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Stowniczek uzytych skrotow

Ab - (antibody) przeciwciato

Ag - antygen

APC - (antigen presenting cell) komorka prezentujgca antygen

CcDh - (cluster of differentiation) czynnik roznicowania

CFA - (complete Freund’s adjuvant) kompletny adjuwant Freunda

CS - (contact sensitivity) nadwrazliwo$¢ kontaktowa

DC - (dendritic cell) komérka dendrytyczna

DTH - (delayed-type hypresensitivity) nadwrazliwos¢ typu pdznego

EAE - (experimental allergic encephalomyelitis) alergiczne zapalenie mézgu i rdzenia

FCS - (foetal calf serum) ptodowa surowica cieleca

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny

GALT - (gut-associated lymphoid tissue) tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego

HEPES - N-(2-hydroksyetyl) piperazyna-N’-2-kwas 2 etanosulfonowy

ICAM - (intercellular adhesion molecule) miedzykomérkowa molekuta adhezyjna

IFN - interferon

Ig - immunoglobulina

IEL - (intraepithelial lymphocytes) limfocyty srodnabtonkowe

IL - interleukina

IP - (interferon-inducible protein) biatko indukowane przez interferon

KLH - (keyhole limpet hemocyanin) hemocjanina mieczaka skatoczepu

LC - (Langerhans' cells) komérki Langerhansa

LFA - (lymphocyte function-associated antigen) antygen zwiazany z czynnoscig
limfocytow

LN - (lymph node) wezly chionne

LNC - (lymph node cells) komorki weztéw chtonnych

mAb - (monoclonal antibody) przeciwciata monoklonalne

MBP - (myelin basic protein) zasadowe biatko mieliny

MCP - (monocyte chemoattractant protein) biatko chemotaksji monocytow

Mf - makrofag

MHC - (major histocompatibility complex) gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

MIG - (monokine-induced by interferon gamma) monokina indukowana przez IFN-y

MIP - (macrophage inflammatory protein) biatko zapalne makrofagow
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MOG - (myelin oligodendrocyte glycoprotein) mielinowa glikoproteina

oligodendrocytow

MRI - (magnetic resonance imaging) obrazowanie metodg magnetycznego
rezonansu

NEAA - (non essential amino acids) niezbedne aminokwasy

NO - (nitric oxide) tlenek azotu

NK - (natural killer- naturalny zabdjca) komérka NK

NKT - (natural killer T lymphocyte) - limfocyt NKT

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PBS - pozbawiona jonéw wapnia i magnezu, zbuforowana fosforanami sél
fizjologiczna

PE - fikoerytryna

PLP - (proteolipid protein) biatko proteolipidowe

PMR - ptyn mézgowo rdzeniowy

PTx - (pertussis toxin) toksyna produkowana przez pateczki Bordetella pertussis

R - receptor

RC - (rabbit complement) liofilizowany dopetniacz kroliczy

RANTES - (regulation on activation, normal T cell expressed and secreted) regulowany
przez aktywacje; ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe limfocyty T

ROIs - (reactive oxygen intermediates) reaktywne zwigzki tlenu

RPMI - RPMI 1640, podtoze do hodowli komérek

SM - (sclerosis multiplex) stwardnienie rozsiane

TCR - (T-cell receptor) receptor limfocytow T

TGF - (transforming growth factor) transformujacy czynnik wzrostu

TH - (T helper) limfocyt T pomocniczy

TNF - (tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

TNP - trgjnitrofenyl

Ts/Tr - limfocyt T supresyjny/regulacyjny

Tef - limfocyt T efektorowy

VCAM - (vascular cell adhesion molecule) czgsteczka adhezji komérkowej naczyn

VLA - (very late antigen) antygen bardzo pézny

Indeks + lub — oznacza istnienie (+) lub brak (-) odpowiedniej cechy

Znak —/— oznacza defektywng homozygote, z niefunkcjonalnym genem danej cechy
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1. Wstep

1.1. Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie rozsiane (SM) jest jedna z najczesciej wystepujacych choréb
demielinizacyjnych u ludzi, charakteryzujacg sie przewleklym stanem zapalnym
osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN). SM zaliczane jest do grupy schorzen
autoimmunizacyjnych. Etiopatogeneza SM pozostaje wcigz nierozwigzanym problemem
neurologii. Szereg réznych czynnikdbw wptywa na rozwdj tego schorzenia, ale do
najwazniejszych naleza: genetyczna predyspozycja, infekcje oraz zjawiska o charakterze
autoagresji. Obecnie powszechnym uznaniem cieszg sie nastepujgce teorie powstawania
SM: 1. wirusowa, zakfadajaca, ze czynnikiem inicjujgcym chorobe jest infekcja wirusowa, 2.
immunologiczna, wigzana z aktywacjg autoreaktywnych klonéw limfocytéw T, 3. wirusowo-
immunologiczna, stanowigca wypadkowg wspomnianych teorii, gdzie czynnik wirusowy
stanowi element inicjujgcy chorobe, podczas gdy dalszy proces chorobowy ma charakter
immunologiczny.

Z badan epidemiologicznych wynika, ze rowniez czynniki srodowiskowe majg wptyw
na zachorowalnos¢ na SM, gdyz migracje ludzi do innych stref klimatycznych przed
osiggnieciem dojrzatosci (przed 15 rokiem zycia) moga zwiekszy¢ lub zmniejszy¢ ryzyko
zachorowania na SM. Ponadto opisano epidemiczne wystgpienie SM wsrdod izolowanych
populacji ludzi (Wyspy Faroe, Islandia) po zetknieciu sie z Europejczykami Ilub
mieszkancami Ameryki Poétnocnej, co sugeruje zakazny charakter czynnika indukujacego
SM [1].

Obserwacje kliniczne wskazujg na wiele patogenow, ktére mogg powodowac choroby
demielinizacyjne obwodowego lub centralnego ukfadu nerwowego. Stwierdzono, ze nalezg
do nich: wirus Epstein-Barra (EBV), cytomegalii (CMV), odry, ludzki wirus opryszczki 6
(HHV-6), wirus ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV), jak rowniez mykoplazma i pateczka
Campylobacter jejuni. Epizody ostrej demielinizacji moga wystapi¢ u ludzi po przejsciu
licznych infekcji wirusowych i w wielu przypadkach obserwuje sie prawie identyczne zmiany
w substancji biatej OUN. Przypuszczalnie wspdolny mechanizm demielinizacji wynika z
bezposredniego uszkadzania oligodendrocytow lub z rozwoju poinfekcyjnych zaburzen
odpowiedzi immunologicznej i niszczenia wiasnej tkanki nerwowej w rozwijajagcym sie
procesie autoagresji [2].

Kolejnym dowodem na udziat czynnika infekcyjnego w rozwoju SM moga by¢ wyniki
badan klinicznych wskazujace na korelacje miedzy wystgpieniem infekcji wirusowej u
pacjentéw z SM, a pogorszeniem przebiegu choroby. U chorych odnotowano miedzy innymi
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podwyzszony poziom interferonu a (IFN-a) i proteiny indukowanej przez IFN-a (MxA), oraz
wysokg ekspresje MHC klasy | na oligodendrocytach w trakcie infekcji, co moze mieé
zwigzek z cytotoksycznoscig zalezng od limfocytow T CD8*. Natomiast podwyzszone miano
przeciwciat antywirusowych moze Swiadczy¢ jedynie o zaburzeniu odpowiedzi
immunologicznej pacjentow. Z mézgéw pacjentow SM izolowano kwasy nukleinowe co
najmniej czternastu wiruséw, jednak do dzisiaj nie ustalono istotnej zaleznosci miedzy
zachorowalnoscig na SM, a konkretng infekcjg wirusowa. Nie wykryto réwniez zadnego
zewnatrzpochodnego czynnika sprawczego w aktywnych ptytkach demielinizaciji [3].

W ostatniej dekadzie stwierdzono w wielu przypadkach obecnos¢ wirusa opryszczki
w miejscach uszkodzen substancji biatej pacjentéw, szczegdlnie odmian wirusa typu I, Il'i VI.
Ponadto, zastosowanie leku antyopryszczkowego (acyklowir) zmniejszato liczbe atakéw
choroby [4]. Poczynione obserwacje na powrdt wzbudzity zainteresowanie infekcyjnymi
hipotezami etiologii SM.

1.2. Udzial mechanizméw immunologicznych w patogenezie SM

Pierwszy przypadek SM zostat opisany przez francuskiego neurologa Jean-Martin
Charcot'a w 1868 r., ktory zaobserwowat okotonaczyniowe nacieki komoérek zapalnych w
substancji biatej mdzgu i rdzenia kregowego pacjentdw z epizodami neurologicznych
dysfunkcji [5, 6]. Rozwdéj nowoczesnych metod badawczych pozwolit stwierdzi¢, ze lokalnie w
OUN dochodzi do infiltracji limfocytéw T i makrofagow (Mf) z wysoka ekspresjg MHC klasy
II, do uszkodzenia oligodendrocytow i ostonki mielinowej neuronéw w postaci ptytek
demielinizacyjnych (plak), jak rowniez proliferacji astrocytéw. Plaki najczesciej umiejscawiajg
sie w okolicach okotokomorowych, nerwu wzrokowego, pnia mézgu oraz rdzenia kregowego
[1, 5].

Patogeneza i etiologia SM jest wcigz nieznana, jednak stale rosnie liczba dowodéw
Swiadczacych o autoimmunologicznym podtozu choroby. W badaniach laboratoryjnych
stwierdza sie obecnos¢ przeciwciat oligoklonalnych w ptynie mézgowo-rdzeniowym (PMR)
oraz ich brak w surowicy pacjentow z SM, co wskazuje na aktywacje uktadu
immunologicznego. Z posrednich obserwacji wynika, ze stosowanie w leczeniu czynnikéw
immunomodulujacych, takich jak: IFN-B czy octan glatirameru, oraz lekéw
immunosupresyjnych: cyklofosfamid, metotrexat, mitoxantron, moze spowalnia¢ rozwdj
choroby interferujac z toczacym sie procesem zapalnym [2]. Ponadto we krwi obwodowej
chorych obserwowano spadek liczby supresyjnych limfocytow T CD4* CD45R", jak rowniez
zaburzenie ich funkcji supresyjnych po aktywacji in vitro, co moze sugerowac defekt
mechanizmow regulacyjnych [1].
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Wielu badaczy uwaza, Zze =zasadniczg role w patogenezie SM odgrywajg
autoreaktywne limfocyty T. Komorki te izolowane z krwi pacjentéw wykazujg ekspresje IL-2R
(CD25). Jednoczesnie stwierdzono, iz limfocyty T swoiste wzgledem MBP stanowig
heterogenng populacje komérek u chorych na SM w stosunku do ludzi zdrowych [1]. U
pacjentéw z ostrym napadem choroby izolowano autoreaktywne limfocyty T, ktére
wykazywaty produkcje cytokin profilu komérek TH1: IFN-y i TNF-a, podczas gdy klony

komérek izolowane w trakcie remisji wykazywaty zwiekszong produkcje IL-10 i TGF-f3 [7].

Przypuszcza sie, ze aktywacja autoreaktywnych limfocytow T zachodzi obwodowo i
moze by¢é wynikiem krzyzowej reakcji w trakcie np.: infekcji wirusowej (mimikra
molekularna), stymulacji na zasadzie ,przygodnego widza”, stymulacji przez superantygeny
lub produkty patogendéw nasladujgce cytokiny, chemokiny badz receptory chemokin
gospodarza [8]. Aktywowane limfocyty T wykazujg ekspresje LFA-1 oraz VLA-4, ktére
utatwiajg przyleganie do komoérek $rodbtonka. U chorych na SM stwierdzono w naczyniach
mikrokrazenia mézgu oraz w obrebie plak wysokg ekspresje czastek MHC klasy Il, ICAM-1,
VCAM-1, receptora aktywatora urokinazy plazminogenu, E-selektyny [9]. Czes¢ sposrod
wspomnianych molekut adhezyjnych moze uczestniczy¢ w migracji limfocytéw T do migzszu
mobzgu, a wysoka ekspresja antygendéw (Ag) zgodnosci tkankowej MHC klasy Il moze
prowadzi¢ do aktywacji limfocytow T autoreaktywnych [8]. Po rozpoznaniu autoantygenu
limfocyty aktywujg Mf, ktére wydzielajg wolne rodniki tlenowe (ROIs), tlenek azotu (NO),
enzymy proteolityczne i na drodze bezposredniej fagocytozy uszkadzajg ostonki mielinowe
neuronéw. Uwalniane przez komoérki TH1: IFN-y i TNF-a uszkadzajg oligodendrocyty oraz
mogg stymulowac astrocyty lub mikroglej do ekspresji molekut kostymulujacych i petnienia
funkcji APC. Jednoczesnie istniejg doniesienia, iz w procesie degradacji ostonek
mielinowych pewng role odgrywajq takze limfocyty T cytotoksyczne, w tym réwniez limfocyty
Tyd [1, 10]. Obserwowane zmiany demielinizacyjne prowadzg do licznych dysfunkciji OUN.

W 1948 r. E. Kabat odkryt podwyzszony poziom oligoklonalnych immunoglobulin w
PMR chorych na SM. Parametr ten stanowi do dzisiaj jeden z najczulszych markerow tej
choroby (ponad 95% pacjentdw pozytywnych), niestety niespecyficzny, gdyz wysokie
wartosci odnotowano réwniez w innych schorzeniach demielinizacyjnych. Ciekawym
spostrzezeniem byto odkrycie, ze u wielu pacjentow wystepowaty przeciwciata skierowane
przeciwko immunodominujagcemu peptydowi MBP (85-99), ktory byt preferencyjnie
rozpoznawany przez autoreaktywne limfocyty T. Sugeruje to udziat limfocytow T w
podtrzymywaniu produkcji przeciwciat antymielinowych. Limfocyty B moga wytwarzaé
autoprzeciwciata po aktywacji analogicznej do limfocytow T i potegowaé destrukcje wtasnych
tkanek w procesie autoagresji. Nie ma jednak wystarczajacych dowoddéw na to, by uznaé

limfocyty B lub autoprzeciwciata za przyczyne rozwoju SM. Istniejg réwniez przeciwstawne
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doniesienia, ktére $wiadcza o udziale autoprzeciwciat w mediowaniu procesu remieglinizacji
[8].

Tematem dyskusji pozostaje rola astrocytéw i mikrogleju w patogenezie SM i w
rozwoju procesu zapalnego w OUN. Istniejg doniesienia o petnionej przez nie roli
efektywnych APC, ktdre podtrzymujg toczacy sie proces zapalny, ale rbwnoczesnie sugeruje
sie, ze wykazujg aktywnos¢ immunosupresyjng. Komoérki mikrogleju uznaje sie za bardziej
kompetentne APC w poréwnaniu z astrocytami, ze wzgledu na jednoczesng ekspresje MHC
klasy Il oraz czgstek kostymulujacych B-7, ktérych obecnos$ci nie stwierdzono na astrocytach
w miejscach uszkodzen substancji biatej. Obserwowano réwniez, ze astrocyty aktywujg in
vitro limfocyty T tylko po uprzednim kontakcie z mikroglejem. Metodg
immunohistochemiczng wykazano, ze komérki mikrogleju i astrocyty sg zdolne do produkciji
szeregu cytokin: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-B [8]. Ponadto astrocyty moga
produkowaé IFN-y i wykazywacé ekspresje molekuty CD1, ktorej obecnos¢ stwierdzono w
plakach demielinizacyjnych u chorych na SM (szczegdlnie CD1b) [11].

Uwalnianie cytokin przeciwzapalnych TGF-3 i IL-10 przez mikroglej i astrocyty moze
swiadczy¢ o tym, ze komérki te mogg uczestniczy¢ w negatywnej regulacji odpowiedzi
immunologicznej w OUN i dziata¢ supresyjnie na limfocyty TH1. Ponadto wykazano, ze na
astrocytach i neuronach ulegajg ekspresji molekuty FasL, co moze stanowi¢ immunologiczng
bariere mézgowa, ograniczajacy infiltracje komdérek zapalnych. Czgsteczki FasL sg obecne
rowniez na powierzchni limfocytdow T i komoérkach mikrogleju, jednak w trakcie SM
obserwowano obnizong ekspresje FasL na powierzchni autoreaktywnych limfocytéw T, co
moze wskazywac na zaburzenie zdolno$ci indukowania apoptozy tych komoérek u chorych na
SM [8].

Ostatnie doniesienia wskazujg na zasadniczg role komoérek dendrytycznych (DC) w
patogenezie choréb autoimmunologicznych. Pozyskane z krwi obwodowej chorych na SM
komérki dendrytyczne wykazujg wysoka ekspresje molekuty CD1a, za posrednictwem ktérej
moga prezentowac lipidowe Ag limfocytom NKT, jak réwniez wytwarzajg wieksze ilosci
cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6 oraz IL-12) w poréwnaniu z grupg kontrolng ludzi
zdrowych [12]. Jednoczesnie uznanym faktem jest, ze DC majg najwyzszg zdolno$é
prezentacji Ag naiwnym limfocytom T sposréod APC, sg wiec najlepszymi kandydatami do
indukowania przetamania tolerancji na autoantygeny. Przypuszcza sie, ze leczenie IFN-f3
hamuje zdolnos¢ uwalniania IL-12 przez DC, co wptywa supresyjnie na wydzielanie IFN-y
przez limfocyty efektorowe [13].

Do innych zmian towarzyszacych SM nalezy wysoki poziom chemokin obserwowany
w PMR pacjentéw cierpiacych na SM, takich jak: IP-10 (CXCL10), MIG (CXCL9) oraz
RANTES (CCL5), przy jednoczesnym spadku MCP-1. Blisko 90% limfocytéw T izolowanych
z PMR, a tylko 40% komorek krwi obwodowej wykazato wysokg ekspresje receptorow dla IP-
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10/MIG (CXCR3). W przypadku receptoréw dla RANTES (CCRS) ro6znica miedzy komorkami
PMR i krwi nie byta tak wysoka. Przypuszcza sie, ze ekspresja receptorow chemokin na
powierzchni limfocytéw, aktywowanych Mf, czy monocytéw moze mie¢ bezposredni zwigzek
z patogenezg SM. Same chemokiny précz roli chemoatraktantéw petnig funkcje regulacyjne
w procesach aktywowania limfocytow T, ich réznicowania oraz w wytwarzaniu przez nie
cytokin [2]. W modelu zwierzecym choroby, chemokiny pojawiajg sie w mdzgu wtérnie w
stosunku do komorkowego nacieku zapalnego [8].

