immunopatogenezy MS. Prowadzone dotychczas
badania skupiaty si¢ na klasycznych subpopulacjach komorek T. W niniejszym artykule przyjrzymy si¢ stanowi badan
i dostepnej wiedzy na temat udziatu ,,nowych” subpopulacji komorek T, tj. limfocytow Th22, Th17.1, Tc17, Tth, NKTth,
w patogenezie MS.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is the most common inflammatory-demyelinating disease, its morbidity varies between 2 per
100 000 inhabitants in sub-Saharan Africa to 100 per 100 000 inhabitants in Europe and North America. Despite the
unquestionable progress in medicine, MS is still incurable and all that can be done for a patient is to struggle to slow
down the inevitable progress of the disease, which eventually will cause disability. Recognizing the detailed immu-
nopathogenesis of MS is probably the only chance for fully effective treatment. Most of the immunological studies of the
previous decades focused on the classic sub-populations of T lymphocytes. This review is focused, however, on novel
sub-populations — Th22, Th17.1, Tc17, Tth and NKTfh lymphocytes in the pathogenesis of MS.
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WPROWADZENIE

Stwardnienie rozsiane (multiple sclerosis — MS) jest
najczestsza zapalno-demielinizacyjna chorobg osrod-
kowego ukltadu nerwowego w Polsce. Badania epide-
miologiczne prowadzone w réznych czg¢éciach Polski
wskazuja na chorobowo$¢ na poziomie 50-100/100
000 mieszkancow [1], co zgadza si¢ ze statystykami
Swiatowymi — okoto 100/100 000 mieszkancéw w Eu-
ropie i Ameryce Polnocnej — a w przypadku lezacej na
podobnej szerokosci geograficznej Francji jest to 94,7/
/100 000 mieszkancow [2]. Czestos¢ wystegpowania cho-
roby jest zalezna wprost proporcjonalnie od szerokosci
geograficznej, co plasuje Polske w strefie wysokiego
zagrozenia. Choroba rozpoczyna si¢ najczesciej miedzy
20 a 40 rokiem zycia i cze$ciej dotyka kobiety. W wiek-
szosci przypadkow z biegiem czasu objawy narastaja
i prowadzg do niepelnosprawnosci. Nawet 20% popula-
cji polskich chorych wykazuje wysoka niepetnospraw-
nos¢ — 6 lub wiecej punktow w skali EDSS (Expanded
Disability Status Scale) [3]. Badania wskazuja na role
czynnikow genetycznych w patogenezie MS; prawdo-
podobnie okoto 15% przypadkow ma charakter rodzin-
ny.

W zaleznosci od objawodw i przebiegu klinicznego wy-

réznia si¢ cztery podstawowe postaci choroby:

1) rzutowo-remisyjng (relapsing-remitting MS — RRMS)
— najczestsza, wystepuje przede wszystkim u osob,
u ktorych choroba rozpoczeta si¢ przed 40 rokiem
zycia; niedawne badania na duzej grupie chorych
z terenu Polski ujawniaja, ze chorzy z tg postacig sta-
nowig okoto ¥ wszystkich pacjentow [3]; przebiega
pod postacia rzutow i okresoOw remisji, poczatkowo
objawy rzutu ustgpuja catkowicie, z biegiem czasu
ulegaja utrwaleniu;

2) wtornie postepujacg — rozwija si¢ najczesciej po kil-
kunastu latach trwania postaci RRMS, dotyczy oko-
o 17% polskich chorych [3];

3) pierwotnie postepujaca — dotyczy okoto 10% cho-
rych [3], przede wszystkim mezczyzn po 40 roku
zycia;

4) pierwotnie postgpujaca z zaostrzeniami — wystgpuje
u nie wiecej niz 5% chorych.

Pomimo wieloletnich badan prowadzonych w osrod-

kach na catym $§wiecie nie poznano patogenezy MS.

Uwaza sig¢, ze choroba ma podloze autoimmunizacyjne.

