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Charakterystyka wybranych parametréw immunologicznych, neuroobrazowych oraz
neuropsychologicznych  w  chorobach  autoimmunologicznych, ze  szczegélnym

uwzglednieniem stwardnienia rozsianego i tocznia rumieniowatego uktadowego

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN), pomimo obecnosci bariery krew-moézg, tradycyjnie
uznawanej za gwarancj¢ immunologicznego uprzywilejowania (co oznacza brak kontaktu OUN
z obwodowym uktadem immunologicznym), wchodzi w zlozone interakcje z komodrkami
immunologicznymi. Nierzadko przybieraja one forme reakcji autoimmunologicznych.
Zjawisko autoimmunologii obserwuje si¢ w OUN zaréwno w warunkach fizjologicznych, gdy
sie¢ immunologicznych zaleznosci reguluje procesy neuroplastycznoscei i regeneracji [Ortega-

Hernandez 2014], jak i w przebiegu chordb autoimmunologicznych.

Prototypowa chorobg autoimmunologiczng, ktéra wybidrczo zajmuje osrodkowy uktad
nerwowy, powodujac wieloogniskowag demielinizacje i zmiany neurodegeneracyjne, jest
stwardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex, SM). Patofizjologia SM do dzi$ nie zostala
jednoznacznie okre$lona, mimo ze dysponujemy wnikliwg charakterystykg neuropatologiczng
choroby [Lucchinetti et al. 2000], wiedzg na temat immunologicznych i $rodowiskowych
czynnik6w ryzyka zachorowania [Thompson et al. 2018a] oraz precyzyjnymi definicjami
klinicznymi i neuroobrazowymi [Thompson et al. 2018b; Lublin et al. 2014]. Swoistym
przelomem w rozumieniu chor6b istoty biatej byto wyodrebnienie spektrum neuromeylitis
optica (NMOsd, ang. neuromyelitis optica spectrum disorders) [Wingerchuk et al. 2006;
Wingerchuk et al. 2015], kiedy$ okreslanego jako Zle rokujgcy wariant stwardnienia rozsianego
(choroba Devica), objawiajacy si¢ zapaleniem nerwdéw wzrokowych i rdzenia, ktory okazat si¢
astrocytopatig spowodowang przeciwciatami przeciwko akwaporynie 4 [Lennon et al. 2005], z
wtorng w istocie demielinizacja. Przeciwciala przeciwko akwaporynie 4 (NMO-IgG) uznano
za wysoce specyficzny marker NMO, cho¢ dzi$ juz wiadomo, ze w ramach spektrum NMO
istniejg takze przypadki seronegatywne, definiowane na podstawie objawéw klinicznych oraz

bardziej restrykcyjnych kryteriéw neuroobrazowych [Wingerchuk et al. 2015].

W przeciwienstwie do NMO, w stwardnieniu rozsianym nie opisano dotad jednego, wysoce
specyficznego markera choroby. Aktualnie obowigzujace kryteria rozpoznania SM [Thompson
et al. 2018b; Lublin et al. 2014] stuza potwierdzeniu choroby u pacjentéw z klasycznym
przebiegiem, ale nie maja wartosci réznicujacej z inng patologia istoty biatej w przypadku

sytuacji mniej typowych. Do schorzed, ktére wymagaja réznicowania ze stwardnieniem



rozsianym, nalezy toczen rumieniowaty uktadowy (ang. systemic lupus erythematosus, SLE),
klasyczna wielouktadowa choroba autoimmunologiczna, w ktérej zajecie OUN stanowi jedng

z wielu mozliwych manifestacji [Petri et al. 2012].

Pod wzgledem biologii, epidemiologii oraz immunologii stwardnienie rozsiane i toczen cechuje
szereg podobienstw: dotykaja przede wszystkim mtode kobiety i wiazg si¢ ze zjawiskiem
poliautoimmunizacji. Markery laboratoryjne wykorzystywane do diagnostyki obydwu
schorzen charakteryzuja si¢ niewystarczajgcg swoisto$cig w ich rozrdéznieniu. Obecnogé
przeciwcial przeciwjadrowych, cho¢ typowa dla pacjentéw z toczniem, moze by¢ jednak
stwierdzana takze u nawet 81% 0s6b chorujgcych na SM [Magro Checa et al. 2013]. Z kolei
przeciwciala skierowane przeciwko dwuniciowemu DNA (anty-dsDNA), choé wysoce
specyficzne dla tocznia, s3 mniej przydatne w diagnostyce tocznia neuropsychiatrycznego (ang.
neuropsychiatric SLE, NPSLE) [Mostafa et al. 2010], ktéra to posta¢ nierzadko wymaga
réznicowania ze stwardnieniem rozsianym, zwlaszcza w przypadku obecnosci rozsianych
zmian w istocie bialej moézgowia, stwierdzanych w badaniu tomografii rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging, MRI). Prazki oligoklonalne, ktére stanowig
dowdd na intratekalng syntez¢ immunoglobulin w stwardnieniu rozsianym, moga by¢é obecne
u do 60% pacjentéw z toczniem rumieniowatym uktadowym [Unterman et al. 2011; Mok et al.
2007]. Pomimo wielu oczywistych podobienstw, SM jest chorobg wybidrczo zajmujgcg OUN,
podczas gdy w toczniu zajecie ukladu nerwowego obserwuje sie w 25-75%, przy czym
zdecydowana wigkszos¢ tych przypadkéw (okoto 90%) stanowi manifestacja osrodkowa, a nie
obwodowa [Nived et al. 2003; Hanly et al. 2007]. Poza ewidentnymi klinicznie i radiologicznie
powikfaniami naczyniowymi (np. udary — niedokrwienny i zylny, krwotok), stwierdzane w
MRI ogniska uszkodzenia istoty biatej w przebiegu tocznia sg zwykle nieswoiste i wymagajg
réznicowania ze zmianami demielinizacyjnymi spowodowanymi stwardnieniem rozsianym.
Innym interesujagcym aspektem zajgcia OUN przez toczen rumieniowaty ukladowy sg
zaburzenia funkcji poznawczych, ktére nierzadko nie koreluja z obrazem radiologicznym
[Luyendijk et al. 2011; Steup-Beekman et al. 2013], a ich patogeneza i zalezno$¢ od przeciwciat
jest nadal niejasna [Faust et al. 2010].

Niniejszy cykl publikacji, prezentowany przeze mnie jako osiggni¢cie naukowe, mial na
celu interdyscyplinarng analize i interpretacje¢ zjawisk zwigzanych z zajeciem istoty bialej
OUN w przebiegu wybranych choréb autoimmunologicznych. W szczegéInosci, analiza
poréwnawcza stwardnienia rozsianego i tocznia rumieniowatego ukladowego, poprzez

probe polaczenia réznych dziedzin (neurologia, reumatologia, neuroradiologia) i narzedzi



badawezych (immunologia, neuroobrazowanie i neuropsychologia), pozwolila
wyodr¢bni¢ dotad nieznane dane ich cechy swoiste. Proponowane ponizej markery
wymagaja walidacji na wiekszych populacjach, aby znalazty zastosowanie kliniczne, niemniej
juz teraz pozwalajg na wyznaczenie kierunkéw dalszych badan podstawowych w chorobach

autoimmunologicznych z zajeciem osrodkowego uktadu nerwowego.

Niniejsze osiagnigcie naukowe w duzej mierze stanowi efekt realizacji kierowanego przeze
mnie projektu naukowego, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, NCN (projekt
nr 2012/07/B/NZ6/03529 wyloniony w konkursie OPUS pt. Zaawansowane techniki oceny
uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego w przebiegu tocznia rumieniowatego
ukladowego ~w  oparciu o badania  neuroobrazowe, neuroimmunologiczne i
neuropsychologiczne, realizowany w okresie 07.2013-07.2017, kwota finansowania 498 822
PLN).