1.3. Alergiczne zapalenie mézgu i rdzenia u zwierzat (EAE).

Bogatym zrodiem informacji na temat roli uktadu immunologicznego w patogenezie
SM sg badania prowadzone na zwierzetach. Rozwdj wiedzy o funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego, mozliwos¢ manipulacji jego komponentami, bezposrednia ocena
sktadnikow immunologicznych w obwodowym uktadzie nerwowym z udziatem nowoczesnych
metod badawczych pozwala na lepsze zrozumienie natury zaburzen odpowiedzi
immunologicznej w tym schorzeniu, jak rowniez regulacje tej odpowiedzi. Poktada sie
ogromne nadzieje w tym, Zze uzyskana wiedza utatwi opracowanie skutecznej metody
leczenia SM i innych choréb autoimmunizacyjnych.

Powszechnie stosowanym modelem eksperymentalnym imitujgcym SM jest
alergiczne zapalenie moézgu i rdzenia (EAE), ktére mozna wywotaé u genetycznie
predysponowanych szczepdw myszy, szczurdw czy tez matp rhesus poprzez immunizacje
Ag mieliny podawanymi wraz z kompletnym adjuwantem Freunda (CFA). EAE, podobnie jak
SM, jest demielinizacyjng chorobg OUN, a jej przebieg zalezy réwniez od czynnikéw
genetycznych i srodowiskowych. W odréznieniu jednak od SM etiologia EAE jest
zdefiniowana. Za rozwdj choroby odpowiedzialne sg swoiste dla skladnikéw mieliny limfocyty
TH1 CD4*, ktore wytwarzajg IFN-y, IL-2, TNF-B [14]. W patogenezie EAE zaangazowane sg
réwniez limfocyty TH2, limfocyty T CD8*, Mf, limfocyty B oraz prawdopodobnie komérki NK.

Inspiracjg do opracowania modelu zwierzecego imitujgcego swym przebiegiem SM
byty zaburzenia neurologiczne obserwowane u niektorych ludzi, w trakcie pierwszych prob
szczepien przeciw wirusowi wscieklizny, wykonywanych pod koniec XIX wieku. Szczepionke
pozyskiwano z homogenatu rdzenia kregowego kroélikéw infekowanych wirusem wscieklizny.
Zespot objawow, ktory nazwano poszczepiennym zapaleniem mozgu i rdzenia, poczatkowo
przypisywano wirusowi, jednak Remlinger wykazat, ze za rozwdj choroby odpowiedzialne sg
czynniki zawarte w tkance nerwowej. W 1947 r. E. Kabat z uzyciem adjuwantu indukowat
pierwsze alergiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE) u zwierzat naczelnych. Matpy, ktére
otrzymaty homogenat rdzenia kregowego pozbawiony wirusa, rozwijaty po pewnym czasie

chorobe demielinizacyjng w identyczny sposob jak zwierzeta immunizowane homogenatem
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zawierajgcym wirus. Z kolei w 1949 r. Olitsky wywotat demielinizacyjng chorobe u myszy i od
tego momentu mysie EAE zostato uznane za model zwierzecy choroby demielinizacyjnej
OUN. W 1951 r. odkryto, ze mielina zbudowana jest w 50% z proteolipidu (PLP), a w 1962 r.
Einstein zidentyfikowat zasadowe biatko mieliny (MBP) jako Ag OUN wywotujacy EAE (30%
mieliny). Ostatnim odkrytym sktadnikiem indukujagcym EAE byta mielinowa glikoproteina
oligodendrocytow (MOG) (0,01-0,05% mieliny) [6]. Dalsze badania koncentrowaty sie nad
okresleniem mechanizmow lezgcych u podstaw EAE.

W 1981 r. udowodniono udziat swoistych wzgledem Ag mieliny limfocytéw T CD4* w
indukcji EAE poprzez adoptywny transfer choroby na naiwnych syngenicznych biorcow z
udziatem tych komoérek [14]. Postaé choroby wywotana na drodze adoptywnego transferu
komorek efektorowych zostata okreslona mianem pasywnej w odréznieniu od aktywnej
postaci EAE, indukowanej samym Ag z adjuwantem. Dalsze badania prowadzone w modelu
zwierzecym SM wykazaty obecnos¢ autoreaktywnych limfocytéw T swoistych dla antygenow
mieliny takze w organizmie zdrowych osobnikow.

Po odkryciu w 1986 r. subpopulacji limfocytéw pomocniczych TH1 i TH2 réznigcych
sie profilem wytwarzanych cytokin [15], naukowcy podjeli badania w celu ustalenia, do ktérej
populacji nalezg komoérki efektorowe EAE. Wykazano, ze autoreaktywne MBP-swoiste
komorki odznaczaty sie produkcjg cytokin typowych dla limfocytéw TH1, a transfer tych
komérek indukowat EAE u naiwnych biorcéw.

Obecnie alergiczne zapalenie mézgu i rdzenia jest charakteryzowane jako reakcja
nadwrazliwosci typu poznego (DTH), ktéra rozwija sie wskutek infiltracji OUN przez limfocyty
TH1 uwalniajace cytokiny prozapalne (IFN-y, TNF-B3, IL-2) oraz Mf. Autoreaktywne komérki T
rozpoznajg Ag mieliny, ktére moga by¢ prezentowane przez okotonaczyniowe Mf bariery
krew-mézg [2]. Po aktywacji limfocyty T uwalniajg cytokiny i chemokiny, ktére zmieniajg
ekspresje molekut adhezyjnych na otaczajgcych komodrkach, zwieksza sie przepuszczalnosé
bariery krew-mdzg i dochodzi do rekrutacji komérek z krgzenia do migzszu mézgu.

Role poszczegdlnych cytokin w rozwoju EAE badano podajac egzogenne cytokiny,
ich inhibitory, wykorzystujgc w doswiadczeniach szczepy myszy z odpowiednim defektem
genetycznym (myszy typu ,knock-out”) oraz oceniano poziom mRNA cytokin metodami
biologii molekularnej. Dzieki wymienionym badaniom uzyskano wiele informacji o

mechanizmach regulacyjnych odpowiedzi immunologiczne;.

Stwierdzono miedzy innymi, ze podanie zwierzetom INF-y, wbrew oczekiwaniom,
redukuje objawy EAE, natomiast podanie przeciwciat neutralizujgcych INF-y (mAb anty-IFN-
y) zaostrza proces chorobowy. Uwaza sie, ze IFN-y wywotujgcy wielokierunkowe efekty nie

jest niezbedny w rozwoju EAE. U pacjentow z SM obserwowano, ze podanie INF-y prowadzi
do pogorszenia przebiegu choroby, co moze sugerowaé¢ odmienng funkcje tej cytokiny u
réznych gatunkéw [16]
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W badaniach nad rolg TNF-a w EAE wykazano, Ze iniekcja TNF-a stymuluje rozwdj
EAE i proces demielinizacji u zwierzat, natomiast mAb anty-TNF-a znacznie redukujg proces
zapalny w OUN i uniemozliwiajg rozwdj pasywnej postaci choroby. Zadowalajgce wyniki
leczenia EAE uzyskano stosujac roéwniez rozpuszczalng forme receptora TNF-a (sTNF-R)
[17]. Z kolei badania z wykorzystaniem defektywnych szczepdw myszy TNF-a -/- dostarczyty
sprzecznych wynikow.

W badaniach nad rolg IL-6 wykazano, ze podawanie zwierzetom tej cytokiny zaostrza
przebieg EAE, a blokowanie dziatania IL-6 hamuje rozwdj choroby. Myszy defektywne IL-6
-/- sg odporne na indukcje EAE, jednak iniekcja IL-6 w fazie przedklinicznej przywraca
mozliwos¢ rozwoju choroby u tych zwierzat. Adoptywny transfer aktywowanych in vitro
limfocytow T z defektem produkcji IL-6 nie stymuluje rozwoju choroby, zaréwno u biorcéw z
defektem produkcji IL-6, jak i bez defektu. Transfer limfocytow T wydzielajgcych IL-6
prowadzi z kolei do rozwoju EAE u biorcow defektywnego szczepu myszy IL-6 -/- [18].
Przedstawione obserwacje na temat roli IL-6 w EAE Swiadczg o jej krytycznym udziale w
fazie indukcyjnej EAE.

W badaniach nad mechanizmami immunologicznymi w EAE obserwowano, Zze szereg
chemokin oraz ich receptory petnig istotng role w przebiegu choroby. Zmiany w poziomie
chemokin: MCP-1, RANTES, MIP-1qa, IP-10 nalezacych do rodziny C-C i C-X-C odnotowano
w fazie poczatkowej choroby oraz w czasie remisji EAE. W trakcie ataku choroby, w OUN
stwierdzono wysokg ekspresje receptorow chemokin: CCR1, CCR2 i CCR5. Podawanie
zwierzetom mAb neutralizujgcych poszczegdine chemokiny wykazato, ze krytyczna w fazie
indukcyjnej EAE jest MIP-1a, natomiast mediatorem nawrotu choroby jest MCP-1 [19].
Stwierdzono, ze zrédtem chemokin moga by¢ autoreaktywne limfocyty T, ktére po
rozpoznaniu Ag mieliny w OUN same uwalniajg chemokiny lub stymulujg komorki migzszu
mobzgu do ich wydzielania, co prowadzi do rekrutacji Mf i limfocytéw T z krgzenia. Natomiast
w badaniach in vitro wykazano, ze chemokiny moga by¢ produkowane przez astrocyty,
mikroglej, pericyty i komérki srodbtonka [2].

Poza pozytywng regulacjg odpowiedzi immunologicznej w przebiegu EAE przez
cytokiny prozapalne, wspomniana reakcja zapalna jest réwniez regulowana negatywnie
przez przeciwzapalne cytokiny: IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 oraz TGF-B. Z wielu obserwacji
wynika, ze cytokiny IL-4, IL-10 oraz TGF-B odpowiadajg za proces remisji choroby i
zdrowienia zwierzat. Podawanie IL-4 redukuje objawy choroby u zwierzat, a znaczny wzrost
stezenia tej cytokiny odnotowano po podawaniu Ag mieliny drogg pokarmowg lub wysokich
dawek Ag dootrzewnowo [20]. Z kolei u myszy defektywnych IL-4 -/- obserwowano EAE o
ciezkim przebiegu klinicznym, z nasilong infiltracjg komorek zapalnych do OUN. Warto tutaj
zaznaczy¢, iz u myszy IL-4 -/- w fazie zdrowienia odnotowano zwiekszony poziom IL-10 w
OUN [2].
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IL-10 wytwarzana przez limfocyty TH2, limfocyty T regulacyjne, Mf, astrocyty,
mikroglej, moze blokowac produkcje cytokinowg komorek TH1 oraz hamowac prezentacje
Ag i produkcje NO przez Mf. Podajgc IL-10 in vivo w trakcie rozwoju EAE uzyskiwano
niejednoznaczne wyniki, natomiast podajac mAb anty-IL-10 obserwowano normalny lub tylko
nieznacznie ciezszy przebieg choroby. Z kolei myszy defektywne IL-10-/- sg bardziej
podatne na EAE i rozwijajg ciezszg posta¢ choroby [21]. Ciekawej obserwacji dokonano w
doswiadczeniach z uzyciem transgenicznych myszy zdolnych do produkcji ludzkiej IL-10.
Zwierzeta te wykazywaty niskg zachorowalnos¢ oraz tagodniejszy przebieg EAE, jednak
stwierdzono u nich proliferacje limfocytow TH1. Przypuszczalnie IL-10 hamuje funkcje
efektorowe limfocytow TH1, natomiast cytokina ta nie ma wplywu na réznicowanie sie
komoérek [22].

TGF-B jest cytoking wytwarzang przez liczne komorki organizmu, ktéra posiada
plejotropowy wptyw na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. Liczne badania wskazujg
na to, ze cytokina ta ma istotny wptyw na przebieg EAE. Podawanie in vitro TGF-B do
hodowli komérek swoistych wzgledem Ag mieliny redukuje ich zdolno$¢ do przeniesienia
EAE na biorcéw, natomiast podawanie in vivo tagodzi przebieg choroby. Aplikowanie mAb
anty-TGF-3 w poczatkowej fazie choroby zaostrza kliniczne objawy EAE i powoduje bardziej
rozlegte uszkodzenia. Ponadto obserwowano, ze TGF-B hamuje objawy innych
eksperymentalnych chorob autuimmunologicznych, co wskazuje na immunoregulacyjng role
tego czynnika [2]. W innych badaniach wykazano, ze wytwarzanie TGF-B1 miejscowo, w
migzszu moézgu przez komorki gleju prowadzi do nasilenia infiltracji komorek zapalnych,
powstawania uszkodzen oraz zwieksza podatno$sé na choroby OUN mediowane przez
komorki uktadu immunologicznego [23]. Wobec powyzszego wydaje sie, ze lokalna
ekspresja TGF-B w OUN nie przyczynia sie do zahamowania rozwoju EAE, a nawet moze
potegowaé rozwdj choroby. Istotnym zagadnieniem przysztych badan staje sie ustalenie, czy
miejscem protekcyjnego dziatania TGF-3 jest OUN, czy obwodowe narzady limfatyczne.

Mimo wielu podobienstw miedzy stwardnieniem rozsianym a alergicznym zapaleniem
modzgu i rdzenia, nalezy réwniez pamieta¢ o istotnych réznicach tych dwdch procesow.
Metody, ktore u zwierzat prowadzity do zahamowania rozwoju lub nawet wyleczenia EAE, u
ludzi moga pozostawaé bez wplywu na SM, badZz nawet pogarszaé przebieg choroby. W
probach klinicznych IFN-y, ktéry w EAE wykazywat efekt protekcyjny, powodowat zaostrzenie
choroby u pacjentéw ze SM [16].

Stosowanie w trakcie leczenia Lenerceptu — dimeru biatkowego zbudowanego z dwdch
czgstek zewnagtrzkomorkowej domeny receptora TNF i tfancucha ciezkiego 1gG1 —
prowadzito u pacjentéw do zaostrzenia przebiegu klinicznego SM, podczas gdy analogiczny
kompleks stosowany u zwierzgt zapobiegat rozwojowi EAE [24]. Podobnie nie uzyskano
zadnej poprawy stanu pacjentdéw leczonych Ag mieliny podawanymi doustnie. Pomimo
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pewnych roznic pomiedzy SM i jego modelem zwierzecym, EAE dostarcza wielu informaciji o
mechanizmach regulacji odpowiedzi immunologicznej, jest pomocny w opracowaniu nowych

metod terapii, jak rowniez umozliwia przewidzie¢ niekorzystne efekty terapii.

1.4. Metody terapii stwardnienia rozsianego

1.4.1. Leczenie stosowane w praktyce klinicznej

Wspotczesnie metody leczenia stwardnienia rozsianego polegajg na leczeniu rzutu
choroby, fagodzeniu objawow oraz leczeniu modyfikujgcym przebieg choroby.
Kortykosteroidy sg lekami szeroko stosowanymi w okresie rzutu choroby, skracajg okres
niesprawnosci, likwidujg objawy rzutu lub znacznie je tagodza, ale nie wykazujg korzystnego
wplywu na dilugofalowy przebieg choroby, natomiast wigzg sie ze znacznymi objawami
niepozadanymi [25, 26].

Wsrod lekdw modyfikujgcych przebieg SM dostepne s3 trzy preparaty o odmiennym
mechanizmie dziatania: interferon (3, glatiramer oraz poliwalentne immunoglobuliny.
Rekombinowany interferon 3 1-b zmniejsza czestos¢ i ciezkos¢ rzutdow oraz ilos¢ nowych
ognisk obserwowanych w obrazie MRI. Interferon korzystnie modyfikuje odpornosc
komérkowg poprzez zwiekszenie produkcji przeciwzapalnej cytokiny IL-10 oraz zmniejszenie
produkcji IFN-y. Jednak u 30% pacjentéw leczonych tym preparatem powstajg przeciwciata
neutralizujgce, obnizajace jego aktywnos¢ i zmniejszajgce efekt terapeutyczny. Z kolei
Interferon 3 1-a to réwniez rekombinowany interferon, ale od IFN-B 1-b rézni sie wiekszag
stabilnoscig biologiczng [25].

Glatiramer jest syntetycznym polimerem L-alaniny, kwasu L-glutaminowego, L-lizyny
oraz L-tyrozyny [27]. Doktadny mechanizm jego dziatania nie jest znany. W licznych
badaniach wykazano, iz substancja ta moze konkurowa¢ z wieloma antygenami OUN (MBP,
PLP, MOG) o miejsce wigzania w obrebie MHC klasy Il, zaburzajgc faze indukcyjng i
efektorowg odpowiedzi immunologicznej. Co wiecej stwierdzono, ze kompleksy glatiramer—
MHC klasy Il preferencyjnie indukujg limfocyty supresyjne zdolne do produkciji cytokin profilu
limfocytow TH2, a tym samym zdolnych do hamowania procesu zapalnego mediowanego
przez komérki TH1 [28]. Do lekéw zmniejszajacych postep choroby nalezg tez poliwalentne
immunoglobuliny, ktérych podawanie zmniejsza ilo$¢ rzutow [29].

Stosowane w przesztosci w leczeniu SM leki immunosupresyjne, antymitotyki nie sg
obecnie zalecane, ze wzgledu na silne dziatanie toksyczne i rozliczne objawy niepozadane.
Natomiast leczenie objawowe SM odgrywa wazng role w praktyce [25, 26, 29]. Obejmuje
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ono zwalczanie objawow sktadajacych sie na obraz kliniczny tej jednostki chorobowej, takich
jak: niedowtady, spastycznos¢, upo$ledzenie poruszania sie, niezbornos¢, drzenie
miesniowe, zawroty gtowy, zaburzenia funkcji zwieraczy, funkcji seksualnych, zespoty
zmeczenia, napadowe kurcze, parestezje, zaburzenia widzenia, zaburzenia psychiatryczne,
zaparcia.

Ze wzgledu na charakter doswiadczalny niniejszej pracy, zagadnienia terapii SM sg

jedynie sygnalizowane.