»Nowe” subpopulacje komorek T

Zasadniczy podziat limofocytow na komorki T i B jest
znany od wielu lat. Przynajmniej od lat 80. XX w. znane
sa dalsze subpopulacje limfocytow T — limfocyty Ty,
T regulatorowe, T pomocnicze i T cytotoksyczne. Z gro-
na limfocytéw T pomocnicznych wydzielono pdzniej
subpopulacje Th17, ktérej gtdéwnym wyrdznikiem jest
ekspresja CD161 i RORyT oraz synteza interleukiny
17 (IL-17). Do grupy tych komorek w ostatnich latach
dopisano kolejne, coraz mniejsze populacje — limfocy-
ty Th17.1, Th22, limfocyty T pomocnicze folikularne
(Tth) oraz Tcl7. Rola wymienionych subpopulacji
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w patogenezie i rozwoju MS nadal nie jest wyjasnio-
na. Przede wszystkim brakuje badan sprawdzajacych
mozliwe korelacje migdzy przebiegiem klinicznym, za-
awansowaniem choroby czy odpowiedzig na leczenie
a wskazanymi subpopulacjami.

Metodologia

Niniejszy artykul ma na celu przystgpna prezentacje
zakresu badan nad udziatem opisanych niedawno subpo-
pulacji limfocytow T w patogenezie MS wraz z przed-
stawieniem najwazniejszych ustalen. Do przegladu wia-
czono artykuly naukowe, ktore prezentowaly wyniki
badan dotyczace wybranych subpopulacji. Wykluczono
badania in vivo nad skuteczno$cia lekéw z powodu bra-
ku mozliwosci odniesienia danych sprzed leczenia do
zdrowej kontroli. Do identyfikacji artykutow postuzyta
baza PubMed. Uzyto wszystkich kombinacji stow klu-
czowych, ktore zawieraly okreslenia poszczego6lnych
subpopulacji (Th22, Th17/Thl, Th1/17, Tth, NKTfh,
Tc17) wraz z odniesieniem do stwardnienia rozsianego
lub jego zwierzecego modelu (MS, SM, multiple scle-
rosis, experimental autoimmune encephalitis, EAE), np.
,,Th22 multiple sclerosis”.

Komorki Th22

Komoérki Th22 wyodrebniono w 2009 r. w badaniach
nad uktadem immunologicznym ludzkiej skory [4,5]. Do
tego momentu za zroédto interleukiny 22 (IL-22) uwaza-
no jedynie komorki Th17 oraz Th1. We wspomnianych
badaniach zauwazono jednak, ze w ludzkiej skorze znaj-
duje si¢ nieznana subpopulacja komorek T, produkujaca
przede wszystkim IL-22, a ponadto IL-13 i TNF-a (fu-
mor necrosis factor alpha) [6]. Na ich powierzchni poza
markerami komoérek T pomocniczych (CD37/CD4Y)
odnaleziono takze receptory dla chemokin — CCR10,
CCR6, CCR4 [4,5]. Regulacja funkeji komorek Th22
zwigzana jest z czynnikiem transkrypcyjnym AHR (aryl
hydrocarbon receptor), ktérego indukcja prowadzi do
produkcji IL-22 [7]. Indukcja ekspresji czynnika AHR
jest zwigzana z dziataniem TNF-a oraz IL-6; przeciwne
dziatanie ma TGF-p, ktory po przytaczeniu si¢ do c-Maf
hamuje syntez¢ 1L-22 [8]. Wzrost aktywnoséci TGF-f
jest rowniez taczony z utrata komorek Th22 [9].