Omawiany cykl publikacji rozpoczyna praca nr 1 [Kalinowska-ELyszczarz Alicja et al. Serum
SPECAM-1 and sVCAM-1 levels are associated with conversion to multiple sclerosis in
patients with optic neuritis. J Neuroimmunol. 2016], ktorej celem bylo poszukiwanie
markeréw predykcyjnych, zapowiadajgcych rozwéj choréb autoimmunologicznych OUN., W
niniejszej pracy do analizy wybrano grupe pacjentdw z pierwszym w zyciu epizodem zapalenia
pozagatkowego nerwu wzrokowego (ang. optic neuritis, ON), u ktérych w momencie
rozpoznania nie stwierdzono odchylen w badaniu MRI glowy, ani innych objawéw
neurologicznych czy tez uktadowych. Zapalenie pozagatkowe jest czesto pierwszym objawem
SM (stanowi woéwczas tzw. klinicznie izolowany zesp6t objawdéw neurologicznych, ang.
clinically isolated syndrome, CIS), niemniej moze by¢ takze symptomem innych chordb
autoimmunologicznych, zaréwno pierwotnie neurologicznych (spektrum NMO), jak i
uktadowych (np. toczen rumieniowaty ukladowy, zespdt Sjogrena) [Wingerchuk &
Weinshenker BG 2012]. U pacjentéw z grupy badanej w czasie 7 dni od poczatku objawow ON
pobrano krew celem uzyskania probek surowicy, w ktérych oznaczono przeciwciala przeciwko
akwaporynie 4 (NMO-IgG) oraz stgzenie wybranych czgsteczek adhezyjnych: rozpuszczalnych
form czgsteczki adhezji komorkowej plytek i srodbtonka (SPECAM-1, ang. soluble Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) i czasteczki adhezji komdrkowej naczyn (sVCAM-1,
ang. soluble Vascular Cell Adhesion Molecule 1). Czgsteczki adhezyjne odgrywajg kluczows
rol¢ w procesie transmigracji leukocytow przez srodblonek naczyniowy, co stanowi wazny etap
kaskady zdarzen prowadzacych do rozwoju zapalenia w obrebie OUN. Celem niniejszej pracy

bylo okreslenie, czy SPECAM-1 i sVCAM-1 mogg by¢ potencjalnymi markerami



réznicujgcymi pacjentéw z pierwszym epizodem ON, ktérzy w przyszlosci rozwing lub nie
poszczeg6lne choroby autoimmunologiczne. Pacjentéw poddano pigcioletniej obserwacii,
podczas ktorej co 12 miesigey byli oni badani podmiotowo i przedmiotowo, a w przypadku
wskazan klinicznych poszerzano diagnostyke o dodatkowe badania immunologiczne i

neuroobrazowe. PoniZej przedstawiono najwazniejsze wyniki publikacji nr 1:

1. W czasie pigcioletniej obserwacji po pierwszym izolowanym zapaleniu pozagatkowym
nerwu wzrokowego u 58,62 % pacjentéw potwierdzono rozpoznanie stwardnienia
rozsianego, 31,03 % nie rozwineto zadnych nowych objawdéw, u dwéch pacjentéw (6,9
%) rozpoznano spektrum NMO, a u jednego pacjenta postawiono rozpoznanie zespotu
Sjogrena (3,45 %).

2. W poréwnaniu z grupg kontrolng zdrowych ochotnikéw, podczas zapalenia
pozagatkowego nerwu wzrokowego stezenie SPECAM-1 w surowicy pacjentéw byto
istotnie nizsze (mediana 66,8 ng/ml wzgledem 109,5 ng/ml, p<0,01), a stezenie
SVCAM-1 nie roznito si¢ istotnie.

3. Pacjenci z ON, ktorzy w okresie piecioletniej obserwacji spehili kryteria rozpoznania
SM, mieli istotnie nizsze stgzenie surowicze zaréwno sPECAM-1, jak i sSVCAM-1,
wzgledem oso6b, ktore nie rozwingty SM. Na podstawie analizy krzywych ROC (ang.
Receiver Operating Characteristic) jako optymalny punkt odcigcia wyznaczono stezenie
< 67,47 ng/ml dla SPECAM-1 (czuto$¢ 81,2%, specyficzno$¢ 76,9%, pole pod
wykresem krzywej ROC, ang. area under the curve, AUC=0.73, p=0.03) oraz < 837.03
ng/ml dla sSVCAM-1 (czutosé¢ 87.5%, specyficznosé 61,5%, AUC=0,76, p=0,007).

4. W zakresie seropozytywnosci pod wzgledem NMO-IgG podczas objaw6w zapalenia
pozagatkowego, u 5 na 29 pacjentéw potwierdzono obecno$¢ NMO-IgG. W czasie
pigcioletniej obserwacji, spo$rod 5 przypadkéw seropozytywnych u dwoch oséb
potwierdzono rozpoznanie spektrum NMO, dwie pozostaly klinicznie bezobjawowe, a

jedna osoba spetnita kryteria rozpoznania SM.

Na podstawie wyzej opisanych wynikéw okreslono, ze wartosci surowiczych stezen sSPECAM-
1isVCAM-1 moga stanowi¢ potencjalne markery pézniejszej konwersji do stwardnienia
rozsianego u pacjentéw z zapaleniem pozagalkowym nerwu wzrokowego. Jest to pierwsza
praca, w ktérej poddano analizie role PECAM-1 i VCAM-1 w zapaleniu pozagalkowym
nerwu wzrokowego. Rozpuszczalne formy PECAM-1 i VCAM-1 sg uwazane za markery
uszkodzenia bariery krew-moézg. Waznym wnioskiem z niniejszej pracy jest okreslenie, ze

mniejsze uszkodzenie bariery krew-mozg na poczatku choroby autoimmunologicznej, wbrew



intuicyjnemu rozumowaniu, moze by¢é w istocie czynnikiem niekorzystnym rokowniczo.
Dotychczas zjawisko tzw. ,uwigzienia” (ang. entrapment) stanu zapalnego za barierg krew-
mozg opisywano w poznej, wtdrnie postepujgcej fazie stwardnienia rozsianego, kiedy stan
zapalny stopniowo ulega ograniczeniu, a w patofizjologii choroby dominujg procesy
neurodegeneracyjne [Lassmann 2007]. Wedle wiedzy autor6w, niniejsza publikacja jako

pierwsza proponuje koncepcje uwigzienia stanu zapalnego za barierg krew-mézg na etapie CIS.

Ponadto, w niniejszej pracy wskazano, iz seropozytywno$¢ w zakresie NMO-IgG nie musi
determinowaé rozwoju klinicznie jawnego NMOsd. W naszej grupie badanej dwie osoby,
pomimo obecnosci przeciwcial przeciwko akwaporynie 4 podczas epizodu zapalenia
pozagatkowego, w czasie pigcioletniej obserwacji nie rozwingly innych objawéw NMOsd.
Zgodnie z wiedza o naturalnym przebiegu chorob ze spektrum NMO, jest mato
prawdopodobne, aby pacjenci przez 5 lat pozostali bezobjawowi. Kolejny pacjent rozwinat
klasyczng symptomatologi¢ stwardnienia rozsianego, ze stosunkowo lagodnym przebiegiem i
typowymi dla SM zmianami w badaniu MRI, pozostajgc nadal seropozytywnym w zakresie
NMO-IgG. Zatem nawet w przypadku dobrze okre$lonych markeréw, jak przeciwciala
przeciwko akwaporynie 4 w NMOsd, nadal istnieje potrzeba poszukiwania kolejnych
czynnikow réznicujacych choroby ze spektrum demielinizacji OUN. Przykladem z ostatnich
lat, ktory zostat wlaczony do praktyki klinicznej, moga by¢ przeciwciata skierowane przeciwko
mielinowemu biatku oligodendrocytow (anty-MOG, ang. myelin oligodendrocyte
glycoprotein). Publikacja nr 1 z niniejszego cyklu wpisuje si¢ w nurt badawczy dazacy do
opracowania wieloczynnikowej stratyfikacji ryzyka autoimmunologicznych choréb OUN,
z wykresleniem swoistej mapy biomarkerow, do ktérej proponujemy wlaczy¢ m.in.

czgsteczki adhezyjne.

