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Wykaz najwaniejszych skrétéw kywanych w pracy:

AB amyloid beta
AD (ang. Alzheimer’s disease) choroba Alnhetia
APP (ang. amyloid prekursor protein) biatkekursorowe beta amyloidu
CFSE (ang. carboxyfluorescein diacetate sucadgiraster)
FACS (ang. fluorescencje activated cell sorter)
cytometr przeptywowy
FITC (ang. fluorescein isothiocyanate)
zwazek fluoresceiny wykazagy fluoresceng o dtugdci fali 519 nm
FSC (ang. forward scatter chanel)
detector rozproszesriaiatta zgodym z kierunkiem wzki laserowej
IL interleukina
MFI (ang. mean fluorescencje intensity)
sredni poziom fluorescenciji
MHC (ang. major histocompability complex)
gtéwny uktad zgodsoi tkankowej
PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cells)
jednaidrzaste komaorki krwi obwodowej
PBS (ang. phosphate buffered saline)
sél fizjologiczna buforowana fosforanam
PE (ang. phycoerythrin)
fikoerytryna, biatko wykazage fluorescenejo dtugac fali - 578 nm
PerCP (ang. peridinin chlorphyll protein)
biatko wykazuage fluorescengjo diugaci fali 675 nm
SSC (ang. Side scatter Chanel)
detektor, miesey ilos¢ swiatta rozproszonego podiiem 90 stopni od osi
optycznej
TCR (ang. T cell receptor — receptor limfocytdyv
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1. WSTEP

1.1 Choroba Alzheimera i jej patomechanizm

Choroba Alzheimera, (ang. Alzheimer's disease — AD)est najczstsz
postaci otepienia w populacji ludzi w podesztym wieku. Szacsjg ze naswiecie
liczba os6b dotkrtych t choroly to okoto 15-21 miliondw, natomiast w samej Polsce
liczbe te ocenia si na 500 tysicy oséb (Barcikowska, 2004).

U podstaw etiologii choroby Alzheimera zie odkladanie w okrdonych
obszarach mézgu dwu biatek o zmienionej konform@egimyloidu (A3) w przestrzeni
zewntrzkomaorkowej przyjmujcego postablaszek starczych oraz biatka tau wetsn
neuronéw pod postacsplotow neurofibrylarnych.

Z punktu widzenia patogenezy AD najistotnigjankcje petniB-amyloid (AB).

ApB jest 40-42- aminokwasowym fragmentem powstan ze znacznie dhszego
btonowego biatka prekursorowe@@PP (-amyloid precursor protein) liggego 375
aminokwasoéw (Rycina 1) (Selkoe i wsp, 1996). Biadaga rola tego biatka nie jest do
konca poznana. Istnigj hipotezy,ze jest to jeden z czynnikow troficznych (Saitoh i
wsp, 1997), bigreych udziat w transdukcji sygnatu luke jest to jedno z biatek szoku

termicznego albaze stanowi ono element poken synaptycznych. (Wang B., 2007)
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Rycina 1. Budowa biatka APP wraz z wyszczegoélnienjego funkcjonalnych dome(kolejne liczby

oznaczaj liczby poradkowe aminokwasow liez od kaca N). (Neve R. L., 2000, zmodyfikowano)

BAPP mae by przetwarzane na dwa sposoby. Jedmmazliwosci jest cecie
proteolityczne dokonywane przez- i vy- sekretag, ktorego konsekwengjjest
powstanie neuroprotekcyjnego fragmentu sekrecyjnegdPPs (secreted Amyloid
Prekursor Protein) oraz 3 kDa peptydu w formie uszgzalnej, nie twoarego
ztogow. Jeeli natomiast jest ono dokonywane prfez y-sekretaz, generowany jest
neurotoksycznyp-amyloid (Rycina 2), ktory wykazuje tendercdo agregacji i w

zwiazku z f wtasciwoscia tworzy amyloidowe blaszki starcze.
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Rycina 2. Metabolizm biatka APP i dwa rodzaje geme&mych produktéw: rozpuszczalny fragment p3

oraz amyloidogeniczna formaBA( Johnston J. A., 2005, zmodyfikowano)

Najczsciej spotykane formy uwolnionegopAo 1-40i 1-42, przy czym dtasza forma
wykazuje weksze zdolnéci do agregaciji (Citron M. i wsp., 1996). UwolnioAg 1-42
tatwiej agreguje i tym samym jest bardziej neursyazny (Hartmann 1997).

Obumieranie neuronéw indukowane przez foryamyloidu odbywa si
giéwnie drog apoptozy poprzez uwalnianie kaskady wolnych rodwwik dziatanie
tlenku azotu i aminokwaséw pobudaajch (Mattson M. P, i wsp 1992) oraz w
konsekwencji stanu zapalnego wywotanego obg&crrogow B-amyloidu (Maccioni
R.B. i wsp., 2008).

Do czynnikbw ryzyka choroby Alzheimera niechybniealaly wiek.
Rozpowszechnienie choroby u os6b w wieku 65 laiwyzej okr&la sk na 1,9-5,8%.
Do 74 rokuzycia wspétczynnik rozpowszechnienia wynosi penpb%, natomiast u 85-
latkbw wzrasta do 20-30% (Kiejna A. i wsp, 2005).

Wsrdéd postaci AD rozrinia sk postd@ sporadycza oraz posta rodzinr,
Zwiazarm z dziedziczeniem oké®nego wariantu APO E.

Jedynym potwierdzonym, wielokrotnie uznanym geratym czynnikiem
ryzyka jest polimorfizm genu apolipoproteiny E (AP8), kodujpcego biatko
zaangaowane w transport cholesterolu (Poirier J. i w93 Strittmatter W. J. i wsp,

1993). lzoforma oznaczona numeregd zwigksza ryzyko zachorowania nawet
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kilkunastokrotnie, a izoforma APO E oznacz@fama dziatanie ochronne, szczegolnie,
jezeli wyskpuje jako homozygota. Pag jednak naley, ze grupa chorych o znanym
dziedziczeniu dotyczy nie wiej niz 1,5 do 5% wszystkich przypadkéw AD (Cruts i
wsp., 1998).

Pozostatymi czynnikami genetycznymi, ktore gvgizap ryzyko zachorowania na AD
sa polimorfizmy genow presenilin (kodigych sekretazy uczestnige w tworzeniu-
amyloidu) oraz mutacje biatka APP (amyloid precuysmtein)- biatka prekursorowego
B-amyloidu (Barcikowska M., 2003).

1.2 Immunologia choroby Alzheimera

Od kilku lat trwaj badania, ktére potwierdzity rouktadu immunologicznego w
patogenezie choroby Alzheimera. Metabolity amyleiddiatka APP g celem ukfadu
immunologicznego, ktory jest zaamgavany w ich usuwanie. ‘Przechwytywaniem’ i
przetwarzaniemp-amyloidu zajmuj sie komorki mikrogleju i makrofagi (Maat-
Schieman M. L. i wsp 1994, Shaffer i wsp 1995, Reece D. M. i wsp 1996) oraz
biatka takie jak apolipoproteina E (StrittmatteRoses, 1995), oraz autoprzeciwciata
(Gaskin F. i wsp, 1993) i komorki dendrytyczne (kaok — Loebenstein B. i wsp,
1997). Badania wskazyjze te ostatnie, jako najbardziej wydajne komorkzpreéupce
antygen, 8 w stanie endocytowaamyloid nawet w jego zagregowanej formie (Schmitt
T. L.i wsp, 1997). Endocytoza amyloidu przez komdukezentujce antygen, jego
przetwarzanie i konstytutywna prezentacja w kofdiek kompleksu MHC jest
pierwszym potencjalnym krokiem prowagym do uruchomienia immunologicznej
odpowiedzi zarowno komorkowej jak i humoralnej. éweorzonyp-amyloid staje i
potencjalnym antygenem, ktéry jest w stanie stymvatoodpowied immunologiczia
(Rycina 3).

11



1.2.1 Rolalimfocytow T w patogenezie chorobylzheimera

Wedtug obecnej wiedzy na temat choroby Alzheimestatnym elementem jej
patogenezy jest stan zapalny. Rpkawe stadium zapalenia zyziane jest z akumulag]
B-amyloidu i aktywacj komorek mikrogleju, astrocytow jak rowai@ktywach biatek
dopetniacza i zwkszory produkcja cytokin prozapalnych (Finch C. E. i wg007).
Wiele bada sugeruje,ze zrédtem odpowiedzi zapalnej modpy¢ nie tylko komorki
centralnego uktadu nerwowego (mikroglej), ale r@irkomorki wchodzce w skiad
krazenia obwodowego, jakimadimfocyty T.

Badania przeprowadzone wagu kilku ostatnich lat wykazaj ze komorki T
czesto wkraczaj na obszar mézgu, pomimo wéneej opisywanego statusu tego organu
jako ‘chronionego’ przed uktadem immunologicznynogd T. i wsp. 2002). Mdiwe,
ze na skutek uszkodadoariery krew-mdézg lub w odpowiedzi na sygnaty pmthce z
komorek uczestniegzych w procesie zapalnym w mézgu (oba te zjawigkiymowe w
patogenezie AD) limfocyty T penetaujkanke mdézgu w miejscach agregacji
B-amyloidu i akumulyj sie w tym obszarze w przeciwistwie tkanki mozgu oséb
zdrowych.

Innym potencjalnym miejscem kontaktu limfocytow T pzamyloidem § naczynia
krwionosne, gdzie amyloid me by nie tylko gromadzonysfodkowa warstwa nacay
krwionosnych oraz cytoplazma komoérek gimi gtadkich naczf), ale te produkowany
przez komorki mgsniowki naczyr krwionasnych (Winiewski H. M. i wsp, 1995,
Frackowiak J. i wsp, 1995) oraz ptytki krwi (Casoli T.wsp, 2007). Wielokrotnie
potwierdzona zostata rowriebecné¢ B-amyloidu w postaci formy rozpuszczalnej w
surowicy krwi (Irizarry M C. i wsp. 2004, SeubertiRvsp. 1992).

Kluczowe pytanie dotyczy roli komorek T i tego dgynieje odpowied na f3-
amyloid z ich strony, a jeli tak to czy mae ona przyczyniasie do patomechanizmu
AD. Udowodniono,ze fenotyp obwodowych limfocytow T u pacjentéw z Allega
zmianie z CD45RA na CD45R0O w stosunku do grupy aadriowych lub tych z inp
forma demencji (Tan i wsp, 2002a), co ma zrak z ich transformagjw kierunku
komorek aktywowanych. Wyniki te potwierdzono, udoWwgjac, ze izolowane
limfocyty T os6b z AD, umieszczone w hodowli komdwkej i poddane stymulacji
antyCD3, wykazyj zwickszory ekspresj CD45RO w stosunku do komorek osob
zdrowych (Lombardi i wsp, 2004). Co interegg, wykazano réwnie obecnéc¢
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komorek CD45RO+ w médzgach oséb z AD (Togo i wsf02). Inne badania, w
ktorych dokonano immunofenotypizacji limfocytow T @acjentéw z AD i zdrowych
kontroli w podobnym wieku méwio wzracie liczby komorek CD4+CD25+ w grupie
0s6b chorych. (Lombardi i wsp, 1999).

Dodatkowy dowdd na systemawaktywacg limfocytbw T w chorobie
Alzheimera pochodzi z baflazaprojektowanych w celu zmierzenia poziomu
autoprzeciwciat skierowanych przeciwk@-amyloidowi Ilub A3 reaktywnych
limfocytow T u os6b z AD i zdrowych. Cliaza produkgj przeciwciatl odpowiadaj
limfocyty B, to w calej kaskadzie zdarfzgrowadace] do ich powstania czynnie
uczestnicz limfocyty T. Przynajmniej w trzech badaniach wykam czterokrotnie
zwickszony ilos¢ krazacych autoprzeciwciat u pacjentow z klinicznie zdiagowanym
otepieniem w stosunku do kontroli (Nath A. i wsp. 20@3ruden M. i wsp. 2004;
Mruthinti S. i wsp. 2004).

Istnieja przestanki pozwalage przypuszcza ze odpowied limfocytow T 0sob
chorych z AD na stymulagjest zmieniona w poréwnaniu z geupsob zdrowych. Taki
stan rzeczy mie sk wiazat z wstpnie zmienion reaktywndci tych komorek, co
potwierdzono obecrgia na ich powierzchni antygendw wskagmjch na aktywaej
Fenotyp o znamionach aktywacji e sk wigzat z dosgpnadscia p-amyloidu, ktory
mogtby potencjalnie dziatgako antygen.

W ostatnich latach, przy pomocy specjalnie opracmga systemu do
wykrywania autoreaktywnych komoérek T oraz z/ciem r&nej diugsci peptydowp-
amyloidu do stymulacji (vacznie z A;.40) wykazanoze krazace limfocyty T reagujce
przeciwko B-amyloidowi & obecne we krwi a ich liczba déwie wraz z wiekiem
(Monsonego A. i wsp, 2003). Co ciekawe, ogllnieistiza st obnizong reaktywnagé
limfocytow T wraz z wiekiem (Linton P. J. i wsp,9®), ch@ w przypadku3-amyloidu
to wiadnie reakcja ludzi starszych jest wzimoa w poréwnaniu z graposéb miodych.
Chocia rodowdd tych autoreaktywnych komorek nie jest yasnazliwe, ze nie ulegaj
one negatywnej selekcji na etapie edukacji w gyadiak jak s¢ dzieje z wieloma
rodzajami autoreaktywnych komorek, co udowodnionwielu badaniach (Peterson D.
A. i wsp. 1999).

Trudniej jest wyjani¢ jak limfocyty T moglyby uczestniczy w
patomechanizmie AD nie wkraczaajdo centralnego uktadu nerwowego (CUN). Jedn
z mazliwosci jest taka,ze komoérki T wydzielaj cytokiny, takie jak INF i ze to te

prozapalne cytokiny przenikgjdo CUN i aktywug komorki mikrogleju i astrocyty.
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Inng hipotez jest, ze limfocyty T aktywowane obwodowo powodupktywacy
komorek mieloidalnych takich jak monocyty, makrafagy komérki dendrytyczne,
ktore potem wydzielajcytokiny prozapalne takie jak TNik-interleukina IL-B i IL-6.
Istnieja doniesienia mowice o0 podniesionym poziomie IL-6 wydzielane] przez
monocyty pochodice od chorych z AD (Shalit F. i wsp. 1994, Hubernmdani wsp
1995). Cytokiny te magpowodowa proces zapalny CUN i glikolizpo przekroczeniu
bariery krew — mozg, a co za tym idzie powodéwaickszory odpowied zapalan na
ztogi AB (na przyktad pobudZaodpowied immunologicza ze strony komorek
mikrogleju). Pozostaje natomiast szereg fiytdotyczacych tego, ktére populacje
komoérek T ulegaj aktywacji i na jakim etapie choroby pojawia $a aktywacja, czy
aktywacja limfocytow T jest specyficzna tylko dlaB A czy zmiany te § czgscia

etiologii choroby Alzheimera czy tylko znamionanszikodzé CUN.

mikroglej
Ly Sy, )
B el
% U

Komérka prezentuj aca antygen (APC)

fo%

Prezentacja antygem\
Limfocyty T

Zagregowany BA

Rycina 3. Proponowany schemat komoérkowej odpowigdanunologicznej na peptyg-amyloidu
(wedtug Grubeck-Loebenstein B. i wsp., 1998, zmibayfano)
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W zwiazku z postulowasm przez niektorych badaczy goB-amyloidu stanowicego
swoisty antygen dla komorek uktadu immunologicznegrzto badé jego wptyw na
potencjat proliferacyjny m. in. limfocytow T.

Do chwili obecnej pojawito si zaledwie kilka doniesie na temat tempa
proliferacji limfocytow T w odpowiedzi ngB-amyloidy u pacjentéw z chorab
Alzheimera. Wszystkie te dane zostaly uzyskane daetokorporacji radioaktywnie
znakowanej tymidyny i piejszym pomiarem emisji promieniowania, lecz poaps
one w znacgcej sprzeczniei wobec siebie i nie przynaszednoznacznej odpowiedzi
na pytanie czy limfocyty os6b z chotpllzheimera oraz os6b zdrowych reaguja
obecnd¢ p-amyloidu jako potencjalnego stymulatora, zejetak to czy ta odpowied
jest r&na u oséb chorych w porownaniu z giuggirowych w podesztym wieku..

Cze&¢ prac donosi o porownywalnej odpowiedzi prolifefjaey limfocytow T u
0sOb chorych oraz oséb zdrowych w podesztym wiekistgmulaci amyloidem 1-42
(Salvetti M. i wsp, 2003), podczas gdy inne m®wi braku odpowiedzi ze strony
limfocytow T, cha@ te zostaly one przeprowadzone zyaiem innego amyloidu o
diugcsci 1-40 (Trannoy E i wsp., 2004). Istrdgjoniesienia, ktorych autorzy twiekgz
ze jedynie limfocyty osob zdrowych, zarobwno miodyjelk i starszych, reagujna
amyloid, natomiast komorki chorych z AD nie wykazupkiej reakcji (Grubeck-
Loebenstein B. i wsp, 1996). W zdecydowane] sprzacz wobec powyszych danych
sa doniesienia wnioskagce o zwekszonej liczbie podziatow limfocytow T u oséb
starszych oraz u os6b z AD w poréwnaniu z gropodych zdrowych (Monsoego A. i
wsp, 2003).

Wyzej wymienione zrodta, ze wzgidu na metodologi bada proliferacji
komorek, badaj cak populacg limfocytow T, nie ma natomiagtdnych danych, ktére
mowityby o wpltywie 3-amyloidu na poszczegoélne subpopulacje tych komtakie jak
CD4+ czy CD8+. Od czasu cytowanych prac pojawily teichniki pozwalajce na
sledzenie fenotypu komorek jednoéme =z obserwaqj tempa proliferacii
poszczegolnych populacii, jednak nie wadnych prac, ktore koncentrowatyby sia
wptywie B-amyloidu na poszczegolne grupy limfocytow T.