Glownym produktem komorek Th22 jest IL-22, ktora
odgrywa istotna, chociaz nie kluczowa role w przebie-
gu MS. Jak udowodniono w badaniach na zwierzetach,
brak IL-22 nie hamowat rozwoju EAE [10]. Dotychczas
opublikowano wyniki dwoch badan dotyczacych limfo-
cytow Th22 w MS [11,12]. Pierwsze z nich przepro-
wadzono na niewielkiej grupie chorych (15 pacjentéw
z RRMS) z zastosowaniem cytometrycznej metody li-
czenia komorek (w tym Th22) oraz oznaczeniem pozio-
mu cytokin w surowicy za pomocg testu ELISA (w tym
1L-22) [12]. Wykazano wdwczas istotny statystycznie
wyzszy odsetek komorek Th22 we krwi pacjentow
z MS w poréwnaniu ze zdrowa kontrolag. W tym samym
badaniu potwierdzono takze wyzszy poziom IL-22
w osoczu chorych na MS. Drugie badanie objeto wigk-
sza grupe (72 pacjentdow z RRMS) [11]. Rolla i wsp.
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Tabela I. Markery powierzchniowe charakterystyczne dla danych subpopulaciji, umozliwiajace ich fatwe fenotypowanie, oraz podstawowe cytokiny przez nie

wydzielane

Table I. Surface markers characteristic of given subpopulations, enabling their easy phenotyping and basic cytokines secreted by them

Subpopulacja Fenotyp Wydzielane cytokiny
Th22 CD3*/CD4*/IL-22*/IL-17- IL-22
Th17.1 CD3*/CD4*/IL-17*/IFN-y* IL-17, IFN-y, GM-CSF
Te17 CD3*/CD8*/CD161* IL-17, takze: IL-22, IFN-y, GM-CSF
Tth CD3*/CD4*/CXCR5* IFN-y (Th1-podobne), IL-4, IL-5, IL-13 (Th2-podobne) oraz IL-17A i IL-22 (Th17-podobne)
NKTfh CD3*/TCR Va24-Ja18/CXCR5* -

udowodnili w nim, ze komdrki Th22 sa liczniejsze
w grupie chorych na MS niz w grupie kontrolnej oraz
ze komorki Th22 cechuja si¢ niskg ekspresja IFNyR1,
przez co sa mato wrazliwe na terapi¢ interferonem.
Ostatnie badania przeprowadzone w Hiszpanii wskazu-
ja ponadto na rézng aktywnos$¢ komorek Th22 u cho-
rych na MS i u zdrowych ludzi — podanie melatoniny
in vitro zmniejszato znaczgco synteze 1L-22 w hodow-
lach komoérek pobranych od chorych, nie zmieniato jed-
nak w probkach od zdrowych dawcow [13].

Komorki Th17.1

Komorki Thl7.1 sa niedawno odkryta subpopulacja
komorek Th17, ktdra tacznie z IL-17 produkuje glow-
ng cytoking komorek Thl — IFN-y, ponadto komorki
te uwalniaja GM-CSF (granulocyte-macrophage co-
lony-stimulating factor) [14,15]. W literaturze zwane
sa takze Th17/Thl, Thl/17 oraz Thl7 spolaryzowane
w kierunku Thl. Immunofenotypowo mozna je opisaé
jako CD3"/CD4"/CCR4/CCR6'/CXCR3"/IL-17"/IFN-y*
[16,17]. Duhen i Campbell [15] zwracaja takze uwa-
ge na mozliwo$¢ prostego immunofenotypowania ko-
morek Th17.1 jako CCR6*/CXCR3*. Komorki Th17.1
cechuja si¢ rowniez stabilng ekspresja glikoproteiny P,
biatka c-kit oraz biatka MDR1 [16]. Badania wskazuja
na opornos¢ komorek Th17.1 na leczenie glikokortyko-
steroidami. Dane eksperymentalne ze zwierzecego mo-

wysokie stezenie IL-12
niskie stezenie TGF-B

CD3*/CD4*/CD161*/1L-17/IFN-y

Ryc. 1. Proces roznicowania od Th17 przez Th17.1 az do Th1 CD161*.
Fig. 1. TH17 Th17.1 Th1 CD161* differentiation.

CD3'/CD4*/CD161*/IL-17*/IFN-y*

delu MS wskazuja na bardzo znaczacy udzial komoérek
Th17.1 w calkowitej produkeji IFN-y [18].