Publikacja nr 2 [Kalinowska-Lyszczarz A et al. Distinct regional brain atrophy pattern in
multiple sclerosis and neuropsychiatric systemic lupus erythematosus patients. Lupus.
2018] kontynuuje watek réznicowania choréb autoimmunologicznych z zajeciem OUN — w
aspekcie neuroobrazowania. Wobec trudnosci w diagnostyce réznicowej stwardnienia
rozsianego i tocznia rumieniowatego ukladowego na podstawie aktualnie obowigzujacych
kryteri6w rozpoznania, gdy objawom neurologicznym towarzyszy obecno$¢ niespecyficznych,
rozsianych uszkodzen w istocie bialej, celem publikacji nr 2 bylo okreslenie, czy powyzsze
schorzenia r6znig si¢ w zakresie parametréw zaniku (atrofii) mézgowia oraz czy potencjalne
odrgbnosci w tym zakresie mogg stuzy¢ diagnostyce réznicowej bardziej precyzyjnie niz

charakterystyka zmian ogniskowych w istocie biatej. Uszkodzenia w istocie bialej wystepuja



w 40-60% przypadkéw tocznia z zajgciem OUN [Roura et al. 2016; Sarbu et al. 2015], a ich
jednoznaczne odroznienie od zmian demielinizacyjnych w przebiegu SM nie jest aktualnie
mozliwe, szczeg6lnie przy uzyciu klasycznych sekwencji i standardowej indukcji pola skanera

MRI (1,5-3 Tesla).

W niniejszej pracy stworzono oparty na wielu zmiennych model diagnostyczny regresji
krokowej, Iaczacy markery wolumetryczne atrofii globalnej, atrofii jader podkorowych
oraz parametry kliniczne, celem wyodrgbnienia parametréw badania MRI najlepiej
roznicujacych SM i toczen. Zagadnienie atrofii jest stosunkowo dobrze opisane w kontekscie
stwardnienia rozsianego, natomiast danych na temat znaczenia i charakteru zaniku mézgowia
w toczniu jest znacznie mniej i sg sprzeczne [Appenzeller et al. 2005; Tamires Lapa et al. 2016;
Sarbu et al. 2017]. W niniejszej pracy po raz pierwszy w literaturze przedmiotu dokonano

zestawienia obydwu schorzen w kontekscie wolumetrycznych markerdow atrofii.

Do badania wiaczono grupe 38 pacjentdéw z rozpoznaniem tocznia rumieniowatego
uktadowego wedlug kryteriéw American College of Rheumatology [Nived et al. 2003] oraz 37
pacjentéw z postacig rzutowo-remisyjng stwardnienia rozsianego rozpoznang zgodnie z
obowigzujgcymi kryteriami McDonalda [Polman et al. 2005; Polman et al. 2011]. Wszyscy
pacjenci z toczniem spelniali kryteria tocznia neuropsychiatrycznego, ale zaden z nich nie miat
wywiadu powiktan naczyniowych w obrebie OUN (udar niedokrwienny, krwotoczny, czy
zylny). Co wazne, grupy byly dopasowane pod wzgledem wieku oraz czasu trwania choroby,
gdyz obydwie te zmienne mogg istotnie wptywaé na markery atrofii mézgowia. Protokot
obrazowania na 1,5-T skanerze tomografii rezonansu magnetycznego obejmowal m.in.
sekwencje wolumetryczne T1 (Magnetization Prepared Rapid Acquisition Gradient Echo,
MPRAGE) oraz FLAIR-SPACE (fluid-attenuated inversion recovery — sampling perfection
with application optimized contrast using different flip-angle evolutions). Celem identyfikacji
struktur OUN, ktérych zajgcie w przebiegu choroby podstawowej rézni si¢ miedzy SM a
toczniem, zastosowaliSmy metod¢ analizy wokselowej w oparciu o wyniki protokotu
elastycznej rejestracji ANTS-SyN, oprogramowania FSL Randomise oraz Gamma, a nastepnie
potwierdzilismy wyniki poprzez analize statystyczng danych wolumetrycznych uzyskanych za
pomocg segmentacji mézgowia przy uzyciu programu Freesurfer 5.3. Dwuetapowe podejicie
oraz zastosowanie zaawansowanych metod analizy obrazu MRI, ktére daly zgodne
wyniki, stanowi o rzetelnoSci naukowej oraz nowatorskim charakterze omawianego

badania.
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Warto podkresli¢, Ze w niniejszej pracy zaproponowano i po raz pierwszy opublikowano
formul¢ nowego wskaznika oceniajacego atrofi¢ struktur posrodkowych (ang. mid-
saggital) mézgowia: wskaznik stosunku objetosci trzeciej komory do Sredniej objetosci

wzgorza (ang. third ventricle to thalamus ratio, 3VTR).
Najistotniejsze wyniki pracy mozna podsumowaé w nastgpujacy sposob:

1. Po raz pierwszy okreSlono, ze istnieje odrgbny wzorzec zaniku moézgowia w
stwardnieniu rozsianym i toczniu rumieniowatym ukfadowym.

2. Struktury, ktérych objeto$¢ ma najwyzszy potencjal roznicujacy miedzy SM a
toczniem, to czwarta komora (mediana 2009 mm® w SM wzgledem 1513 mm® w
toczniu, p<0,001), tylna czg$¢ ciata modzelowatego ($rednia 752 mm> w SM wzgledem
879 mm’ w toczniu, p=0,007) oraz trzecia komora (§rednia 1510 mm® w SM wzgledem
1174 mm® w toczniu, p=0,009), wraz ze wskaznikiem 3VTR (mediana 0,2 w SM
wzgledem 0,16 w toczniu, p=0,03). Zatem w SM, w przeciwienstwie do pacjentow z
neurotoczniem, sparowanych pod wzgledem wieku i czasu trwania choroby,
stwierdzono wyrazng atrofi¢ struktur posrodkowych, co moze wynika¢ z procesu
neurodegeneracji, by¢ moze niezaleznego od stanu zapalnego.

3. Znajomo$¢ opisanych powyzej odrgbnosci ma potencjat praktycznego zastosowania w
roznicowaniu obydwu schorzen na podstawie analizy obrazu MRI.