Oprocz watpliwosci dotyczicych potencjatu proliferacyjnego zgianego z
niespecyficza w przypadku choroby Alzheiemera stymutaantygenami, jakim jest na
przyktad LPS, brakuje rowniejednoznacznych danych dotycych specyfiki reakcji
tych komorek na peptydy-amyloidow kedacych sktadnikami patologicznych struktur
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lezacych u podstaw etiologii tej chorobyatomiast te, ktére pojawity s literaturze
pozostag sprzeczne.

Ciekawe wegc ze wzgtdu na niejednoznaczne wéneejsze doniesienia wydaje
si¢ zbadanie zarowno ogolnej reaktywookomorek T oséb z AD na niespecyficzne
stymulanty jak rownig ich analiza dotycica reakcji na charakterystyczne dla choroby

peptydyp-amyloidow.

1.2.2 Limfocyty T w immunoterapii choroby Alzheimera

W ostatnich latach giéwnym wyzwaniem i celem tetapeznym w leczeniu
choroby Alzheimera statagsiedukcja poziom@-amyloidu w mézgach oséb chorych, z
uzyciem szczepionki. Badania przeprowadzone na mizsdastarczyty dowodowze
uzycie B-amyloidu jako antygenu i zaangavanie uktadu immunologicznego do
eliminacji p-amyloidu powoduje obmenie akumulacji ztogdw w mézgu jak rownie
zahamowanie ugtedzenia zdoln&ci poznawczych, a co za tym idzie, pgat choroby
(Schenk D. i wsp. 1999, Janus C. i wsp. 2000, MorBa i wsp. 2000). Sukcesy
osiagnicte podczas badana myszach zaeghity do przeprowadzenia préb klinicznych
na grupie osob z AD w postaci szczépsyntetycznym peptydem pfA-42, co miato
spowodowa stymulacg uktadu immunologicznego do produkcji przeciwciat
skierowanych przeciwk@-amyloidowi. Proby zostaly wstrzymane w momencigy g
kilkunastu chorych stwierdzono powiklania w postasieptycznego zapalenia opon
mozgowych i mézgu. Nadzieje na skonstruowanie sizuiej szczepionki nie zostaty
jednak porzucone, a badania trgvajadal na zwiekrgach transgenicznych. Istriej
uzasadnione podejrzeniag taka konsekwencja pojawitagsw zwiazku z reakcg
uktadu immunologicznego i naptyvaalch limfocytow T (Pfeifer M. i wsp., 2002). W
pasmiertnych badaniach skrawkéw tkankowych mozgu jgdne pacjentow zmartych
w wyniku podania szczepionki, stwierdzono znaczedukcg ptytek starczych w
czgsciach  kory nowej (neocortex) przypisywanaktywngci immunologicznej
skierowanej przeciwk@-amyloidowi (Nicoll J. i wsp., 2003). Takie wynikugeruy, ze
odpowiedt immunologiczna &daca wynikiem podania szczepionki, powoduje
‘usuwanie’ ztogbw amyloidowych przez komorki miktem, w ktérym to procesie
dochodzi do aktywacji naptywaych pé&niej limfocytow T. Wyniki te udowadniaj

jak szkodliwa mee by odpowied ukiadu immunologicznego w przypadku zbyt
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silnego wzbudzenia, do ktérego zwykle nie dochodziAD, a w ktorym w tym
przypadku pérednicz aktywowane obwodowo limfocyty T. Te wyniki wydapie
sugerowa, ze B-amyloid jest samoistnym stymulatorem odpowiedzimiummologicznej
takze u ludzi.

Pomimo rozlicznych bada mechanizm odpowiedzi uktadu immunologicznego,
a zwlaszcza limfocytow T ngramyloid funkcjonujcy jako potencjalny antygen nie jest
jeszcze poznany. Pytanie to jest dodatkowo istatikentelscie bada, ktGre mowa, ze
B-amyloid mae by zlokalizowany nie tylko w olebie samego uktadu nerwowego, ale
takze naczy krwionasnych w mézgach osob chorych (Wisniewski T.i ws@4)9 skad
potencjalnie mee by przenoszony do krwioobiegu i tam rikontakt z komdrkami
uktadu odporngéciowego. Z drugiej strony udowodnionae limfocyty T mog@ Ssie
pojawia na terenie tkanki mézgowej osob z AD, co stwierdzpodczas badapost
mortal (Togo T. i wsp, 2002). Co gaej limfocyty T, ktérych obecrié wykazano na
terenie tkanki moézgowej pacjentow z AD wykagudgnotyp powierzchniowy, ktory
swiadczy o ich aktywacji.

Podsumowujc badania nad konsekwencjami podania szczepionkiostaci
peptydup-amyloidu pacjentom z AD, fakte u jednych pacjentdow pojawiasilna
odpowied zapalna, podczas gdy inni nie wykaztgkiej reakcji, pozostaje zagadkowy

a podstawy tego procesu niezrozumiate.

1.2.3 Rola odpowiedzi zapalnej i cytokin w patogeae& choroby

Alzheimera

Pasréd r&znych czynnikéw zaangawanych w patogenezAD wiele faktéw
potwierdza hipotez o udziale odpowiedzi zapalnej przyczya@gj st do zmian
neurodegeneracyjnych (Tuppo E. E. i wsp, 2005).cZeaie odczynu zapalnego
potwierdzag badania epidemiologiczne stwierdmgag pozytywny wpltyw stosowania
lekbéw przeciwzapalnych, ktore spowalaigjostp choroby (McGeer i McGeer 1999).

Cytokiny nalea do biatek kontrolujcych proces zapalny i wptywana wzrost,
proliferacg i pobudzenie komorek bigrych udziat w odpowiedzi odporémowe.
Oprocz komorek uktadu nerwowego, takich jak komdarkikrogleju i astrocyty, do
produkcji cytokin w patogenezie choroby Alzheimeranacznym stopniu przyczyniaj
si¢ limfocyty T (Beloosesky Y. i wsp., 2002, Sala Gwvs$p., 2003). Udowodnionage
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komorki mikrogleju w obecrii f-amyloidu produkuyj cytokiny prozapalne takie jak
IL-1B, IL-6 oraz TNFw (Rogers J. i Lue L. F., 2001), natomiast w przypad
limfocytow T udowodniono podwiszory produkcg cytokin prozapalnych takich jak
IL-6 czy TNF.

Dane z ostatnich lat, koncentsog s¢ na badaniu rnic w poziomie cytokin,
nie tylko w ptynie mézgowo rdzeniowym (CSF — cepsminal fluid), ale rownie w
krwi obwodowej, potwierdzajrdznice medzy pacjentami z AD a grgpkontrolm w
podesziym wieku, jednak doniesienia na ten temaogt@j niespdjne. Podobnie
doniesienia dotyege poziomu cytokin prozapalnych w supernatantachlowt
komoérek krwi obwodowej stymulowanych przy pomocymgch mitogenéw, pozosta;
ze solp sprzeczne. W badaniu, w ktorynzywano fitohematglutyniny (PHA —
phytohemagglutinin) jako stymulanta mowi¢ so podwyszonej produkcji IL-2 i
interferonu gamma (IN§ u chorych z AD (Huberman H.i wsp., 1994). Wyntki
potwierdzajy badania, w ktérych do stymulacjizywano lipopolisacharydu (LPS -
lipopolysaccharide) stwierdzge, ze poziom IL-1lbeta, IL-6 i TNé& oraz IL-10 jest
znacaco wyzszy u chorych (Lombardi V. R. i wsp., 1999). Badarktore stawiaty
sobie za cel weryfikagj wczeniejszych wynikow podsumowaj ze komorki
jednopdrzaste krwi obwodowej stymulowane za pom&®S u oséb chorych z AD
wykazup obnizony poziom produkcji ll-1beta, 1I-6 i TNFFu chorych w poréwnaniu z
grupa kontrolra, odwrotnie proporcjonalny do zaawansowania charo®pecny stan
wiedzy nie daje mdiwosci jednoznacznego spojrzenia na problem zmian wykgi
poszczegodlnych cytokin w zwiku ze znacznymi rozhiaosciami w wynikach.

Inne badania koncentrugie na polaryzacji limfocytéw T i produkcji cytokin w
kierunku odpowiedzi typu Thladz Th2. Limfocyty Thl produkugce INFy, IL-2 i
TNFa uruchamiag proces zapalny i wywotajodpowied komorkows konieczra do
walki z patogenami takimi jak bakterie i wirusy. tNiamiast komorki typu Th2
produkup cytokiny: IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 i IL-13 i aktywya produkcg przeciwciat.
(Romagnani , 2000). Istnigjprace mowjce o zwekszonej odpowiedzi typu Th2 i
obnizonej Thl w wyniku immunizacji A 1-42 (Town T. i wsp., 2002, Ghochikyan A.

I wsp., 2005). Odkrycie to jest zgodne z oczekiaemi dotycacymi odpowiedzi
limfocytbw T na immunizagj A i wywotaniem za pomactej interwencji produkcji
skierowanych przeciwko niemu przeciwciat.

Wiadomo, ze reakcja zapalna jest jednym ze sktadnikow obrelzaroby

Alzheimera jak réwnig ze nasilenie tej reakcji nagtuje w wyniku podania peptydu
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B-amyloidu jako sktadnika szczepionki i antygenu &@morek T. Dane dotygze
mechanizmu reakcji zapalnej edacej wynikiem kontaktu komorek uktadu
immunologicznego z tym antygenem gdnak skpe, a samo zjawisko pozostaje
niewyjasnione. Warte zbadania wydaje ¢ siprofil produkcji cytokin przeciw i
prozapalnych produkowanych przez limfocyty w kongelcji stymulacji

B-amyloidami i jego korelacja z tempem proliferadiimfocytow oraz z samym

zaawansowaniem choroby.

1.3 Rola cholesterolu w patogenezie choroby Alzheera

Badania epidemiologiczne sugerujze podwyszony poziom catkowitego
cholesterolu w surowicy krwi nie by¢ czynnikiem ryzyka w zachorowalé@ na AD i
tagodne zaburzenia poznawcze (MCI — mild cognitapairment) (Kivielto M. i wsp.,
2001). Uwaa sk, ze cholesterol produkowany w mézgu jest przetwarzimy
24-hydroksycholesterolu, ktory e dyfundowad przez bariey krew-mozg do kyzenia
obwodowego, co jest jedynym mechanizmem jego wywigako, ze usuwanie
cholesterolu nie jest dokonywane przez lipoproteilsgotnym jest,ze poziom 24-
hydroksycholesterolu w ptynie mézgowdzeniowym jest podwiszony we wczesnych
stadiach afpienia (Papassoritopopulos A. i wsp., 2002), adaez statynami powoduje,
ze jego poziom obna sk u pacjentdw pacjentéw z AD z czym koreluje poprawa
zdolnaci poznawczych potwierdzona akiszeniem liczby punktéw w ¢eie MMSE
(Vega G.L. i wsp., 2003) .

Udowodniono,ze cholesterol ma szczegolne znaczenie w regulataloolizmu biatka
APP przeai- i B- sekretazy (Simons M. i wsp., 2001; Simons K. pw&002).
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wysoki poziom cholesterolu niski poziom cholesterolu
w blonie komorkowej

Rycina 4 Model obrazagy rozdzielné¢ miejsca dziatania i p sekretazy oraz zazek tych enzymow z

niskim adz wysokim poziomem cholesterolu (na podstawie Simdns2001)

W neuronach niewielka, okoto 5% frakcja APP przepsaa jest doB-amyloidu,
podczas gdy wksza¢ przetwarzana jest z uczestnictwensekretazy i wytwarzany
jest sekrecyjny fragmentAPP. Kilka bada wykazatoze APP w neuronach zwg#ane
jest z tratewkami lipidowymi (Simons M.i wsp., 199&e S. J. wsp., 1998; Bouilliot C.
I wsp., 1996). Obecnie uwa sk, ze przetwarzanie biatka APP prowade do
produkcji B-amyloidu dokonuje giw obrbie tratewek btonowych, podczas gayezka
prowadaca do produkcji formy rozpuszczalnejqcie przezo sekretag) ma miejsce
poza tratewkami (Rycina 4). Jest to konsekwegenhakalizacji APP, ktére jedynie w
niewielkim procencie znajduje¢siv obrbie struktur tratewek btonowych (Simons M.,
1998). Ta rozdzielni@ pod wzgédem miejsca dziatania ttumaczy rowhidlaczego
dochodzi albo do ecia enzymatycznego przex badz [ sekteraz, a nigdy do
wspolnego dziatania tych enzymow.
Co wigcej potwierdzono dodatqi korelacg pomikdzy poziomem catkowitego
cholesterolu i cholesterolu LDL w surowicy asibiy f-amyloidu w mézgach chorych z
AD (Kuo Y. M. i wsp., 1998). &lzi sk, ze podwyszony poziom cholesterolu w wieku
srednim powoduje zwkszone ryzyko zachorowania na AD wzpiejszych latach
(Kivipelto, M. i wsp. 2001).

Intrygujaca wigc kwesty pozostaje udziat hipercholesterolemii w patogemezi
choroby Alzheimera oraz pytanie czy poziom choledtew osoczu krwi, mie mie

zwiagzek ze zmieniopreaktywndcia komérek T u 0sob z chorglAlzheimera.
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1.3.1 Tratewki btonowe a zaburzenia funkcjonalnéci komoérek uktadu

immunologicznego

Tratewki btonowe majszczegdélne znaczenie w funkcjonowaniu limfocytowiinych
komorek uktadu immunologicznego.

Rozpoczcie sygnatowania i jego propagacja w limfocycieokpoczyna si od
ligacji receptora TCR, ktéry to ¢dac w kompleksie z CD3 jest elementem
rozpoznajcym obcy peptyd prezentowany przez komorRPC. Dochodzi do
sygnalizacji przez biatka z rodziny SRC, LCK ora¥N; ktore nastpnie fosforylua
elementy podjednostek TCR tzw. ITAM (Immunorecepigrosine-based Activation
motifs). To natomiast powoduje zb#nie kinaz z rodziny SYK, ZAP-70 do
fosforylowanego receptora i sprzyja ich aktywacji.

Wzbudzenie aktywri@i kinaz PTK ma swoje rozliczne konsekwencje w poist
aktywacji fosfolipazy C (PLC), ktora katalizuje przemianPIP; (1,4,5-tréjfosforan
inozytolu) do tréjfosforanu inozytolu (3P oraz diacyloglicerolu (DAG), co w
konsekwencji powoduje wzrost wewtrzkomérkowej puli jonéw wapnia G& i
aktywacg kinazy biatkowej kinazy C (PKC). Ta kaskada enatynzna powoduje
aktywacg biatek z rodziny Ras, ktore z koleigpednicz w uruchomieniuciezki kinaz
ERK MAP. W kaicowym etapie tej drogi dochodzi do transkrypcji @en ktore
powoduj wejscie limfocytu w cykl komérkowy, w ktérym to goedniczy czynnik
wzrostu nowotworéw T (TGF) oraz inteleukid.

Szereg biatek dalacych niezlednymi elementami aktywacji komorek T znajduje
sie wiasnie w obebie tratewek btonowych. ¥v6d nich g kinaza LCK, niez&dna w
procesie rénicowania i proliferacji limfocytu T, blonowe biadkadaptorowe (LAT-
linker for activation of T cells) i inne. Nie trudnwigc sobie wyobraZi ze jezeli
dojdzie do zaburzenia struktur gromacich kluczowe enzymy pgoednicace w
inicjacji sygnatowania, mae to mi€ swoje konsekwencje w postaci gfemzonej
funkcjonalndci limfocytéw T. Wiadomoze dzieje si tak w przypadku obpenia jak
réwniez podwyzszenia zawarti cholesterolu jako sktadowej tratewek blonowych,

ma zwhzek z zaburzeniami we inicjacji sygnatu w limfoeydi (Fulop T. i wsp., 2004).
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1.3.2 Tratewki btonowe i ich potencjalna rola w pabgenezie AD

Wszystkie wspomniane badania wykagzuie podwyszone sizenie cholesterolu w
wewnatrz neuronéw ma znaczenie w powstawaniu ztoéamyloidu. Ché nadal nie
ma jednoznacznej odpowiedzi jaki jest mechanizmrégulacji, postuluje gj ze ze
zwickszomy produkcy B-amyloidu g zwiazane tratewki btonowe (lipid rafts).

Tratewki btonowe sktadaji ze sfingolipidow i cholesterolu zlokalizowanegobtonie
komoérkowej (Simons K. i D. Toomore, 2000). Twgrane zorganizowane skupiska,
ktore ‘ptywap’ w matrix btony komorkowej i & odpowiedzialne za odbywaniegsi
procesow w btonie komorkowej jedynie w jej olomych regionach.

W obrbie tratewek btonowych znajdujsic biatka sygnalizacyjne (Dopico A. M. i
Tigyi G. J., 2007). Taka lokalizacja czynnikbéw sgtinacyjnych pozwala odseparofva
jednesciezki sygnalizacyjne od innych.

Zaroéwnop jak iy sekretazy s obecne w olebie tratewek btonowych, a przetwarzanie
biatka APP jest zalme od komorkowego poziomu cholesterolu. Udowodnicieo
obnizenie poziomu cholesterolu komoérkowego blokuje pawsinie A generowanego
przez komorki linii N2a (Simons K. i wsp., 2003).ebhanizm tego zjawiska probuje
sie wyjasni¢ lokalizacp zaréwno APP jak B sekretazy w olgbie tratewek btonowych,
gdzie jak st postuluje, zachodzi samo tworzerfjeamyloidu, tak w¢c zjawisko to
zalezy od integralnéci tych struktur.