1.4.2. Eksperymentalne metody terapii stwardnienia rozsianego

Od szeregu lat w wielu osrodkach naukowych na catym $wiecie prébuje sie
opracowac¢ metode terapii SM pozwalajagcg w sposéb swoisty hamowaé proces zapalny w
OUN. Do eksperymentalnych metod terapii SM nalezg, m. in. nastepujace strategie:

i. Immunizacja zwierzat laboratoryjnych peptydami obszaréw zmiennych V receptoréw
antygenowych limfocytow T (TCR) pochodzacych z komérek T autoreaktywnych. Niestety
badania wykazaly, iz ten sposob leczenia EAE nie jest efektywny [30].

ii. Szczepienie atenuowanymi autoreaktywnymi limfocytami T, ktére indukuje wytwarzanie
przeciwciat anty-klonotypowych prowadzacych w konsekwencji do delecji swoistych
autoreaktywnych limfocytéw T i zahamowania rozwoju EAE [31].

ii. ,Odczulanie” syntetycznymi analogami peptydéw tancucha  Ag MHC klasy II.
Zahamowanie rozwoju EAE u zwierzat doswiadczalnych ttumaczy sie powstawaniem
przeciwciat auto-anty-MHC 11, co interferuje z procesem rozpoznania Ag przez limfocyty T
[32]. Jednak u ludzi ze wzgledu na duzg ztozonos¢ kompleksu MHC ten sposéb terapii jest

znacznie utrudniony.

iv. Metoda terapii genowej, bedgca w fazie badan doswiadczalnych, wykorzystuje
autoreaktywne, antygenowo swoiste limfocyty T jako nosnika odpowiednich genow. Efekt
terapeutyczny polega¢é ma na uwalnianiu w miejscu toczgcego sie procesu zapalnego
cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 lub IL-4 hamujgcych dziatanie patogennych
limfocytow TH1. Ponadto genetycznie zmodyfikowane limfocyty T moga dostarczaé do
miejsca odczynu zapalnego substancje utatwiajgce regeneracje oligodendrocytéw. Mozliwe,
ze w przysziosci metoda ta zostanie wykorzystana w leczeniu chorych na SM [33].

v. Mozliwos¢ zastosowania estrogenu w terapii schorzen autoimmunizacyjnych. Wykazano,
ze podanie 17 B-estradiolu tagodzi przebieg EAE, a podanie pétsyntetycznej pochodanej 17

B-estradiolu, stosowanej w doustnych srodkach antykoncepcyjnych, znacznie redukuje

objawy kliniczne choroby u myszy. Mechanizm dziatania leku jest wynikiem zmniejszenia
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produkciji cytokin prozapalnych takich jak IFN-y, TNF-a oraz IL-6 przez aktywowane komorki

T, redukcji syntezy chemokin oraz autoprzeciwciat, przy jednoczesnym wzroscie syntezy

TGF-B3. Obserwuje sie réwniez hamowanie powstawania nacieku zapalnego w OUN [34].

vi. Blokowanie naptywu antygenowo swoistych limfocytéw T do OUN poprzez podawanie
zwierzetom mAb anty-VLA-4 prowadzi do znacznego ztagodzenia objawdw chorobowych u
myszy. Obecnie podobny efekt obserwowano po zastosowaniu in vivo syntetycznego
antagonisty VLA-4 [35]. Badania kliniczne skutecznosci dziatania terapeutycznego
przeciwciat anty-VLA-4 wykazaty redukcje ognisk zapalnych w moézgu oraz mniejszg ilos¢

nawrotow choroby w przeciggu szesciu miesiecy kuracji [36].

vii. Zwiekszona zapadalnos¢ na SM na obszarach o mniejszym nastonecznieniu, jak rowniez
w regionach o niskim spozyciu witaminy D, pozwolity na stworzenie hipotezy, ze wytwarzany
w naszym organizmie hormon kalcytriol [1,25 (OH).D;] moze dziata¢ zapobiegawczo w
rozwoju SM u genetycznie predysponowanych osobnikow. W badaniach na zwierzetach
stwierdzono, ze podawanie 1,25 (OH).D; znacznie redukowato przebieg kliniczny EAE, co
byto zwigzane z syntezg IL-4, TGF-3 oraz hamowaniem migracji komoérek zapalnych do
OUN. W innych badaniach wykazano, ze bezposrednim punktem dziatania 1,25 (OH).D;
mogg by¢ limfocyty T CD4 [37, 38].

viii. Mozliwos¢ wykorzystania populacji komérek dendrytycznych zdolnych do indukowania
stanu tolerancji w leczeniu schorzen o podtozu autoimmunizacyjnym. W badaniach
laboratoryjnych wykazano, iz podskérne podanie zwierzetom DC traktowanych uprzednio in
vitro IFN-y lub TGF-B prowadzito do znacznego ztagodzenia przebiegu klinicznego EAE.
Przypuszcza sie, ze u podtoza tolerancji indukowanej przez DC lezy miedzy innymi zjawisko
apoptozy komérek T. Obserwacje poczynione w badaniach in vitro ludzkich DC sg bardzo
obiecujgce. Wykazano, ze hodowla in vitro prekursorow ludzkich DC w obecnosci
odpowiednich cytokin prowadzi do generacji populacji DC, ktére stymulujg komoérki T do
produkcji cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-4 oraz IL-10 [12].

ix. W ciggu ostatnich lat wiele nadziei wigzano z terapig polegajgca na wywotaniu tolerancji
przez podanie Ag na Sluzowki. W warunkach doswiadczalnych zjawisko protekcji
obserwowano po tolerancji zwierzat zasadowym biatkiem mieliny (MBP) wprowadzonym per
os lub na bione Sluzowg nosa. Wykazano, iz za obserwowany stan tolerancji byly
odpowiedzialne limfocyty Ts produkujgce cytokiny przeciwzapalne, takie jak: IL-4, IL-10 oraz
TGF-B. Pozytywne wyniki badan uzyskane na zwierzetach laboratoryjnych niestety nie

znalazty potwierdzenia w probach klinicznych podczas leczenia pacjentéw z SM [39, 40].

16



Wstep

1.5. Mechanizmy zaangazowane w utrzymaniu tolerancji obwodowej

W klasycznym ujeciu stan tolerancji byt rozumiany, jako brak odpowiedzi
immunologicznej na wilasne Ag organizmu, bedacy wynikiem eliminacji w okresie
noworodkowym ,zakazanych” klonéw komorek B i T. Obecnie wiadomo, ze za stan tolerancji
odpowiadajg ztozone mechanizmy regulacyjne zwigzane z delecjg, anergig klonalng oraz z
aktywng supresjg mediowang przez komoérki regulacyjne. Autoreaktywne limfocyty zdolne do
rozpoznania wiasnych Ag, np.: mozgu, tyreoglobuliny czy kolagenu, wystepujg u zdrowych
osobnikéw i pozostajg nieszkodliwe w normalnych warunkach, a co wiecej, mogg petnic¢
wazng funkcje w utrzymaniu tkankowej homeostazy [41].

W zwigzku z tym, Ze proces selekcji negatywnej nie prowadzi do eliminaciji
wszystkich potencjalnie groZznych limfocytow, muszg istnie¢ mechanizmy nie dopuszczajgce
do ich aktywacji na obwodzie. Przypuszcza sie, ze juz na poziomie selekcji w grasicy
powstajg tzw. naturalne limfocyty T regulacyjne (Tr), okreslane w literaturze takze jako
supresyjne (Ts). Do takich komérek zalicza sie limfocyty T o fenotypie TCRa3* CD4* CD25",
ktére hamujg odpowiedz immunologiczng in vivo i in vitro na drodze antygenowo nieswoistej.
Komorki regulacyjne stanowig populacje wzglednie krotko zyjace, dlatego stale poszukuje
sie metod pozwalajgcych na ewentualng ich aktywacje, co mogtoby w pewnych przypadkach
znalez¢ zastosowanie w terapii pozwalajgc na manipulowanie odpowiedzig immunologiczna.

Odpowiedz immunologiczna poza regulacjg przez naturalne, antygenowo nieswoiste
komorki Ts (CD4* CD25%) znajduje sie réwniez pod negatywng kontrolg antygenowo
swoistych limfocytow Ts. Mechanizmy negatywnej regulacji mediowanej przez antygenowo
swoiste komérki Ts najlepiej zostaty poznane w badaniach nadwrazliwosci kontaktowej (CS).
W uktadzie tym wykazano, ze odpowiedz TH1-zalezna znajduje sie pod negatywng kontrolg
dwdch roznych populacji komérek Ts o fenotypie TCRaf3* CD8", jak réwniez antygenowo
swoistych limfocytéw TCRyd" [42, 43].

Warto réwniez zaznaczyé, ze w trakcie nabytej odpowiedzi immunologicznej powstaja
populacje komoérek regulacyjnych, ktére przypuszczalnie moga sie rdznicowaé z CD4*
CD25, jak réwniez z CD4* CD25" [44]. Opisano kilka subpopulacji limfocytow CD4* o
aktywnos$ci supresyjnej, mediowanej gtownie przez uwalniane cytokiny. Nalezg do nich
komorki: Tr1 produkujgce gtéwnie IL-10, TH3 produkujagce TGF-B, oraz klasyczne TH2
wydzielajgce IL-4, IL-10 oraz IL-13. Jak sie obecnie uwaza, gtébwng rolg komoérek Ts jest

prawdopodobnie utrzymanie obwodowej tolerancji i homeostazy.
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1.5.1. Tolerancja pokarmowa

Podawanie antygendw drogg pokarmowg jest klasyczng metodg indukowania
swoistej immunosupresji stosowang juz przez starozytnych wiadcow, ktérzy przyjmowali
niewielkie dawki trucizn w obawie przed otruciem. Blizsze poznanie mechanizmu tolerancji
pokarmowej zawdziecza sie badaniom laboratoryjnym na zwierzetach, opisanych po raz
pierwszy przez Wells’a w 1911 r. Jednak dopiero w 1946 r. natura tolerancji pokarmowej
zostata wyjasniona przez Chase’a i Salzberger'a [45]. Naukowcy od lat badajg mechanizmy
regulacyjne zwigzane z fenomenem tolerancji pokarmowej, ktorych wyjasnienie stwarza
nadzieje na opracowanie nowych metod leczenia, w tym rowniez terapii choréb
autoimmunologicznych.

W wielu modelach zwierzecych, stanowigcych odpowiedniki ludzkich chorob
autoimmunizacyjnych, bada sie wptyw podawania autoantygenéw drogg pokarmowg na
rozwdj choroby. Podanie odpowiednich antygendéw per os prowadzi do ztagodzenia
przebiegu Kklinicznego alergicznego zapalenia moézgu i rdzenia, eksperymentalnego
zapalenia stawéw, syndromu antyfosfolipidowego, insulinozaleznej cukrzycy, zapalenia
nerwow obwodowych [46]. Okreslenie jednolitego mechanizmu tolerancji pokarmowej jest
jednak utrudnione przez roznice zwigzane z podtozem genetycznym, wiekiem zwierzat,
funkcjonowaniem mikroflory bakteryjnej, integralnoscig bariery nabtonkowej, profilem
lokalnie wydzielanych cytokin, odmienng ekspresjg molekut adhezyjnych, czy tez dawka i
strukturg Ag [45].

Komorki regulacyjne generowane w trakcie karmienia szczuréw Lewis niskimi
dawkami MBP, ktére hamujg funkcje komodrek efektorowych TH1, nalezg do populacji
limfocytbw T CD8'. W podobnym schemacie badan prowadzonych na myszach
transgenicznych, karmionych MBP lub PLP, za aktywng supresje sg odpowiedzialne procz
limfocytow T CD8" rowniez limfocyty T CD4*. Opisane klony komoérek Ts sg identyczne pod
wzgledem budowy TCR oraz restrykcji MHC do komoérek Tef, jednak po stymulacji Ag
wydzielajg supresyjne cytokiny (TGF-3, IL-4, IL-10), ktére hamujg proliferacje i uwalnianie
cytokin przez komérki Tef, natomiast efekt supresji zostaje zniesiony w obu przypadkach po
wstrzyknieciu mAb anty-TGF-3 [47, 48].

Inne badania wykazaty, ze niskie dawki Ag podawane drogg pokarmowg zwierzetom
bez adjuwantu, prowadzg do generowania populacji limfocytéw T CD4* CD25" w tkankach
obwodowych, przypuszczalnie alternatywnie do grasiczej drogi ich powstawania. Obwodowe
komorki T CD4* CD25* po stymulacji sg zdolne produkowaé¢ TGF-3 oraz IL-10, wykazujg
wysokg ekspresje CTLA-4 i fenotyp komdrek pamieci [49].

Zaobserwowano jednoczesnie, ze po zastosowaniu niskich dawek Ag dochodzi do
réznicowania naiwnych komérek T CD4" w limfocyty TH3, ktére nie wykazujg ekspresji
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CD25, sg oporne na delecje i wydzielajg duze ilosci TGF-B. W przypadku supres;i
mediowanej przez limfocyty TH3 moze by¢ ona zniesiona in vitro przez podanie mAb anty-
TGF-3, natomiast efekt supresji indukowanej przez CD4* CD25" jest nieodwracalny.
Przypuszcza sie, ze komorki CD4* CD25" posiadajg zdolnos¢ wigzania TGF-3 na swojej
powierzchni i wykorzystywania go w bezposrednim kontakcie komorek, co wskazuje na
odmienny mechanizm dziatania opisanych populacji komorek supresyjnych [50].

Z kolei wysokie dawki Ag podane drogg pokarmowag w odroznieniu od niskich dawek
przenikajg do krgzenia w postaci nieprzetworzonej, badz jedynie czesciowo zmienionej, w
wyniku czego dochodzi do ekspozycji obwodowych limfocytéw T na dany Ag. Tolerancja
obserwowana u myszy traktowanych wysokimi dawkami OVA jest gtdwnie wynikiem delecji
klonalnej antygenowo swoistych limfocytow T. Istniejg réwniez doniesienia na temat
generowania pod wptywem wysokich dawek Ag komoérek Ts CD4*, nieswoistych wzgledem
Ag i cechujgcych sie wysokg ekspresjg FasL oraz sekrecjg IL-4, IL-10, TGF-B. Przypuszcza
sie, ze komorki te powstajg w watrobie lub uktadzie GALT [48, 51].

Podsumowujgc, nalezy zaznaczyé, ze istnieje wiele sprzecznych doniesien
dotyczacych generowania komorek regulacyjnych w uktadzie immunologicznym bton
Sluzowych. Poza istnieniem klasycznych komérek T regulacyjnych (CD4* CD25*) oraz
limfocytéw regulacyjnych Tr1 i TH3, funkcje komodrek supresyjnych moga réwniez penié
limfocyty niekonwencjonalne: CD8ada, podwdjnie negatywne CD4 CD8, podwdjnie
pozytywne CD4* CD8*, pochodzenia pozagrasiczego z receptorami TCRap, jak rowniez
limfocyty TCRyd. Aktywnos¢ supresyjna tych komoérek jest wynikiem bezposredniego
kontaktu z komérkami efektorowymi oraz uwalniania cytokin, gtéwnie: IL-4, IL-10, TGF-(3
[45]. Z przytoczonych informacji na temat mechanizmow tolerancji pokarmowej wynika, ze
jest to proces bardzo zlozony, w ktéorym zaangazowane jest wiele populacji komérek

regulacyjnych i ktérych powstawanie uwarunkowane jest wieloma czynnikami.
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1.6. Skéra jako miejsce indukcji odpowiedzi immunologicznej

Skéra, podobnie jak btony Sluzowe, jest stale eksponowana na licznie antygeny
znajdujgce sie w otoczeniu. Uklad odpornosciowy skoéry (SIS), ktéry obejmuje komorki
naskérka i skory wiasciwej stanowigce tkanke limfatyczng zwigzang ze skérg (SALT), na
skutek szkodliwego dziatania mikroorganizmow, alergenow, alloantygendéw czy tez
antygenéw nowotworowych, aktywuje mechanizmy zmierzajace do eliminacji zagrozenia.

Najbardziej efektywnymi komérkami APC w ustroju sg znajdujgce sie w naskérku
komorki Langerhansa (LC), ktére posiadajg konstytutywnie Ag MHC klasy Il na swej
powierzchni i stabe wilasciwosci fagocytarne. Funkcja LC polega na wychwytywaniu i
przetwarzaniu Ag w obrebie skory, aktywacji limfocytéw T pamieci oraz migracji do lokalnych
weztow chionnych, gdzie prezentujg Ag naiwnym limfocytom T. Zaburzenie prawidtowej
funkcji LC (np.: poprzez dziatanie promieniowania UV) moze prowadzi¢ do rozwoju alergii
lub tolerancji na dany Ag.

Istotng role w regulacji odpowiedzi immunologicznej petnig keratynocyty, komorki
naskérka zdolne do fagocytozy i ekspresji Ag MHC klasy Il po odpowiedniej stymulacji
(podobnie jak komdrki srodbtonka naczyn), jak réwniez do wydzielania wielu cytokin o
dziataniu immunostymulujgcym (cytokiny pozapalne) i immunosupresyjnym. Niedostateczna
stymulacja limfocytéw T pochodzaca od nieprofesjonalnych APC, jak keratynocyty czy
fibroblasty moze wptywaé hamujgco nie tylko na dojrzewanie naiwnych komorek T, ale
réwniez aktywacje dojrzatych limfocytow. W przeciwienstwie do srédbtonka naczyn
keratynocyty nie posiadajg wystarczajacej do aktywacji limfocytéw T ekspresji molekut
kostymulujagcych i mogg prowadzi¢ do anergii lub delecji klonalnej limfocytow.

Limfocyty T wystepujace w naskérku stanowig prawie wytacznie populacje komérek
pamieci, a wiekszo$¢ wykazuje ekspresje koreceptora CD8. W odrdznieniu od myszy, u
ktérych wykryto obecno$¢ dendrytycznych komérek naskérkowych (DETC) bedacych
populacjg limfocytéow TCRy), w ludzkiej skdrze dominuje populacja limfocytéw TCR af (w
stosunku 10:1) [52].

W skérze wiasciwej wystepujg w podobnych proporcjach limfocyty T CD4* i CD8",
makrofagi koncentrujace sie gtdwnie w poblizu btony podstawnej, komaérki tuczne i populacja
komoérek dendrytycznych (réznigca sie od LC ekspresja molekut powierzchniowych)
skupiajgce sie wokoét naczyn krwionosnych. Dodatkowo komorki srédbtonka, fibroblasty oraz
zakonczenia nerwowe wspotpracujg z komodrkami immunokompetentnymi w procesie
amplifikacji sygnatu zagrozenia i rekrutacji komorek z krgzenia do miejsca toczacego sie

procesu zapalnego.
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Modelem doswiadczalnym, ktéry pozwala badaé odpowiedZz immunologiczng w
skorze, jest nadwrazliwosé kontaktowa (CS), ktéra jest formg nadwrazliwoéci typu péznego
(DTH). CS rozwija sie po aplikacji na skére Iub btony Sluzowe substancji
niskoczgsteczkowych (haptendw), ktére wigzg sie trwale z biatkami ustroju tworzac
neoantygeny. W przebiegu CS i DTH wyrdznia sie faze indukcyjng i efektorowg. W trakcie
pierwszej fazy, wskutek immunizacji Ag, dochodzi do aktywacji i klonalnej ekspansji
limfocytow T antygenowo swoistych, jak réwniez stymulacji limfocytéw B1 do produkcji
swoistych przeciwciat IgM, w ktérym to procesie zaangazowane sg rowniez limfocyty NKT.
W ciggu 2 h od momentu drugiego kontaktu z Ag powstajg kompleksy Ag-lgM, ktére
wyzwalajg kaskade reakcji zwigzanych z odpowiedzig wrodzong: aktywacje dopetniacza na
drodze klasycznej, stymulacje komorek tucznych i ptytek krwi do wydzielania serotoniny i
TNF-a. W wyniku dziatania tych czynnikow na $rodbtonek naczyn dochodzi do rekrutacji
limfocytéw T efektorowych (Tef) péznej fazy DTH i CS, nalezacych do populacji komoérek
TH1 [53].