4. Zaréwno w SM, jak i w neurotoczniu, objeto$¢ uktadu komorowego oraz catkowita
objeto$¢ uszkodzen istoty biatej koreluje z czasem trwania choroby. Odmienna jest
natomiast zalezno$¢ migdzy klinicznymi cechami przebiegu/aktywnosci choroby a
parametrami  wolumetrycznymi  moézgowia. W SM  wigkszo$¢ pomiaréw
wolumetrycznych korelowata z kliniczng niepetnosprawnoscig okreslang w skali EDSS
(ang. Expanded Disability Status Scale), tzn. im nizsze objetosci struktur podkorowych
1im wyzsze globalne miary atrofii, tym wigksza niepelosprawnosé. Z kolei w toczniu
Jedynie pojedyncze parametry mialy zwigzek z aktywnoscig choroby mierzong skalami
SLEDAI (SLE Disease Activity Index) oraz SLICC/ACR Damage Index (Systemic
Lupus International Collaborating Clinics/ACR, SLICC/ACR) Damage Index. W
toczniu miary atrofii korelowaty przede wszystkim z wiekiem pacjentéw, jak ma to
miejsce w populacji 0os6b zdrowych. W SM jedynie objetosé trzeciej komory, jader
ogoniastych i skorup korelowata z wiekiem. Zatem mozna wnioskowaé, ze w toczniu

atrofia mézgowia zalezy od wieku pacjentéw, a w SM od aktywnosci choroby.
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Najwazniejsze osiggni¢cie omawianej publikacji z cyklu to wskazanie po raz pierwszy
markeréw atrofii (objeto$¢ trzeciej i czwartej komory, objetos¢ tylnej czeSci ciala
modzelowatego oraz zaproponowany przez naszg grupe¢ wskaznik 3VTR), ktére majg
potencjal réznicujacy SM i neurotoczen. Wyniki niniejszej pracy dostarczaja naukowych
podstaw do praktycznego zastosowania parametréow zaniku mézgowia w procesie
diagnostyki réznicowej SM i tocznia w sytuacji, gdy badania biochemiczne i
immunologiczne oraz obraz Kkliniczny, a takze tradycyjne metody obrazowania MRI, nie

pozwalaja na postawienie jednoznacznego rozpoznania.

W publikacji nr 3 [Kalinowska-Lyszczarz Alicja et al. Subcortical gray matter atrophy is
associated with cognitive deficit in multiple sclerosis but not in systemic lupus
erythematosus patients. Lupus. 2018], ktora rOwniez opiera si¢ na zestawieniu dwéch grup
badanych, tzn. pacjentéw z postacig rzutowo-remisyjng SM oraz pacjentéw z neurotoczniem,
podjeto z kolei zagadnienie zaniku jader podkorowych w kontekscie zaburzen funkcji
poznawczych. Nawigzujac do powyzej oméwionej pracy, w ktérej wykazalismy, ze atrofia
struktur podkorowych jest cechg specyficzng dla SM, celem publikacji nr 3 bylo okreslenie,
czy istnieje zaleznos¢ miedzy objetoscia podkorowej istoty szarej oraz globalnymi miarami
atrofii a zaburzeniami funkcji poznawczych w SM i w toczniu. Obydwie choroby moga
skutkowa¢ deficytem poznawczym, ktéry istotnie wplywa na jako$¢ zycia pacjentow. Czesto§é
zaburzefi poznawczych szacowana jest na 40-60% pacjentéw z SM [Benedict et al. 2006] oraz
21 do 81% pacjentéw z toczniem [Ainiala et al. 2001; Hanly et al. 1992], przy czym w toczniu
nierzadko pojawiajg si¢ one u pacjentéw bez jakichkolwiek uszkodzen w obrebie istoty biatej,
a wige nie koreluja z obrazem radiologicznym (z wyjatkiem powiklanh naczyniowych OUN).
Zatem trudno jednoznacznie okresli¢ przyczyng zaburzen poznawczych w przebiegu tocznia.
Do czasu powstania naszej pracy opublikowano jedynie kilka doniesien poréwnujacych
obydwa schorzenia w kontekscie funkcji poznawezych [Benedict et al. 2008; Hanly et al. 2010;
Covey et al. 2012; Cesar et al. 2015], ale w zadnej z tych prac nie analizowano aspektu objetosci
podkorowej istoty szarej. Hipoteza badawcza publikacji nr 3 zaktada, ze nasilenie zaburzef
funkcji poznawczych jest poréwnywalne w SM i w toczniu rumieniowatym ukladowym,
pomimo znacznie wigkszego uszkodzenia strukturalnego w SM. Celem weryfikacji
powyzszego zalozenia w obydwu grupach badanych (opisanych w publikacji nr 2), po
wykluczeniu ciezkiej depresji, wykonano zestaw testow

neuropsychologicznych/psychometrycznych, oceniajagcych podstawowe funkcje poznawcze



12

(pamieg¢, uwaga, myslenie abstrakcyjne, przetwarzanie informacji wzrokowych, przerzutnosé

uwagi). Grupy nie r6znity si¢ istotnie pod wzgledem poziomu wyksztalcenia.
Najistotniejsze wyniki publikacji nr 3 mozna podsumowaé w nastepujgcy sposob:

1. W grupie chorych na stwardnienie rozsiane zdecydowana wigkszo$¢ wynikéw
psychometrycznych koreluje z objgtoscig jader podkorowych oraz globalng atrofig
mozgowia (wskaznik objgtosci migzszu do objetosci mozgu, ang. brain parenchymal
fraction, BPF) i catkowitg objetoscig zmian w istocie bialej, a takze z poziomem
wyksztalcenia. Im wigkszy jest zanik, zar6wno podkorowy, jak i globalny, oraz im
krotszy czas edukacji, tym gorsze wyniki psychometryczne. Jednakze w modelu regresji
krokowej uwzgledniajacym zmienne wolumetryczne oraz kliniczne, dla
poszczegdlnych testow psychometrycznych istotnos$¢ osiggnely: objetosci jader
ogoniastych (dla testu taczenia punktéw typu A i B, ang. trail making tests, TMT), kt6re
okazaly si¢ nawet silniejszym korelatem wyniku niz poziom wyksztatcenia (model o
warto$ciach R?=0,68, p=0,001 dla TMT-A oraz R%= 0,67, p=0,0004 dla TMT-B);
objetos¢ prawej galki bladej i poziom wyksztatcenia dla Testu Matryc Ravena w wersji
kolorowej (model o wartosciach R?=0,68, p=0,0004); objetos¢ prawego wzgdrza i
prawego jadra migdalowatego, a takze BPF i czas trwania choroby dla testu
zapamigtywania szczegélow (R?=0.68, p=0.0003); calkowita objetosé uszkodzen dla
testu spontanicznego tworzenia grup stéw (R?<0.30, p=0.02).

2. W grupie chorych na toczefi rumieniowaty ukladowy zaden z wynikow
psychometrycznych nie korelowal z globalng miarg atrofii wyrazong jako wskaznik
BPF, ani z aktywnoscia choroby (SLEDAI, SCLICC/ACR Damage Index), ale
wylgcznie z poziomem wyksztalcenia. Jedynie wynik Testu Matryc Ravena w wersji
kolorowej korelowal z objgtoscia wzgorz, gatek bladych, skorup i prawego jadra
ogoniastego, wynik TMT-A z objetoscia prawego wzgdrza, a wynik testu
zapamigtywania szczegétow z objetoscia lewej galki bladej. Z kolei w modelu regresji
krokowej z uzyciem wielu zmiennych, istotnos¢ statystyczng uzyskala objetosé prawej
galki bladej, wiek i aktywno$¢ choroby mierzona w skali SLEDAI dla testu
zapamigtywania listy stéw (model o wartosciach R2=0,80, p=0,01) oraz obj¢tos¢ lewej
skorupy i lewego wzgérza oraz wynik SLEDAI i poziom wyksztalcenia dla testu
spontanicznego tworzenia grup stéw (model o warto$ciach R?=0,68, p=0,009).

3. Wyniki uzyskane we wszystkich testach psychometrycznych nie réznily si¢ istotnie w

grupie SM i tocznia, zatem funkcjonowanie poznawcze w badanych domenach jest
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podobne w obydwu chorobach. Podobny jest tez odsetek badanych, ktérzy osiagneli
najgorszy wynik (ponizej mediany dla grupy) dla najwiekszej liczby testéw, co
dotyczylo 21,62% pacjentéw z SM oraz 25,81% pacjentéw z toczniem.