Nie mazadnych doniesiedotyczcych wptywu podwyszonego poziomu cholesterolu,
jaki odnotowuje si w surowicy chorych z AD, na zmiameaktywndci limfocytéw T,
ktora udowodniono w szeregu praca®tes ciekawym wydaje gizbadanie zalaosci
pomigdzy podwyszonym poziomem cholesterolu w surowicy krwi a ewalmymi
zmianami tempa proliferacji limfocytow T czyztech poziomu aktywacii.
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2.

CELE PRACY

Proba odpowiedzi na pytanie o udziat limfocytbw T patomechanizmie choroby

Alzheimera poprzez badanie odpowiedzi proliferagyjfomérek CD4+ na peptydy

B-amyloidoéw w grupie osob z AD i grupie os0b zdroWwyc

Poréwnanie rnic fenotypowych limfocytow in vivo, z krwi peinej

pacjentow AD i 0s6b z grupy kontrolne;.

Analiza aktywnéci proliferacyjnej limfocytow CD4+ w zammosci od

stymulacji przeciwciatem antyCD3 i antyCD28 orapfyeami A31-42,

1-40 i 25-35 w grupie pacjentdw z chogollzheimera i grupie osob
zdrowych w podesztym wieku.

Okreslenie  charakterystyki fenotypowej limfocytow hodawah z

wyszczegolnionymi stymulatorami.

Analiza poziomu interleukin IL-2, IL-4, IL-10,L16 oraz TNF i INF w
surowicach oraz superatantach po hodowli poddangimusacii
przeciwciatem antyCD3 oraz peptydem amyloidu w grupsob z AD i
grupie kontrolnej.

Préba korelacji obserwowanych zmian w akty$ano proliferacyjnej

limfocytéw CD4+ z parametrami wyszczegolnionymi wfdu lipidowym.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Charakterystyka badanych grup

Zrodtem badanych limfocytéw byta krew petnadb populacja komérek PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) izolowanych
a) z krwi obwodowepacjentow z choroly Alzheimera,
grupa 32 oséb, w tym 23 kobiety i &agczyzn
(srednia wieku : 74 lata + 10)
b) z krwi obwodowepséb zdrowych w podesziym wieku,

grupa 28 oséb, w tym 22 kobiety i &ngzyzn

(Srednia wieku : 67 £7)
W ramach oceny stanu klinicznego w grupie 0soOb wegeh i pacjentow z AD
wykonanopodstawowe badania hematologiczne (morfologia krwi)
a) Osoby z chorap Alzheimera (pacjenci Kliniki Psychiatrii Rozwojoyye
Zaburzé Psychotycznych i Wieku Podesziego oraz Kliniki €@ Psychicznych i
Zaburzé Nerwicowych Akademii Medycznej w Gtisku) diagnozowane byly wedtug
kryteriow ICD-10 i znalazly siw kategorii FO0.0 (@pienie Alzheimera z wczesnym
pocatkiem) lub F00.1 (afpienie Alzheimera z pdym pocatkiem) (Krakéw —
Warszawa 2000 wyd. Il. ICD-10. Btizynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Choréb i
Problemow Zdrowotnych. Rewizja dzigsi. Klasyfikacja zaburze psychicznych i
zaburzé zachowania w ICD-10. Opisy kliniczne i wskazéwlaghostyczne.).
Badani byli pacjentami Kliniki Psychiatrii Rozwoj@yy Zaburzé Psychotycznych i
Wieku Podesziego oraz Kliniki Chordb PsychicznychZaburzé Nerwicowych
Akademii Medycznej w Gdesku dz tez w przypadku 2ejszych standéw pochodzili z
przychodni przyszpitalnych.
U wszystkich pacjentow wykonane zostato badanieaziwe w postaci tomografii
komputerowej gtowy, co potwierdzito rozpoznanie. Wszystkich pacjentéw
przeprowadzono test MMSE w celu oceny zaawansowdnaeoby.
Autorka dzekuje lekarzom obu Klinik Psychiatrii Akademii Medywej, a w
szczegolnéci doktorowi Krzysztofowi Soltysowi oraz doktor lwie Trzebiatowskiej,
za diagnostyk pacjentéw z AD oraz udagtnienie charakterystyki klinicznej badanych
0s0b.
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b) Osoby zdrowe zostaly wyselekcjonowane po ‘\dmiegszym wywiadzie lekarskim
wykluczapcym te z chorobami autoimmunologicznymi, wykarej cechy ostrego
procesu zapalnego, trwapj infekcji, chorujce na cukrzyg i inne choroby uktadu
dokrewnego, a tale na nowotwory i/lub choroby przewlekie ukladuadania,
oddechowego i wydalniczegoadr. zazywajace leki mogce wptywa& na wyniki bada.

W wywiadzie korzystano z wytycznych SENIEUR Proto@diller-Hermelink H.K. i
wsp., 1984). Wréd wszystkich wolontariuszy przeprowadzono szchegy wywiad
lekarski, wykonano test MMSE (Mini Mental State Bxaation), ktory umaliwia
ocerg kilku wymiarow aktywndéci poznawczej (Lighthart G. J. i wsp., 1995) oragtt
rysowania zegara, umliwiajacy ocer proceséw wzrokowo — przestrzennych, apraks;ji
konstruktywnej, zdoln&ci planowania oraz mdlenia abstrakcyjnego w celu
wykluczenia oséb z tagodnymi zaburzeniami poznawgzgzy tez potencjalnym
pocztkiem choroby Alzheimera (Birge S.J. i wsp., 1998szystkie przebadane osoby
uzyskaty wynik w técie MMSE powyej 28 przy maksymalnej wasa testu 30 oraz
prawidtowo wykonaty test rysowania zegara.

Podzekowania swoje kieruje dla dr Anny Limon-Sztenceraqupcej w Klinice
Psychiatrii Rozwojowej, Zaburae Psychotycznych i Wieku Podesztego, ktéra

zajmowata si wykonaniem wyej wyszczegolnionych testow
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Przeprowadzone &0bd obu badanych grup testy MMSE pozwolity potwizéd
brak zaburz& poznawczych u o0s6b stanaeych kontrot oraz scharakteryzowa

osoby z choropAlzheimera pod wzghem zaawansowania choroby (Rys. 1).
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Rys. 1 Wysoce znamiennazrioca (p < 0,01) w liczbie punktéw wége MMSE pomedzy grup oséb z
AD a grup kontrolma os6b zdrowych (A) oraz podziat pacjentéw z AD pezhledem zaawansowania
choroby (B) (wykresy przedstawigjvartasci mediany, sy wyznaczaj wartas¢ Max i Min,

Nk=28; Nyp=35).

3.2 Ocena lipidogramu

Zbadano poziom cholesterolu z wyszczegodlnieniem HDLLDL oraz poziom

trojglicerydéw w osoczu krwi.

Lipidogram wykonano wedtug standardowych procedurzyciem zestawu ,Liquick
Cor — CHOL 120" firmy CORMAY

Cholesterol LDL wyliczano ze wzoru Friedewalda (LOH = CH — HDL-CH —
1/5TG).

3.3 Oznaczanie subpopulacji limfocytow z krwi pelgj

W obu grupach oznaczano fenotyp w komorkach spdamyych (ex vivo)
pacjentow z chorap Alzheimera oraz osob z grupy kontrolnej w porowaiwm
wieku. W krwi okrélano procentow zawartd¢ poszczegoélnych populacji komoérek w
puli wszystkich limfocytow. Badano populacjlimfocytow CD4+ i CD8+ z
wyszczegOlnieniem populacji  pozytywnych i negatyamy pod wzgidem
wystepowania antygenu CD28 na tych komorkach.

Okreslano odsetek komorek CD4+, na ktérych powierzchnykmto antygeny
swiadczce o ich aktywacji: HLA-DR, CD25, CD69 oraz CD95.
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W pelnej krwi, pobranej do jatowych probowek z ERToznaczano skiad
procentowy subpopulacji limfocytdw T oraz zmianyspkesji antygenéw metad
cytometryczn, przy wyciu odpowiednich przeciwciat (FITC anty-CD3 (DAKO
Cytomation, Dania), PE-Cy5 anty-CD4 (DAKO Cytomatiddania) , PE-Cy5 anty-
CD8 (DAKO Cytomation, Dania), PE anty-CD28 (Becitkinson, USA) , PE anty-
CD25 (Becton Dickinson, USA), PE-anty-CD69 (Bectitkinson, USA), PE-anty-
CD95 (Becton Dickinson, USA), PE-anty-HLA-DR (Bestdickinson, USA). Do
10Qul krwi dodawano hl odpowiedniego przeciwciata i inkubowano 30 minut
ciemndgci w temperaturze pokojowej. W celu zlizowania sogytéw, do
wyznakowanyh komérek dodawano po 2ml roztworu fizego (0,83% NKCI, 0,1%
KHCO3) na 15 minut, a nagitnie komorki odwirowywano (wirowanie przy 2000
obr./min.) przez 5 minut (wirdwka Eppendorf Centgé 5810R) i przeptukiwano
roztworem PBS. Komoérki analizowano przy pomocy Dydru przeptywowego
FACScan (Becton Dickinson, USA).

Kontrola izotypowa stanowita mieszanina sggonych z fluorochromami
mysich immunoglobulin bez swoist antygenowej (FITC/IgG1l + PE/IgG2a + PE-
Cy5/1gG1, DAKO Cytomation, Dania).

3.4 lzolacja limfocytow z krwi petnej

Krew pobierano na EDTA i przechowywano nie zj niz 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Krew rozaezano 2x buforem PBS i naktadano do probowek
wiréwkowych na warste Histopaqu&” 1077 (Sigma Chemical Co., USA), w proporcji
5: 1 (40ml krwi na 8 ml Histopaque), a ngmstie wirowano 30 minut, 2000 rpm.
Komorki znajdugce s po wirowaniu ponydzy warstwy Histopaque a osoczem,
zbierano za pomacpipety pasterowskiej, dwukrotnie przeptukiwanodram PBS, a
nastpnie liczono z wyciem kamery hematologicznej Burkera po czym zaméee w
kompletnym srodowisku hodowlanym RPMI 1640 (Sigma Chemical COSA)
zawierajcym 10% surowicy ptodowej cigdej (FCS, Sigma Chemical Co., USA), 2
mM L-glutaminy (Sigma Chemical Co., USA), 50 U/mémcyliny oraz 50 pg/mi
streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA).
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3.5 Ocena tempa proliferacji limfocytéw

3.5.1 Zaktadanie hodowli komdrkowych

W celu oceny parametrow cyklu komoérkowego stosmwanetod oceny
proliferacji limfocytow z wyciem cytometrii przeptywowej, okéang jako DCT (ang.
dividing cell tracking) (Bryl E. 2004Hasbold J.,1999). Barwnik fluoroescencyjny
CFSE (ang. carboxyfluorescein diacetate succinimagter, Sigma Chemical Co.,
USA) ma zdolné trwalego #4czenia z wewsgrzkomorkowymi biatkami
cytoplazmatycznymi i ulega rozéiezeniu w stosunku 1:2 przy #@ym podziale
komorkowym, co umdiwia w tej metodzie sledzenie podziatdw komadrkowych
(Hasbold J., 1999) (Ryc.4). Przy rownoczesriy@azeniu fenotypu komorek, metoda ta
pozwala na okedenie liczby podziatbw komodrkowych, liczby komérek
prekursorowych, czasu trwania pojedynczego cyklmddowego jak rownie czasu
przegcia limfocytow T spoczynkowych z fazy,@o aktywnej fazy cyklu &(Hasbold
J., 1999).

Sterylne, 24-dotkowe, hodowlane ptytki plastiko@gecton Dickinson, USA),
pokrywano przeciwcialem anty-CD3 (BD Pharmingen Y3Ag/1(ml) w sizeniu 1
ng/ml i pozostawiano na 24 godziny w temperatuff2w celu zwizania przeciwciata
z powierzchry plastiku (immobilizacji). Po tym czasie nadmiazgeiwciata usuwano,
a dotki przeptukiwano zimnym buforem PBS. Tak piayyvane piytki byly aywane
do hodowli PBMC.

Komorki PBMC nieznakowane lub znakowdDESE (2uM) inkubowano przez
15 minut w ciemngci i w temperaturze 3T, a nastpnie zawieszano w kompletnym
srodowisku hodowlanym i przenoszono wsitb2x1G do dotkéw phytek hodowlanych
uprzednio optaszczonych przeciwciatem anty-CD3 tg@esiu 1pg/ml) oraz do dotkéw

nieoptaszczonych w ktorych to komorki traktowanéy ljgko niestymulowana kontrola.

Hodowane komoérki byly stymulowane za pomo@rzeciwciat antyCD3 (125 ng/ml)
lub mieszaniny antyCD3 i antyCD28 (62,5 ng/ml). ikote stanowity komorki nie

poddane stymulacji, hodowane na tej samej piytedyich samych warunkach

(Rycina 2).
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Komérki inkubowano w temperaturze °€7 w atmosferze 5% GOo 100%

wilgotnosci. Catkowity czas hodowli to 120 godzin, a komdpkibierano z ptytki po 72

i 120 godzinach, ptukano, liczono, a r@stie oceniano parametry cyklu komérkowego
metod, cytometrii przeptywowej (DCT). Obliczenia dotyce parametrow proliferacji
na podstawie danych wykonywano programem ,Progényl6.3” (autor J.M.
Witkowski, AM Gdaisk, Bryl E., 2004). W celu od#éienia populacji proliferuicych
limfocytow umaliwiajacego ich dalsg analiz, po zakaczeniu hodowli zawiesin
komoérek znakowanych CFSE barwion@ewmntrzkomérkowo odpowiednimi
kombinacjami przeciwciat PE-Cy5/anty-CD4 (DAKO Cuytation, Dania) PE/anty-
CD28 (Becton Dickinson USA), PE-Cy5/anty-CD8 (DAKCytomation, Dania) i

poddawano analizie cytometrycznej.

Dodatkowo komoérki stymulowano peptydaiiamyloidu (1ng/ml) w pohczeniu z
jednoczess stymulacy antyCD3 i antyCD3antyCD28.

Uzyte peptydy:

AP 1-42, 1-40 (Sigma Chemical Co., USA) — peptgemyloidu

AP 25-35 (Sigma Chemical Co., USA) — peptyd stamowfunkcjonala domer

B-amyloidu, odpowiedzialny za efekt neurotroficzmeurotoksyczny

Izolowane PBMC >

Hodowla na
24 dotkowej ptytce z
jednoczess stymulacy

TN

antyCO3antyCO28 | hrak stymulacii

COS®

—~ S~
antyCD/3+A.l3 1-42

—
antyCO3+A 5 1-40

QO

antyCD3+A 5 25-35
\_/ v

antyCO3+A & 1-42

ntw G028
N4

OO

antyCD3+A.f3 1-40

an[\tCDEB r/

N N
antyCO3+A 8 25-35
antyCO23

|

OO0

120h

Rycina 2 Schemat ilustragy schemat daviadczenia oraz wybrany model stymulacji komorekvRB

29



Po 72 oraz 120 godzinach komorki poddane hodowbigrene z poszczegdélnych

dotkoéw byly analizowane pod wzglem parametrodwiadczicych tempie proliferacji

wedtug schematu zilustrowanego na Rycinie 3.
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Rycina 3. Do analizy parametrow cyklu komdrkoweggbrano komorki o fenotypie CD4+CD28+, ze

wzgledu na centralne miejsce tych komoérek w odpowiedaindérkowej. Komorki, ktore mialy Ky

analizowane wybramkowano na wykresie typu dot pRts.3A), a nagpnie wybramkowano komaorki

CD4+CD28+ (Rys. 3B). Po wykonaniu histogramu dieofescencji CFSE komérek CD4+CD28+ (Rys.

3C) dalsz prowadzono z iyciem programu Progeny (Rys. 3D).
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3.5.2 Pomiary cytometryczne i analiza wynikéw

Dla kazdej badanej probki zbierano 20 tys. komorekywajac oprogramowania
CellQuest (BD, USA). Ekspraspowierzchniowg antygenow badano metpdytometrii
przeptywowej aywajac cytometru FACScan (Becton Dickinson, USA).

Wyniki analizowano z zyciem programu komputerowego WinMDI w. 2.9. (doffer,

The Scripps Research Institute, USA).

3.6 Ocena poziomu cytokin typu Th1l i Th2

Poziom cytokin wiéciwych dla odpowiedzi typu Thl oraz Th2 mierzono4d i 120
godzinach stymulacji za pompcsamego przeciwciala antyCD3 lub wspomnianego
przeciwciata w kombinacji z peptydemp&A-42 oraz w surowicy krwi z ayciem
metody cytometrycznej CBA (cytometric bead arrdyybrany test pozwala zmierzy
stezenie IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF oraz INF-w wybranym ptynie.

Test wykonano zgodnie z zaleceniami producentaawest(BD™ Human Th1/Th2
Cytokine Kit II; Becton Dickinson USA).

3.7 Analiza statystyczna

Analize statystycza wynikbw wykonano przy #zyciu programu statystycznego
Statistica wersja 7.1.(Stat Soft Inc., Tulsa, OK).

Dla wynikéw o rozktadzie normalnymzyto testow parametrycznych (test T-studenta),
natomiast dla niespelnigych zataen rozkiadu normalnego zyto testow
nieparametrycznych - test U Manna — Whitneya dladwgrup niezalenych oraz

testu kolejnéci par Wilcoxona przy poréwnaniu zmiennych zalgch.