Z przytoczonych faktéw wynika, ze w skérze mozna stosunkowo tatwo wywotac silng
odpowiedz immunologiczng, podczas gdy niewiele wiadomo na temat tego narzadu jako
miejsca indukcji tolerancji. Ze wzgledu na duze podobienstwo funkcji bton Sluzowych oraz
skory mozna przypuszczac, iz podobnie jak ma to miejsce w przypadku $luzéwek, podanie
antygenu na skére, przy spetnieniu odpowiednich warunkéw, mogtoby prowadzi¢ do indukcji
stanu tolerancji. Badania przeprowadzone przez M. Szczepanika i wsp. wykazaty, iz
faktycznie aplikacja antygenu biatkowego na skore przed wywotaniem reakcji CS prowadzi
do silnego zahamowania reakcji mediowanej przez limfocyty TH1. Poniewaz komorki TH1
odgrywajg kluczowg role w rozwoju procesu zapalnego szeregu schorzen
autoimmunizacyjnych, w tym réwniez SM, na bazie wynikéw uzyskanych w modelu CS
powstat projekt majacy na celu zbadanie czy skérna immunizacja MBP pozwoli na
hamowanie procesu zapalnego powstatego w modelu zwierzecym SM.
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2. Cele pracy

1)

2)

3)

4)

Indukowanie stanu tolerancji obwodowej na biatko MBP nowatorskg metodg
dotychczas nieznang i nie wykonywang w modelu EAE, poprzez deponowanie
antygenu na skére zwierzat przed aktywng immunizacjig MBP z CFA, przy

uwzglednieniu optymalnej dawki uzytej do wywotania supresji.

Podjecie proby przeniesienia stanu tolerancji obwodowej wywotanej drogg skérng, na
naiwnych syngenicznych biorcow, z wykorzystaniem komorek weztow chtonnych (LNC)

uczulanych MBP dawcow, a nastepnie indukowanie EAE.
Identyfikacja fenotypu komérek odpowiedzialnych za zjawisko supresji indukowane;j
przez skore, jak réwniez okreslenie mechanizmu ich dziatania z wykorzystaniem metod

selekcji komoérek w badaniach prowadzonych w uktadzie in vivo oraz testow in vitro.

Ocena wplywu podawania biatka MBP na skére zwierzat chorych na EAE, po

wystgpieniu pierwszych symptomdw choroby.
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3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta doswiadczalne

W doswiadczeniach uzyto samice szczepu myszy B10.PL (H-2Y), genetycznie
predysponowanego do rozwoju postaci chronicznej zwierzecego modelu stwardnienia
rozsianego (EAE). Ponadto w pracy uzyto defektywne szczepy myszy TCR&-/- (myszy
pozbawione limfocytéw T z receptorem antygenowym TCRyd), CD1d-/- (nie posiadajagce
CD1-zaleznych komérek NKT), Bm -/- (nie posiadajgce limfocytow CD8*) wyprowadzone z
linii myszy szczepu B10.PL (H-2"). Wymienione szczepy myszy otrzymat dr hab. Marian
Szczepanik w grudniu 2000 r. w darze od Prof. Charles’a Janeway’a z Department of
Immunobiology, Howard Hughes Medical Institute, Yale University School of Medicine.
Myszy B10.PL (H-2") pochodzity z Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA.

Kazda badana grupa eksperymentalna zwierzat sktadata sie z srednio 5 myszy w
wieku 6-8 tygodni, a doswiadczenia powtarzano co najmniej 3 razy. Zwierzeta pochodzity z
hodowli prowadzonej w Zaktadzie Biologii Rozwoju Cztowieka Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w warunkach jatowych, z uzyciem zamknietych klatek z
odpowiednim systemem filtréw. Myszy karmione byty autoklawowang paszg ,Murigran” oraz
pojone autoklawowang woda.

Badania byly prowadzone zgodnie z wymogami Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Jagiellonskiego.

3.2. Odczynniki

Biatko zasadowe mieliny (MBP) z rdzenia kregowego $swinki morskiej, mitomycyna C,
owalbumina (OVA) (grade V), toksyna bakterii Bordetella pertussis (Pertusis toxin),
kompletny adjuwant Freunda (CFA), bufor HEPES, aminokwasy NEAA, kwas pirogronowy
(PA, pyruvic acid), [(Sigma), St. Louis, MO, USA], zbuforowana fosforanami sdl fizjologiczna
bez jonow Ca™i Mg™ (PBS) (P.O.Ch.S.A., Gliwice, Polska), ptodowa surowica cieleca (FCS)
[Life Technologies (Grand Island, N.Y., USA)], podioze hodowlane RPMI 1640, L-glutamina
(Gobco, Grand Island, N.Y., USA), kwas 2,4,6-tréjnitrobenzenosulfonowy (TNP) [(Kodak,
Rochester, NY, USA)], hemocjanina mieczaka skatoczepu (Keyhole limpet hemocyanin -
KLH) [(Calbiochem, San Diego, CA, USA)], *H-tymidyna (Lacomed, Rez, RC, USA), krem
Nivea (Beiersdorf, Hamburg, Niemcy).
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Ponadto w niektérych doswiadczeniach uzyto mysie immunoglobuliny, wyizolowane z
surowicy myszy szczepu CBA/J metodg McKinney’a i Parkinson’a, i znakowane TNP metodg
wg Eisena’a [54]. Uzyskane w ten sposdb Ig, wyznakowane TNP (TNP-Ig) posiadaty
wspétczynnik podstawienia 40 czasteczek TNP na jedng molekute Ig (TNP4o-Ig), a zostaty
wytworzone przez Dr Krzysztofa Bryniarskiego z Katedry Immunologii Collegium Medicum

Uniwersytetu JagielloAskiego.

3.3. Przeciwciata monoklonalne i dopetniacz

W doswiadczeniach uzyto przeciwciata monoklonalne (mAb): anty-IL-4 (klon 11B11),
anty-IL-10 (klon SXC1) oraz anty-TGF-B (klon HB 9849) oczyszczane na biatku G metodg
chromatografii powinowactwa. Przeciwciata te byly darem Prof. Charles’a Janewaya z
Department of Immunobiology, Howard Hughes Medical Institute, Yale University School of
Medicine. Dziatanie IL-13 blokowano proteing bedaca rozpuszczalng sktadowa receptora dla
IL-13 (IL-13Ra-Fc) [R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)]. Do selekcji negatywnej uzyto
supernatanty odpowiednich linii komoérkowych wydzielajgcych mAb: anty-CD4 (TIB 207),
anty-CD8 (TIB 105.3), wyprodukowane przez Dr Marie Ptak z Katedry Immunologii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Uzyskane supernatanty zawieraty co
najmniej 10 pg/ml odpowiedniego mAb. Do znakowania komérek w badaniach
cytometrycznych uzyto mAb anty-CD4-FITC i anty-CD8-PE (Pharmingen, San Diego, CA,
USA). W doswiadczeniach stosowano takze liofilizowany dopetniacz kroliczy (RC) [Pel-
Freeze Biologicals (Brown Deer, WI, USA)].

3.4. Aparatura i materialy

Wytrzasarka (GFL Burgwedel, Niemcy), wirdwka, komora laminarna, inkubator z
przeptywem 5% CO, (Heraeus, Hanau, Niemcy), MicroBeta TriLux — wielofunkcyjny licznik z
detektorami promieniowania B i luminescencji, filtry z widkna szklanego typu Printed
Filtermat A (wielkosci 90x120 mm), B-scyntylatory (wielkosci 73x109 mm, sredniej wagi 49),
samoprzylepna tasma ochronna (Wallac Oy Turku, Finland), Filtermate Harvester (Packard
BioScience Co., Groningen, The Netherland), cytofluorymetr przeptywowy ,Cytoronabsolute”
(Ortho Diagnostic Systems, Johnson & Johnson Company, Raritan, USA) oraz sorter
komorkowy FACS (Dako Cytomation, Fort Collins, CO, USA), ptytki Petriego o $rednicy 100
mm, butelki hodowlane o pojemnosci 50 i 200 ml, prébdéwki plastykowe o pojemnosci 15 i 50
ml, ptytki 96-dotkowe (Costar, Cambridge, MA, USA), parafilm ,M” (American National
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CanTM, Greenwich, CT, USA), igty jednorazowe 26G x '/,, strzykawki szklane — 1ml, 2ml,
5ml [(Becton Dickinson (Rutheford, NJ, USA)], sitka nylonowe (wielkos¢ porow 100 pl)
[(Sigma, St. Louis, MO, USA)], saczki 0,2 pl (Pall Corporation, MI, USA), zyletki (surgical
carbon steel) [VWR Scientific Co. (West Chester, PA, USA)].

3.5. Metoda indukcji EAE

Myszy B10.PL (H-2') oraz defektywne szczepy TCRd -/-, CD1d -/-, Bom -/- ©
haplotypie H-2" byty aktywnie immunizowane w celu indukowania EAE metodg standardowg
poprzez podanie biatka mieliny MBP w ilosci 200 pg na mysz, zawieszonego w 100 pl
kompletnego adjuwantu Freunda (CFA), wzbogaconego liofilizatem Mycobacterium
tuberculosis o koncentracji 4mg/ml. Antygen w adjuwancie podawano podskérnie (s.c.) na
powierzchni brzusznej zwierzat, w dwoch miejscach. Dodatkowo w dniu immunizacji oraz
dwa dni pdézniej podawano dozylnie 200 ng toksyny Bordetella pertussis (PTx) w 200 pl
buforu PBS.

Zwierzeta byty obserwowane codziennie pod katem objawdéw neurologicznych EAE.
Oceny klinicznej dokonywano wedtug pieciostopniowej skali wyrazajacej stopien porazenia
korelujgcy z zaawansowaniem choroby: 0 — brak objawéw, 1 — ostabienie ogona, 2 —
niedowtad przednich lub tylnych konczyn, 3 — catkowite porazenie przednich lub tylnych
konczyn, 4 — porazenie przednich i tylnych konczyn, 5 — choroba ze skutkiem smiertelnym.
Wyniki uzyskane we wszystkich doswiadczeniach przedstawiono jako usrednione dane z

kazdej grupy badane;j.

3.6. Indukcja komorek regulacyjnych poprzez naskérng (e.c.) aplikacje MBP

W dniu ,,0” myszom aplikowano na ogolong skére grzbietu 100 pl MBP w PBS o
stezeniu 1mg/ml (grupa badana) lub sam PBS (kontrola pozytywna) w postaci opatrunku z
gazy o powierzchni 1 cm?2. Opatrunki mocowano plastrem (3M Viscoplast S.A., Polska) i
pozostawiano przez 4 dni, nastepnie usuwano i powtarzano aplikacie MBP Ilub PBS
analogicznie do procedury w dniu ,0”. W dniu ,+7” opatrunki usuwano, a zwierzeta byty
immunizowane MBP z CFA metodg standardowg opisang w punkcie 3.5. i codziennie
oceniane pod wzgledem wystgpienia symptomow EAE. Wykonano dodatkowo
doswiadczenie, w ktérym zwierzetom grup badanych podawano rézne rozciehczenia Ag
wykonane z roztworu MBP w PBS o stezeniu 10 mg/ml. Do badan dotgczono réwniez grupe
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zwierzat immunizowanych wytacznie przez naskérng aplikacje MBP bez nastepowej
aktywnej immunizacji MBP z CFA.

3.7. Transfer komérek regulacyjnych do naiwnych biorcéow

U myszy B10.PL indukowano stan tolerancji na antygeny mieliny poprzez e.c.
immunizacje MBP, opisang w punkcie 3.6. W dniu ,+7” usuwano opatrunki z Ag, pobierano
pachowe i pachwinowe wezty chtonne, ktére mechanicznie rozdrabniano i zawieszano w
PBS. Komoérki weztéw chtonnych (LNC), uwolnione mechanicznie z macierzy
miedzykomorkowej, oddzielano od resztek tkanki za pomoca gazy nylonowej (Srednica
oczek 100 pm), a nastepnie ptukano trzykrotnie w jatowym PBS (10 minut, 1200
obrotéw/min, temperatura 4°C). Po ocenie mikroskopowej pozyskanych komoérek pod
wzgledem ilosci i zywotno$ci (metodg barwienia btekitem trypanu), zawieszano komorki w
buforze PBS i podawano dozylnie (i.v.) naiwnym, syngenicznym biorcom w ilosci 2x107/mysz
zawieszonych w 200 ul PBS. Bezposrednio po transferze komorek zwierzeta byty aktywnie
immunizowane MBP z CFA wg metody opisanej w punkcie 3.5. i codziennie obserwowane.
Grupie kontrolnej myszy podawano i.v. LNC pozyskane od zwierzat traktowanych e.c. PBS
analogicznie do grupy toleryzowanej e.c. MBP.

Dodatkowo wykonano doswiadczenie, w ktérym naiwnym biorcom podawano rézne
ilosci LNC pozyskane od dawcow toleryzowanych e.c. MBP.

3.8. Charakterystyka fenotypu komoérek supresyjnych odpowiedzialnych za stan

tolerancji indukowanej przez naskérng immunizacje

Oceny fenotypu komoérek odpowiedzialnych za stan tolerancji indukowany przez
skére dokonano z wykorzystaniem dwoch modeli doswiadczalnych, tj. aktywnego wywotania
tolerancji oraz adoptywnego jej transferu. W pierwszym z nich myszy defektywnych
szczepéw TCRO -/-, CD1 -/-, Bm -/- 0 haplotypie H-2" oraz myszy B10.PL (H-2") jako grupa
kontrolna, byty immunizowane przez e.c. aplikacje odpowiednio MBP i PBS, a nastepnie
aktywnie immunizowane MBP z CFA i obserwowane.

W drugim modelu komérki supresyjne, ktére izolowano z weztéw chtonnych myszy
B10.PL immunizowanych uprzednio metodg e.c. aplikacji MBP opisang w punkcie 3.6.,
poddano selekcji negatywnej z zastosowaniem mAb anty-CD4 lub anty-CD8 wraz z
dopetniaczem (inkubacja w temperaturze 37°C, 60 minut). Po zakonczeniu inkubacji komorki

ptukano jatowym PBS z 2% FCS, a nastepnie liczono ilo$¢ oraz oceniano zywotno$¢ jak w
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punkcie 3.7. Po selekcji negatywnej, komorki zawieszone w PBS, podawano i.v. naiwnym,
syngenicznym biorcom w ilosci 2x10’/mysz w 200 pl PBS, ktérych nastepnie poddawano
aktywnej immunizacji MBP z CFA. W kontroli supresji grupie zwierzat podawano i.v.
2x10’/mysz komorek weztdw chionnych traktowanych samym RC przed indukcjg EAE. W
grupie kontrolnej myszy otrzymywaty i.v. sam PBS przed aktywng immunizacjg MBP z CFA.
Nastepnie zwierzeta wszystkich grup badanych obserwowano i oceniano wg skali
przedstawionej w punkcie 3.5.

3.9. Sortowanie CD4* CD8" limfocytéow T weziéw chionnych z uzyciem sortera

komérkowego typu FACS

Myszy immunizowano e.c. MBP metodg opisang w punkcie 3.6., nastepnie pobierano
pachowe i pachwinowe wezly chfonne, rozdrabniano mechanicznie, a po oddzieleniu od
resztek tkanki LNC zawieszano w PBS w koncentracji 10’/ml i znakowano przeciwciatami
anty-CD4-FITC i anty-CD8-PE przez 30 minut na lodzie chronigc przed swiattem. Nastepnie
komorki ptukano w buforze PBS z 2% FCS (3 min., 2000 obrotéw/min., w temperaturze 4°
C). Wyznakowane komérki poddano sortowaniu na cytofluorymetrze przeptywowym FACS w
celu uzyskania subpopulacji limfocytéw T CD4* CD8*. Wysortowane komorki T CD4* CD8* w
ilosci 2x10%/mysz, zawieszone w 200 pl PBS, przenoszono na naiwnych biorcéw. W kontroli
supresji zwierzetom podawano w 200 pl PBS 2x10’/mysz niesortowanych komérek LNC od
myszy toleryzowanych MBP. Nastepnie biorcéw transferu aktywnie immunizowano MBP z

CFA. Grupie myszy kontroli pozytywnej podano i.v. sam PBS przed indukcjg EAE.

3.10. Test in vivo na swoistos¢ antygenowg supresji indukowanej przez skore

Myszy szczepu B10.PL przed aktywng immunizacjg byly golone na grzbietach,
nastepnie w dniu ,0” zwierzetom aplikowano e.c. odpowiednio po 100 ul roztworéw biatek
MBP, TNP-Ig lub OVA sporzadzonych w buforze PBS, lub sam PBS (kontrola pozytywna) w
postaci zamknietych opatrunkéw z gazy. Koncentracja roztworu kazdego Ag wynosita
1mg/ml. Opatrunki pozostawiano przez 4 dni, nastepnie powtarzano aplikacje biatek w
sposob analogiczny do procedury w dniu ,0”. W dniu ,+7” po usunieciu opatrunkow
zwierzeta poddawano aktywnej immunizacji MBP z CFA i obserwowano przebieg kliniczny

EAE we wszystkich grupach badanych.

27



Materiaty i metody

3.11. Test in vitro na swoistos¢ antygenowa supresji indukowanej przez skore

Myszy szczepu B10.PL toleryzowano przez e.c. aplikacje 100 pl roztworéw biatek:
MBP, TNP-Ig, KLH lub OVA w PBS o stezeniu 1mg/ml, a w grupie kontrolnej podawano sam
PBS wedtug procedury opisanej w punkcie 3.10. W dniu ,+7” zwierzeta immunizowano MBP
z CFA bez podania PTx, a po uptywie 10 dni od immunizacji pobierano pachowe i
pachwinowe wezty chtonne. Po mechanicznym rozdrobnieniu tkanki przygotowano zawiesine
LNC w jatowych warunkach, zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.7. LNC zwierzat
toleryzowanych e.c. réznymi Ag oraz grupy kontrolnej byly inkubowane w okragtodennych
96-dotkowych ptytkach hodowlanych w ilosci 3x10° komdrek/dotek, w malejgcych
rozcienczeniach MBP. Konncowa objetos¢ hodowli wynosita 200 pl/dotek. Stezenie MBP w
poszczegolnych rozcienczeniach wynosito: 300 pg/ml, 100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, 3
pg/ml, 1 pg/ml, 0,3 pg/ml. Dodatkowo dotgczono kontrole proliferacji przez inkubacje
komoérek LNC bez MBP (,tt0”). Podtoze hodowlane RPMI 1640 zawierato 100 U/ml
penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 2mM L-glutaminy, 25 mM buforu HEPES, 5x10°M 2-
merkaptoetanolu i 10% FCS. Hodowle prowadzono w 37°C, w atmosferze 5% CO; przez 48
h. Nastepnie do wszystkich dotkéw hodowli dodano 0,5 pCi/dotek [*H]-tymidyny w 20 pl
RPMI 1640 i inkubowano komorki przez kolejne 18 h. Intensywnos¢ proliferacji komorek
oceniano przez odczyt inkorporacji [*H]-tymidyny z uzyciem licznika scyntylacyjnego
promieniowania (. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rycinach w postaci srednich
arytmetycznych + odchylenie standardowe (x £ SD) po odjeciu ,tta” (proliferacja komérek w

nieobecnosci antygenu).