Komorki Th17.1 powstaja najprawdopodobniej z ko-
moérek Th17 pod wplywem jednoczesnej podwdjnej
stymulacji za pomocg IL-12 i IFN-y, przy czym rolg in-
terferonu jest przede wszystkim indukcja ekspres;ji tan-
cucha IL-12RB2 receptora dla IL-12, jak réwniez same;j
interleukiny. Interleukina 12 odpowiada za aktywaqe;
syntezy czynnika T-bet [19]. Alternatywne wyjasnie-
nie zostalo zaproponowane przez Duhena i Campbella
[15], ktorzy udowodnili, ze komorki Th17.1 powsta-
ja pod wplywem jednoczesnego dziatania IL-1p oraz
IL-12 na komorki Th17. Nistala i wsp. [20] zwracaja
uwage na udziat wysokiego stezenia IL-12 oraz niskie-
go TGF-B w roznicowaniu Th17 do Th17.1. Wskazu-
ja jednoczesnie na mozliwos¢ dalszej konwersji do
,czystej” postaci Thl, przy czym czynnikiem odroz-
niajacym te komorki od typowych Thl jest ekspresja
CDI161, co pozniej potwierdzili takze Cosmi i wsp.
[21]. Badacze wloscy ustalili ponadto, ze obok CD161
kolejnym markerem konwersji Th17/Th17.1—-Thl
jest specyficzny typ metylacji genu RORC2, ktory
w typowej komorce Thl jest catkowicie zmetylowany,
natomiast w komodrkach Th17/Th17.1 czy powstalych
z nich nieklasycznych Thl gen ten nie wystgpuje w for-
mie zmetylowanej [22]. Nistala i wsp. [20] podkres$lajg
jednoczesnie, ze nie jest mozliwa konwersja odwrotna,
tzn. od Th1 do Th17 lub Th17.1.

wysokie stezenie IL-12
niskie stezenie TGF-

\0

CD3*/CD4*/CD161/IL-17/IFN-y*
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Podwojna produkcja (IL-17, IFN-y) wiaze si¢ z ko-
ekspresjg czynnikow RORyT i T-bet [ 18]. Istnieje dalsza
subpopulacja komorek Th17.1, ktora wydziela jedynie
niewielkie ilosci IL-17, pod wzgledem wydzielniczym
odpowiada wigc komorkom Thl, jednak odrdznia je
od nich brak ekspresji CCR6 oraz ekspresja czynnika
AHR, a takze wysoka ekspresja IL-1R [18]. Stymula-
cja komorek Th17.1 przez IL-1 prowadzi do znacznego
wzrostu produkcji obu cytokin — IL-17 1 IFN-y.
Opublikowane w 2016 r. wyniki badan da Costy i wsp.
[23] wskazuja m.in. na pozytywna korelacje miedzy
poziomem komodrek CD4/IL-17/IFN-y" a objawami
neurologicznymi u pacjentow z MS.