Znamiennéci statystyczne przy poréwnaniu dwéch zmiennych zalenych
zaznaczono jako waidé p, natomiast przy porownaniach kilku zmiennychezajch
znamiennéci dla zachowania jaso obrazu zostaly zaznaczona za pomgwiazdek
(* p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0005).
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4. WYNIKI

4.1 Zmiany fenotypowe limfocytow T pacjentéw zhoroba

Alzheimeraex vivo w porownaniu z grupa oséb zdrowych

W obu grupach oznaczano fenotyp limfocytow z krveingj, w komorkach
spoczynkowychex vivo) pacjentéw z chorapAlzheimera oraz 0sob z grupy kontrolnej
w poréwnywalnym wieku.

We krwi okrdglano procentow zawartd¢ poszczegolnych populacji komorek w
puli wszystkich limfocytow. Badano populacjlimfocytow CD4+ i CD8+ z
wyszczegOlnieniem  populacji  pozytywnych i negatyemy pod wzgldem
wystepowania antygenu CD28 na tych komdrkach.

Okreslano odsetek komorek CD4+, na ktérych powierzchnykmto antygeny
swiadczce o ich aktywacji: CD69, HLA-DR, CD25, oraz CD95.
Badaniem fenotypu ex vivo aitp 32 osobow grup os6b z AD oraz 28 o0so6b

zdrowych w podesztym wieku stanawych grug kontrolrn.

4.1.1 Zmiany odsetka komérek CD28+ oraz poziomu egeesji tego antygenu na

limfocytach oséb chorych z AD

Wsrod limfocytow T okrélono udziat poszczegolnych populacji CD4+ i CD8+.
Nie stwierdzono znamiennycharic pomidzy obiema badanymi grupami dotycygch
odsetka komoérek CD3+CD4+.
W populacji CD4+ wykazano znamiennie atony odsetek komérek pozytywnych pod
wzgledem wys¢powania receptora CD28 u 0séb z AD (Rys. 1A) oraanzennie
podwyzszony odsetek komdrek pozbawionych tego antygegtupie chorych
(Rys. 1B).
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Rys. 1 Znamienne ohrenie odsetka komorek CD4+CD28+ (A) i podwsgenie CD4+CD28 (B) w
populacji oséb z AD w poréwnaniu z geufxontrolme (na wykresach przedstawiorsoedni, ramka
przedstawiagredni + blad standardowy, a a8y srednia + odchylenie standardowe; zastosowano test T-
studenta; N=28; N\p=34).

Dodatkowo wykazanoze nie tylko komérek CD4+ pozytywnych pod wedgm
CD28+ jest mniej w grupie osob z AD, ale réwniee poziom ekspresji antygenu
CD28 na komérkach CD4+ tych osob jest istotnie admy (Rys. 2).
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Rys.2 Obnienie poziomu ekspresji antygenu CD28 na komoérkabA+Coséb z AD w poréwnaniu z

grum kontrolm (na wykresie przedstawioné&redna, ramka przedstawia 4d standardowy, a agy
odchylenie standardowe; do oceny znamigonmznicy zastosowano test U-Manna Whitneya~=R8;
NAD:35)-

Analogiczna analiza przeprowadzona dla populaandek CD8+ rownig nie
wykazata istotnych zmian w odsetku komérek CD3+CIp8tnicdzy obiema badanymi
grupami. Po zbadaniu odsetka komérek CD28+ whibrpopulacji CD8+ stwierdzono
ich znamiennie obnony odsetek u chorych (Rys. 3A), a co za tym idzregmiennie
podwyzszony procent komoérek CD8+CD28- w tej grupie w peoraniu z grup
kontrolm (Rys.3B).
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Rys. 3. Znamienne oh@nie odsetka komorek CD28A) i CD28- negatywnychR) w grupie z AD (na
wykresach przedstawionéredni, ramka przedstawiarednh * blad standardowy, a asy sredni *
odchylenie standardoweMN28; N\p=35; zastosowano test T-Studenta).

Analiza majca na celu poréwnanie poziomu ekspresji antygenf8ia komorkach
CD8+ wykazataze komorki pacjentow z AD charakteryzigic znamiennie obaobnym

poziomem tego antygenu w poroéwnaniu z konti@rup 0sob zdrowych (Rys. 4).
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Rys.4 Obnienie poziomu antygenu CD28 na komérkach CD8+ os@kDzw poréwnaniu z grup
kontrolm (na wykresie przedstawiono medianamka przedstawia percentyle, aswwarté¢ Min-Max;
zastosowano test U-Manna Whitneya=%8; N\p=35).

4.1.2 Zmiany proporcji subpopulacji aktywowanych Imfocytow CD4+ u 0s6b z

choroba Alzheimera.

O aktywacji limfocytow Tswiadczy szereg antygenOw pojavdi@ych s¢ na
powierzchni tych komorek. Aby zbaglatopier aktywacji komérek CD4+ ex vivo,

zbadano odsetek antygendéw CD69, CD25, CD95 oraz-HRAna ich powierzchni.

Stwierdzonoze u chorych z AD odsetek aktywowanych limfocytodienotypie
CD4+CD69+ jest niezamiennie podiggony w porownaniu z grgposéb zdrowych
(Rys. 5).
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Rys. 5. Niezamiennie podwsgzony odsetek komére€D4+CD69+ os6b w grupie chorych z AD w
poréwnaniu z grup oséb zdrowych oraz profil ekspresji receptora pi@zczegélnych przypadkéw w
badanych grupach (na wykresach przedstawipedni, ramka przedstawigredni + btad standardowy,
a wasy sredni = odchylenie standardowe; zastosowano test T-8tagbl=28; N\p=35).

Rd&znicy pomidzy chorymi a zdrowymi nie wykazano natomiast dienkrek
CD4+CD25+, ktorych odsetek jest porownywalny w baah grupach (Rys. 6).
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Rys. 6. Brak rénic w wartdgci odsetka komorek CD4+CD25 pagdzy grup z AD a osobami zdrowymi
oraz profil ekspresji receptora dla poszczegoélnpchypadkéw w badanych grupach (na wykresach
przedstawionosredni, ramka przedstawidredna + blad standardowy, a asy srednk = odchylenie
standardowe; N=28; N\p=35).

Populacja o fenotypie CD4+CD25+ uiema jest za heterogennjako ze
znajdup sie wsrdd tych komoérek nie tylko komorki aktywowane, abevniez populacja
komoérek regulatorowych. Aby zbatlaczy pomimo braku ric w heterogennej
populacji komoérek CD4+CD25+, poziom komorek regmatvych (Tregs),
CD4lowCD25hi [Bryl i wsp. (Int Immunol 2008 w druluest r&ny w obu badanych

grupach wykonano anadizpolegajgca na poroéwnaniu liczby komorek o fenotypie

35



CD4lowCD25high limfocytéw z bramki limfocytow CD448125+, ktora wykazata
znamiennie obabny odsetek komorek regulatorowych w grupie osdaryath (Rys. 7).
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Rys. 7. Obnienie odsetka komorek regulatorowych o fenoty@ixtlowCD25+w grupie oséb z chorab
Alzheimera (na wykresie przedstawiono medjarmmka przedstawia percentyle, asw wartéé Min-
Max; Nx=28 Nyp=35)

W toku dalszej analizy komérek aktywowanych ex viwgkazano wysoce
znamiennie podwaszony odsetek komorek o fenotypie CD4+CD95+, amiyge
charakterystycznego dla aktywacji (Baryshnikov X., 1997), u chorych z AD w
poréwnaniu z gruposob zdrowych w poréwnywalnym wieku (Rys. 8).
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Rys. 8. Znamiennie podugzony odsetek komorgRD4+CD95+ markera aktywacji, z krwi petnej oséb
z chorola Alzheimer z grup oséb zdrowych oraz profil ekspresji receptora glaszczegdéinych
przypadkéw w badanych grupach (na wykresie przedste sredni, ramka przedstawig&rednia + blad
standardowy SEM, aasy $rednh + odchylenie standardowe SDy#P8; Nyp=35).

Badanie odsetka komorek pozytywnych pod wdgm obecngci antygenu
HLA-DR wykazato nieznamienie podwszony odsetek komorek pozytywnych
zaréwno dla populacji komorek CD3+ (Rys 9A) jakD4€+ (Rys 9B) w populacji oséb
chorych.
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Rys. 9 Poréwnanie wardo odsetka komoérek pozytywnych pod waigm obecnéci markera

aktywacji HLA-DR , z krwi petnej 0os6b z chor@bAlzheimer z grup os6b zdrowych, na komorkach
CD3+ (A) oraz na komorkaclCD4+ (B) (na wykresach przedstawiorsoedni, ramka przedstawia
sredni + blad standardowy, a agy sredni + odchylenie standardoweN28; Nyp=35).
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4.2 Poréwnanie zmian fenotypu limfocytbw T u os6b drowych i
chorych z AD w wyniku stymulacji przeciwciatem antyCD3 oraz
mieszanim przeciwciat antyCD3antyCD28

W zwiazku z przedstawian wyzej obserwaci wzrostu odsetka limfocytow T
wykazupcych cechy aktywacji we krwi os6b chorych na ADstamowiono porowria
wielkos¢ odpowiedzi tych komorek na stymulacjimmobilizowanym przeciwciatem
antyCD3 lub mieszaninprzeciwciat antyCD3 i antyCD28. Stymulacji przecialem
antyCD3 uyto w zal@eniu, ze istnieje maliwos¢ dostarczenia dodatkowego sygnatu
przez znajdujce s¢ w puli PBMC komorki prezentage antygen, natomiastzycie
stymulacji antyCD3 w patzeniu z antyCD28 miato na celu wzbudzenie maksyejal

niezalenej od stymulacji aktywacji.

4.2.1 Poréwnanie zmian fenotypu limfocytéw T u osolz AD i os6b
zdrowych zwigzanych z aktywacp za pomo@ przeciwciata
antyCD3

Nie wykazano rénic w odsetkach komorek CD4+CD28+ oraz CD4+CD25+7fo0i
120 godzinach stymulacji poguizy grum oséb chorych a zdrowymPRodobnie nie
znaleziono rénic w dynamice zmialiczebndci obu tych populacji komérek mierzonej

réznica migdzy procentem komérek ex vivo a wynikiem dla 720 hodzin.

Badano rownig odsetek komoérek CD4+ pozytywnych pod wvezigim

powierzchniowego wysgpowania antygenu CD152. Receptor ten jest homaiogee
zarazem antagonistCD28 jako,ze obie te casteczki konkuryj o miejsce wijzania

tych samych ligandéw CD80 i CD86. Chaciaola CD152 w odpowiedzi
immunologicznej nie zostata do tej pory jednozné&poznana, to uwa sk, ze jest to

czasteczka, ktérej rola pomaga na negatywnej regutaigiowiedzi immunologicznej i
wyhamowywaniu proliferacji limfocytow T.
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Wykazanoze odsetek komérek CD4+CD152+ jest istotnieksty u chorych z AD w
poréwnaniu z grup zdrowych po 72 godzinnej stymulacji antyCD3, ktéoardznica
utrzymywata si rowniez po 120 godzinach. (Rys. 10). Badanie odsetka kekno
CD4+CD152+ ex vivo wykazalyze jest on bliski zera i porownywalny w obu
badanych grupach.
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Rys. 10 Znamienne statystycznie podszenie odsetka komérek CD4+CD152+ w grupie osoD 8
72 (A) i 120 godzinachR) stymulacji antyCD3 (na wykresie przedstawiono rasg wasy wyznaczaj
percentyle; zastosowana test U-Manna Whitneya,0;@5; N¢=15; Nap=15).

Wykazano znamiennie istatn roznice dotyczca wzrostu odsetka komoérek
CD4+CD152+ po 120 godzinach w poréwnaniu z 72 guwami zaréwno dla grupy
0s6b z AD jak i grupy osob zdrowych.

4.2.2 Poréwnanie zmian fenotypu limfocytéw T u osolz AD i oso6b
zdrowych zwigzanych z aktywacp za pomo@ przeciwciata
antyCD3 oraz antyCD28

W kolejnej czsci bada jedynie w przypadku odsetka komérek CD4+CD152-6wan
po 72 jak i po 120 godzinnej stymulacji antyCD3&MD28 wykazano rénice w
kierunku podwyszonego odsetka tych komorek w grupie oséb chotn72 godzin
roznica znajdowata gina pograniczu znamienfw statystycznej, natomiast po 120
godzinach byta jawysoce znamienna. Odsetek komoérek CD4+CD152+wx wiobu
badanych grupach byt bliski zero i nie wykazywadinych ranic pomedzy pacjentami

z AD a osobami zdrowymi.
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Nie wykazano znamiennie istotnychznic zaréwno dla grupy osob z AD jak i grupy
0s6b zdrowych porowngg odsetek komérek CD4+CD152+ po 72 i 120 godzinach.

72 godzinna stymulacja antyCO3/antyCD28 120 godzinna stymulagja antyCD3antyCD28
45 45
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Rys. 11 Podwiszony odsetek komoérek CD4+CD152+ w populacji os@izzaréwno po 72 godzinnej
stymulacji antyCD3antyCD28 (A) (#fiica na pograniczu znamierigo statystycznej) jak i po 120
godzinach hodowli (B) (wysoce znamiennamaa statystyczna) (na wykresie przedstawiono nmedia
wasy wyznaczaj percentyle; zastosowano test U-manna Whitneya,0as0=15; Nyp=15 ).

Dla pozostatych obserwowanych populacji limfocytdwo fenotypie CD4+CD28+,
CD8+CD28+ i CD4+CD25+ nie wykazanozroc w odsetkach porgilzy badanymi
grupami. Nie stwierdzono zeréznic w dynamice zmian proporcji w afirie tych
populacji poréwnujc réznice pomidzy odsetkiem komorek ex vivo i po 72 i 120
godzinach stymulaciji.

4.3 Poroéwnanie dynamiki proliferacji limfocytow T u oséb chorych z
AD 1 grupie osOb zdrowych zaleénej od stymulacji przeciwciatem
antyCD3 oraz mieszaniig przeciwciat antyCD3antyCD28

Stwierdzonoze stymulacja przeciwcialem antyCD3 z jednoczdsystymulacy
antyCD28 znacgo zwkksza liczlg podziatdw na komérkw populacji CD4+CD28+
w obu badanych grupach w poréwnaniu ze stymalsamym antyCD3 (Rys. 12) jak i
pozostate parametry charakterying dynamik cyklu takie jak wspoétczynnik
proliferacji, liczba prekursorow oraz procent dzigch sé komoérek. Dodatkowo
wykazano,ze komérki CD4+CD28+ os6b z AD wykaaugnamiennie wisz liczbe
podziatbw na komérk w wyniku 72 godzinnej stymulacji przeciwcialem @DD3,
ktdra to ré@nica nie jest znamienna po 120 godzinach. W przypastymulacji
antyCD3antyCD28 nie wykazano znamiennychznié migdzy obiema badanymi

grupami.
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Rys. 12 Znamiennie wigza liczba podziatéw na koma@rpo 72 i 120 godzinnej stymulacji mieszanin
przeciwciat antyCD3/antyCD28 w poréwnaniu z pojetym przeciwcialem antyCD3 w przypadku obu
badanych grup oraz znamienniezsya liczba podziatéw na kom@rkcD4+CD28+ w wyniku stymulaciji
w grupie 0séb z AD (na wykresie przedstawiono maglia wasy wyznaczaj percentyle; zastosowano
test U-Manna Whitneya; i¥15; Nyp=15; * - p<0,05).

Podobne wnioski przyniosty wyniki otrzymane po &t@mulacji, po ktérych podwojna
stymulacja powodowata znamiennie 8w liczbe podzialdw komorkowych w
poréwnaniu ze stymulagcjsamym przeciwcialem antyCD3, jak rowhiewickszata
pozostale parametry cyklu. Tym niemniej po 120 stagji zaréwno samym
przeciwciatem antyCD3 jak i mieszanilftD3CD28 nie wykazano juznamiennych

roznic.

4.4 Ocena efektu p-amyloidu na odpowied proliferacyjna

limfocytow CD4+CD28+ oraz na fenotyp limfocytow T

W kolejnym etapie badazadano pytanie czy obeddoamyloidu wywotuje
proliferacg komérek CD4+CD28+ u os6b zdrowych i chorych oray modyfikuje
efekt dziatania antyCD3 i antyCD3antyCD28.

Pocatkowa stymulacja, do ktorejzyto jedynie peptydéw B, w stzeniach Lg/ml
oraz 2,mg/ml na milion komorek, nie dostarczyta wynikow p@tajcych wnioskowa
o ich stymulugcym efekcie na komaorki.(zarowno w przypadku os@ixzjak i zdrowe]
grupy kontrolnej) (Rys. 13). Przetestowano wszgstkipeptydy, w g¢eniach 2,5g/ml
oraz Jug/ml na milion komoérek, a przyktadowe wyniki dlagtgdu 1-42 zilustrowano

na rysunku 24 (efekt wszystkich 3 peptydéw byt pargwalny).
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Rys. 13 Przykltadowe wyniki dwiadczenia pilotowego polegaego na stymulacji komérek PBMC
(10°%ml), amyloidem A1-42 w stzeniu 2,;g/ml (A) oraz Lg/ml (B) w poréwnaniu z komérkami
niestymulowanymi stanowtymi kontrok (C) (120 godzinna inkubacja; chory z AD — wynik
reprezentatywny dla dwiadczé wykonanych dla 3 oséb z AD i 3 zdrowych).

Po ustaleniuize samep-amyloidy nie powoduwj proliferacji badanych komoérek
postanowiono sprawdzi czy kontakt z-amyloidem mae modyfikow& odpowied
proliferacyjra  indukowan ~ przeciwcialem antyCD3 4oz tez mieszan
antyCD3antyCD28.

W kolejnych hodowlach zywano stymulacji antyCD3 w kombinacjifzamyloidami w
stezeniu Jug/ml na milion komérek (po wcéeiejszych eksperymentach pilotowych
wykazupcych, ze stzenie to modyfikuje efekt dziatania antyCD3 w stapni
porownywalnym ze ggeniem 2,5ul/ml).