4. Na podstawie analizy krzywych ROC stwierdzono, ze w obydwu badanych grupach
najlepszym wolumetrycznym markerem réznicujagcym pacjentdw z wyzszym i nizszym
deficytem poznawczym, definiowanym na podstawie wybranych w niniejszym badaniu
testow psychometrycznych, jest objetosé lewej gatki bladej (dla wartoéci 1561 mm?
czulos¢ 0,73, specyficznosé 0,65, AUC=0,69, p=0,009).

Nowatorski charakter publikacji nr 3 polega na integracji danych wolumetrycznych
mozgowia uzyskanych za pomocg konwencjonalnych technik MRI oraz dostgpnych i
wzglednie latwych do zastosowania w praktyce klinicznej narz¢dzi psychometrycznych u
chorych z toczniem rumieniowatym ukladowym. Najwazniejsze osiggnigcie publikacji nr
3 to wykazanie, Ze pod wzglgdem poznawczym pacjenci z toczniem funkcjonujg na
poziomie podobnym wzgledem grupy z SM, ale podczas gdy w SM deficyt poznawczy
istotnie zwiazany jest ze stopniem uszkodzenia mozgowia przez chorobe (calkowita
obj¢tosé uszkodzen, globalna i regionalna atrofia), w toczniu moze byé niezalezny od
zmian strukturalnych mézgowia, ani w zakresie objeto$ci zmian ogniskowych w istocie
bialej, ani w zakresie zaniku. W zwigzku z powyzszym mozna sadzi¢, iz zaburzenia
poznawcze w toczniu moga by¢ spowodowane zmianami mikrostruktury mézgowia, ktérych
nie sg w stanie uwidoczni¢ konwencjonalne techniki obrazowania MRI, albo uszkodzeniem o
charakterze zaburzen funkcji, chociazby poprzez wptyw autoprzeciwcial (np. o wiasciwosciach
anty-NMDA) na aktywno$¢ i przetrwanie neuronéw. Powyisze wnioski, cho¢ wymagaja
potwierdzenia badaniami obrazowymi o wyzszej czulosci dla potencjalnych uszkodzen
mikrostrukturalnych mozgowia oraz longitudinalnymi badaniami
neuropsychologicznymi, moga wskazywad, ze zaburzenia poznawcze w toczniu moga by¢

potencjalnie odwracalne.

Kolejnym istotnym odkryciem zaprezentowanym w publikacji nr 3 jest wskazanie kluczowej
roli lewej gatki bladej w funkcjonowaniu poznawczym zar6wno pacjentéw z SM, jak i z
toczniem. Na podstawie niniejszej pracy mozna wnioskowaé, ze choé pierwotny
patomechanizm prowadzacy do zaburzen poznawczych w SM i toczniu jest odmienny, zajgcie
lewej gatki bladej moze by¢ wspdlnym efektem koncowym, prowadzacym do manifestacji

kliniczne;.
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W zwiazku z tym, ze w powyzszych dwdch pracach u pacjentéw z neurotoczniem, w tym z
zaburzeniami funkcji poznawczych, nie stwierdzono ewidentnych uszkodzeni strukturalnych
moézgowia, w publikacji nr 4 [Kalinowska-Lyszczarz Alicja et al. Immune Cell
Neurotrophin Production Is Associated with Subcortical Brain Atrophy in
Neuropsychiatric Systemic Lupus Erythematosus Patients. Neuroimmunomodulation.
2017] postanowiono oceni¢ potencjalne zjawisko autoimmunologii neuroprotekcyjnej w
toczniu rumieniowatym ukladowym. Przy uzyciu metody ELISA oceniono zatem ekspresje
wybranych czynnikéw neurotroficznych, w szczegélnosci neurotrofin (czynnik wzrostu
nerwOw pochodzenia mézgowego, ang. brain derived neurotrophic factor, BDNF, czynnik
wzrostu nerwOw beta, ang. nerve growth factor-beta, beta-NGF, neurotrofina 3, NT-3,
neurotrofina  4/5, NT-4/5) w komoérkach immunologicznych pacjentéw 2z toczniem
rumieniowatym uktadowym spelniajacym kryteria tocznia neuropsychiatrycznego. W
zdrowym OUN gléwnym Zrédlem neurotrofin sg komérki nerwowe. W warunkach
patologicznych komérki immunologiczne, w szczegolnosci mononukleary krwi obwodowej
(ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), moga stanowi¢ dodatkowe zrédio
czynnikdéw neurotroficznych, kompensujace ich wzglgdny niedobér wobec uszkodzenia OUN.
W stwardnieniu rozsianym autorka niniejszego autoreferatu opisata wraz z zespotem zwiagzek
wyzsze] ekspresji neurotrofin w mononuklearach krwi obwodowej z nizszg atrofig i lepszym
funkcjonowaniem poznawczym [Kalinowska-Lyszczarz et al. 2011; Kalinowska-tyszczarz et
al. 2012]. W niniejszej pracy po raz pierwszy opisano ekspresje neurotrofin w mononuklearach
krwi obwodowej wyizolowanych od pacjentdéw z toczniem rumieniowatym ukiadowym,
zestawiajgc ja z wynikami grupy kontrolnej zdrowych ochotnikéw. Dotychczas w literaturze
dostgpne byly jedynie dane na temat st¢zen surowiczych czynnikéw neurotroficznych w
toczniu. W publikacji nr 4 dane neuroimmunologiczne (ekspresja neurotrofin w
mononuklearach) zestawiono z danymi wolumetrycznymi mézgowia uzyskanymi w badaniu
MRI (dokonano segmentacji szeregu struktur korowych i podkorowych oraz obliczono

globalne markery atrofii) oraz miarami klinicznymi aktywnosci choroby.
Wyniki przedstawione w publikacji nr 4 mozna podsumowaé nastepujgco:

1. Detekcja neurotrofin w mononuklearach krwi obwodowej pacjentéw z toczniem
rumieniowatym uktadowym jest nizsza niz u zdrowych oséb. W grupie badanej BDNF
zidentyfikowano w 86,8% prébek, NGF w 60,5% probek, NT-4/5 zaledwie w 36,8%

probek, w zadnej z probek nie stwierdzono natomiast ekspresji NT-3. W grupie
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kontrolnej powyzsze neurotrofiny zidentyfikowano odpowiednio w 97,4%, 92,3%,
82,0% oraz 33,3 %.

2. Stezenie BDNF oraz NGF w mononuklearach pacjentow z toczniem jest istotnie nizsze
niz u oséb zdrowych (dla BDNF mediana w toczniu 297,44 pg/mg biatka wzgledem
1597,33 pg/mg biatka u zdrowych, p<0,0001; dla NGF mediana w toczniu 1,86 pg/mg
bialka wzglgdem 4,55 pg/mg biatka u zdrowych, p=0,002). Na podstawie analizy
krzywych ROC wyznaczono optymalne punkty odcigcia wartoSci BDNF i NGF,
najlepiej roéznicujace pacjentéw z toczniem od zdrowej populacji kontrolnej. W
przypadku BDNF dla wartosci <1308,02 pg/mg biatka czulo§¢ wyniosta 0,94,
specyficzno$¢ 0,68, AUC 0,89, p< 0,0001). W przypadku NGF dla wartosci <3,77
pg/mg bialka czulo$¢ wyniosta 0,85, specyficznoéé 0,59, AUC 0,72, p=0,0006.
Powyzsze parametry statystyczne sugeruja, ze ekspresja wspomnianych neurotrofin w
mononuklearach krwi obwodowej moze by¢ obiecujgcym markerem towarzyszacym
(obok innych parametréw immunologicznych) w toczniu rumieniowatym uktadowym.