Komérki Tfh i NKTfh

Komorki Tth (T follicular helper cells) sa podtypem
komorek T, znajdujacym si¢ gtownie w obrebie cen-
trow germinalnych narzadéw limfatycznych, jest jed-
nak wsrdd nich takze pula komorek krazacych we krwi
obwodowej. Podstawowy immunofenotyp komorek
Tth to CD3*/CD4"/CXCRS5" [24]. Receptor CXCRS jest
kluczowy ze wzgledu na funkcj¢ tej populacji — umoz-
liwia on migracj¢ do centrow germinalnych, czyli do
strefy B-komorkowej [25]. Dalszego podziatu komoérek
Tth mozna dokona¢ m.in. z uwagi na ekspresje CCR7,
ICOS, PD-1, CXCR-3 i SAP [24,26]. Na wzor komo-
rek Th niektorzy autorzy dzielg je na Thl- (CXCR3"/
CCR67), Th2- (CXCR37/CCR6) i Thl7-podobne
(CXCR3/CCR6") [25]. Subpopulacje te wykazuja
takze ekspresj¢ odpowiednich czynnikoéw transkryp-
cyjnych — TBX21/T-bet, GATA3 oraz RORYT odpo-
wiednio — a takze wlasciwych tym grupom komorek
Th interleukin — IFN-y (Th1), IL-4, IL-5, IL-13 (Th2)
oraz IL-17A 1 IL-22 (Th17) [25]. W obrebie komorek
Tth mozna dalej wydzieli¢ m.in. ,,pozagrudkowe” Tth
(extrafollicular Tfh), ktorych cecha charakterystyczna
jest obecnos¢ CXCR4 przy braku ekspresji CXCRS
[27,28,29]. Kolejng niewielka grupa sa komorki
NKTfh — populacja wykazujaca cechy komorek NKT,
ekspresj¢ CXCRS5 oraz PD-1 i wymagajaca czynnika
transkrypcyjnego Bcl6 [30]. Populacja ta jest zdolna
do oddziatywania z komoérkami B w sposob podob-
ny do typowych Tth, nie indukuje jednak dlugo zyja-
cych plazmocytow. Komorki NKTth uczestniczg m.in.
w pobudzaniu komoérek B ukierunkowanych na anty-
geny lipidowe i glikolipidowe [31]. Badania wskazuja
na wazng role CD1d w odpowiedzi komoérek NKTfh na
stymulacje wskazanymi typami antygenow [32].
Rozwoj komorek Tth zalezy przede wszystkim od czyn-
nika transkrypcyjnego Bcl6, a jego ekspresja jest uwa-
runkowana aktywacja ICOS [26,33]. Badania wskazuja
jednak, ze ekspresja Bcl6 nie dotyczy komorek Tth kra-
zacych we krwi obwodowej [25]. Najprawdopodobniej
aktywno$¢ tego czynnika jest istotna tylko w momencie
réznicowania do komdrek Tth, za czym przemawia fakt,
ze rowniez wsrod komorek Tth z centréw germinalnych
jedynie 10-15% wykazuje jego ekspresje [25]. Glow-
ng funkcjg komorek Tth jest regulacja roznicowania
komorek B w centrach germinalnych do plazmocytow
i komorek B pamigci.
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Fan i1 wsp. [24], oceniajac subpopulacje krazacych Tth
pamieci u pacjentow z MS w poréwnaniu ze zdrowa
kontrola, ustalili, ze poziom Tfh CCR7', Tth ICOS*
oraz Tth CCR7*/ICOS" byt w grupie chorych znaczaco
podwyzszony. Zespo6t dunskich naukowcdéw pod kie-
rownictwem Christensena [34] opisal wzrost odsetka
krazacych Tth ICOS*, spadek odsetka subpopulacji
Th1-podobnej oraz w przypadku pacjentdw z postacig
pierwotnie postepujaca takze wzrost odsetka subpo-
pulacji Th17-podobnej. Zespot opisat ponadto wzrost
odsetka komorek Tth w ptynie mézgowo-rdzeniowym.
Li i wsp. [35] nie znalezli istotnej réznicy w odsetku
krazacych komorek Tth u pacjentow z MS w poréwna-
niu ze zdrowg kontrolg.

W ostatnich latach odchodzi si¢ od tradycyjnego poj-
mowania MS jako zaburzenia funkcji komorek T i co-
raz wigksza uwage zwraca si¢ na udziat limfocytow B
w patogenezie tej choroby. W diagnostyce MS od daw-
na wykorzystuje si¢ prazki oligoklonalne w ptynie
moézgowo-rdzeniowym, a badania ostatnich lat pozwa-
laja coraz dokfadniej pozna¢ tworzace je grupy prze-
ciwcial [36,37]. Zrédlem tych przeciwcial moga by¢
komorki B pozostajace poza grudkami i ich centrami
germinalnymi, dlatego potencjalnie istotny moze by¢
udziat ,,pozagrudkowych” komoérek Tth. Biorac pod
uwage fakt, ze wspomniane przeciwciata czesto skie-
rowane s3 przeciwko lipidowym antygenom ostonek
mielinowych, warto zwroci¢ uwage na potencjalng role
komorek NKTth w patogenezie choroby.