Identyczny ukfad diwiadczalny przyjto dla stymulacji petnej zayciem mieszaniny
przeciwciat antyCD3antyCD28, rowriestosugc peptydy jako czynniki potencjalnie

modyfikujace parametry cyklu komorkowego. Oba wariantysvdadczeé zostaty
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przeprowadzone na ghhastoosobowej grupie pacjentdw z AD i réwnoliczgejipie
0s0b zdrowych w podesziym wieku.

Po 72-godzinnej stymulacji przeciwcialem antyCD&ave poszczegolnymi peptydami
B-amyloidu, analizujc zmiany w liczbie podziatow na komagknie stwierdzono efektu

modyfikujacego peptyddéw (Rys. 14).
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Rys. 14. Brak zmian w liczbie podziatdw na komowk przypadku kostymulacji peptydami 1-42, 1-40
oraz 25-35 zaréwno w grupie 0séb z AD jak i w pemjku grupy kontrolnej. Znamiennazrica w
liczbie podziatdw na koméek pomiedzy grup z AD a zdrowymi dotycgra stymulacji antyCD3 w
pofaczeniu z peptydami 1-42, 1-40 i 25-35. Gwiazdki azaj znamienne statystycznie zrice
pomigdzy grup chorych z AD a grupkontrolm.*-p,0,05; N¢=15; Nyp=15)

Zmiarg taka w przypadku analizowanego parametru zaioma natomiast po 120
godzinach, po ktorym to czasie zastosowanie pepteamyloidu powodowato
podwyzszenie liczby podziatbw w przypadku obu badanychpgmie stwierdzono
natomiast rénic dotycacych liczby podziatbw na komogk pomiedzy obiema

badanymi grupami.
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Rys. 15. Znamienne statystycznie podsaenie liczby podziatbw na komerkwyniku modyfikacji
dziatania przeciwciata antyCD3 za pomaqmeptydow-amyloidu (na wykresie przedstawiono megliaa
wasy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolejaopar Wilcoxona, *-p<0,05, **p<0,01; p<0,05;

Ny=15; Nap=15).

W przypadku porownania podwadjnej stymulacji z/eciem antyCD3 i antyCD28 oraz

poszczegolnych peptydé-amyloidu, po 72 godzinach nie stwierdzogeby ich

obecnd¢ powodowato zwikszenie liczby podzialtdw na komarkpotwierdzone

znamiennécia statystycza (Rys. 16).
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Rys. 16. Brak zmian w liczbie podziatéw na komgvkwyniku kostymulacjp-amyloidami 1-42, 1-40
oraz 25-35 w poréwnaniu z dziataniem samej miesgapizeciwciat antyCD3/antyCD28 (na wykresie
przedstawiono median a wasy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolefeopar Wilcoxona,
Nk=15; Nyp=15).

Efekt modyfikupcy dziatania przeciwciat antyCD3/antyCD28 zauw@o natomiast po
120 godzinach, ale znamiersdcstatystycza uzyskano jedynie w grupie osob chorych z
AD, w ktorej to dziatanie peptydogamyloidow 1-42 oraz 25-35 zekszajce liczly
podziatdbw na komork byto znamienne statystycznie. W grupie oséb zdobwy
zaobserwowano natomiast tendeney kierunku zwgkszenia liczby podziatdbw na
komorke w wyniku dziatania peptydéw 1-42, 1-40 i 25-35 omatast nie zostata ona

potwierdzona znamieniaia statystycza (Rys. 17).
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Rys. 17 Znamienne podwszenie liczby podziatdw na komarkv wyniku dziatania peptydéw 1-42 i 25-
35 jako kostymulatoréw w poréwnaniu z samym anty@D8/CD28 w grupie 0osob z AD. Tendencja, nie
potwierdzona statystycznie, do podwyania liczby podziatéw w grupie os6b zdrowych prgeptydyp-
amyloidéw w poréwnaniu ze stymulacgam, mieszania przeciwciat antyCD3/antyCD28 (na wykresie
przedstawiono median a waSy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolefpeo par Wilcoxona
*-p<0,05, **p<0,001; N¢=15; Nyp=15).

Jednoczénie z liczly podzialtbw na komork potencjalne dziatanie moduice
stymulacg antyCD3 oraz antyCD3/antyCD28ledzono na podstawie pozostatych
parametrow cyklu komérkowego takie jak wspoétczynpibkliferacji, procent komérek
ulegapcym podziatom, liczba prekursoréw komaorkowych.

Wykazano,ze peptydyp-amyloidéw ju po 72 godzinach wplywajna podwyszenie
wspoitczynnika proliferacji w obu badanych grupachperéwnaniu ze stymulagi
samym przeciwcialem antyCD3 ( Rys. 18). W przypadkab z AD efekt modulagy
polegajcy na podwyszeniu wspoétczynnika proliferacji w stosunku do nsiyacji
przeciwciatem antyCD3 dotyczyt wszystkich 3 baddnyeptydow w grupie oséb z
AD, natomiast w grupie kontrolnej znamies@tatystyczna zostata potwierdzona dla

peptydéw 1-42 oraz 1-40.
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Rys. 18 Znamienne statystycznie podsgenie wspoiczynnika proliferacji w wyniku dziatani
wszystkich peptyddvB-amyloidu w poréwnaniu ze stymulacgamym przeciwcialem antyCD3 w grupie
0s6b z AD i ten sam efekt w przypadku dziataniatysyp 1-42 i 1-40 w grupie os6b zdrowych (na
wykresie przedstawiono medign a wasy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolejao par
Wilcoxona; *-p<0,05; **-p<0,01, ***-p=0,001; N=15; N\p=15).

Po 120-godzinnej stymulacji efekt ten nie tylko zytnywat sg, ale te ulegt
znacznemu zwkszeniu. Po 5 dobach wspotczynnik proliferaciji veypadku komaérek
stymulowanych przeciwcialem antyCD3 i peptydami lghdamiennie wiszy w
stosunku do stymulacji samym przeciwciatem zaréwngrupie chorych z AD jak i w
grupie kontrolnej w przypadku wszystkich 3 badangeptydow (Rys. 19)
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Rys. 19 Znamienne statystycznie podsaenie wspotczynnika proliferacji w wyniku dziatani
wszystkich peptyddvp-amyloidu w poréwnaniu ze stymulacgamym przeciwcialem antyCD3 w grupie
0s0b z AD i grupie kontrolnej w przypadku 3 baddnpeptydéw —amyloidu (na wykresie przedstawiono
mediar, awsy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolefaopar Wilcoxona; *-p<0,05;

**.p<0,01, **-p=0,001; Nk=15; N\p=15).

W przypadku petnej stymulacji uzyskanej za pommzeciwciat antyCD3/antyCD28
rowniez stwierdzonoze peptydyB-amyloidéw modyfikuj wspotczynnik proliferacii
komoérek CD4+CD28+ znamiennie go podwsgapc W przypadku wszystkich trzech
peptydéw w grupie chorych oraz w przypadku peptifl?2 w grupie os6b zdrowych
(Rys. 20)
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Rys. 20 Znamiennie podwyzony wspéiczynnik proliferacji w wyniku modulacji2 godzinnej
stymulacji antyCD3/antyCD28 przez wszystkie 3 pdpty-amyloidow w grupie os6b z AD oraz
analogiczny efekt w przypadku peptydu 1-42 w grups®b zdrowych (na wykresie przedstawiono
mediar, a wsy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolejaopar Wilcoxona; *-p<0,05;

**.p<0,01, **-p=0,001; N¢=15; Ny\p=15).

Po 120 godzinach, chotendencja do podwgzania wspoétczynnika proliferacji w
poréwnaniu z samstymulacy antyCD3/antyCD28 jest nadal wyre w grupie osob z
AD oraz w grupie kontrolnej w przypadku peptydu Z-4o r&nice te okazaly ginie
by¢ znamienne statystycznie (Rys. 21)
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Rys. 21 Zachowana tendencja do pozbmanie wspotczynnika proliferacji przez peptydamyloidow
w poréwnaniu ze 120 godzianstymulacj antyCD3/antyCD28 w obu badanych grupach, nie
potwierdzona znamienioia statystycza (na wykresie przedstawiono medfan a wasy wyznaczaj

percentyle; wykorzystano test kolefgopar Wilcoxona; N=15; Nyp=15).

Wyniki $wiadczace o wplywie B-amyloidow, polegacym na podwyszeniu
parametrow dynamiki cyklu komorkowego wykazano r@ainw przypadku procenta
dziehcych s¢ komorek dla stymulacji antyCD3 (Ryc. 22 i 23) orda stymulacji
antyCD3antyCD28 (Ryc. 24 i 25).
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Ryc. 22 Znamiennie podugzony procent dzigtych s¢ komérek CD4+CD28+ w wyniku modulacji
dziatania stymulacji antyCD3 przgeamyloidy w grupie oséb z AD oraz brak takiego éfiel grupie
0s6b zdrowych po 72 godzinnej inkubacji. (na wylegsrzedstawiono median a wasy wyznaczaj
percentyle; wykorzystano test kolefigopar Wilcoxona; N=15; Nyp=15).
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amyCD2+ Abetz 1-20 ] ) R )
ayCD3+ Abets 25-35 ) ) ) N

Ryc. 23 Znamiennie podugzony procent dzigtych s¢ komoérek CD4+CD28+ w wyniku modulacji
dziatania stymulacji antyCD3 prz@zamyloidy zaréwno w grupie os6b z AD jak i grupienkrolnej oséb
zdrowych po 120 godzinnej inkubacji (na wykresiegustawiono median a wasy wyznaczaj
percentyle; wykorzystano test kolefisopar Wilcoxona; N=15; Nyp=15).
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Ryc. 24 Znamiennie podwgzony procent dzigtych sé komérek CD4+CD28+ w wyniku modulacji
dziatania stymulacji antyCD3/ prz@zamyloid 1-42 i 25-35 w grupie 0s6b z AD oraz btakiego efektu
w grupie os6b zdrowych po 72 godzinnej inkubaaja (wvykresie przedstawiono median a wasy
wyznaczag percentyle; wykorzystano test kolefaopar Wilcoxona; N=15; Nyp=15).

KOMTROL A

CO4+CD284
20 godzin

% prolifen jgoych komare k

Ryc. 25 Znamiennie podwgzony procent dzigtych sé komérek CD4+CD28+ w wyniku modulacji
dziatania stymulacji antyCD3/28 prz@zamyloidy w grupie os6b z AD oraz grupie oséb zdrolvpo
120 godzinnej inkubacji. (na wykresie przedstawiomediar, a wiSy wyznaczaj percentyle;

wykorzystano test kolejdoi par Wilcoxona; N=15; N\p=15).
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Postanowiono zbadazy wczéniej omowiony wplyw peptydovg-amyloidow whaze

sie ze zmianami w diugei cyklu komdérkowego oraz zmianami w czasie piaej z
fazy GO do G1 limfocytow CD4+CD28+.

Analizujac wptyw 3 peptyddéw na zmiany diugm cyklu komorkowego w patzeniu
ze stymulagj przeciwcialem antyCD3 stwierdzono znamienne statysie skrocenie
cyklu w przypadku dziatania peptydu 25-35 w pordminaze stymulag samym
antyCD3 w obu badanych grupach, a modulacja peptydad2 i 1-40 rownig data
efekt skrocenia diugei cyklu komérkowego o okoto 2 godziny (poréwnagiednich)
zarowno wrod chorych z AD jak i w grupie kontrolnej (Rys.)26ha: nie zostat on

potwierdzony znamiennoia statystycza.

AD KONTROLA,
30 . T . T . T 30 T . T

{ 1L

diugose eyvklu komarkowego [h)

10

antyCD 3 + - - - _ - _
antyCD 2 + Abetal<dZ - + - - _ . - .
antyCD 3 + Abstal-40 - - + - _ . _ n
antyCD 3 + Absta2s-25 - - - +

Rys. 26 Skrdcenie diugoi cyklu komoérkowego w wyniku modulacji stymulagintyCD3 przez peptyd
1-42 w obu badanych grupach oraz analogiczna tefalem przypadku peptydéw 1-40 i 25-35 (na
wykresie przedstawiono medign a wasy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolejao par
Wilcoxona, *-p<0,01; N=15; Nyp=15).

Natomiast czas przajia z fazy GO do G1 okazateswydtuzony pod wplywem
peptydéw jedynie w grupie os6b zdrowych, gdzie peata ten okazat siznamiennie
wigkszy w rezultacie modulacji dziatania stymulacjity®2D3 przez A 1-42, ché
roznica ta jest rownie zauwaalna w przypadku peptydéw 1-40 i 25-35 mimo nie

stwierdzenia znamienio statystycznej. Zmian takich nie zaobserwowanarupie
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0s0b z AD, w ktérej to peptydy amyloidu nie powoduajzmian w dtugéci przefcia z
fazy GO do G1 w poréwnaniu ze stymutasamym przeciwciatem antyCD3 (Rys. 27).

AD K.ONTROLA,

(1]

[==)

&1l
[m=]

czas przejscia GO=G1
(h]

antyCD3 + > - - - - - -
antyCD3 + Abetal-42 - + - - - - - -
antyCD3 + Abetal-40 - - + - - - - -
antyCD3 + Abeta2S25 - - - + - - - w7

Rys. 27 Wydlaenie czasu przgjia z fazy Go do G1 w wyniku dzialania peptydu 1w42z z antyCD3
w porownaniu ze stymulagjsamym przeciwcialem w grupie oséb zdrowych oradoboma tendencja w
przypadku peptydéw 1-40 i 25-35 w tej samej grufsia wykresie przedstawiono mediana wasy
wyznaczag percentyle; wykorzystano test kolefjoopar Wilcoxona, *-p<0,05; N=15; Nyp=15).

W przypadku obserwacji potencjalnej modulacji efektpetnej stymulaciji
(antyCD3/antyCD28) przez poszczegdlne pepdynyloidow nie stwierdzono zmian
w dtugasci cyklu komérkowego potwierdzonych znamiebeig statystyczm, tym
niemniej widoczna jest tendencja do skrocenia cykumorkowego w obecroi
peptydow w obu badanych grupach (Rys. 28), podojakieniato to miejsce podczas
stymulacji antyCD3.
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antyCD ¥23 + - - - L - - -
anty GO ¥ 28+Abstal-42 - + - - - + - -
anty CD ¥ 28+Absta1-40 - - + - - - + -
antyCD ¥28+Absta25-25 - - - +

Rys. 28 Nieznamienna statystycznie tendencja dixcskia dtugéci cyklu komoérkowego w wyniku
modyfikacji dziatania stymulacji antyCD3/antyCD2&ez peptydy-amyloidéw w grupie oséb z AD
nie zaobserwowana w grupie 0s6b zdrowych (na wikm@zedstawiono median a wasy wyznaczaj

percentyle; wykorzystano test kolefigopar Wilcoxona; N=15; N\p=15)

Podobnie w przypadku dziatania peptydéw 1-42, 12835 na zmiany w diugaoi
czasu przégia fazy GO do G1 podczas stymulacji antyCD3/ant282mian o

istotnaci statystycznej nie wykazano (Rys. 29)

AD KONTROLA
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1 I: 1

antyCD 328 + _ . _ 5 o o =
antv CD ¥28+Abetal-42 - + - - - + - -

antyCD ¥28+Abetal-40 - -  + - - -+ -
antyCD ¥28+Abeta?5 25 - - + _ - - s

Rys. 29 Brak znamiennych statystycznie zmian w iezaszefcia z fazy GO do G1 pod wplywem
modyfikacji stymulacji antyCD3/28 przeg-amyloidy w obu badanych grupach (na wykresie
przedstawiono median a wasy wyznaczaj percentyle; wykorzystano test kolejad par Wilcoxona;
Nk=15; Nyp=15).
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4.5 Poréwnanie sgzen cytokin Thl/Th2 w surowicy krwi oraz w
supernatantach z  hodowli komorkowych  stymulowanych

przeciwciatem anty CD3 w kostymulacji z A1-42

4.5.1 Sezenie cytokin Th1/Th2 w surowicy krwi 0os6b z chorol Alzheimera w

porownaniu z grupa kontroln g 0sob zdrowych

Badaniem oljto szécioosobowy grupe 0séb chorych oraz tak samo liazgrupe
kontrolm, w ktérych to grupach pojawily sipewne znamienne statystycznienige
pomimo ich matej liczebrsgi. W pocatkowym etapie badano ¢gkenia cytokin w
surowicy krwi, pacjentdw oraz oséb z grupy kontepln

Zaobserwowano tendercpo podwyszonego stzenia yINF w surowicy krwi oséb
chorych z AD w poréwnaniu z gragkontrolm (Rys 30), ché réznica ta nie okazatacsi

by¢ znamienna statystycznie.

padmi

stezenie IFM w surowicy Krii

Rys. 30 Nieznamienna statystycznie tendencja wuklar podwyszonego stzenia INF w surowicy
chorych z AD (p=0,07) (na wykresie przedstawiéredni + blad standardowy; wykorzystano test T-
Studenta; Wp=6, Nx=6).
140
120
100
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60 '“““*nakh\\x\ \\x““gxxw
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MMSE
Rys. 31 Ujemna korelacja pogdzy stzeniem INF w surowicy krwi, a punktacjw teicie MMSE,

stezenie INF w surowicy
krwi
(pg/ml)
[2)

potwierdzona znamienfoig statystycza. Korelac badano w grupie oséb z AD wraz z gilgontrolm
0s0b zdrowych. \b,=6, N¢=6.
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Zbadano rownie poziom dwoch pozostatych cytokin produkowanychepriimfocyty
Thl, TNF i IL-2, lecz w tym przypadku nie zauwemo r&nic pomiedzy badanymi

grupami dla sizenia TNF w surowicy krwi (Rys. 32).