3. U pacjentéw z toczniem rumieniowatym uktadowym poziom BDNF w mononuklearach
jest istotnie skorelowany z aktywno$cig (SLEDAI) i czasem trwania choroby: im
wyzszy BDNF, tym nizsza aktywno$¢ choroby (Spearman R=-0,40, p-0,02); im wyzszy
BDNF, tym dluzszy czas trwania choroby (Spearman R=0,35, p=0,04). Nie stwierdzono
korelacji dla NGF i parametréw klinicznych w toczniu.

4. W zakresie parametrow neuroobrazowych, po weryfikacji metoda regresji logistycznej
okreslono, ze u pacjentéw z toczniem poziom BDNF w mononuklearach jest istotnie
zwigzany ze znormalizowang objetoscig jadra ogoniastego ($rednia objetosé jadra
ogoniastego/catkowita objetos¢ wewnatrzczaszkowa) oraz znormalizowang objetoscia
wzglrza (Srednia objgto$¢ wzgorza/catkowita objetos¢ wewnagtrzczaszkowa). Z kolei
poziom NGF w komoérkach jednojadrzastych u pacjentow z toczniem jest istotnie
zwigzany jedynie ze znormalizowang objetoscig wzgdrza. Co ciekawe, im wyzszy
poziom BDNF i NGF, tym nizsze objetosci skorelowanych z nimi parametrow
wolumetrycznych. Nie stwierdzono zaleznosci miedzy ekspresjg neurotrofin a

catkowitg objetoscig uszkodzen ani globalnymi miarami atrofii u pacjentéw z toczniem.

Najwazniejsze osiagnigcie publikacji nr 4 to opisanie po raz pierwszy ekspresji
neurotrofin w komérkach immunologicznych pacjentéw z toczmiem rumieniowatym
ukladowym z objawami neurologicznymi oraz okreslenie ich zwigzku z czasem trwania,

aktywnoscig choroby oraz parametrami wolumetrycznymi mézgowia. Wobec stwierdzonej
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W niniejszej pracy negatywnej korelacji migdzy poziomem BDNF a aktywnoscig choroby, przy
pozytywnej korelacji z czasem jej trwania, mozna wnioskowaé, iz wyzsza ekspresja BDNF w
komérkach immunologicznych odgrywa role¢ protekcyjng w kontekscie aktywnosci
choroby, przy czym 6w mechanizm kompensacyjny narasta wraz z czasem trwania
choroby. Z drugiej strony, nieoczekiwanie stwierdzono, ze zarowno BDNF, jak i NGF
korelowal negatywnie z parametrami wolumetrycznymi. Zatem im wyzszy poziom neurotrofin
w mononuklearach pacjentéw z toczniem, tym mniejsza objgtosé, a wigc wiekszy zanik w
obrgbie OUN. W kontekscie pozostatych znalezisk niniejszej publikacji mozna wnioskowag,
ze wigksze uszkodzenie OUN (wigkszy zanik mézgowia) skutkuje nasileniem mechanizméw
kompensacyjnych w zakresie produkcji neurotrofin. Procesy te moga wystarczaé dla
ograniczenia calkowitej aktywnosci choroby (stad negatywna korelacja BDNF i SLEDALI), ale
nie uszkodzenia OUN. Z drugiej strony, z publikacji nr 2 i publikacji nr 3 niniejszego cyklu
wynika, Ze rola samej atrofii w toczniu nie jest tak istotna dla funkcjonowania poznawczego,
ani tak wydatna jak w stwardnieniu rozsianym, a wiec by¢ moze kompensacja neurotroficzna
jednak jest w toczniu skuteczna. Wreszcie rola produkcji neurotrofin przez komérki
immunologiczne w toczniu moze polega¢ nie tyle na dostarczeniu dodatkowego stezenia
neurotrofin w miejscu uszkodzenia, ale na modulacji odpowiedzi immunologicznej, co jest w
zgodzie z obserwacjg nizszej aktywnosci choroby u pacjentéw z wyzszg ekspresja BDNF.
Wyniki niniejszej publikacji niewatpliwie dajg podstawy do kontynuacji badan nad
aspektem neuroprotekcyjnym autoimmunologii w kontekscie zajecia OUN w toczniu

rumieniowatym ukladowym.

Podsumowanie cyklu prac;

Powyzszy cykl prac, ktorego jestem pierwszym autorem, stanowi istotny wklad do badan nad
chorobami autoimmunologicznymi, ktore przebiegajg z uszkodzeniem osrodkowego uktadu

nerwowego, poniewaz:

1. proponuje nowe, interdyscyplinarne uje¢cie problemu rdznicowania stwardnienia
rozsianego, tocznia rumieniowatego uktadowego i spektrum neuromyelitis optica,
zestawiajgc nowatorskie narzedzia badawcze (zaawansowane techniki analizy obrazu
tomografii  rezonansu  magnetycznego), markery  immunologiczne  oraz
psychometryczne, a przez to uzyskujac wglad w dotad nieopisane aspekty patofizjologii
wymienionych choréb;

2. proponuje nowe markery predykcyjne, sSPECAM-1 i sVCAM-1, w chorobach

autoimmunologicznych OUN przebiegajacych z uszkodzeniem istoty bialej;



17

3. opisuje po raz pierwszy roznice we wzorcu zaniku/atrofii mézgowia u pacjentéw z SM
i neuropsychiatrycznym toczniem rumieniowatym ukladowym, ktére mogg byé
przydatne w praktyce klinicznej, a takze wnosza nowe informacje na temat
patofizjologii neurodegeneracji w SM i w toczniu;

4. proponuje nowy, zltozony wskaznik oceniajgcy atrofie struktur posrodkowych
mozgowia, wskaznik stosunku objetosci trzeciej komory do $redniej objetosci wzgdrza
(ang. third ventricle to thalamus ratio, 3VTR), ktoéry moze znalez¢ zastosowanie w
praktyce klinicznej;

5. po raz pierwszy opisuje ekspresj¢ neurotrofin (BDNF, beta-NGF, NT-3, NT-4/5) w
mononuklearach krwi obwodowej pacjentéw z toczniem rumieniowatym ukladowym;

6. po raz pierwszy analizuje zjawisko autoimmunologii protekcyjnej w kontekscie tocznia
rumieniowatego uktadowego, dostarczajgc dowodow na to, ze produkcja neurotrofin
przez mononukleary krwi obwodowej moze stanowi¢ element modulacji odpowiedzi
immunologicznej, wptywajgc na aktywno$¢ choroby podstawowej;

7. dostarcza dowodéw na to, ze funkcjonowanie poznawcze u pacjentow chorujacych na
toczen rumieniowaty uktadowy nie wynika z uszkodzenia definiowanego parametrami
morfometrycznymi mézgowia, co moze istotnie wplyna¢ na dalsze kierunki badawcze

w zakresie zaburzen poznawczych w przebiegu tocznia.
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S. Oméwienie pozostalych osiaggni¢é naukowo - badawczych (artystycznych).