Komorki Tcl17

Komorki Tcl7 to subpopulacja komorek T CDS*, wy-
kazujaca niewielki potencjat cytotoksyczny i produ-
kujaca IL-17. Podobnie jak inne komorki uwalniajace
IL-17 takze Tcl7 posiadaja na powierzchni marker
CD161 [38,39]. Moga powstawac z komorek Tel pod
wplywem jednoczesnego dziatania IL-21 i TGF-f [40].
W badaniach na zwierzetach transgenicznych (pozba-
wionych genu IRF4)' wykryto, ze komorki Tc17 praw-
dopodobnie poprzez produkcje IL-17 odpowiadajg
za migracj¢ limfocytow Th17 do centralnego uktadu
nerwowego, przyczyniajac si¢ tym samym do rozwoju
EAE [41]. Ponadto w badaniach na wycinkach mozgéw
zmartych chorych na MS znaleziono liczne komorki
Tcl7 [42].

Badania przeprowadzone przez zespo6t z Uniwersytetu
Sapienza w Rzymie wskazuja na zwigkszony odsetek
komoérek CD3/CD8*/CD161" we krwi 0séb chorych
na MS w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolna [38].
Udzial limfocytow T CD8'/IL-17 w patogenezie MS
potwierdzaja badania preparatow tkanki mézgowej od
zmartych chorych na MS. Tzartos i wsp. [42] znalezli
limfocyty T CD8'/IL-17" w obrebie aktywnych zmian
chorobowych. Ze wzgledu na stopien ekspresji CD161
Nicol B. i wsp. [43] dzielag komorki Tc17 na dwie dalsze
subpopulacje — o posredniej ekspresji (CD161™) oraz
wysokiej ekspresji (CD161M), wskazujac jednoczesnie

! Zwierzgta transgeniczne pozbawione genu /RF4 (IFN regu-
latory factor 4) nie sa zdolne do rozwoju EAE.
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na obnizony odsetek pierwszej grupy u osob chorych
na MS w pordwnaniu ze zdrowg kontrolg oraz na to, ze
stanowig wyzszy odsetek limfocytow w plynie mozgo-
wo-rdzeniowym niz we krwi u chorych. Ustalili ponad-
to, ze grupa o posredniej ekspresji ma wyrazne cechy
aktywacji oraz znaczaco wyzszy potencjatl do migracji
przez barier¢ krew—modzg niz zardwno grupa o wyso-
kiej ekspresji CD161, jak i typowe komorki CD8* (nie-
wydzielajace IL-17 i niewykazujace w zwiazku z tym
ekspresji CD161).

Tajima i wsp. [44] oraz Annibali i wsp. [38] odkryli, ze
w wyniku stymulacji za pomocg IL-12 komorki Tcl7
zaczynaja wydziela¢ obok IL-17 takze IFN-y.

PODSUMOWANIE

Zebrane dotychczas przez naukowcéw z catego Swia-
ta dane pokazujg wyraznie deregulacj¢ niemal catego

uktadu immunologicznego w przebiegu MS. Niestety
mimo lat wysitkow wiedza na temat przyczyn, podstaw
molekularnych i doktadnego przebiegu na poziomie
komorkowym jest caty czas szczatkowa. Nasza wiedza
na temat dawniej odkrytych, ,,podstawowych” popula-
cjach jest bardzo duza w poréwnaniu z wiedza o nie-
dawno odkrytych, niewielkich subpopulacjach, ktérych
rola w patogenezie choroby moze by¢ znaczna.

Wyniki wieloletnich badan wskazuja na rownoczesne
zaburzenie linii komorek B 1 T, bez wyraznej przewagi
jednej z nich. W zwiazku z tym waznym aspektem ba-
dania jest analiza komorek pecherzykowych (Tth oraz
NKTth), ktére poprzez rezydowanie w centrach germi-
nalnych bezposrednio oddziatujg na komorki B, regulu-
jac ich funkcje i réznicowanie.
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