3.12. Test proliferacji w obecnosci komoérek regulacyjnych i przeciwciat

neutralizujagcych cytokiny

W celu zbadania mechanizmu, przez jaki dziatajg komérki Ts indukowane przez
skore, komérki uczulone hodowano wraz z komoérkami Ts w obecnosci mAb neutralizujacych
odpowiednie cytokiny. Komorki uczulone (komorki Tef EAE) stanowity LNC pobrane od
myszy immunizowanych s.c. MBP z CFA bez podania PTx. Komérki supresyjne pochodzity z
weztéw chtonnych pachowych i pachwinowych wyizolowanych od myszy toleryzowanych e.c.
MBP. W celu zahamowania proliferacji komérek Ts komérki LNC traktowano roztworem
mitomycyny C o stezeniu 30 pg/ml, nastepnie trzykrotnie ptukano w PBS i zawieszano w
podtozu hodowlanym. W hodowli komoérek stosowano koncentracje limfocytéw Tef
3x10°%dotek, a limfocytdbw Ts 6x10*dotek, ktore hodowano z dodatkiem malejgcych
rozcienczen MBP. Warunki hodowli oraz stosowane rozcienczenia Ag byly zgodne z
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przedstawionymi w punkcie 3.11. Prowadzono tgczng hodowle komérek T efektorowych i T
regulacyjnych oraz oddzielng hodowle wspomnianych komérek w celu kontroli proliferaciji i
dziatania mitomycyny C. Ponadto w poszczegdlnych grupach tgcznej hodowli komérek
efektorowych i regulacyjnych dodano mAb anty-IL-4, anty-IL-10, anty-TGF-3 lub IL-13Ra-Fc,
w ilosciach 10 pg/ml. Inkorporacje [*H]-tymidyny odczytano na liczniku scyntylacyjnym

promieniowania 3.

3.13. Neutralizacja TGF-3 w modelu EAE in vivo

Myszy szczepu B10.PL immunizowano przez aplikacje e.c. 100 ug MBP w PBS w
dniu ,0” i w dniu ,+4”. W dniu ,+6” potowie myszy toleryzowanych e.c. MBP podano i.v. 500
pug/mysz mAb anty-TGF-[3, a pozostatym kontrole izotypowag. W dniu ,+7” usunieto opatrunki
z MBP i powtérnie podano iv. 500 pg/mysz mAb anty-TGF-3 lub kontrole izotypowa, a
nastepnie zwierzeta byty aktywnie immunizowane MBP z CFA i codziennie oceniany byt ich
stan kliniczny wedtug skali opisanej w punkcie 3.5. Kontrole pozytywng stanowity zwierzeta
traktowane e.c. samym PBS, a nastepnie immunizowane MBP z CFA.

3.14. Aplikacja MBP na skore zwierzat chorych na EAE

Myszy szczepu B10.PL immunizowano aktywnie przez podskérne podanie 200 pg
MBP z CFA i dwukrotng iniekcjg PTx zgodnie z metoda opisang w punkcie 3.5., a nastepnie
podzielono na dwie grupy: badang i kontrolng. Dodatkowo zwierzeta regularnie golono na
powierzchni grzbietowej. Obserwacje zwierzat prowadzono codziennie. Po wystgpieniu
pierwszych symptomow choroby w grupie badanej, w odstonietg skére myszy wcierano do
momentu wchioniecia MBP, zawieszone w neutralnym kremie Nivea. W pierwszym dniu
podano 100 pg MBP w 100 pl kremu, a przez kolejne 13 dni 10 pg/100 pl. W grupie
kontrolnej na odstonietg skore zwierzat aplikowano sam krem Nivea. Dodatkowo dotgczono
grupe zwierzat, ktéra byta dwukrotnie toleryzowana MBP (dzien ,0” oraz ,+4”) przed aktywng

immunizacjg MBP z CFA, jako kontrole supresiji.
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4. Wyniki

4.1. Naskérna immunizacja MBP przez skére chroni przed rozwojem EAE

Nasze wczesniejsze badania prowadzone w modelu reakcji nadwrazliwosci
kontaktowej (CS) wykazaty, ze aplikacja Ag biatkowego na skoére prowadzi do zahamowania
TH1-zaleznej odpowiedzi komodrkowej. W niniejszym doswiadczeniu podjeto probe
sprawdzenia czy w modelu zwierzecym stwardnienia rozsianego EAE, podobnie jak w reakcji
CS podanie Ag biatkowego na skére doprowadzi do zahamowania rozwoju reakcji zapalnej.

W tym celu myszy szczepu B10.PL (H-2") (rozwijajace posta¢ chroniczng EAE)
immunizowano MBP e.c. dawkg 100 pg/mysz (dawka Ag wykazana jako optymalna w
modelu CS) lub PBS w dniu ,0” i ,#4". W dniu ,+7” zwierzeta obu grup byly aktywnie
immunizowane MBP z CFA, a nastepnie oceniane pod wzgledem ciezkosci objawow EAE.
Wyniki przedstawione na Ryc. 1A oraz w Tabeli 1 wskazujg, ze naskorna aplikacja MBP
przed immunizacjg prowadzi do opdznienia wystapienia choroby o okoto 9 dni w stosunku do
kontroli pozytywnej (zwierzeta traktowane jedynie PBS na skoére przed wywotaniem EAE), a
réznica miedzy grupami jest statystycznie znamienna (p=0,007). Dodatkowo stwierdzono
mniejszg zachorowalnos¢ w grupie toleryzowanej - 58% przypadkow, podczas gdy w kontroli
pozytywnej - 90%. Uzyskano takze efekt znacznego obnizenia natezenia objawow
klinicznych, o okoto 50% w stosunku do kontroli pozytywnej, na co wskazuje srednia
objawow klinicznych z 55 dni obserwacji od momentu wystgpienia symptoméw choroby
(p=0,02). Srednia skumulowana objawéw klinicznych wszystkich myszy w badanych
grupach, oraz srednia skumulowana objawéw klinicznych wytacznie chorych zwierzat rozni
sie istotnie statystycznie miedzy grupg badang i kontrolng (odpowiednio p=0,002 i p=0,04).
Stwierdzono réwniez mniejsza $miertelnos¢ myszy w grupie toleryzowanej MBP w stosunku
do kontroli pozytywnej. Dodatkowo wykazano, ze aplikowanie MBP na skoére zwierzat wedtug
identycznego schematu, ale bez aktywnej immunizacji MBP z CFA, nie prowadzi do rozwoju
choroby (wyniki nie uwzglednione na Ryc. 1A).

W kolejnym etapie badan okreslono optymalng dawke MBP, ktéra podana na skore
maksymalnie hamuje rozwdj oraz przebieg EAE. Wyniki przedstawione na Ryc. 1B
wskazujg, ze dawki 100 pg i 1000 pg MBP najsilniej opdzniajg i hamujg rozwdj EAE w
poréwnaniu do nizszych dawek Ag. Nalezy wspomniec¢, ze wszystkie zastosowane dawki: 3
ug, 10 pg, 30 pg, 100 pg, 1000 ug MBP zostaly podane dwukrotnie i traktowanie kazdg z
nich prowadzi do obnizenia natezenia objawéw klinicznych EAE w stosunku do kontroli
pozytywnej (dwukrotna aplikacja PBS). Jednak tylko w przypadku najwyzszych dawek: 100
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pug i 1000 pg MBP, dochodzi do opdznienia manifestacji klinicznej choroby. Bioragc pod
uwage podobny efekt dziatania dawek 100 pg i 1000 ug MBP oraz znaczne rdznice w
kosztach badanh zdecydowano sie na stosowanie w dalszych eksperymentach dawki 100 ug
MBP/mysz.

Prezentowane wyniki pokazuja, ze immunizacja e.c. MBP zwierzat przed aktywnym
indukowaniem EAE (MBP z CFA) prowadzi do opdznienia rozwoju choroby, jak rowniez do
znacznego ztagodzenia przebiegu klinicznego EAE. Réwnolegle do badan na myszach
B10.PL wykonano eksperymenty, gdzie postuzono sie myszami pierwszego pokolenia F1
szczepédw SJL x B10.PL, rozwijajgcych posta¢ nawracajgcq EAE i uzyskano wyniki podobne
do przedstawianych (dane nie uwzglednione w niniejszej pracy).

Tabela 1. Przebieg EAE u myszy szczepu B10.PL toleryzowanych e.c. MBP w stosunku
do grupy kontrolnej (e.c. PBS)

PBS MBP
Liczba myszy 21 19
Zachorowalnosc¢ (%) 90 58
Sredni czas wystgpienia objawéw EAE od
. . o 21,118 30+2,9
dnia aktywnej immunizacji + SE
Srednia objawéw klinicznych w czasie 55
2,6x0,4 1,4+0,4
dni obserwacji + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
9715 349
wszystkich myszy + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
106,8+14,3 59,1+11,2
chorych myszy + SE
Smiertelnos¢ (%) 29 10,5
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4.2. Tolerancje indukowang przez skére mozna przenies¢ na naiwnych biorcéw przy

uzyciu komorek uktadu immunologicznego

Zatozeniem niniejszego eksperymentu byto sprawdzenie czy obserwowane zjawisko
supresji EAE mozna przenies¢ na naiwnych biorcow za posrednictwem komodrek uktadu
odpornos$ciowego. W tym celu przeniesiono LNC, wyizolowane z weztéw chtonnych
pachowych i pachwinowych myszy B10.PL immunizowanych e.c. MBP lub traktowanych
PBS, do naiwnych syngenicznych biorcow w ilosci 2x10” komorek/mysz. Nastepnie
zwierzeta poddano standardowej immunizacji i oceniano w kierunku wystgpienia objawéw
EAE. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 2A i w Tabeli 2. Biorcy komoérek
regulacyjnych, podobnie jak zwierzeta immunizowane e.c. MBP, wykazujg istotne
statystycznie (p=0,005) opdznienie wystgpienia objawdw choroby oraz fagodniejszy przebieg
EAE w stosunku do grupy kontrolnej, ktérej podano iv. LNC pozyskane od myszy
traktowanych e.c. PBS. Roéznica miedzy usrednionymi objawami klinicznymi z 55 dni
obserwacji grupy badanej i kontrolnej jest istotna statystycznie (p=0,05), podobnie jak
roznica srednich skumulowanych objawoéw klinicznych wytacznie chorych myszy (p=0,04).
Stwierdzono réwniez mniejszg $miertelnosé myszy w grupie biorcow komorek supresyjnych
w stosunku do kontroli pozytywnej. Natomiast srednia skumulowana objawow klinicznych
wszystkich myszy w badanych grupach nie wykazata statystycznej znamiennosci (p>0,05) ze
wzgledu na zbyt matg liczebnos¢ zwierzat w poszczegdlnych grupach.

Z kolei wyniki przedstawione na Ryc. 2B wskazujg, ze minimalna ilos¢ komodrek
4x10%/mysz zastosowana w danym transferze jest zdolna do hamowania rozwoju choroby i
opo6znienia jej klinicznej manifestacji. Przy czym najwieksze zahamowanie rozwoju choroby i
opdznienie wystgpienia objawéw klinicznych obserwowano po podaniu biorcom 2,5x107
komoérek/mysz. Ponadto transfer komérek sledzionowych, ktére pozyskano od myszy
toleryzowanych e.c. MBP przed aktywng immunizacjag MBP z CFA, réowniez prowadzit do
hamowania rozwoju choroby u naiwnych syngenicznych biorcow (dane nie uwzglednione w
niniejszej pracy).

Przedstawione na Ryc. 2A i 2B oraz w Tabeli 2 wyniki wskazujg na to, ze za
zahamowanie rozwoju EAE odpowiedzialne sg komérki uktadu chtonnego i zaledwie 4x10°
LNC, pozyskanych od zwierzat immunizowanych MBP przez skére, moze wywierac
wspomniany efekt protekcyjny.
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Tabela 2. Przebieg EAE u myszy B10.PL po transferze LNC myszy toleryzowanych e.c.
MBP w stosunku do grupy kontrolnej (e.c. PBS)

PBS MBP
Liczba myszy 10 10
Zachorowalnosc¢ (%) 80 70
Sredni czas wystapienia objawéw EAE od
17,242,3 32,7+3,7
dnia aktywnej immunizacji £ SE
Srednia objawéw klinicznych w czasie 55
: N 2,6+0,6 1,1£0,5
dni obserwacji + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
_ 109,5+30 44,9+19
wszystkich myszy + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
116,6+28 50,4120
chorych myszy + SE
Smiertelnosé (%) 30 10

4.3. Komoérki TCRyd oraz komorki NKT nie sg zaangazowane w tolerancji indukowanej

przez aplikacje MBP na skére

W celu oceny fenotypu komodrek supresyjnych, indukowanych przez naskoérng
immunizacje, wykorzystano w badaniach defektywne szczepy myszy: TCRd -/-, CD1d -/-,
B.m -/- o podiozu genetycznym B10.PL (H-2Y). Wszystkie zwierzeta typu ,knock out”
poddano naskornej ekspozycji na MBP lub PBS zgodnie z procedurg opisang w rozdziale
.Metody i Materiaty”. W ,+7” dniu, po usunieciu opatrunkow kazda grupa byfa aktywnie
immunizowana przez podskorng iniekcje MBP z CFA, a nastepnie prowadzono obserwacje
zwierzat.

Wyniki prezentowane na Ryc. 3A pokazujg, ze myszy szczepu CD1d -/-, podobnie do
myszy kontrolnych B10.PL po e.c immunizacji MBP, wykazujg fagodniejszy przebieg choroby
w odréznieniu od grupy zwierzat traktowanych samym PBS na skére, co swiadczy o tym, ze
CD1d-zalezne komorki NKT nie sg zaangazowane w tolerancji indukowanej przez skére. W

omawianym doswiadczeniu objawy kliniczne w grupie zwierzat toleryzowanych byly nizsze o
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blisko 70%, a poczatek choroby byt op6zZzniony o 10 dni w stosunku do kontroli pozytywnej.
Zachorowalno$¢ w grupie kontrolnej wyniosta 80%, natomiast w grupie toleryzowanej 22%.

Ryc. 3B przedstawia wyniki doswiadczenia, gdzie dokonano préby wywotania
tolerancji przez naskoérne podanie MBP u myszy szczepu TCRY -/-. W doswiadczeniu tym
zaobserwowano zmniejszone natezenie objawow choroby o 62% u myszy toleryzowanych w
stosunku do grupy zwierzat traktowanych samym PBS przed immunizacja MBP z CFA.
Poczatek wystgpienia symptomédw EAE byt opdzniony o 3 dni w stosunku do grupy
kontrolnej. Zachorowalnos¢ w grupie kontrolnej wyniosta 82%, natomiast w grupie
toleryzowanej 37%. Prezentowane wyniki pokazujg, ze w tolerancji indukowanej przez skore
nie biorg udziatu limfocyty TCRy®.

Ryc. 3C przedstawia wyniki doswiadczenia, gdzie poréwnano przebieg choroby u
myszy szczepu (3.m -/- traktowanych MBP lub PBS na skoére przed wywotaniem EAE. W
niniejszym doswiadczeniu nie wystgpito opdznienie choroby w zestawieniu grupy
toleryzowanej z grupg kontrolng, a obnizenie natezenia objawéw EAE wyniosto 8%.
Czestotliwos¢ zachorowan byta poréwnywalna w obu grupach i wyniosta: 73% w grupie
kontrolnej, a 60% w grupie toleryzowanej. Uzyskane wyniki doswiadczenia pokazujg brak
supresyjnego efektu e.c. immunizacji MBP u zwierzat szczepu [3:m -/-, co moze swiadczy¢ o
tym, Zze za supresje indukowang przez skore sg odpowiedzialne komorki T posiadajgce na
swej powierzchni koreceptor CD8. Liczebnos¢ zwierzat oraz zachorowalnos¢ przedstawiono
w Tabeli 3.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki powyzszych eksperymentow z wykorzystaniem
trzech szczepéw myszy typu ,knock out” wskazujg na to, ze komoérki NKT oraz limfocyty
TCRyd nie sg zaangazowane w tolerancji indukowanej przez skore, podczas gdy brak
supresji obserwowany u myszy szczepu [.m -/- sugeruje udziat limfocytow T CD8" w
powstaniu opisanego zjawiska supresiji.
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Tabela 3. Zachorowalnos¢ defektywnych szczepdw myszy toleryzowanych e.c. MBP w
stosunku do grupy kontrolnej (e.c. PBS)

PBS MBP
Szczep
myszy Liczba myszy | llos¢ osobnikow | Liczba myszy llos¢é osobnikow
w grupie chorujacych [%] w grupie chorujacych [%]
TCRd -/- 28 82 27 37
CD1 -/- 15 80 14 22
Bam -/- 15 73 15 60
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4.4. Za supresje indukowana przez aplikacje MBP na skére odpowiedzialne sa

limfocyty T z koreceptorami CD4 i CD8

W celu dokfadniejszej oceny fenotypu komoérek regulacyjnych indukowanych przez
skore, LNC pozyskane od myszy immunizowanych e.c. MBP traktowano mAb anty-CD4 lub
anty-CD8 wraz z RC, badz samym dopetniaczem (kontrola supresji). Po odpowiednim
przygotowaniu komdrek, ocenie ich ilosci i zywotnosci (rozdziat ,Materiaty i Metody”),
dokonano transferu na naiwnych syngenicznych biorcow B10.PL, ktorych aktywnie
immunizowano MBP z CFA w celu wywotania EAE. Wyniki przedstawione na Ryc. 4
pokazujg, ze podanie LNC pozyskanych od myszy toleryzowanych MBP na skore, chroni
biorcow transferu przed rozwojem EAE. Dochodzi do opdznienia pierwszych symptoméw
choroby w stosunku do kontroli pozytywnej oraz redukcji natezenia objawdw Klinicznych o
prawie 50%. W dwdch grupach badanych, przed aktywng immunizacjg podano zwierzetom
i.v. LNC, ktore izolowano od myszy toleryzowanych MBP i ktore zostaly dodatkowo
pozbawione w selekcji negatywnej populacji komérek CD4 lub CD8. Zwierzeta tych grup nie
wykazaty opdznienia choroby, wrecz przeciwnie, objawy poczatkowe EAE wystapity
wczesniej niz w kontroli pozytywnej. Uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢ o tym, ze w supresji

indukowanej przez skére mogg by¢ zaangazowane limfocyty T CD4* i T CD8".
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4.5. Limfocyty T regulacyjne indukowane przez immunizacje e.c. MBP naleza do
populacji CD4* CD8".