-4
=1

53]
3]

(paitml

(1]
[==1]

on
wn

stezenie THF w surowicy ki

Rys. 32 Poréwnanie gtenia TNF w surowicy krwi 0s6b z AD oraz os6b zdretvyg grupy kontrolnej,
ktére nie wykazatlo znamiennychzréc pomidzy grupami (na wykresie przedstawiogredni + blad

standardowy; wykorzystano test T-Studentg;$6, N¢=6).

Przy poréwnaniu gken cytokin z grupy Th2 wykazano znamiennie podsaony
poziom IL-4 u chorych z AD w stosunku do grupy koliej (Rys. 33).

stezenie IL-4 w surowicy krwi
(pg/ml)

Rys. 33 Znamiennie podwsgzone stzenie IL-4 w surowicy krwi os6b z chorgl\lzheimera w
poréwnaniu z grupkontrolm os6b zdrowych (na wykresie przedstawidredni + blad standardowy;
wykorzystano test T-Studentayhe=6, N¢=6).

Wykazano rownig, ze dla badanych grup,egenie IL-4 we krwi koreluje z liczb
punktow uzyskasmw tescie MMSE, czyli z zaawansowaniem chorobkeizalenosé ta

jest odwrotnie proporcjonalna (Rys. 34)
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Rys. 34 Ujemna korelacja pogdizy stzeniem IL-4 w surowicy krwi, a punktacjw tescie MMSE,
potwierdzona znamien®daia statystyczn. Korelacg badano w grupie os6b z AD wraz z grlgontrolm
0s6b zdrowych. =6, Nx=6.

W przypadku IL-10 zaobserwowanozmi@g¢ na pograniczu znamiensmo
statystycznej (p=0,06) portdzy grup oso6b z AD w ktorej stenie tej cytokiny w
surowicy krwi bylo znamiennie wgze w poréwnaniu z grgpkontrolra 0sob

zdrowych (Rys. 35).

e i
RN W

©

stezenie
IL-10 w surowicy krwi (pg/ml)
[
o
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()

K AD

Rys. 35 Podwiszony poziom IL-10 w surowicy krwi oséb z AD w pandaniu z grup oséb zdrowych
(réznica na pograniczu znamierieo statystycznej (p=0,06) (na wykresie przedstawiémedni + blad

standardowy; wykorzystano test T-Studentg;®6, N¢=6)
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Natomiast dla interleukiny prozapalne] IL-6, wykama znamienne podwgzone
stezenie w surowicy krwi 0s6b z AD (Rys. 36).

6.5
6.0
515
~50
£ 45
=40
35
30

2,5

stezenie IL-6 w surowicy krwi

Rys. 36 Znamiennie wingze s¢zenie IL-6 w surowicy krwi 0séb z chorgllzheimera w poréwnaniu z
grup kontrolm, 0séb zdrowych (na wykresie przedstawiéredni + blad standardowy; wykorzystano
test T-Studenta; N=6, Nx=6).

4.5.2 Porownanie poziomu produkcji cytokin Thl/Th2 w wyniku stymulacji
przeciwciatem antyCD3 oraz modulacji tej stymulacjiprzez peptyd A31-42 w obu

badanych grupach.

Znamienne régnice w dynamice cyklu komdérkowego, jakie pojawigje w wyniku
modulacji stymulacji antyCD3 zzyciem 3 amyloidow, spowodowaty;e postanowiono
zbada rowniez czy w badanych grupach produkcja cytokin z grup$/Th2 jest rana.
Badano supernatanty hodowlane zbierane znad konséyelulowanych przez 72 i 120
godzin samym przeciwciatem antyCD3 oraz p#saym przeciwciatem w kostymulacji
Z peptydem 1-42 i analizowano zmiany w produkcjszmzegolnych cytokin z grup
Th1/Th2.

Pomimo stosunkowo niewielkich grup badanych, wgkear pewne znamienfo
statystyczne, ktore #@ia obie grupy pod wzgem produkcji cytokin.

W przypadku stzenia TNF po 72 godzinach stymulacji nie stwierdzamanic
pomiedzy grum chorych i zdrowych, co zaobserwowano zaréwno weswgtantach
znad hodowli stymulowanych tylko przeciwcialem &BDB8 jak i tych gdzie do
kostymulacji uyto Ap1-42. Podobny wynik przyniosty obserwacje po 12@zgoach
hodowli, po ktdrych to, nie wykazano statystyczraeamiennych zmian rulzy

grupami.
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Warto jednak zauwg¢, ze po 72 godzinach,gtenie TNF w grupie z AD, zaréwno w
przypadku stymulacji samym antyCD3 jak i modyfikaej stymulacji przez B, jest
widocznie nisze w poréwnaniu z grgpkontrolm, cha obserwacja ta pozostaje
nieznamienna statystycznie (Rys. 37).
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[d 72hantyCD3 (=] 120h antyCD3
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Rys. 37 Znamienne statystycznie podsaenie sizenia TNF w supernatantach hodowli komérkowych
stymulowanych antyCD4+amyloigl-1-42 w poréwnaniu ze stymulacjsamym antyCD3 po 120

godzinach w grupie os6b zdrowych. (na wykresie gstaviono srednia + blad standardowy;
wykorzystano test T-Studentapdhe6, N¢=6).

Podobnie w przypadku interleukiny 10, u osob z ARzenie tej cytokiny w
supernatancie zarowno po stymulacji antyCD3 jak ispymulacji tym przeciwciatem
oraz A31-42 jest nisze u oséb chorych z AD, natomiastniga ta nie wykazuje
znamiennéci statystycznej. Natomiast po 120 godzinach hodowl przypadku
stymulacji antyCD3 + B1-42 zaobserwowano znamienne pogsegnie sizenia tej
cytokiny w stosunku do wyniku po 72 godzinach holidRys. 38).
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Rys. 38 Znamiennie podwgzone stzenie IL-10 w supernatantach hodowli stymulowanyalpamog
przeciwciata antyCD3 i Al1-42 po 120 godzinach w poréwnaniu z wynikiem pa@dgdzinach w grupie
0s6b z AD. (na wykresie przedstawiodtedni + btad standardowy; wykorzystano test T-Studenta;
Nap=6, Nx=6; *-p<0,05).

Produkcja interleukiny II-2 zwzana jestcisle z tempem proliferacji komorek, jakie
cytokina ta jest czynnikiem wzrostu limfocytéw T.yWazanoze modulacja stymulaciji
Zz wyciem amyloidu 1-42 powoduje zgkiszora produkcg Il-2 zarbwno w grupie oséb
chorych z AD (72 i 120 godzin) jak i w grupie osarowych (72 godziny) (Rys. 39).
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Rys. 39 Znamiennie podwsgzona produkcja Il-2 w wyniku modulacji stymulaajityCD3 za pomagch
amyloidu 1-42 zaréwno w grupie z AD po 72 i 120 giodch jak rownie w grupie oséb zdrowych po 72
godzinach. (na wykresie przedstawigmedni + btad standardowy; wykorzystano test T-Studenta;
Nap=6, Nx=6; *-p<0,05).
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W przypadku interleukiny II-6, ktéra nae do grupy cytokin odpowiedzialnych za
inicjowanie odpowiedzi zapalnej, zauwo, ze w grupie 0s6b zdrowych jejesenie
jest wyzsze, zaréwno po stymulacji antyCD3 jak i antyCDS8il-42 po 72 godzinach
hodowli, czego nie potwierdzono jednak znamieonrostatystycza. R&nica ta po 120
godzinach przestaje byauwaalna w efekcie stymulacji antyCD3, ale nadal utrayem
si¢ dla antyCD3 + BR1-42. Wykazano znamieamdznice w skzeniu II-6 w grupie oséb
z AD pomkdzy 72 a 120 godzinami stymulacja antyCD3 3LA42.
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Rys. 40 Znamienna #aica pomgdzy stzeniem IL-6 po 72 godzinach stymulacji antyCDB amyloid a
120 godzina stymulacj. w grupie chorych z AD (na wykresie przedstawiofredna * biad
standardowy; wykorzystano test T-Studentg; 6, N«=6; *-p<0,05).

Badajc stzenie II-4 w obu wariantach stymulacji (antyCD3 tydl®D3+AB1-42) po 72

i 120 godzinach hodowli, zauw@no, ze zarébwno w grupie osob z AD jak i os6b
zdrowych modulacja stymulacji amyloidef powoduje podwsiszenie sgzenia tej
cytokiny w obu badanych grupach, lecz znamidangiatystycza wykazano jedynie
dla grupy kontrolnej i hodowli 120 godzinnej (Ry4.).
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Rys. 41 Znamiennie podwsgzone stzenie 1l-4 w wyniku modulacji stymulacji antyCD3 pgggemp-
amyloidu 1-42, w supernatantach 120 godzinnych Wwiidmmorkowych, w grupie kontrolnej os6b
zdrowych (na wykresie przedstawiofredni + blad standardowy; wykorzystano test T-Studenta;
Nap=6, Nk=6; *-p<0,05).

4.6 Porownanie poziomu lipidéw w surowicy krwi pajentow z
choroly Alzheimera z grupa kontroln g osob zdrowych oraz proba
korelacji tego parametru ze zmianami w cyklkkomérkowym oraz

poziomem cytokin

4.6.1 Poréwnanie poziomu lipidow w surowicy krwi pcjentow z choroly

Alzheimera z grup kontroln g 0os6b zdrowych

Zgodnie z przestankami literaturowymi i danymi remat hipercholesterolemii u
pacjentow z chorabAlzheimera, cata badana grupa byla przebadanawagitdem
catkowitego poziomu cholesterolu, z wyszczegolreemiLDL i HDL oraz poziomem
trojglicerydow.

Wyniki w tej czsci pracy potwierdzaj wcze&niejsze dane, $wiadcace o
podwyzszonym poziomie cholesterolu w grupie chorych (R4BA). Wykazano,ze
wsérod sktadowych tego parametru podsyeniu, potwierdzonemu znamiesoia
statystyczn, ulega s{zenie lipidow LDL (Rys. 42B), natomiast nie stwieothp r&nic
dotyczicych poziomu HLD, a wicz jego obnienie w grupie z AD (Rys. 42C).
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Rys. 42 Znaczne podwszenie poziomu catkowitego cholesterolu choryclHy potwierdzone
znamiennécia statystycza, w poréwnaniu z grup oséb zdrowych (A). Skladowa LDL powoduje
znaczne podwiszenie poziomu cholesterolu i jest rowinEnamiennie wisza w grupie chorych (B).
Stezenie HLD w surowicy krwi 0séb z AD jest niezamiemmizsze w poréwnaniu z grap kontrolra (na
wykresie przestawiondrednh, ramka przedstawidredna = bfad standardowy, wsy przedstawiaj
sredni + 1,96*bhd standardowy; wykorzystano test T-Studenta).

Nie stwierdzono natomiast zmian wesniu trojglicerydow w surowicy krwi,
pomiedzy badanymi grupami, jednak chorzy z AD wykazuj nieco wysze wartéci
tego parametru w poréwnaniu z ggugontrolm (Rys. 43).
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100

K AD
Rys. 43 Brak rénic w stzeniu tréjglicerydow poneidzy grum oséb z AD a grup kontrolm, 0sob
zdrowych (na wykresie przestawioripednh, ramka przedstawidredna + blad standardowy, wsy
przedstawiaj sredni + 1,96*bhd standardowy; wykorzystano test T-Studenta).
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4.6.2 Préba powjzania zmian w postaci podwyszonego poziomu cholesterolu u
0sO6b chorych z AD z parametrami dynamiki cyklu komdékowego oraz

produkcj a cytokin w wyniku odpowiedzi nap amyloidy.

W pracy podjto prok; skorelowania podwszonego poziomu cholesterolu ze
zmienionym fenotypem limfocytow T, ich odmienrnintensywndécia odpowiedzi
proliferacyjnej na kostymulagg uzyciemp amyloidéw oraz produkgjcytokin.
Stwierdzono, lecz jedynie w przypadku grupy komtepl ze poziom cholesterolu
koreluje z odsetkiem komérek CD4+CD95+ (Rys. 44kjorej to obserwacji nie
potwierdzono dla chorych z AD (Rys. 44B).
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Rys. 44 Korelacja potwierdzona znamiefui® statystycza, pomiedzy odsetkiem komorek
CD4+CD95+ a poziomem catkowitego cholesterolu upgg kontrolnej oséb zdrowych (A). Brak takiej

zaleznosci w grupie os6b chorych z AD (B).

Nie stwierdzonazadnych korelacjgwiadczcych o wptywie cholesterolu osoczowego
na parametry dynamiki cyklu komérkowego limfocyt@p4+CD28+.
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Wykazano natomiast wptyw catkowitego cholesterola Bstzenie cytokin. W
przypadku zaréwno grupy oséb chorych jak i zdrowgsldb stanowscych kontroé
potwierdzono ujemmkorelacg pomikdzy catkowitym sizeniem cholesterolu w osoczu
a stzeniem TNF oraz IL-10, IL-6 i IL-4 (Rys. 45).
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Rys. 45 Ujemna korelacja pogdzy catkowitym stzeniem cholesterolu aeggeniem cytokin TNF (A),
IL-10 (B), IL-6 (C) oraz IL-4 (D) w supernatantagio 72 godzinnej hodowli stymulowanej antyCD3 w
kostymulacji z A 1-42 w obu badanych grupach.
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4.7 Analiza korelacji zaawansowania choroby Alzhmera z
fenotypem limfocytow ex vivo oraz parametrami dynamiki cyklu
komorkowego i sgzeniem cytokin  Thl/Th2 w osoczu i

supernatantach hodowlanych.

Zbadano czy zaawansowanie choroby koreluje z pdrame immunologicznymi
takimi jak fenotypex vivo, parametry cyklu komérkowego w poszczegdlnych ajatzh
stymulacji oraz stenie cytokin w surowicy oraz supernatantach stymalg/ch
hodowli komorkowych. Zauwano dodatry korelacg pomkdzy poziomem antygenu
CD28 na komoérkach CD4+ a punktacjzyskarn w tescie MMSE , zarébwno w grupie
kontrolnej jak i u 0s6b z AD (Rys. 46 A). Podobngniki dotyczyty komérek CD8+,
na ktorych poziom CD28 korelowat dodatnio z punktaestu MMSE (Rys. 46 B).
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Rys. 46 Znamienna statystycznie dodatnia korelpojaigdzy poziomem antygenu CD28 na komdrkach
CD4+ (A) i CD8+ (B) u 0séb w obu badanych grupach.
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Nie wykazano zaleosci pomkdzy zaawansowaniem choroby mierzonym
testem MMSE a dynamik proliferacji limfocytow CD4+CD28+ charakteryzowgan
takimi parametrami jak liczba podziatbw na kom@rkvspoétczynnik proliferacii,
procent dzielcych s¢ komorek oraz diug@ cyklu komorkowego i czas przeja z
fazy Go do G1.

W przypadku pomiaru @ten cytokin zarbwno w osoczu krwi jak i w supernatahta
hodowli komorkowych wykazano zaleos¢ miedzy punktaci MMSE jedynie dla
interleukiny 4, dla ktérych wykazano ujemkorelacg (Rys. 34).

Analiza, ktérej celem bylo zbadanie czy pozionolebterolu koreluje z
parametrami cyklu komorkowego, w szczegdlnoz r&na dynamilky proliferacji

limfocytow CD4+CD28+ 0s0b z grupy kontrolnej oralzocych nie wykazata takiej
zaleznosci.
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5. DYSKUSJA

Choroba Alzheimera natg do schorzé neurodegeneracyjnych, powositych
upcsledzenie funkcji poznawczych i zmiany w ¢@bre ukfadu nerwowego, tym
niemniej zaburzenia w olfsie ukiadu immunologicznego oraz stan zapalny
towarzyszacy chorobie zostaly w przegju ostatnich lat gruntownie udokumentowane
przez liczne publikacje.

W niniejszej pracy analizowano zmiany fenotypowafticytow T ex vivo, w krwi
petnej oraz zmiany dynamiki proliferacji komérek €BCD28+ w odpowiedzi na
stymulacg przeciwciatlem antyCD3 i mieszanirantyCD3/antyCD28 jak rowniena
stymulacg przeciwcialem antyCD3 w pgdzeniu w peptydamidaacymi fragmentami

B amyloidu: 1-42, 1-40 oraz 25-35. Badano rowngkzenie cytokin Thl/Th2 w
surowicy oraz w supernatantach hodowli stymulowangatyCD3 oraz mieszanin
antyCD3 ip-amyloidu 1-42. Wyniki w niniejszej pracy skfadaic na konsekwentny
obraz zmian dotyegxy limfocytéw T oséb z chorabAlzheimera, ktéry w tak szerokim

aspekcie nie byt dotychczas analizowany.

5.1 Zmiany fenotypowe limfocytow T u chorych z AD wmz ich potencjalne

znaczenie dla funkcjonalnéci komaérek

W badaniach limfocytow ex vivo u chorych z AD stwdeono obniony odsetek
komoérek zarbwno CD4+ jak i CD8+ pozytywnych pod \gdgm obecnéci antygenu
CD28 jak rownie obnizenie ekspresji receptora na powierzchni tych kokokw
literaturze jest niewiele danych na temat eksp@Bj28 na limfocytach CD4 i CD8. W
publikacjach ktére badaly ten aspekt, stwierdzoi®,poziom antygenu CD28 na
komorkach CD3+ u chorych z AD ulega znamiennemuwyadzeniu (Lombardi
V.R.M. i wsp., 1999), jednoczmeie stwierdzajc znamiennie podwigzony odsetek
komoérek CD4+, CD25+ czego w mojej pracy nie wykamat Inna praca potwierdza
podwyzszony odsetek komoérek CD8+CD28+ (Speciale L. i w&p07). W tej pracy
autorzy sugerdj ze podwyszenie odsetka CD8+CD28+ wskazywanoze na
aktywacg subpopulacji CD8+. W mojej pracy stwierdzono r@cabnizong liczbe
komoérek CD4+ i CD8+ z czym wie skt obnizony poziom antygenu CD28 na tych
komorkach, co mee by z kolei spowodowane ich stalym kontaktem z potngm
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antygenem jakim jegt-amyloid, wzmaoma proliferacp i tzw. ‘proliferacyjm starccia’
zwigzam ze zwikszomn liczba podziatdbw komorkowych (Pawelec G., 1995), ktéo
potwierdzitam dla populacji CD4+ stymulowanej prizegatem antyCD3.