Poza cyklem czterech prac, ktore sg podstawg ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego,
méj dorobek naukowy skupia sie woko6t choréb neuroimmunologicznych, obejmujac analize
zarobwno parametréw immunologicznych, jak 1 aspektéw neuroobrazowych oraz
neuropsychologicznych w wybranych autoimmunologicznych chorobach osrodkowego, a takze
obwodowego uktadu nerwowego. Dorobek 6w obejmuje publikacje w nastepujacych obszarach

tematycznych:

5.1. Postaé rzutowo-remisyjna stwardnienia rozsianego (ang. relapsing-remitting multiple

sclerosis, RRMS)

5.1.1. Sie¢ chemokin oraz procesy transmigracji komorek immunologicznych w stwardnieniu

rozsianym

Pierwsze moje publikacje w tej tematyce miaty na celu charakterystyke sieci chemokin biorgcej
udzial w patofizjologii stwardnienia rozsianego, w kontekscie parametrow klinicznych, a w
szczegolnosci odpowiedzi na leczenie steroidami. Chemokiny i ich receptory tworzg zlozong
sie¢ interakcji i nadzorujg migracje komérek immunologicznych przez bariere krew-mézg. W
dwdch kolejnych pracach analizie poddano profil chemokin zwigzanych z migracja limfocytow
T (CXCL11) [Szczucinski et al. Eur Neurol 2007], z migracjg limfocytéw B (CXCL13) oraz
odpowiedzig zalezng od limfocytow T(H)-17 (IL-17, CCL17, CCL20) [Kalinowska-Lyszczarz
et al. J Neurol Sci 2010]. Ustalono, ze podczas rzutu pacjenci z postacig rzutowo-remisyjng SM
majg wyzszy niz osoby zdrowe surowiczy poziom CXCL11 i IL-18, a 6w poziom nie zmienia
sie¢ pod wplywem terapii rzutu dozylnym metyloprednizolonem. Leczenie steroidami obnizyto
natomiast stezenia CCL17 oraz IL-17. Z kolei analiza probek plynu mézgowo-rdzeniowego
wykazata wyzsze niz w grupie kontrolnej st¢zenia CXCL13 podczas rzutu SM oraz u pacjentow
z SM w remisji. Poziom CCL20 w surowicy okazat si¢ dobrym (doktadnos¢ 78%) markerem

roznicujgcym pacjentéw z rzutem wzgledem pacjentéw w remis;ji.

1. Szczucinski A, Kalinowska A, Losy J. CXCL11 (Interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant) and interleukin-18 in relapsing-remitting multiple sclerosis patients
treated with methylprednisolone. Eur Neurol. 2007; 58(4):228-32. Impact Factor 1,031,
Punktacja Min. Nauki: 20
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2. Kalinowska-Lyszczarz A, Szczucinski A, Pawlak MA, Losy J. Clinical study on
CXCL13, CCL17, CCL20 and IL-17 as immune cell migration navigators in relapsing-
remitting multiple sclerosis patients. J Neurol Sci. 2011; 300(1-2):81-5 Impact Factor
2,353, Punktacja Min. Nauki: 25

W ramach moich zainteresowan siecig chemokin oraz procesami transmigracji komoérek
immunologicznych przez barier¢ krew-mézg w SM oraz w innych chorobach
autoimmunologicznych OUN powstaty takze dwie prace poglagdowe z moim pierwszym

autorstwem:

1. Kalinowska A, Losy J. Investigational C-C chemokine receptor 2 antagonists for the
treatment of autoimmune diseases. Expert Opin Investig Drugs. 2008; 17(9):1267-79.
Impact Factor 4,058, Punktacja Min. Nauki: 32

2. Kalinowska A, Losy J. PECAM-1, a key player in neuroinflammation. Eur J Neurol.
2006 Dec;13(12):1284-90. Impact Factor 2,437, Punktacja Min. Nauki: 20

5.1.2. Czynniki neurotroficzne w kontekscie parametrdw morfometrycznych mézgowia i funkcji

poznawczych w stwardnieniu rozsianym

Kolejnym obszarem moich zainteresowan badawczych w SM stata sie rola czynnikéw
neurotroficznych w odniesieniu do sprawno$ci funkcji poznawczych oraz parametréw
morfometrycznych moézgowia. Badania te uzyskaty finansowanie w ramach uczelnianego
grantu promotorskiego (nr 501-02-01111147-04505-50593/2010) i staly sie podstawa mojej

rozprawy doktorskiej. Projekt 6w zapoczatkowal w moim warsztacie naukowym podejscie

interdyscyplinarnego lgczenia réznych narzedzi badawczych: badania immunologiczne
(izolacja komorek immunologicznych, oznaczanie stezen biatek metodg immunoenzymatyczng
ELISA) zestawiono z parametrami morfometrycznymi mézgowia uzyskanymi na podstawie
segmentacji obrazéw tomografii rezonansu magnetycznego, a takze z wynikami testow
psychometrycznych. Wszystkie wyzej opisane elementy, zar6wno oznaczenia laboratoryjne,
analiza obrazu MRI (przy uzyciu oprogramowania MedINRIA, Medical Image Navigation and
Research Tool by INRIA; MRIcron i FSL) oraz badanie pacjentéw z zastosowaniem testow
psychometrycznych, realizowalam wiasnorecznie, co uksztaltowato mojg samodzielno$é w
tworzeniu projektéw naukowych. W kolejnych publikacjach opisalam wraz z zespolem
neuroprotekcyjny potencjal reakcji autoimmunologicznej w SM, polegajacy na wytwarzaniu
neurotrofin przez komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej, w kontekscie parametréw atrofii

mozgowia [Kalinowska-Lyszczarz et al. J Neuroimmunol 2011] oraz zaburzen funkcji
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poznawczych [Kalinowska-Lyszczarz et al. J Neurol Sci 2012]. Neurotrofiny uwalniane przez
mononukleary krwi obwodowej moga w SM dziala¢ neuroprotekcyjnie zaréwno w
mechanizmie bezposrednim (przez wiazanie receptorow trk na komérkach nerwowych), jak i
posrednio, aczac si¢ z receptorami na innych komoérkach immunologicznych. Moje prace
dostarczyty dowodow klinicznych na hipoteze o potencjale neuroprotekcyjnym komérek

immunologicznych w SM.

1. Kalinowska-Lyszczarz A, Pawlak MA, Michalak S, Losy J. Cognitive deficit is related
to immune-cell beta-NGF in multiple sclerosis patients. J Neurol Sci. 2012; 321(1-2):
43-8. Impact Factor 2,243, Punktacja Min. Nauki: 25

2. Kalinowska-Fyszczarz A, Pawlak MA, Michalak S, Paprzycki W, Losy J. Immune cell
NT-3 expression is associated with brain atrophy in multiple sclerosis patients. J

Neuroimmunol. 2011; 240-241:109-13. Impact Factor 2,959, Punktacja Min. Nauki: 25

Powyzszg tematyke kontynuowatam w pierwszym kierowanym przeze mnie projekcie,
ktory uzyskal finansowanie Narodowego Centrum Nauki, NCN (projekt nr
2012/05/D/NZ6/00989, wyloniony w konkursie SONATA, zatytulowany Czynniki
neurotroficzne w procesach protekcji oligodendrogleju oraz ochrony integralnosci aksonow
u pacjentow z rzutowo-remisyjng postaciq stwardnienia rozsianego, realizowany w okresie
02.2013-02.2017, kwota finansowania 322 476 PLN). W ramach powyiszego projektu
stworzylam pracowni¢ hodowli komoérkowych (dotychczas w oSrodku takowa nie
istniala), dzialajaca w ramach Zakladu Neurochemii i Neuropatologii Katedry Neurologii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (UMP). W ramach
projektu opracowano skuteczny protok6t hodowli oligodendrocytéw ludzkich oraz
mononuklearéw krwi obwodowej w warunkach niestymulowanych i stymulowanych;
uzyskano dane longitudinalne w zakresie parametr6w atrofii mézgowia u pacjentéw
chorujgcych na posta¢ rzutowo-remisyjna stwardnienia rozsianego i przeprowadzono ocene
ilosciowa objetosci mézgu u w/w pacjentdw; opracowano nowatorska metode okreslenia
wptywu mononuklearéw krwi obwodowej na komoérki oligodendrocytéw ludzkich. W ramach
niniejszego grantu na podstawie zorganizowanego przeze mnie konkursu zatrudnitam

wykonawce, mgr Aleksandrg Wyciszkiewicz, ktéra w 07.12.2016 otworzyta na Wydziale

Lekarskim I UMP przewdd doktorski, w ktérym pelnie funkcje promotora pomocniczego.