Nasze wczesniejsze badania w uktadzie CS wykazaly, iz e.c. immunizacja TNP-Ig
prowadzi do indukcji komoérek Ts o fenotypie CD4* CD8".

W celu sprawdzenia czy komoérki regulacyjne indukowane przez naskérne podanie
MBP nalezg do limfocytow T CD4* CD8*, naiwnym biorcom podano iv. wysortowane z
uzyciem cytofluorymetru przeptywowego komorki CD4* CD8* w ilosci 2x10%/mysz. W kontroli
supresji podawano iv. niesortowane (petng pule LNC) komoérki regulacyjne w ilosci
2x10’/mysz. Obie badane grupy wraz z kontrolg pozytywng, traktowang i.v. samym PBS,
poddano immunizacji MBP z CFA w celu indukcji EAE. Wyniki przedstawione na Ryc. 5
wskazujg na to, ze komérki T CD4* CD8* sg zdolne do hamowania rozwoju EAE, podobnie
jak komorki petnej puli LNC pozyskane od myszy traktowanych MBP na skoére. W obu
grupach badanych obserwowano istotne statystycznie (p<0,02) opdznienie wystgpienia
choroby o srednio 5 dni, jak réwniez istotng statystycznie redukcje objawow klinicznych
(p<0,01), obliczanych z 55 dni obserwacji wzgledem kontroli pozytywnej. Réznica srednich
skumulowanych objawéw klinicznych wszystkich myszy w badanych grupach jest istotna
statystycznie (p<0,03), natomiast srednia skumulowana objawéw klinicznych wytgcznie
chorych myszy nie wykazata statystycznej znamiennosci (p>0,05).

Podsumowujac, uzyskane wyniki $wiadczg o tym, Ze aplikacia MBP na skére
indukuje powstanie komérek T regulacyjnych, ktére nalezg do populacji limfocytéw T CD4*
CD8".
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Tabela 4. Przebieg EAE u biorcéw wysortowanych komorek Ts CD4* CD8* w stosunku do
grupy kontrolnej.

PBS Ts CD4*CD8*
Liczba myszy 12 10
Zachorowalnosc¢ (%) 83 60
Sredni czas wystapienia objawéw EAE od
18,8%1,7 24,3121
dnia aktywnej immunizacji £ SE
Srednia objawéw klinicznych w czasie 55
_ . 2,5+0,3 1,3+0,2
dni obserwacji + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
88,7t14,2 42,117
wszystkich myszy + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych
106116 70,2112
chorych myszy + SE
Smiertelnosé (%) 33 0
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4.6. Stan tolerancji immunologicznej indukowany przez skére jest antygenowo

nieswoisty

W celu sprawdzenia czy supresja indukowana przez aplikacjg Ag na skére wykazuje
swoisto$é antygenowg, myszy B10.PL traktowano w dniach ,0” oraz ,+4” MBP, OVA, TNP-Ig
badz samym PBS, a nastepnie w dniu ,+7” zwierzeta te immunizowano MBP z CFA w celu
wywotania EAE. Wyniki przedstawione na Ryc. 6 Swiadczg o tym, ze immunizacja e.c.
zarowno MBP, jak i antygenami nie reagujacymi krzyzowo: TNP-Ig oraz OVA chroni przed
rozwojem EAE. Rezultatem aplikacji na skére myszy MBP lub OVA byto opéznienie choroby
o okoto 9 dni, w przypadku TNP-Ig opdznienie wyniosto 20 dni w stosunku do kontroli
pozytywnej. Immunizacja e.c. MBP powoduje ztagodzenie objawdw klinicznych o 50%,
podczas gdy toleryzacja TNP-Ig lub OVA powoduje redukcje symptoméw o 60% wzgledem
kontroli pozytywnej. Z powyzszego doswiadczenia wynika, ze tolerancja indukowana przez
skore jest antygenowo nieswoista.
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4.7. Naskérne podanie antygenu przed aktywna immunizacja hamuje proliferacje

komoérek efektorowych Tef in vitro

W celu potwierdzenia wynikéw badan in vivo nad swoistoscig antygenowg supres;ji
indukowanej przez skore wykonano dodatkowo test in vitro, w ktérym oceniano wplyw e.c.
immunizacji na proliferacje komérek LNC.

W niniejszym eksperymencie myszy szczepu B10.PL immunizowano e.c. MBP, OVA,
TNP-Ig lub KLH, a w grupie kontrolnej aplikowano sam PBS jak w punkcie 4.6. W dniu ,+7”
po usunieciu gazowych opatrunkéw z Ag, zwierzeta immunizowano MBP z CFA. Po uptywie
10 dni pobrano wezly chtonne pachowe i pachwinowe, nastepnie przeprowadzono test
proliferacji opisany w punkcie 3.11. Wptyw naskdrnej immunizacji antygenami: MBP, OVA,
TNP-Ig i KLH przed aktywng immunizacjg MBP z CFA przedstawia Ryc. 7.

Prezentowane wyniki wykazujg statystycznie znamienne (p<0,03) zahamowanie
proliferacji LNC, pochodzacych od myszy toleryzowanych wszystkimi testowanymi Ag w
odniesieniu do LNC grupy kontrolnej (LNC myszy traktowanych e.c. PBS przed aktywng
immunizacjq), ktére oceniano poprzez pomiar inkorporacji [*H]-tymidyny. Wyniki uzyskane in
vitro w petni potwierdzajg brak swoistosci antygenowej tolerancji indukowanej przez skére w

badaniach prowadzonych in vivo.
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4.8. Komorki regulacyjne Ts hamuja proliferacje komérek efektorowych Tef przez

uwalnianie TGF-(3

W celu zbadania mechanizmu, poprzez jaki komodrki T regulacyjne hamujg
odpowiedz immunologiczng w przebiegu EAE, postuzono sie testem proliferacji komoérek
efektorowych in vitro. Komorki efektorowe LNC pozyskane od zwierzat aktywnie
immunizowanych MBP z CFA, w ilosci 3x10° hodowano same lub w obecnosci 6x10* LNC od
myszy immunizowanych e.c. MBP. LNC zwierzgt toleryzowanych MBP traktowano
mitomycyng C (kontrola supresji). Dodatkowo w pewnych grupach do hodowli tgczne;j
komorek efektorowych i regulacyjnych dodawano neutralizujgce mAb: anty-IL-4, anty-IL-10,
anty-TGF-(3 lub IL-13Ra-Fc. Wyniki przedstawione na Ryc. 8 wskazujg na to, ze komorki
regulacyjne izolowane od myszy toleryzowanych MBP, ktérych witasna proliferacja zostata
zahamowana przez dziatanie mitomycyny C, hamujg proliferacje komoérek efektorowych in
vitro. Obserwowana supresja byla zniesiona po dodaniu mAb neutralizujgcych TGF-3 do
hodowli facznej obu populacji komoérek. Neutralizacja cytokin: IL-4, IL-10 oraz IL-13 z
uzyciem odpowiednich mAb nie wptywata na stopien zahamowania proliferacji komérek T
efektorowych przez limfocyty T regulacyjne.
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4.9. Neutralizacja TGF-3 in vivo znosi efekt tolerancji indukowanej przez skoére

W badaniach in vitro wykazano, ze komorki T regulacyjne indukowane przez
aplikacje Ag na skére hamujg proliferacje komérek efektorowych za posrednictwem
uwalnianego TGF-B. W niniejszym eksperymencie podjeto prébe sprawdzenia, czy TGF-3
produkowany przez wspomniane komoérki T regulacyjne jest rowniez odpowiedzialny za
hamowanie objawéw EAE. W tym celu zwierzetom dwukrotnie aplikowano na skére MBP
(dzien ,0” i dzien ,+4”), w dniu ,+6” i ,+7” dokonano iniekcji 500 pg/mysz mAb anty-TGF-f3
kazdorazowo Iub przeciwciat kontrolnych (kontrola izotypowa), a nastepnie zwierzeta
aktywnie immunizowano MBP z CFA. Myszy w grupie kontroli pozytywnej byty traktowane
e.c. PBS przed aktywng indukcjg EAE. Wyniki przedstawione na Ryc. 9 wskazujg na to, ze
podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach podanie MBP na skére prowadzi do
redukcji objawéw klinicznych (okoto 50%) i opdznienia wystgpienia symptoméw EAE
wzgledem kontroli pozytywnej (6 dni). Natomiast przebieg choroby u zwierzat
immunizowanych e.c. MBP, ktérym podano i.v. mAb anty-TGF-3 przed aktywng immunizacjg
MBP z CFA, byt poréwnywalny do EAE rozwijanego u myszy kontroli pozytywnej. Dodatkowo
w grupie myszy traktowanych mAb anty-TGF-3 nie obserwowano opdznienia poczatku
choroby wzgledem grupy kontrolnej. Rezultaty badan prowadzonych in vivo w petni
potwierdzajg wyniki uzyskane metoda in vitro, gdzie podanie MBP na skoére zwierzat
indukuje populacje komoérek regulatorowych, ktére hamujg rozwdj procesu zapalnego w EAE

poprzez uwalnianie TGF-f.
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4.10. Aplikacja MBP na skére chorych myszy hamuje dalszy rozwéj EAE

W koncowym etapie badan podjeto prébe hamowania rozwoju EAE u zwierzat
szczepu B10.PL aktywnie immunizowanych MBP z CFA, u ktérych zaobserwowano pierwsze
objawy choroby. W tym celu zwierzeta po aktywnej indukcji EAE podzielono na 2 grupy:
kontrole pozytywna, ktorej po wystgpieniu symptomow choroby aplikowano na skére sam
PBS i grupe badang, ktérej podawano MBP. Pierwszego dnia, w ktérym zauwazono
symptomy choroby, stosowano w grupie badanej dawke 100 pg MBP/mysz w 100 pl kremu,
a przez nastepne 13 dni aplikowano dawke podtrzymujacg indukcje supresji 10 pg

MBP/mysz w 100 pl kremu. W grupie kontrolnej podawano sam krem z PBS. Kontrole
supresji stanowity zwierzeta toleryzowane przed wywotaniem choroby. Wyniki przedstawione
na Ryc. 10 i Tabeli 5 wskazujg na istotng statystycznie (p=0,002) redukcje objawéw EAE w
grupie zwierzat traktowanych MBP w trakcie rozwoju choroby w stosunku do kontroli
pozytywnej. Roznica srednich skumulowanych objawow klinicznych miedzy poréwnywanymi
grupami jest znamienna statystycznie (p=0,01). Natomiast smiertelne przypadki odnotowano
jedynie w kontroli pozytywne;.

Podsumowujac, uzyskane wyniki swiadczg o tym, ze aplikacja MBP na skoére chorych
zwierzgat moze prowadzi¢ do zahamowania dalszego rozwoju choroby, a co wiecej,

obserwowano cofanie sie objawdw i polepszenie ogdlnej kondycji zwierzat.
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Tabela 5. Przebieg EAE w grupie leczonej e.c. MBP ocenianej wzgledem grupy
kontrolnej (e.c. PBS).

PBS MBP

Liczba myszy 8 8
Srednia objawéw klinicznych w czasie 55

2,3+0,2 1,1+0,3
dni obserwacji + SE
Srednia skumulowana objawéw klinicznych

84+17 44111
chorych myszy + SE
Smiertelno$é (%) 22 0

4.11. Analiza statystyczna wynikow

Analizy statystycznej wynikow doswiadczen prowadzonych in vivo dokonano przy
uzyciu dwustronnego testu U Manna-Whitnneya, natomiast wynikow testow proliferacji przy
uzyciu dwustronnego testu t-Studenta. W obliczeniach postuzono sie programem
komputerowym Statistica w wersji 5.1. Wartos¢ p=0,05 zostata przyjeta jako prog istotnosci
statystycznej.

W tabelach przedstawiono parametry jakosciowe eksperymentéw w modelu EAE,

zgodnie z analizami przedstawianymi powszechnie w literaturze naukowe;.
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5. Dyskusja

Alergiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE) jest zwierzecym modelem stwardnienia
rozsianego (SM), schorzenia o podtozu autoimmunizacyjnym wystepujacym u ludzi. EAE
mozna wywotac u genetycznie predysponowanych szczepdw myszy, szczurdw czy tez matp
rhesus. Model zwierzecy pozwala badaé mechanizmy immunologiczne zaangazowane w
patogenezie SM, jak réwniez utatwia opracowanie nowych metod terapii. Od wielu lat
poszukuje sie skutecznej metody pozwalajgcej na opanowanie procesu zapalnego
rozwijajgcego sie w SM. Podejmowano miedzy innymi proby indukowania obwodowej
tolerancji przez ekspozycje bton $Sluzowych na antygeny mieliny drogg pokarmowg lub
inhalacyjna.

W 1988 roku Higgins i Weiner doniesli, ze EAE moze by¢é hamowane u szczurow
Lewis przez doustne podawanie MBP [55]. Od tego czasu poczyniono wiele obiecujgcych
odkry¢ w badaniach nad tolerancjg indukowang przez btony Sluzowe u zwierzat, co zachecito
klinicystow do uzycia tej metody w leczeniu pacjentow z SM. Podobnie jak w modelu
zwierzecym chorym podawano per os bydlece MBP, a nastepnie badano populacje
limfocytow T izolowane z krwi obwodowej pacjentow z postacig nawrotowg SM. Wykazano,
ze w rezultacie przyjmowania MBP drogg pokarmowg powstajg linie komorkowe
wydzielajace wieksze ilosci TGF-f3 [56]. Mimo uzyskania obiecujgcych wynikéw in vitro,
kliniczne préby leczenia bydlecym MBP zakonhczyly sie niepowodzeniem, nie wykazano
bowiem Zzadnych efektéw korzystnych w stosunku do grupy placebo [57]. W zwigzku z
powyzszym nadal prowadzone sg intensywne badania zmierzajgce do opracowania
skutecznej metody pozwalajgcej na regulacje procesu zapalnego w SM.

Powszechnie wiadomo, Zze podanie Ag na sluzéwki prowadzi do lokalnej odpowiedzi
immunologicznej przy jednoczesnym wywotaniu tolerancji na obwodzie, co prébowano
wykorzysta¢ miedzy innymi w terapii SM. Skoéra podobnie jak btony Sluzowe stanowi istotng
bariere przed wnikajagcymi z otoczenia patogenami i petni funkcje ochronng ustroju. Ze
wzgledu na pewne podobienstwa funkcjonalne bton $luzowych oraz skéry mozna
przypuszczac, iz w obu tych narzadach dziatajg podobne mechanizmy immunologiczne.
Zatem wydaje sie by¢ prawdopodobne, ze podanie Ag na skore, poza wywotaniem lokalnej
odpowiedzi immunologicznej, moze prowadzi¢ do wystgpienia tolerancji na obwodzie.

Skéra przez wiele lat byta traktowana jako organ, przez ktéry mozna tatwo indukowaé
odpowiedz immunologiczng, a ktérej klasycznym przyktadem jest reakcja nadwrazliwosci

kontaktowej (CS). Natomiast niewiele uwagi poswiecono skorze jako miejscu, poprzez ktére
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mozna by wywota¢ stan tolerancji. Z koncem lat 90-tych ubiegtego stulecia Wang i wsp.
wykazali, ze podanie na skére Ag biatkowego, jakim jest owalbumina (OVA) prowadzi do
produkciji przeciwciat IgE oraz IgG1. Syntezie wspomnianych izotypéw przeciwciat
towarzyszyta produkcja cytokin typowych dla limfocytéw TH2. Kilka lat pézniej Herrick i wsp.
wykazali, ze aplikacja Ag biatkowego na skére pozwala na indukcje TH2-zaleznego modelu
astmy u myszy [58, 59].

Przytoczone wyniki badan z dwdéch réznych osrodkéw naukowych pozwolity na
stworzenie hipotezy, iz podobnie jak ma to miejsce w przypadku bton $luzowych, réwniez
podanie Ag biatkowego na skére przy spetnieniu odpowiednich warunkéw moze prowadzi¢
do przesuniecia odpowiedzi immunologicznej z TH1 w kierunku TH2, co z kolei mogtoby
pozwoli¢ na negatywng regulacje odpowiedzi TH1-zaleznej. Badania prowadzone przez M.
Szczepanika w modelu CS wykazaly, ze istotnie podanie Ag biatkowego na skoére przed
wywotaniem reakcji CS prowadzi do znacznego zahamowania odpowiedzi TH1-zaleznej [60,
61, 62].

W niniejszej pracy podjeto probe indukowania supresji odpowiedzi immunologicznej
odpowiedzialnej za patomechanizm EAE poprzez aplikacje na skére zasadowego biatka
mieliny (MBP). Wyniki przedstawione na Ryc. 1 oraz w Tab. 1 wskazujg na to, ze podanie
MBP na skére w postaci opatrunku z gazy prowadzi do indukcji stanu toleranciji
przejawiajacej sie zmniejszong zachorowalnoscig, tagodniejszym przebiegiem choroby oraz
op6znieniem objawow klinicznych w stosunku do zwierzat traktowanych samym PBS na
skore, a optymalna dawka Ag wywotujgca maksymalne zahamowanie choroby znajduje sie
pomiedzy 100 pg a 1 mg (Ryc. 1B). W kolejnych doswiadczeniach wykazano, ze
indukowany stan tolerancji mozna przeniesC na naiwnych syngenicznych biorcéw za
posrednictwem komorek uktadu chtonnego. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwosé
indukowania tzw. tolerancji zakaznej, ktérg mozna przenies¢ za posrednictwem komorek
regulacyjnych generowanych przez aplikacje Ag na skore. Bardziej wnikliwe badania nad
supresjg indukowang przez skére wykazaly, ze powstate komérki regulacyjne posiadajg
znaczng aktywnos$¢ supresyjng, gdyz zaledwie 4x10° catkowitej puli komoérek weztow

chtonnych (nieseparowanych) hamowato rozwdéj choroby u biorcow transferu.