Istnieje wiele donieste na temat podwiszonej liczby limfocytow T wykazuagych
znamiona aktywacji u oséb z AD, co potwierdzity réez wyniki niniejszej pracy.
Wykazatam tendengj niepotwierdzos znamiennécia statystycza, ale konsekwentn
wsrod populacji CD4+, do podwigzonego odsetka komorek CD69+ oraz HLA-DR+ u
chorych, co stwierdzono rowriewe wczéniej opublikowanych pracach (lkeda T.,
1991; Shalit F. i wsp., 1995). Potwierdzitame, u pacjentow z AD znamiennie wzrasta
odsetek komorek CD4+CD95+, wynik, ktory pojawik siv wielu wczéniejszych
pracach, ktorych autorzy sugerupe wskazuje on na zwkszony poziom apoptozy
komoérek CD4+ (Lombardi V.R. i wsp., 2004; Richarz iEwsp., 2002), co me
rowniez wyjasnia¢ niezamiennie obnony odsetek komérek CD4+, ktory wykazatam w
swojej pracy. Dodatkowo CD95 jest uznawany za nrapkenej aktywacji limfocytow

T, co mogtobyswiadczy o tym,ze komorki CD4+ pacjentow z chorpBlzheimera g
poddawane przewlektej stymulacji, potencjalnie zdrgdnictwem B-amyloidéw, co
wyjasnia niezamienne zmiany w poziomie wczesnych marvkeaktywacii, takich jak
CD69, a znamienne dla CD95. Ponadto wyniki datgezpopulacji komérek T ex vivo
wskazuj na obniony odsetek komoérek regulatorowych CD4lowCD25higig
pozostaje w sprzeczém z wczéniejszymi doniesieniami (Rosenkranz D., 2007).
Nalezy jednak wspomnie ze w powyszej pracy markerem populacji komoérek
regulatorowych byto biatko FoxP3 w komérkach CD4atamiast w mojej pracy
stwierdzitam obrienie odsetka komorek o niskiej ekspresji CD4 i wysoCD25, nie
badajc przy tym poziomu wiej wspomnianego biatka, co jest uprawnianetod
wyznaczania populacji komorek regulatorowych wedhdgnych literaturowych
(Baecher-Allan C.M. i wsp., 2006).

Podobne zmiany polegae na obnieniu odsetka populacji komoérek regulatorowych
definiowanej jako CD4lowCD25high wykazano w chomlarkinsona (Baba Y. i
wsp., 2005), co me dowodzt, ze zjawisko takie ma miejsce nie tylko w chorobie
Alzheimera, ale tew innych schorzeniach neurodegeneracyjnych.

Powyzsze dane sugerujaktywacg komoérek CD4+, przy jednocésie obnizonym
odsetku komorek CD4+ i CD8+ nagych na swojej powierzchni antygen CD28.
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Analogiczne zmiany fenotypowe zaobserwowano w etawg udowadniag, ze
zmniejszeniu ulega liczebfopopulacji komorek CD4+CD28+ i CD8+CD28+
(Goronzy J.J,i wsp. 2003) oraz limfocyty CD4 u ludzi w podesziym wieku wykazuj
znamiona aktywacji (Pawelec G., 1998), caasi st najprawdopodobniej z procesem
zapalnym, zjawiskiem, ktore jak potwierdzono w wipracach, towarzyszy starzeniu
(Gurven M. i wsp. 2008).

Wykazano zaréwno w przypadku stymulacji samym pweeatem antyCD3 jak i
mieszanin antyCD3/antyCD28ze odsetek komoérek CD4+CD152+4nd chorych jest
znamiennie podwszony w zestawieniu z wynikami dla grupy kontrolnej

Antygen CD152 jest gateczly biatkowa pojawiapca sie na limfocytach w momencie
aktywacji (Mueller i wsp. 2000), konkurga z CD28 o wazanie ligandéw B7.1 1 B7.2
na komoérkach APC, tym niemniej w niniejszych badahinie wykazatam emic w
odsetku komoérek CD4+CD28+ pogdzy grum z AD a osobami zdrowymi w
podesztym wieku, ktére okazatyby ginamienne statystycznie.

5.2 Zmiany dynamiki proliferacji komérek CD4+CD28+ u 0séb z AD i zdrowych w
odpowiedzi na modyfikacg stymulacji antyCD3 i antyCD3/antyCD28 przezp
amyloidy.

Do chwili obecnej zaledwie kilka zespotow zajmowakie badaniami nad
potencjalnymi zmianami dynamiki proliferacji limfgdw T u pacjentow z chorab
Alzheimera, a co za tym idzie istnieje stosunkovwewmele doniesi# na ten temat.
Wszystkie dane dotygze tego zagadnienia zostaly uzyskane zgciem techniki
wykorzystupcej inkorporagi znakowanej tymidyny jako sposéb pomiaru prolifgrac
komorek. Dodatkowo ze wzglu na wspomnian technilke badano cat populacg
komoérek T, bez zrhicowania na populagiCD4 i CD8.

W mojej pracy wykazatam #dice w dynamice proliferacji dla komérek CD4+CD28+
stymulowanych antyCD3 przez 72 godziny (po 120 gwth nie zaobserwowano tego
efektu). Natomiast nie wykazatam takichem@& dla stymulacji w tempie proliferacji
mieszanin antyCD3/antyCD28 mierzonych euizy innymi liczlky podziatdbw na
komorke, wspotczynnikiem proliferacji czy dtugoia cyklu komoérkowego pomdzy
grupa z AD a kontrad w postaci zdrowych ochotnikow, co potwierdgdpniesienia we
wczesniejszych publikacjach (Monsoego A. i wsp., 2003Bhserwacja ta jest spdjna z

wczesniej opisanym aktywowanym fenotypem limfocytéw Tobsz AD. Ju ex vivo

71



limfocyty chorych z AD wykazw znamiona wczaiejszej aktywacji. W wyniku
stymulacji samym przeciwciatem anty CD3 i ewentyainsygnatem dostarczanym ze
strony komorek znajdagych sg¢ wsréd PBMC (takich jak np. monocyty), limfocyty
CD4+CD28+ chorych reagupilniej niz te od oséb zdrowych.

Nie stwierdzitam natomiasteby same peptydy-amyloidu 1-42, 1-40 oraz 25-35,
stymulowaly badane przeze mnie komoérki do proliégradV niektérych wczéniejszych
pracach taki efekt amyloidéw zostat wykazany (MagmA. i wsp. , 2003, Trieb K. i
wsp., 1995).

Od momentu wynalezienia szczepionki stosowanejarych z AD oraz jej zgubnych
efektow dla niektorych pacjentéw (okoto 8%), u ktdr efektem jej podania byta silna
odpowied zapalna prowadgza do aseptycznego zapalenia opon moézgowych i mézgu
zaczto bardziej intensywnie baélabwodow odpowied limfocytéw T, ktdre mogty
by¢ potencjalnymi sprawcami takiego stanu.

Istniep badania udowadnige, ze kmzace limfocyty T § w stanie rozpoznawa
peptydy ledace produktami metabolizmu biatka APP oraz reagowa nie. Tak
odpowied w postaci zwikszonej proliferacji komoérek T mierzonej zygiem metody
inkorporacji znakowanej tymidyny wykazano zaréwno pwpulacji mtodych jak i
starszych os6b zdrowych, ale nie potwierdzono tefgtu u oséb z AD (Trieb K. i
wsp., 1995).

W das¢ szerokim uciu zagadnienie reaktywsa limfocytow T w odpowiedzi na
B-amyloid zostato zaprezentowane w pracy Monsoegohgimce] z 2003 roku
(Monsoego A. i wsp., 2003). Wykazano w nigg limfocyty T oséb zdrowych oraz
chorych z AD nie majzraznicowanego tempa proliferacji w odpowiedzi na stianjg
antyCD3/antyCD28 oraz na GA (octan glatirameru)ptydu stosowanego w tym
przypadku jako niespecyficzny stymulator limfocytoW. Stwierdzono natomiast
reakcg komérek T na peptydy 1-42 i 1-40, z zaznaczenigenten pierwszy jest
bardziej immunogenny. Podobnie jak w&ziejsze badania, te réwiiemierzyly
intensywnd@¢ proliferacji metod inkorporacji znakowanej tymidyny.

W wynikach opisywanych w niniejszej pracy nie pawizonozeby same3-amyloidy
byty w stanie wywotywa odpowied proliferacyjry limfocytow CD4+CD28+. Podobne
wyniki pojawity sie wczeniej (Baril L. i wsp., 2004) i mowity o braku odpoedzi ze
strony komorek T na amyloidy, cigpomiar proliferacji zostat wykonany zzyciem

inkorporacji znakowanej tymidyny.
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Pomimo szeregu publikacji podejmaych temat ewentualnych zmian w kinetyce
proliferacji limfocytow T 0s6b chorych z AD, zaréwmpod wptywem niespecyficznych
dla tego schorzenia symulantéw jak i charakterygstych dla AD amyloidéw, brak jest
spojnych danych, ktére sktadatyby sia jednolity obraz takich modyfikacji w uktadzie
immunologicznym.

Badania koncentrage sé na potencjalnym stymulagym wplywie p amyloidow
prowadzone sod ponad 10 lat i dotyczyty oprocz monitorowanmfbcytow rowniez
komorek dendrytycznych i linii komoérkowych.

Jedne z najwcZaiejszych déwiadczeér odnosity s¢ do komorek dendrytycznych i
stawialy sobie za cel odpowiedcha pytanie czy magone przetwarzafp amyloid.
Analizujac obrazy z mikroskopu elektronowego oraz prodekcfNFa i
powierzchniova ekspregj CD18, CD11a i CD11b nie stwierdzonadnych zmian pod
wptywem peptydu 25-35 (Schmitt T. L. i wsp., 1996)alezy jednak podkrdi¢, ze
badania prowadzone byly na komodrkach dendrytyczrgichrwi obwodowej os6b
zdrowych, csredniej wieku 23 lata, a do tego w bardzo maton@zyrupie (6 osbb).

W tym samym czasie prowadzono badania na linii kiowe] wywodzcej sk ze
szczurzego guza chromochtonnego kory nadnerczy Zp&iore wykazalyze juz w
nanomolarnych gteniach fragmenp amyloidu 1-42, 1-40 jak rownteczes¢ 25-35, w
swoich monomerycznych formachy w stanie stymulow@apodziaty komorkowe, przy
czym pomiar proliferacji przeprowadzony zostat griiezenie komoérek oraz badanie
stezenia biatka w supernatantach komérkowych (Luo 996).

W moich badaniach nie stwierdzitateby komérki CD4+CD28+ 0s6b chorych z AD i
0s6b z grupy kontrolnej reagowaty w znicowany sposob na stymulaagpnieszania
przeciwciat antyCD3/antyCD28 podobnie jak w opispejawczéniej pracy. Natomiast
nie potwierdzitam stymulagego efektup amyloidéw, ktory wywotywatby reakej
proliferacyjra badanych przeze mnie komoérek. Mosk to wiazat z wybran przeze
mnie technilg pomiaru (Rozdziat 4.5.1), ktéra nigdy wémej nie byta auywana w tego
rodzaju badaniach, a ktora oprécz pomiaru szereganpetrow cyklu komorkowego
(liczba podziatéw na komoek wspotczynnik proliferacji, diug@ cyklu komérkowego,
czas przdpgia fazy GO do G1) unitiwia jednoczesnéledzenie fenotypu komaorek.

W wybranym przez mnie modelu daiadczalnym wykazatam natomiast moduacj
odpowiedzi okréonych fenotypowo komorek T (CD4+CD28+) stymulowelmy
antyCD3 oraz antyCD3 w pgdzeniu z antyCD28 przgzamyloidy.
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Wedtug przedstawionych przeze mnie wynikow badangl@dy (1-42, 1-40, 25-35)
modulup stymulacg przeciwciatem antyCD3 dopiero po 120 godzinach owdd
Podobm prawidtowa¢ wykazano dla modulacji stymulacji antyCD3/antyCD@&ez
peptydy 1-42 i 25-35 jedna& dotyczyta ona jedynie grupy oséb chorych z ADiea
wykazata znamiennoi statystycznej w przypadku oséb zdrowych.

Natomiast wspoétczynnik proliferacji znamiennie wateaw obu badanych grupach pod
wptywem kostymulacji antyCD3 oraz antyCD3/antyCD28uzyciem stosowanych
peptydow, co jest bardziej zaukedne w grupie z AD.

Analizujac procent prolifergcych komorek stymulowanych antyCD3 stwierdzitam,
po 72 godzinach wzrasta on pod wptywem wszystkigheptydéw jedynie w grupie
0os6b z AD, natomiast po 120 godzinach modulacjaliserwowana jest rowrieu
zdrowych. Podobnie w przypadku stymulacji antyCOg8a@m28 zmianyswiadczce o
modulupcym tempo proliferacji efekcie peptydéw po 72 godzih zauwzalne g tylko
w grupie chorych, natomiast po 120 godzinach etekt obserwowa tez mazna w
przypadku komorek zdrowych ochotnikow. Wéziejszy efekt modulacji (nagiujacy
juz po 72 godzinach), odpowiedzi proliferacyjnej styowanych limfocytéw
CD4+CD28+ u chorych z AD nie by konsekweng stanu aktywacji tych komérek
juz na wstpie, potencjalnie spowodowanym dgstcscia B amyloidu, ktory mae
dziatat jako antygen.

Wykazano te zmiany w dtugéci cyklu komérkowego, ktéry ulega skroceniu w wyinik
modulacji stymulacji przep amyloid (Rys. 26), natomiast diugoprzejcia z fazy GO
do G1 okazata siby¢ wydtuzona tylko dla grupy zdrowych w przypadku amyloidu
1-42.

Nalezy zaznaczy, ze na nie uzyskanie znamiesnD statystycznejswiadczicej o
modulacji kinetyki cyklu komorkowego przez badareptydy w wielu przypadkach
wplynety duze rozrzuty wynikbw wewstrz porownywanych grup, tym niemniej na
przedstawionych wykresach oma zauway¢ konsekwentne trendy w kierunku
zwickszania liczby podziatow na kom@rkpodwyzszania wspoétczynnika proliferacji i
skracania cyklu komorkowego pod wptywem wykorzygtampeptydow.

Potwierdzono, wic, ze peptydyp-amyloidow i to zarbwno te wchogze w sktad
blaszek starczych (1-42 i 1-40) jak i toksyczny3bs w stanie (przynajmniej in vitro)
zmieni& dynamile proliferacji stymulowanych limfocytow CD4+CD28+ rbavno w
grupie osob z AD jak i u zdrowych ludzi w podesziymeku w badanym modelu

doswiadczalnym.
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Wyniki przeprowadzonych dwiadczér sugeruy, ze p amyloidy mog dziata jako
kostymulatory, ale same nie wywadigtymulacji limfocytéw do proliferacji (Rycina 5).
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Rycina 5. Model przedstawigjy zaleznos¢ pomiedzy kinetyky proliferacji limfocytéw CD4+CD28+
mierzory liczba podziatbw na komérk oraz wspotczynnikiem proliferacji, a rodzajem styatji.
Intensywnd¢ stymulacji zostata przedstawiona za pomsizzalek. Na zielono zaznaczono stymulowane
bezpdrednio receptory lub udziat antygenu - peptgdamyloidu.
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W pracy nie stwierdzongeby same amyloidy dziataly jako stymulator podziatow
komorkowych limfocytow CD4+CD28+. Potencjalny efegbbudzenia odpowiedzi
proliferacyjnej w wykorzystanym ukladzie @wadczalnym maogiby poledga na
przetwarzaniu peptyd@-amyloidu przez komorki APC oraz fitiejszej prezentacji
antygenu. Brak stymulacji me st wiazat ze zbyt mat liczba komodrek specyficznych
w stosunku do tego antygenu. Wyniki udowadniagtomiast,ze peptydy 1-42, 1-40
oraz 25-35 modulygj proliferacg stymulowanych komérek CD4+CD28+, zk$zapc
ja. Taki mechanizm, zdajecsnie by¢ zwiazany z sam prezentag antygenu, jakae po
stymulacji receptoréw zaréwno CD3 jak i CD28 migsna skierowanym przeciwko
nim przeciwcial, powyszy efekt jest nadal obserwowany. Moon by natomiast
spowodowany mechanizmem §pednim polegajcym na zmienionej funkcjonalsa
kanatow wapniowych, co zostato potwierdzone dla &k mikrogleju (McLarnon
J.G., 2005) jak réwniedla limfocytow (Eckert A., 1997) dolz kanatéw potasowych
(Gu Q.B. 2004). Obserwowany efekt peoby¢ tez wynikiem dziatania cytokin, ktérych
produkcja ulega zmianie pod wptywepnamyloidow, co wykazano dla IL-2, ktorej
stezenie w wyniku modulacji stymulacji antyCD3 przez ppel 1-42 ulega

znamiennemu zwkszeniu (Rys. 39).