W badaniach wykonanych na defektywnych szczepach myszy TCR&-/- i CD1 -/-
stwierdzono, ze zaréwno limfocyty Tyd, jak rowniez komorki NKT nie odgrywaija istotnej roli w
rozwoju opisywanej tolerancji, pomimo ze obie wspomniane populacje komérek T moga
petnic¢ funkcje regulacyjne w innych badanych uktadach. Z kolei doswiadczenia z
wykorzystaniem myszy szczepu 3.m -/- wskazywaty na to, ze w supresji indukowanej przez

skore moga by¢ zaangazowane limfocyty T CD8*. Dalsze badania, w ktorych dokonano
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negatywnej selekcji limfocytéw T CD4* lub CD8" przy uzyciu odpowiednich mAb i RC
wykazaty zniesienie aktywnosci supresyjnej komorek weztéw chfonnych pochodzacych od
myszy uprzednio toleryzowanych przez skoére. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zaréwno
limfocyty T CD4", jak tez limfocyty T CD8" petnig funkcje komdrek supresyjnych w badanym
modelu. Jednakze inne badania w uktadzie CS wykazaty, Zze rekonstytucja populacji
komoérek CD4  limfocytami T CD8 nie przywracata aktywnosci supresyjnej komdrkom
regulacyjnym indukowanym przez podanie Ag biatkowego na skore [63], co moze
sugerowac, ze omawiana komodrka supresyjna posiada na swojej powierzchni zaroéwno
koreceptor CD4 jak i CD8. Wyniki te zostaty poparte badaniami cytometrycznymi, gdzie
obserwowano pojawienie sie okoto 2-3% komorek TCRaf* CD4* CD8* w obwodowych
weztach chionnych oraz sledzionie w stosunku do wartosci kontrolnej <1% [64].
Podwyzszony poziom komérek TCRaf3* CD4* CD8" obserwowano w dniu ,+7” od naskornej
immunizacji i stan ten utrzymywat sie przez okres jednego tygodnia. Nastepnie odsetek
komoérek TCRaf* CD4* CD8" powracat do wartosci obserwowanej u myszy traktowanych
samym PBS na skore.

W celu sprawdzenia hipotezy, ze podanie Ag biatkowego na skoére prowadzi do
powstania komorek supresyjnych nalezacych do populacji podwojnie pozytywnych
limfocytéw T CD4* CD8*, naiwnym biorcom podawano 2x10° komérek T CD4* CD8*
wyizolowanych od myszy toleryzowanych tuz przed aktywnym wywotaniem EAE. Komorki te
pozyskano metodq izolacji przy uzyciu sortera komorkowego FACS z catej puli komoérek
weztéw chtonnych toleryzowanych zwierzat. Niniejsze doswiadczenie wykazato, iz faktycznie
naskérna immunizacja MBP prowadzi do powstania populacji komérek T supresyjnych
nalezacych do rzadkiej populacji limfocytow T CD4* CD8*. Uzyskane wyniki sg podobne do
rezultatow badan nad tolerancja pokarmowa, gdzie wykazano obecnos¢ limfocytow
srédnabtonkowych (IEL), nalezacych do populacji komérek TCRap* CD4* CD8" i
produkujacych cytokiny typowe dla limfocytéw TH2 [65].

Z kolei wyniki innych badan wskazujg na zdolnos¢ komérek IEL TCRafp* CD4* CD8*
do sekrecji cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-10 oraz TGF-3, co moze wskazywac na
ich aktywnos$¢ supresyjng [66]. Jak dotad rola komérek TCRaf* CD4* CD8* w obwodowych
narzadach chtonnych nie jest znana. Istniejg doniesienia, ze odsetek komoérek TCRa3* CD4*
CD8" wzrasta u myszy oraz ludzi na obwodzie w okresie ptodowym, jak rowniez w przypadku
okreslonych typow zakazen, schorzen autoimmunizacyjnych i nowotworowych, u biorcow
przeszczepu oraz w procesie starzenia sie organizmu [67, 68]. Limfocyty T CD4* CD8" u

ludzi zdrowych oraz u gryzoni (myszy i szczuréw) stanowig tylko nieznaczny procent
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limfocytow T krwi obwodowej, ponizej 1%, podczas gdy u wielu gatunkow zwierzat (matp,
Swin, kurczakdéw) moga stanowi¢ dominujacq populacje komorek T. Komorki te wykazujg
fenotyp komoérek pamieci, ekspresje powierzchniowg molekuty CD8aa, a ich odsetek
wzrasta z wiekiem zwierzat [69].

W 1985 r. Blue i wsp. metodg cytofluorymetrii przeptywowej wykryli po raz pierwszy
obecnos¢ okoto 3% komorek CD4+ CD8+ w krwi obwodowej zdrowych ludzi. Jednoczesna
ekspresja T4 i T8 dotyczyta gtdéwnie duzych limfocytéw, podobnych do blastow i wydawata
sie korelowac ze stanem aktywacji komérek. W innych badaniach wykazano, ze stymulacja
in vitro limfocytéw krwi obwodowej konkawaling A prowadzi takze do koekspresji T4 i T8 na
powierzchni okoto 60% limfocytow [70]. Jednak jak dotad funkcja wspomnianej populacji
komérek nie jest poznana.

Limfocyty podwdjnie pozytywne CD4* CD8* zaliczane sa, obok szeregu innych do
populacji komorek niekonwencjonalnych, ktérym przypisuje sie powstawanie w srodowisku
pozagrasiczym. W 1989 roku Patel i wsp. wykazali we krwi obwodowej ludzi 12 klonow
komoérkowych o fenotypie CD3* CD4-CD8" i 5 klondw komorek CD3* CD4* CD8* zdolnych do

produkcji cytokin: IL-2, IFN-y, oraz TNF. Niektére klony komorek posiadaty aktywnos¢
cytotoksyczng niezalezng od MHC, inne hamowaty lub stymulowaty réznicowanie limfocytow
B, stanowigc dla nich efektywne komorki pomocnicze. Dziatanie aktywujgce lub hamujace
wzgledem limfocytéw B zalezato od charakteru zastosowanego czynnika indukujgcego
odpowiedz komérek w warunkach in vitro. Niektorzy autorzy twierdzg, ze funkcjonalna
dwoistos¢ komodrek nie jest rzadkim zjawiskiem i wskazuje na ich potencjat
immunoregulacyjny [71].

Z kolei Pette i wsp. w 1990 r. dokonali interesujagcej obserwacji, ze wsréd swoistych
wzgledem MBP limfocytéw T izolowanych z krwi obwodowej chorych na SM, wigkszos¢
komoérek posiadato fenotyp CD3* CD4* CD8", podczas gdy autoreaktywne klony pozyskane
od zdrowych pacjentéw grupy kontrolnej wykazaty fenotyp CD3* CD4* CD8* w zakresie 22-
87% catkowitej puli komérek [72]. Wyniki wspomnianych badah moga sugerowaé udziat
komédrek podwojnie pozytywnych w procesach immunoregulacji i utrzymaniu homeostazy
immunologicznej, ktére u chorych na SM zostaty zaburzone.

Jak wspomniano wczesniej, u naiwnych myszy limfocyty T CD4* CD8* stanowig mniej
niz 1% komorek T, a ich pochodzenie nie jest znane. Komorki te mogq stanowi¢ populacje
limfocytow T, ktére przedwczesnie opuscity grasice lub komérki T CD4* CD8 na
powierzchni, ktérych ponownie pojawit sie koreceptor CD8 w wyniku aktywacji lub ekspozycji
na dziatanie cytokin np.: IL-4. W opisywanym przypadku tolerancji indukowanej przez skére

pojawienie sie w obwodowych narzgdach chtonnych komérek T CD4* CD8" moze byc¢
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wynikiem przedwczesnej ucieczki nie w peini dojrzatych limfocytow T z grasicy. Z kolei
powrot poziomu komérek T CD4* CD8* w ciggu jednego tygodnia do wartosci obserwowanej
u naiwnych myszy moze sugerowac, iz komorki CD4* CD8* przeksztatcajg sie na obwodzie
w komorki T CD4* [64].

W dalszych badaniach nad funkcjg immunoregulacyjng komérek T CD4* CD8*, gdzie
uzyto oczyszczonej populacji komérek supresyjnych przy uzyciu sortera komoérkowego
FACS wykazano, ze przeniesienie zaledwie 2x10° limfocytow T CD4* CD8" na naiwnych
biorcéw przed aktywnym wywotaniem EAE prowadzito zaréwno do opdznienia rozwoju
choroby, jak i redukcji objawow klinicznych o okoto 50%. Podobne obserwacje zostaty
poczynione w innych uktadach badawczych. M. Szczepanik i wsp. wykazali, ze zaledwie
2,5x10° komorek Tyd supresyjnych byto w stanie zahamowaé¢ aktywno$é 7x107 komérek
efektorowych nadwrazliwosci kontaktowej [73]. Zatem, uzyskane w niniejszej pracy wyniki
mogg S$wiadczy¢ o duzej aktywnosci supresyjnej limfocytéw T CD4* CD8* badanych w
modelu EAE, analogicznie do innych doniesien na temat roli komérek regulacyjnych.

W dalszym etapie badan podjeto probe okreslenia swoistosci antygenowej komérek
T supresyjnych indukowanych przez podanie antygenu biatkowego na skére. W badaniach
in vivo zaobserwowano, ze podanie na skore zarobwno MBP, jak rowniez antygendw nie
reagujacych krzyzowo: TNP-Ig lub OVA przed immunizacja MBP z CFA prowadzito do
opdznienia wystgpienia choroby oraz znacznej redukcji objawow klinicznych. Wyniki badan
in vivo zostaly w petni potwierdzone testami in vitro z uzyciem czterech antygendéw nie
reagujacych krzyzowo: MBP, TNP-Ig, OVA oraz KLH. Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze
supresja indukowana przez aplikacje antygenu na skére nie wykazuje swoistosci
antygenowej. W klasycznej supresji mediowanej przez limfocyty T regulatorowe zaréwno
komodrka supresyjna, jak rowniez komoérka efektorowa zazwyczaj sg swoiste dla tego
samego antygenu. Brak swoistosci antygenowej obserwowany w opisywanym modelu
tolerancji wywotanej przez podanie antygenu na skére przypomina zjawisko okreslane jako
efekt ,przygodnego widza” (bystander suppression) [74, 75], gdzie komodrka supresyjna
aktywowana przez okreslony antygen wydziela antygenowo nieswoiste cytokiny, ktére
hamujg odpowiedz immunologiczng mediowang przez komorki T efektorowe o innej
swoistosci anizeli limfocyt T supresyjny. W modelu tolerancji pokarmowej, antygen podany
per os indukuje komorki T supresyjne, ktére uwalniajg IL-4, IL-10 oraz TGF-B [76].
Wymienione cytokiny sg z kolei odpowiedzialne za wystapienie supresji ,przygodnego
widza”. Wykazano w badaniach prowadzonych in vivo, jak roéwniez in vitro, ze tolerancja

pokarmowa jest wynikiem antygenowo swoistej aktywacji komoérek T supresyjnych. Jednak
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raz indukowane antygenowo swoiste komorki T supresyjne wywierajg swéj efekt w fazie

efektorowej za posrednictwem uwalnianych antygenowo nieswoistych cytokin [74, 75].

W przedstawionych w niniejszej pracy badaniach nad tolerancjg indukowang przez
podanie antygenu na skore wykazano, ze aplikacja kazdego z testowanych antygenow
biatkowych prowadzi do znacznego ztagodzenia przebiegu EAE. Podobne obserwacje
poczyniono w modelu reakcji CS oraz DTH, gdzie komoérki T supresyjne indukowane drogg
naskornej immunizacji antygenem hamowaty odpowiedz TH1-zalezng, w sposob
antygenowo nieswoisty [61, 62]. Z przytoczonych wynikow badan wynika, ze obecnos¢
antygenu odpowiedzialnego za powstanie komoérek T supresyjnych nie jest konieczna w
fazie efektorowej supresiji. To z kolei moze wskazywaé na to, ze supresja indukowana przez
skére dziata na drodze innych mechanizméw anizeli tych, ktére wystepuja w toleranciji
pokarmowej, badZz antygen uzyty do indukcji tolerancji przez skére pozostaje na diugo w
obwodowych narzadach chtonnych, albo tez uwalniane przez komérki T supresyjne cytokiny
przeciwzapalne interferujg z indukcjg i/lub funkcjg efektorowg limfocytow TH1.

W dalszej czedci badan podjeto sie zadania okreslenia mechanizmu dziatania
komérek Ts, indukowanych przez podanie MBP na skére. W tym celu komérki wezidw
chtonnych od myszy toleryzowanych przez skére hodowano wraz z komaorkami efektorowymi
weztdw chtonnych od myszy aktywnie immunizowanych MBP z CFA w obecnosci mAb
neutralizujgcych 1L-4, IL-10, TGF-B Ilub IL-13Ra-Fc, badz tez w samym medium.
Doswiadczenie to wykazato, Zze neutralizacja TGF-3 znosita supresje mediowang przez
komorki Ts indukowane przez podanie antygenu na skére, podczas gdy neutralizacja IL-4,
IL-10 czy tez IL-13 nie wywierala zadnego efektu. W celu potwierdzenia wynikéw badan
uzyskanych in vitro wykonano dodatkowe doswiadczenie, gdzie zwierzeta toleryzowane
przez podanie antygenu na skoére traktowano mAb neutralizujgcymi TGF- przed

wywotaniem EAE. Niniejszy eksperyment w petni potwierdzit badania in vitro wskazujac na

kluczowg role TGF-B w tolerancji indukowanej przez aplikacje antygenu na skére. TGF-3
produkowany jest przez populacje komérek T CD4"i T CD8", i jest waznym mediatorem
aktywnej supresji w tolerancji pokarmowej. Czynnik ten petni réwniez istotng role w jelitach w
przetgczaniu klas przeciwciat przez lokalne limfocyty B. Za rolg TGF-3 w regulacji proceséw
immunologicznych przemawiajg miedzy innymi obserwacje poczynione u defektywnych
szczepdw myszy TGF-B -/-, u ktérych wystepujg wielonarzadowe nacieki zapalne, co
sugeruje, ze TGF-3 bierze udziat w utrzymaniu immunologicznej homeostazy w organizmie.

Swiadczyé o tym moga réwniez doniesienia na temat roli TGF-B w procesie naturalnego
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zdrowienia u zwierzat chorujgcych na EAE, czy tez zanik ognisk zapalnych opisywany w
niektorych przypadkach collitis pod wptywem tego czynnika [46].

Jak wspomniano wczesniej podanie antygenu drogg pokarmowg indukuje powstanie
komoérek Ts, ktore osiggajg swoj efekt supresyjny na drodze tzw. supresji ,przygodnego
widza” za posrednictwem uwolnionych cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-4, IL-10 oraz
TGF-B. Wyniki badan nad tolerancjg indukowang przez skére wskazujg na znaczne
podobienstwo opisywanego fenomenu supresji do mechanizmow tolerancji sluzéwkowej, co
tym samym sugeruje podobieAstwo mechanizmoéw supresji dziatajagcych na dwdch
powierzchniach organizmu.

Pewnego rodzaju podobienstwo do prezentowanych w niniejszej pracy badan
stanowig doswiadczenia prowadzone w Laboratorium Janeway’a. Wykazano w nich, ze
podobnie jak w moich badaniach naskérna aplikacja antygenu prowadzi do ztagodzenia
przebiegu EAE [77]. Jednakze istniejg zasadnicze réznice pomiedzy moimi wynikami a
rezultatami Bynoe i wsp. Autorka wspomnianej pracy wykazuje, ze indukowane przez nig
komorki T regulacyjne stanowig populacje antygenowo swoistg, podczas gdy supresja w
moich badaniach jest antygenowo nieswoista. Ta istotna réznica moze by¢ zwigzana z tym,
ze badania Bynoe byly prowadzone na szczepie myszy transgenicznych z receptorem TCR
swoistym dla MBP, u ktorych mozliwe jest jedynie indukowanie odpowiedzi swoistej dla
MBP. W moich badaniach natomiast postuzytam sie szczepem myszy B10.PL zdolnych do
odpowiedzi na wiekszos¢ antygendéw, co stanowi bardziej naturalny uktad badawczy.
Jednoczesnie do wywotania tolerancji postuzytam sie catym biatkiem MBP, podczas gdy
Bynoe peptydem Ac1-11, co réwniez moze miec istotny wpltyw na przebieg i charakter
indukowanej supresiji. Kolejng réznicg pomiedzy moimi wynikami badan, a uzyskanymi przez
Bynoe jest fenotyp komoérek supresyjnych. W moich badaniach wykazatam, ze e.c.
ekspozycja na MBP prowadzi do powstania komoérek T supresyjnych CD4* CD8*, podczas
gdy w modelu Bynoe sg to komérki TCR MBP transgeniczne CD4*. Ostatnig réznicg
pomiedzy moimi badaniami, a dodwiadczeniami prowadzonymi przez Bynoe jest mechanizm
supresji. Bynoe w swej pracy nie wskazuje mechanizmu dziatania indukowanych komorek T

regulacyjnych, podczas gdy w moim uktadzie badawczym komorki Ts hamujg proces

zapalny w EAE za posrednictwem wydzielanego TGF-[3.
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Dyskusja

Dotychczas prezentowane przeze mnie wyniki badan dowodza, iz podanie antygenu
biatkowego na skére prowadzi do powstania komorek Ts, ktére za posrednictwem
uwolnionego TGF-[3 efektywnie hamujg proces zapalny towarzyszacy EAE. O ile wyniki
wczeséniej przedstawionych doswiadczeh mogg posiada¢ pewng wartos¢ poznawczg, o tyle
ich przydatnos¢ praktyczna jest ograniczona, poniewaz stan tolerancji we wszystkich
eksperymentach byt wywotany przed indukcjg choroby. Z klinicznego punktu widzenia
bardziej istotne jest to, czy mozliwe bedzie manipulowanie niepozgdang odpowiedzig
immunologiczng w momencie wystgpienia choroby.

W tym celu wykonano dodatkowe doswiadczenie, gdzie zwierzetom podawano MBP
na skére w momencie wystgpienia pierwszych objawéw klinicznych. Wyniki przedstawione
na Ryc. 10 w sposéb jednoznaczny wykazuja, ze podanie MBP na skoére w chwili pojawiania
sie choroby prowadzi do znacznego ztagodzenia jej przebiegu klinicznego do poziomu
podobnego do stanu tolerancji indukowanej przed wywotaniem EAE.

Podsumowujgc, przedstawiona w niniejszej pracy metoda wywotania tolerancji przez
podanie biatkowego antygenu na skore dzieki skutecznosci i prostocie uzycia oraz braku
inwazyjnosci stwarza nowe mozliwosci terapii schorzen autoimmunizacyjnych, u podstaw

ktorych lezy przewlekty proces zapalny.
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Whioski

6. Wnioski

1)

2)

3)

4)

Wyniki badan przeprowadzonych na myszach szczepu B10.PL (H-2") (rozwijajacych
posta¢ chroniczng EAE) wskazujg na to, ze naskdrna aplikacja biatka MBP przed
immunizacjg MBP z CFA prowadzi do znacznego opoOznienia wystgpienia choroby, jak
réwniez obnizenia objawow klinicznych przecietnie o 50% w odniesieniu do kontroli
pozytywnej. Optymalna dawka MBP, ktéra hamuje rozwdéj odpowiedzi komorkowej TH1-
zaleznej, odpowiedzialnej za przewlekty proces zapalny w EAE, zawiera sie w przedziale

pomiedzy 100ug a 1 mg/mysz.

Wyniki doswiadczenh jednoznacznie wskazujg rowniez na mozliwos¢ przeniesienia stanu
tolerancji na naiwnych syngenicznych biorcéw przy pomocy komoérek regulacyjnych
izolowanych z tkanki limfatycznej toleryzowanych dawcow (weztéw chtonnych pachowych
i pachwinowych oraz $ledziony). Do zahamowania rozwoju choroby wystarcza

przeniesienie na naiwnych biorcéw zaledwie 4x10°/mysz komodrek weztéw chtonnych.