5.3 R&nice w skzeniu cytokin Th1/Th2 w surowicy krwi oraz w superndgantach
hodowli stymulowanych antyCD3 i amyloidem 1-42 oraz ich powjzanie ze

zmianami dynamiki cyklu komérkowego

Wiele publikacji podejmuje tematzrac dotycacych stzenia cytokin zaréwno w
surowicy jak i ptynie mézgowo rdzeniowym choryctBR w poréwnaniu ze zdrowymi
w podesziym wieku, jednak jak zostalo wspomniane we wse dane na ten temat
pozostag sprzeczne.

W mojej pracy stwierdzonoze w surowicy krwi chorych z AD dochodzi do
podwyzszenia sizenia IL-4, co zostalo potwierdzone znamiesuip statystycza,
natomiast w przypadku INE IL-6 i IL- 10 pozostato tendengjniepotwierdzon
statystycznie. W literaturze istraejpublikacje, ktére dokumentujpodwyzszone
stezenie cytokin prozapalnych w surowicy pacjentéw wdvmaniu z grup zdrowych
(Beloosesky Y. i wsp., 2002) , tym niemniej istaiepwniez takie, w ktérych réonic

takich nie potwierdzono (Bonotis K., 2008).
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W zwiazku z efektem amyloidu, ktéry jako kostymulant paolje podwyszenie
parametrow proliferacji w obu badanych grupach wswshku do stymulacji jedynie
przeciwciatem antyCD3, zbadano rownigkzenie poszczegolnych cytokin Thl i Th2
w supernatantach po hodowli. Jakée wsréd 3 badanych peptydow, wedtug
wczeniejszych doniesie (Monsoego A. i wsp., 2003) najbardziej immunogenngst
1-42, a w pracy tej stwierdzonge wszystkie 3 modulajproliferacg pod wptywem
wczesniejszej stymulacji w poréwnywalny sposob, do paidwa stzenia cytokin
wybrano supernatanty po hodowli z antyCD331A42.

Weczeniejsze publikacje badaly egenie cytokin wynikajce z odpowiedzi komorek
PBMC na rane stymulanty. W wyniku stymulacji PHA (fitohematyinina)
obserwowano znamiennie podiggony poziom IL-2 oraz INk-u chorych z AD w
poréwnaniu z grup kontrolna (Huberman M. i wsp., 1994), Podobne wyniki uzyakat
grupa, ktéra do stymulacji PBMCzyta LPS (lipopolisacharyd) i wykazatae w
wyniku tej stymulacji w grupie chorych obserwowgagt znamiennie wszy poziom
IL-1beta, IL-6, TNF-alfa i IL-10 (Lombardi V. R.,9P9). Jedyna praca, w ktérej jako
stymulant stosowano peptydy amyloidow, jedieakie na samych komérkach PBMC
chorych z AD, a liniach giz nich wywodzonych, mowitaze obserowa tu mazna
zarowno profil cytokin charakterystyczny dla Thk jadla Th2. W innej pracy jasno
postuluje st obnizenie odpowiedzi typu Thl na rzecz podszenia poziomu cytokin
wiasciwych dla Th2 (Town T. i wsp., 2002) jedrikta praca zostata przeprowadzona
na myszach immunizowanych zygiem peptyddw amyloidow.

W pracy wykazanoze peptyd 1-42 powoduje podwszory produkcg IL-2 w stosunku
do pomiarow w supernatantach komérek stymulowarnygio przeciwciatem antyCD3
bez amyloidu. We wecZaiejszych publikacjach nie badano produkcji IL-2dpo
wzgledem jej modulacji przez amyloid. W pracy, w ktotggdano profil cytokin
wydzielanych pod wptywem LPS, w tymesénie IL-2 wykazano jedynieze u oséb z
AD produkcja jest wiksza, ktérych to zmian pomdzy grupami nie wykazatam,
zaréwno dla stymulacji samym przeciwcialem antyGak3i antyCD3 z peptydem

1-42.

Zaobserwowano,ze pod wptywem peptydu 1-42 istnieje tendencja dorostz
produkcji IL-10 oraz IL-4 zaréwno w grupie oséb DAak i zdrowych, czego jednak
nie potwierdzono znamienéma statystycza, natomiast dla TNF nie zaobserwowano
zadnych wyranym tendencji. Prawdopodobnym jese pod wplywemp amyloidu,

komorki limfocytébw uruchamiaj mechanizmy uczestnigge w procesie zapalnym,

77



ktore zaraz potem kompensowanepszez mechanizmy mgje na celu zapobieganie
temu procesowi. $tl w wyzej opisanych wynikach brak wynaej odpowiedzi, czy pod
wptywem peptydu 1-42 limfocyty wykazanpro czy antyzapalny profil produkcji
cytokin.

5.4 Proba powizania podwyzszonego poziomu cholesterolu u oséb z AD ze

zmianami fenotypu oraz kinetyki proliferacji komoérek T.

W grupie oséb z chorabAlzheimera wykazatam podwwszony poziom catkowitego
cholesterolu oraz LDL w surowicy krwi w porownani grup kontrolmm 0séb
zdrowych, co jest zgodne z wynikami przedstawionyngzeregu wczmiejszych prac
(Borroni B. i wsp., 2006, Sjogren M. i wsp., 200®otychczas nie poelio jednak
préby powiazania hipercholesterolemii w AD ze zmianami w ukiad
immunologicznym.

Udowodniono,ze podwyszony poziom cholesterolu a%e st z nasilom odpowiedz
typu Th2 ze strony limfocytow T (Robertson A. K, R004). Taka obserwacja wydaje
sie¢ by¢ z kolei zgodna z wynikami moéwgymi o przewadze cytokin wdaiwych dla
profilu Th2 limfocytéw T, pod wptywem peptydu 1-4Zown T., 2002, Agadjanyan
M.G. i wsp., 2006). W moich badaniach pomimo znamie podwyszonego stenia
catkowitego cholesterolu we krwi, nie wykazataeby ktong z profilbw wydzielanych
cytokin, Thl ldz Th2 miat przewag Wykazatam natomiast zaleos¢ pomkdzy
poziomem cholesterolu a procentem komoérek CD4+CD&5grupie kontrolnej oséb
zdrowych. Wraz ze wzrostem poziomu cholesterolu eputacji komorek CD4+
zwickszeniu ulega odsetek tych, ktore na swojej powlerzposiadaj receptor CD95.
Zwigkszona obecrio tego antygenu, dolacego receptorem dla biatka FasL, ktore jest
inicjatorem apoptozy, ne swiadczyt o wickszej podatngi tych komaorek na uleganie
procesowi ‘programowanépmierci’. Zjawiska takiego nie obserwujemy u os6AL2, u
ktdrych zarowno catkowite @tenie cholesterolu jak i sam odsetek komorek
CD4+CD95+ g znamiennie wysze. Taka sytuacja me wskazywa, ze powyej
pewnych wartéci skzenia cholesterolu (bardziej typowych dla oséb cblerga AD)
jego wptyw na odsetek komérek CD4+CD95+ przestaje zauwaalny, a wysokie
stezenia cholesterolu nie mgjvptywy na zwekszanie odsetka tych komaorek.

Nie zaobserwowangadnych korelacji pomdzy stzeniem cholesterolu, a parametrami

cyklu komérkowego. Mge by to wynikiem tego,ze nie badano samych tratewek
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lipidowych kegdacych strukturami zwizanymi z receptorami powierzchniowymi na
limfocytach T, a jedynie poziom cholesterolu w swiy, ktéry to nie ma przefenia

na funkcg tych struktur i ich zwazek z sygnalizagjkomorek T.
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6. PODSUMOWANIE

W swietle przedstawionych w tej pracy wynikow ama stwierdzt, ze limfocyty T
pacjentow z chorap Alzheimera wykazuwj juz na samym wspie pewien poziom
aktywacji czego nie obserwujezgi 0s6b zdrowych. Znamionami tego fakizarowno
zmiany fenotypowe dotyaze zwkkszonego procenta komorek CD4+, ktore gnag
swojej powierzchni antygeny aktywatorowe, jak i tfake w wyniku stymulacji
przeciwciatem antyCD3 tempo proliferacji komorek D28+ u chorych jest
znamiennie w¥sze w poréwnaniu z grgposob zdrowych. Konsekwencfych zmian
moze by réwniez wczeniejsza reakcja na modulacjstymulacji przeciwciatlem
antyCD3 przez peptydy amyloidow, ktéra u chorych ma miejsce joo 72 godzinach
natomiast w grupie oséb zdrowych jest zakalaa dopiero po 120 godzinach.
Limfocyty CD4+ oraz CD8+ pacjentéw z choeplhlzheimera wykazuwj obnizony
odsetek komérek pozytywnych pod weadgm receptora CD28. Taka obserwacjaeno
by¢ zwiazana ze starzeniem proliferacyjnym tych komoreéirekt by maoze przez staty
dostp do antygenu jakim jedt amyloid, ladz tez w wyniku mniej bezpgredniego
mechanizmu, ulegaj wigkszej liczbie podziatdbw komérkowych wykazaj oznaki
typowe dla komérek ‘starych’ pod wzglem swojej historii proliferacyjne;.

W pracy wykazanoze w obu badanych grupadh,amyloidy dziatag jako modulatory
odpowiedzi proliferacyjnej wczaiej stymulowanych komorek CD4+CD28+, a nie jako
mitogeny. Nie ma jednak jasfwm jaki mechanizm stoi za tym zjawiskiem.
Odpowiedzialne za ten stan rzeczy mdgy¢ cytokiny, takie jak IL-2, ktéra, jak
udowodniono w tej pracy, pod wptywem modulacji styatji przezf3 amyloidy, jest
wydzielana w zwikszonym sizeniu.

Potwierdzono, tak jak mialo to miejsce w szereguzeimejszych doniesie
zwickszone stzenie catkowitego cholesterolu w surowicy krwi osoBD, ktére udato
si¢ skorelow& z podwyszonym odsetkiem komorek CD4+CD95+ oraz zmniejgzon
produkcp cytokin, co mae wplywa& na kondyat uktadu odporngciowego oséb
chorych. Wiadomym jestze hipercholesterolemia jakpotwierdzono w chorobie
Alzheimera, me@e sama w sobie By przyczyr upcledzenia funkcji uktadu
odporndgciowego (Martens G.W., 2008).
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WNIOSKI

Limfocyty CD4+ 0s6b z chorabAlzheimera wykazuj fenotyp aktywacyjny

Peptydyp amyloidow nie wykazuj same w sobie mitogennego dziatania na
limfocyty CD4+CD28+ zarowno 0s6b chorych z AD jatisiob zdrowych

Peptydy B amyloidow wykazuj dziatanie moduluice tempo proliferacji
zaktywowanych limfocytow CD4+CD28+ oraz powaodujpodwyzszap
produkcg; IL-2

. W surowicy osob chorych z AD stwierdza podwyzszone sizenie LDL oraz
catkowitego cholesterolu, co koreluje ze zmianami fankcjonowaniu

limfocytow T
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9. STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (AD)dalaca najczstsz przyczym otgpienia wrdd ludzi
w podesztym wieku, zwizana jest z odkladaniem ztogow biatkowych tpramyloidu
w okrelonych obszarach mézgu, co powoduje charakterysg/erurodegeneracyjne
zmiany i objawy.
Zmiany w ukladzie immunologicznym, jakimia Snigdzy innymi stan zapalny czy
aktywacja komorek uktadu odporsuiowego, nalea do obrazu tej choroby i wia Sic z
obecnacia konglomeratéw biatkowychp-amyloidu. W zwizku z powanymi
nadziejami jakie pojawity si kilka lat temu na konstrukgjszczepionki, ktorej
zadaniem miatoby iyzaangaowanie komorek uktadu odporimowego do eliminacji
wadliwych peptydéw, badania nad ewentualnymi zmm@nafunkcjonowania
limfocytéw T pod wptywenf-amyloidu nabraty niebagatelnego znaczenia.
Pomimo wczeéniejszych préb oceny zmian zarowno fenotypu jakmian tempa
proliferacji jakim potencjalnie ulegajimfocyty T pod wptywem kontaktu z
B-amyloidem, doniesienia pozostae soh sprzeczne i nie two#zspdjnego obrazu tej
zaleznoscl.
W niniejszej pracy postawiono sobie za cel wykry@rgentualnych zmian w fenotypie
limfocytow CD4+ os6b z AD w poréwnaniu z geyfxontrolra, analiz aktywnaci
proliferacyjnej tych komaorek pod wpltywefhamyloidow tadz tez efektu modulujcego
wczeniejsz stymulacg wykazywanego przez te peptydy. Dodatkowo badarmopo
cytokin IL2, IL-4, IL-10, TNF iyINF, zarbwno w surowicy krwi jak i w supernatantach
hodowlanych komérek PBMC stymulowanych jedynie pizeiatem antyCD3, #dz
tymze przeciwciatem orag-amyloidem. Dla wszystkich oséb z chogoBlzheimera
oraz z grupy kontrolnej zdrowych w podesztym wiegthadano poziom cholesterolu w
surowicy i badano czy koreluje on ze zmienionynrapaetrami komérek CD4+ 0s6b z
AD.
Do wykonania powsszych bada postugiwano si gldwnie cytomett przeptywows; i
do monitorowania tempa proliferacji komorek CD4+@®2zastosowano technrik
Dividing Cells Tracing (DCT) oraz do pomiaru pozioraytokin w surowicy krwi oraz

w supernatantach hodowlanych - met@ytometric Bead Array (CBA).
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Wykazano,ze komoérki CD4+ os6b z AD, juex vivo wykazuy fenotypswiadczcy o
ich aktywacji (m. in. zwikszony odsetek komorek CD95+) Ze znamiennemu
obnizeniu ulega odsetek komorek zarowno CD4+ jak i CD&¥zytywnych pod
wzgledem ekspresji powierzchniowej receptora CD28, a cgmb komorek
regulatorowych CD4+CD25high jest obany. Nie wykazano bezpeedniego
mitogennego wpltywy peptydéw 1-42, 1-42 oraz 25-SBwierdzono natomiaste
one w stanie moduloweaodpowied proliferacyjra komérek CD4+CD28+, ktora ulega
podwyzszeniu, w momencie kiedy komorki a s jednoczénie stymulowane
przeciwciatem antyCD3 dolz mieszanin antyCD3antyCD28. W supernatantach tak
stymulowanych komérek PBMC nie stwierdzono zmagzh r&nic w stzeniach
cytokin prozapalnych porgilzy grum z AD a zdrowymi, ktore wskazywatyby za
wzmazong odpowied zapalm u pacjentow. Wykazano natomiaste modulacja
stymulacji antyCD3 przez peptydlyamyloidu powoduje zwkszora produkcg IL-2 co
jest spojne z obserwaajlotyczica zwigkszanie tempa proliferacji przez te peptydy.
Wykazanoze u chorych z AD modulacja parametrow cyklu komar&go przez
B-amyloid obserwowana jest 7upo 72 godzinach podczas, gdy u zdrowycha tak
Znamienny statystycznie zmiagnwidac po 120 godzinach.

Potwierdzono rownie wczeniejsze doniesienia mowie o podwyszonym poziomie
cholesterolu w surowicy krwi chorych z AD, ktorer&towalty z niektorymi zmianami
obserwowanymi dla komorek uktadu odpaitiowego.

Powyzsze wyniki tworza spojny obraz zmian jakim ulegakomérki CD4+ chorych z
AD. Podsumowujc wykazano, ze limfocyty CD4+ o0s6b chorych 3uex vivo
charakteryzyj sie fenotypem aktywacyjnym w porownaniu z komorkamiolms
zdrowych, prawdopodobnie w zyzku z ekspozyajnap-amyloid i/lub cytokiny.

Nie stwierdzono natomiageby -amyloidy mogty mié bezpdredni mitogenny wptyw
na limfocyty CD4+CD28+. Mog one natomiast zmierdadempo proliferacji komérek
stymulowanych antyCD3 czy antyCD3antyCD28 czyli atixi na nie w sposob

nieswokcie modulujcy.

96



10. ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent canfsdementia among the elderly. It
Is caused by-amyloid deposition in certain parts of the braihich is the source of
neurodegeneration.

It has been commonly acknowledged for the pastdewades that immune system is
playing a vital role in AD, causing inflammatorysponse tg3-amyloid or activated
cells phenotype connected with its presence. Dusotoe serious hopes about the
success of vaccine that would engage immune systl®s to eliminatef-amyloid
plagues the investigations on immune system chamgeAD became especially
important.

Nevertheless the results concerning T cells ph@eotgtimulatory role of-amyloids

on the T cells and the balance in cytokine searedi@ inconsistent and do not create a
credible picture op-amyloid influence on the immune system.

Therefore in this work we aimed to assess the wo whanges of the phenotype of
CD4+ cells, together with subsequent investigatiomgroliferation rate of these cells
stimulated either witl-amyloid peptides, antiCD3 and antiCD28 or botlthefe.
Additionally the levels of produces cytokines (IL.4R-4, IL-10, IL-6, THN, INF) were
evaluated in blood serum as well as in culture swgiants after stimulation with
antiCD3 alone or in combination wifhpeptides. For the group of AD patients and the
group of healthy volunteers cholesterol levels waeasures and were later correlated
with the changes in the T cells function.

We used flow cytometry to check thex vivo phenotype of the cells, measure
proliferation rate with the use of DCT method amadleate the concentration of Thl

and Th2 interleukins.
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We found that CD4+ T cells exhibit an activated mastgpe in comparison with healthy
control cells, having more CD95+ cells positive @D4+ population and some
statistically insignificant changes in increased 4&HLA-DR+ and CD4+CD69+
percentage. We noticed a lowered proportion of CDb2dls in CD4+ and CD8+ cells
of AD patients, as well as regulatory cells (CD4+Z5B).

We didn’'t confirm thatB-amyloid peptides can have a stimulatory effectTonells.
What we see is that they can act rather as modslatb proliferative response
enhancing it.

The above results taken together form a consistesthanism in whictg-amyloid

stimulates the immune system and causes such chhkgeflammation.
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