W badaniach wykonanych na defektywnych szczepach myszy: TCRd -/-, CD1 -/-, fom -/-
0 podfozu genetycznym B10.PL (H-2") stwierdzono, ze w tolerancji indukowanej przez
skore nie biorg udziatu komérki NKT oraz limfocyty TCRyd, podczas gdy brak supresii
obserwowany u myszy szczepu 3.m -/- wskazuje na zaangazowanie limfocytéw T CD8*
w powstawaniu opisanej tolerancji. Na drodze selekcji negatywnej oraz sortowania
komorkowego z uzyciem FACSu wykazano, ze komorkg supresyjng indukowang przez
skore jest limfocyt T CD4* CD8" i zaledwie 2x10° tych komorek jest w stanie zahamowaé
rozwoj EAE.

Badania in vivo z wykorzystaniem trzech nie reagujgcych krzyzowo Ag: MBP, OVA oraz
TNP-lg wykazaty, ze supresja indukowana przez skore nie wykazuje swoistosci
antygenowej. Wyniki badan in vivo zostaty w petni potwierdzone testami in vitro, gdzie
oceniano inkorporacje [*H]-tymidyny przez komoérki T efektorowe. Brak swoistosci
antygenowej obserwowany w opisywanym modelu tolerancji wywotanej przez podanie
antygenu na skére przypomina zjawisko okredlane jako efekt ,przygodnego widza”, gdzie
komorka supresyjna aktywowana przez okreslony antygen wydziela antygenowo
nieswoiste cytokiny, ktére hamujg odpowiedz immunologiczng mediowang przez komorki

T efektorowe o innej swoistosci anizeli limfocyt T supresyjny.
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5)

6)

Whioski

Kolejne badania przeprowadzone w uktadzie in vitro dotyczace jednoczesnej hodowli
komoérek regulacyjnych z komérkami efektorowymi EAE w obecnosci odpowiednich
przeciwciat monoklonalnych neutralizujgcych poszczegolne cytokiny (IL-4, IL-10, IL-13,
TGF-B) wykazaty, ze efekt supresji jest mediowany za posrednictwem TGF-B. Wyniki
uzyskane w testach in vitro zostaty w petni potwierdzone badaniami in vivo z podaniem

mAb anty-TGF-3 grupie myszy uprzednio toleryzowanych MBP.

W koncowym etapie badan podjeto prébe hamowania rozwoju EAE u myszy aktywnie
immunizowanych MBP z CFA, z uzyciem metody naskornej aplikacji MBP przez okres 14
dni od momentu wystgpienia pierwszych objawéw choroby. Obserwowano wowczas, ze
aplikacja MBP na skore chorych zwierzat moze prowadzi¢ do zahamowania dalszego
rozwoju choroby, a co wiecej do cofania sie objawdw i polepszenia ogdlnej kondycji
zwierzat. Poczynione obserwacje wymagajg dalszych badan w celu poznania mozliwosci
manipulowania niepozadang odpowiedzig immunologiczng w momencie wystapienia

choroby, a w konsekwencji do opracowania skutecznych metod terapii.
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Streszczenie

8. Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (SM) jest przewleklym schorzeniem zapalnym osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) prowadzacym do infiltracji limfocytéw i makrofagéw oraz lokalnej
demielinizacji. U podtoza zmian chorobowych obserwowanych w przebiegu SM lezy reakcja
zapalna mediowana przez autoreaktywne klony limfocytbw T pomocniczych TH1.
Powszechnie stosowanym modelem eksperymentalnym imitujagcym SM jest alergiczne
zapalenie mézgu i rdzenia (EAE), ktére mozna wywofa¢ u genetycznie predysponowanych
szczepOW myszy poprzez immunizacje biatkiem zasadowym mieliny (MBP). Proces
autoimmunizacji w przebiegu EAE jest indukowany przez aktywowane autoreaktywne
limfocyty T CD4* swoiste wzgledem sktadnikdw mieliny.

Dotychczas brakuje w petni skutecznych oraz pozbawionych efektdéw ubocznych
metod leczenia SM. Szereg obecnie stosowanych lekéw np. kortykosteroidy dziata
niespecyficznie na uktad immunologiczny i powoduje ogdlng immunosupresje oraz liczne
efekty uboczne. W zwigzku z tym istnieje ogromna potrzeba opracowania terapii SM, ktéra
pozwolityby w sposob swoisty i pozbawiony efektow ubocznych kontrolowaé przebieg
choroby.

Zarowno skora jak i btony Sluzowe podlegajg ciagtej ekspozycji na liczne antygeny
srodowiska zewnetrznego, totez petnig one istotng role ochronng przed patogenami.
Uznanym faktem jest, ze ekspozycja bton sluzowych na antygeny drogg pokarmowg lub
inhalacyjng prowadzi do stanu gtebokiej immunosupresji obwodowej. Tolerancja pokarmowa
byta badana w wielu modelach eksperymentalnych, réwniez w EAE, gdzie wykazano, ze
zwierzeta karmione MBP byty chronione przed rozwojem choroby. Stwierdzono, ze za
obserwowany stan tolerancji byly odpowiedzialne limfocyty T supresyjne produkujace
cytokiny przeciwzapalne takie jak IL-4, IL-10 oraz TGF-3. Wysokie dawki Ag podawane per
os przechodzity do krgzenia w postaci niezmienionej lub w postaci protein prowadzac do
areaktywnosci limfocytéw T na drodze anergii lub delecji klonalnej.

Obiecujace wyniki w modelu zwierzecym zachecity klinicystéw do podawania chorym
na SM bydlecego MBP per os w celu zahamowania rozwoju choroby, jednak proby te
zakonczyty sie niepowodzeniem, nie wykazano zadnych efektéw korzystnych w stosunku do
grupy placebo. Warto zaznaczyé, ze w innych badaniach obserwowano, ze podawanie MBP
na btony sluzowe zwierzat po wystgpieniu objawow EAE prowadzito do ciezszego przebiegu
choroby. Ponadto obserwowano znaczne zaostrzenie przebiegu choroby oraz dodatkowe

komplikacje u myszy i matp po zastosowaniu terapii indukujgcej odpowiedz TH2-zalezna.
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Skéra przez wiele lat byta uwazana i wykorzystywana w badaniach jako organ, przez
ktéry mozna tatwo indukowaé odpowiedz immunologiczng np. reakcje CS, jednak niewiele
uwagi poswiecono mozliwosci wywotania stanu tolerancji z wykorzystaniem tego narzadu.
Wang i wsp. wykazali, ze podanie na skére Ag biatkowego, jakim jest owalbumina (OVA)
prowadzi do alergicznego zapalenia skéry i indukowania limfocytow TH2 uwalniajacych IL-4.
Kilka lat pézniej Herrick i wsp. wykazali, Zze aplikacja Ag biatkowego na skére pozwala na
indukcje TH2-zaleznego modelu astmy u myszy. Przytoczone wyniki badah pozwolity na
przypuszczenie, ze przy zastosowaniu odpowiednich warunkdéw immunizacji, zamiast
odpowiedzi komérkowej mozliwe bedzie indukowanie stanu tolerancji, tak jak ma to miejsce
w przypadku sluzéwek.

W prezentowanej pracy zostata opisana nowa metoda indukowania tolerancji przez
skére w celu zahamowania rozwoju EAE i ztagodzenia ciezkosci przebiegu choroby. Badania
przeprowadzono na myszach szczepu B10.PL (rozwijajgcych posta¢ chroniczng EAE), w
ktérych wykazano, ze naskérna aplikacja biatka MBP przed indukcjg EAE prowadzi do
opoznienia wystgpienia choroby u zwierzat, jak réwniez znamiennego obnizenia objawow
klinicznych przecietnie o 50% w odniesieniu do kontroli pozytywnej. Ustalono, ze optymalna
dawka MBP, ktora podana na skére maksymalnie hamuje rozwdj oraz przebieg EAE miesci
sie w zakresie 100 pg — 1mg biatka/mysz. Wyniki doswiadczen jednoznacznie wskazujg na
mozliwos¢ przeniesienia stanu tolerancji na naiwnych syngenicznych biorcow przy pomocy
komérek regulacyjnych izolowanych z tkanki limfatycznej toleryzowanych dawcow (weztéw
chtonnych pachowych i pachwinowych oraz sledziony).

W badaniach z wykorzystaniem defektywnych szczepdéw myszy stwierdzono, ze w
tolerancji indukowanej przez skére nie biorg udziatu komorki NKT oraz limfocyty TCRyS,
podczas gdy brak supresji obserwowany u myszy szczepu [(.m -/- wskazuje na
zaangazowanie limfocytow T CD8" w opisanej tolerancji. W celu zbadania fenotypu komérek
regulacyjnych dokonano transferu na naiwnych syngenicznych biorcow B10.PL LNC
(zwierzat toleryzowanych MBP), pozbawionych w selekcji negatywnej komérek CD4 lub
CD8. Zwierzeta obu grup nie wykazaty opdznienia choroby, wrecz przeciwnie, objawy
poczatkowe EAE wystgpity wczesniej niz w kontroli pozytywnej. Uzyskane wyniki
sugerowaly, ze w supresji indukowanej przez skore byly zaangazowane limfocyty T CD4" i
CD8". Z kolei badania cytometryczne wykazaty pojawienie sie okoto 2-3% komérek T CD4*
CD8" w weztach chtonnych i sledzionie myszy toleryzowanych. Obserwacje te mogty
sugerowac, iz komorka supresyjng indukowang przez skore moze by¢ limfocyt T CD4* CD8*.
W kolejnych badaniach naiwnym biorcom podano wysortowane z uzyciem cytofluorymetru
przeptywowego komorki CD4* CD8* w ilosci 2x10%mysz. W kontroli supresji podano

niesortowane komorki regulacyjne (petng pule LNC) w ilosci 2x10"/mysz. Komorki T CD4*
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CD8" hamowaty rozwdj EAE podobnie jak komorki petnej puli LNC. Wobec powyzszego
stwierdzono, ze za zjawisko zahamowania EAE sg odpowiedzialne limfocyty TCRof3
nalezace do populacji komérek CD4* CD8".

W celu sprawdzenia swoistoéci antygenowej obserwowanego stanu tolerancji
zwierzetom aplikowano na skére antygeny niehomologiczne z MBP (np. OVA, TNP-Ig oraz
KLH), a efekt dziatania badano testem proliferacji in vitro. Jednoczesnie zostaty
przeprowadzone eksperymenty w ukfadzie in vivo, gdzie zwierzeta toleryzowano antygenami
niehomologicznymi z MBP tj. OVA i TNP-Ig przed indukowaniem EAE. Wyniki powyzszych
badan wykazaty, ze toleryzacja zaréwno antygenem homologicznym (MBP) z antygenem
uzytym do wywotania EAE (MBP), jak rowniez toleryzacja antygenem niereagujgcym
krzyzowo (np. OVA, TNP-lg, KLH) prowadzi do zahamowania proliferacji komodrek
efektorowych odpowiedzialnych za patomechanizm EAE.

Jednoczesna hodowla komoérek regulacyjnych niezdolnych do proliferacji
(traktowanych uprzednio mitomycyng C) z komérkami efektorowymi EAE w obecnosci
odpowiednich mAb neutralizujgcych poszczegodlne cytokiny: IL-4, IL-10, IL-13, TGF-3
wykazata, ze efekt supresji jest mediowany za posrednictwem TGF-. W badaniach in vivo
stwierdzono, ze przebieg choroby u zwierzat, ktérym podano i.v. mAb anty-TGF-f3 nie réznit
sie od przebiegu EAE w kontroli pozytywnej, nie zaobserwowano opodznienia poczatku
choroby ani redukcji objawéw EAE. Rezultaty badan prowadzonych in vivo, w pefni
potwierdzity wyniki uzyskane metodg in vitro, ze podanie MBP na skére zwierzat indukuje
populacje komorek regulatorowych, ktére hamujg rozwéj procesu zapalnego w EAE poprzez
uwalnianie TGF-(3.

W kohcowym etapie badah podjeto probe hamowania rozwoju EAE u myszy, z
uzyciem metody naskornej aplikacji MBP przez okres 14 dni od momentu wystgpieniu
pierwszych objawow choroby. Uzyskane wyniki Swiadczg o tym, ze aplikacja MBP na skore
chorych zwierzat moze prowadzi¢ do zahamowania dalszego rozwoju choroby, a co wiecej
obserwowano cofanie sie objawdw i polepszenie ogdlnej kondycji zwierzat.

Prezentowana w niniejszej pracy nowa metoda wywotania tolerancji przez podanie
biatkowego antygenu na skore dzieki skutecznosci i prostocie uzycia oraz braku
inwazyjnosci stwarza nowe mozliwosci terapii schorzen autoimmunizacyjnych, u podstaw

ktorych lezy przewlekty proces zapalny.
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Multiple Sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease of the central
nervous system (CNS) characterized by the presence of cellular infiltrates comprised
primarily of lymphocytes and macrophages and localized areas of demyelination in the CNS.
MS is thought to be initiated by self-reactive CD4 Th1 T cells with specificity for a variety of
antigens present within the myelin sheath. EAE is a well-characterized animal model that
mimics many disease symptoms of MS, including the presence of cellular infiltrates and
demyelination in the CNS. EAE can be actively induced in genetically susceptible strains of
mice by the immunization with myelin basic protein (MBP) and is mediated by activated CD4
T cells that are specific for the encephalitogenic portion of MBP.

Until now there is no fully effective treatment for MS that would not cause severe
side-effects. Currently used drugs e.g. steroids cause strong immunosuppression and many
side-effects. So, there is a strong need to find a new therapeutic approach that could
specifically treat MS patients without any side-effects.

Both skin and mucosa are continuously exposed to many environmental antigens
and play a crucial role in protection from pathogens. It is well known that immunization with
an antigen via the digestive tract or nasal mucosa leads to a state of profound
immunosuppression in the periphery. Oral tolerance has been studied in many experimental
models, including EAE where it was shown that animals fed with MBP were protected from
disease. Other studies showed that orally induced T suppressor cells secreted inhibitory
cytokines, such as TGF-f3, IL-4 and IL-10. High doses of orally administered antigen appear
to pass through the gut and enter the systemic circulation, either as intact or as processed
protein inducing unresponsiveness of T cell function through clonal anergy or deletion.

The promising achievements in the field of mucosal tolerance in EAE encouraged
clinicians to treat MS patients by feeding them with bovine MBP daily to suppress disease.
However, the clinical trial failed to show any clinical benefit of MBP oral tolerance. In contrast
to a protective effect, mucosal administration of MBP has also been shown to enhance the
clinical signs of ongoing disease induced in laboratory animals. Additionally it was shown in
mice and marmosets that Th2-inducing therapies have led to additional complications or a
significant exacerbation of disease.

Although skin is considered as an organ where immune responses are easily
induced, little attention has been given to skin induced tolerance. Wang, et al. showed that
e.c. application of the protein antigen OVA resulted in allergic dermatitis accompanied with
the appearance of IL-4 secreting T cells. In addition, Herrick, et al. showed that e.c.

immunization with protein antigen induced Th2 mediated animal model of asthma. These
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data may suggest that e.c. immunization similarly to mucosal compartment could induce
peripheral tolerance when special conditions are fulfilled.

In the present study a new technique of epicutaneous (e.c.) immunization was
described as a method to induce tolerance. It has been shown that B10.PL mice that
develop chronic form of EAE when e.c. tolerized with MBP prior to the induction of EAE
developed disease later and disease severity was reduced by 50% when compared to
positive control. The optimal dose of MBP that induced suppression ranged between 100 pg
— 1mg/animal. The suppression induced by e.c. immunization was transferable to naive
recipients by the adoptive transfer of either LN or spleen cells isolated from mice e.c.
tolerized with MBP.

Employing knock out mice it was shown that TCRyd and NKT cells are not involved in
skin induced suppression. However, lack of suppression in B.m -/- mice after e.c.
immunization suggests that CD8 T cells play a role in characterized phenomenon.

To phenotype e.c. induced regulatory cells more precisely total lymph node cells from
mice e.c. tolerized with MBP were depleted of either CD4 or CD8 T cells by treatment with
mAbs and complement and the remaining cells were transferred into syngeneic B10.PL
recipients. The protection was abrogated when either CD4 or CD8 T cells were depleted, as
compared to mice receiving total LNC from MBP e.c. tolerized mice. These data suggest
that both CD4 and CD8 T cells are required for skin induced tolerance. However, flow
cytometry experiments showed appearance of 2-3% of CD4* CD8" double positive T cells in
spleens and lymph nodes isolated from e.c. tolerized mice. In further studies recipient mice
were i.v. transferred with 2x10° of sorted CD4* CD8* cells or 2x10” unsorted LNC isolated
from e.c. immunized mice. As it was shown the double positive CD4* CD8" cells could inhibit
development of EAE similarly to the whole population of LNC. These data confirmed that
e.c. induced Ts cells belong to the population of TCRa3 CD4* CD8* double positive cells.

Further experiments showed that e.c. immunization with any tested protein antigen:
MBP, OVA, or TNP-Ig prior to induction of EAE resulted in reduced disease severity and
delayed disease onset. All data of in vivo study were fully confirmed by in vitro experiments
with four non-cross-reacting antigens MBP, OVA, TNP-Ig and KLH and showed inhibition of
proliferation of MBP-specific immune cells. These data suggest lack of antigen specificity of
skin induced Ts cells.

To find the mechanism of skin induced tolerance Mitomycin C treated LNC were co-
cultured with MBP immune cells with following anti-cytokine mAbs: anti-IL-4, anti-IL-10, anti-
TGF-B or IL-13Ra-Fc. This experiment with neutralizing antibodies demonstrated that skin
induced Ts cells suppressed proliferation of MBP specific T cells in vitro via TGF-§3, while
lack of effect of anti-IL-4 and anti-IL-10 neutralizing antibodies or IL-13Ra-Fc suggests that
these three cytokines do not play a crucial role in the observed suppression, at least at its
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effector stage. In vitro data were confirmed by in vivo studies with neutralizing antibodies. It
was shown that MBP tolerized mice intravenously treated with anti-TGF- mAb prior to EAE
induction developed disease with severity similar to that observed in positive control.
Summing up, this in vivo study fully confirmed previously presented in vitro data showing that
e.c. immunization with MBP induces T regulatory cells that inhibit inflammatory response in
EAE via released TGF-p3.

In the final part of the study it was shown that e.c. treatment of mice with MBP after
first signs of EAE appeared, caused partial recovery from disease suggesting that this
method might be useful to treat ongoing disease.

The ease of epicutaneous generation of non-Ag specific T suppressor cells
producing TGF- may have important implications for designing therapeutic schemes aimed

at modulating immune responses to self antigens involved in autoimmune diseases.
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