Najnowszg praca z tego obszaru tematycznego, oparta na wynikach realizacji w/w grantu NCN,
jest publikacja [Kalinowska-Lyszczarz et al. Neurol Neurochir Pol 2018], w ktore;j

okreglilismy, ze stgzenie BDNF w komérkach immunologicznych pacjentéw z SM jest istotnie



23

nizsze niz u 0s6b zdrowych, a roczna immunomodulacja z zastosowaniem interferonu beta lub

octanu glatirameru nie wplywa istotnie na ekspresje BDNF.

1. Kalinowska-Lyszczarz A, Pawlak MA, Wyciszkiewicz A, Osztynowicz K, Kozubski W,
Michalak S. Immune-cell BDNF expression in treatment-naive relapsing-remitting multiple
sclerosis patients and following one year of immunomodulation therapy. Neurol Neurochir Pol.

2018; 52(4): 483-489. Impact Factor 0,817, Punktacja Min. Nauki: 15

Wyrazem moich zainteresowan powyzszym zagadnieniem sg takze dwie prace pogladowe, w

ktorych jestem pierwszym autorem:

1. Kalinowska-Lyszczarz A, Losy J. The role of neurotrophins in multiple sclerosis-
pathological and clinical implications. Int J Mol Sci. 2012 Oct 22;13(10):13713-25. doi:
10.3390/ijms131013713. Impact Factor 2.464, Punktacja Min. Nauki: 30

2. Kalinowska-Lyszczarz A. Neurotrophins, cognition and multiple sclerosis.

Neuropsychiatria 1 Neuropsychologia 2012, 7 (2): 51-56. Punktacja Min. Nauki: 4

Waznym aspektem w projekcie zwigzanym z rolg neurotrofin w stwardnieniu rozsianym jest
zagadnienie zaniku modzgowia u pacjentéw chorujagcych na SM. W kolejnej publikacji
[Nowaczyk et al. Neurol Neurochir Pol 2018] ocenili$my zwiazek zmian degeneracyjnych w
istocie bialej, reprezentowanych przez zmiany hipointensywne w T1 (tzw. ,,czarne dziury”, ang.
black holes) w badaniu MRI, z zaburzeniami funkcji poznawczych. Wykazali$my, ze objetosé
»czarnych dziur” w placie ciemieniowym jest najlepszym predyktorem funkcjonowania
poznawczego. Nasz zespot zaproponowal nowatorskie rozwigzanie, polegajace na generowaniu
map czarnych dziur na podstawie dostepnych atlasow probabilistycznych mozgowia, ktore to
mapy pozwolilyby na indywidualng ocen¢ ryzyka zaburzef funkcji poznawczych u danego

pacjenta.

Owocem moich zainteresowan aspektem neuroobrazowania w SM bylo takze zaproszenie do
zespotu, ktory opracowat zalecenia odnosnie protokotu MRI u pacjentéw z SM, opublikowane

w Neurologii i Neurochirurgii Polskiej w 2018 [Sasiadek et al. Neurol Neurochir Pol 2018].

1. Nowaczyk N, Kalinowska-Eyszczarz A, Paprzycki W, Michalak S, Kazmierski R,
Pawlak M. Spatial distribution of white matter degenerative lesions and cognitive
dysfunction in relapsing-remitting multiple sclerosis patients. Neurol Neurochir Pol

2018 (in press); Impact Factor 0,817, Punktacja Min. Nauki: 15
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2. Sgsiadek M, Katulska K, Majos A, Siger M, Hartel M, Kalinowska A, Walecki J.
Guidelines of the Polish Medical Society of radiology for the routinely used MRI
protocol in patients with multiple sclerosis. Neurol Neurochir Pol. 2018; 52(6):638-642.
Impact Factor 0,817, Punktacja Min. Nauki: 15

5.1.3. Immunologiczne i biochemiczne markery odpowiedzi na leczenie immunomodulujgce w

stwardnieniu rozsianym

W tematyce stwardnienia rozsianego interesuja mnie réwniez immunologiczne markery
odpowiedzi pacjentéw na terapi¢. Owocem tych zainteresowan jest wspotpraca w ramach
projektu dotyczacego wytwarzania przeciwcial wigzacych interferon u pacjentéw z SM
leczonych r6znymi preparatami interferonu beta. Wyniki badania pilotazowego, w ktérym przy
uzyciu metody ELISA (in-house) oceniono obecnosé przeciwcial wigzacych (ang. binding
antibodies, BAbs) interferon beta u 49 pacjentéw z RRMS leczonych podskérnym preparatem
interferonu beta-1a przez dwa lata i rok po zakoficzeniu leczenia, opublikowalismy w 2016
roku w czasopi$mie Medicine [Wencel-Warot et al. Medicine 2016]. W naszej grupie badanej
wykazalismy, ze przeciwciata wiagzace interferon beta-1a wystepuja u 24,4% pacjentéw po
dwoch latach terapii. Poziom przeciwcial nie zmienil sie istotnie po roku od zakonczenia
leczenia. Wykazalismy takze, ze obecno$¢ BAbs przewiduje pogorszenie niepelnosprawnoséci
mierzonej w skali EDSS po roku od zakonczenia leczenia, co potwierdza sens stosowania
oznaczenri BAbs, chociazby jako testu przesiewowego, u pacjentéw z nieskutecznoscig terapii
interferonami beta. Potwierdzilidmy takze krzyzowa reaktywno$¢ BAbs pomigdzy roéznymi
preparatami interferonéw beta, co ma istotne implikacje kliniczne, tzn. przemawia przeciwko
zmianie leczenia na inny preparat interferonu beta w przypadku stwierdzonej nieskutecznosci
terapii interferonem beta. W niniejszej pracy zaproponowalismy takze nowy sposéb wyrazania
pomiaru przeciwciat jako odwrotnos¢ rozcienczenia surowicy (ang. reciprocal serum dilution),
ktora to miara lepiej korelowata z parametrami klinicznymi niz klasycznie stosowane wartogci

absorbancji lub jednostki arbitralne (Arbitrary Units, AU/ml).

1. Wencel-Warot A, Michalak S, Warot M, Kalinowska-Lyszczarz A, Kazmierski R. The
cross-reactivity of binding antibodies with different interferon beta formulations used
as disease-modifying drugs in multiple sclerosis patients. Medicine (Baltimore) 2016;

95(45):e5337. Impact Factor 1,803, Punktacja Min. Nauki: 35

Podobng tematyke podejmuje cykl prac z pierwszym autorstwem lek. Anny Pietrzak (w trakcie

recenzji), ktéry powstaje w ramach przewodu doktorskiego otwartego w dniu 14.06.2017 na



25

Wydziale Lekarskim I UMP pt. ,,Ocena znaczenia markeréw aktywnosci choroby i odpowiedz

na leczenie interferonem beta w przebiegu stwardnienia rozsianego” , w ktérym pelnig funkcije

promotora pomocniczego. W kluczowej pracy z tego cyklu [Pietrzak A, Kalinowska-
Lyszczarz A, Osztynowicz K, Khamidulla A, Kozubski W, Michalak S. A long-term follow-
up study on biochemical and clinical biomarkers of response to interferon beta-1b treatment in
relapsing-remitting multiple sclerosis; w trakcie recenzji] w dlugofalowej obserwacji
wykazaliSmy uzyteczno$é nowych biomarkeréw odpowiedzi na terapie interferonem beta-1b:
biatka USP18 (ang. Ubiquitin specific peptidase 18), SOCS3 (ang. Suppressor of cytokine
signalling 3) oraz wiperyny.

W zwigzku z moim klinicznym i naukowym zainteresowaniem skutecznoscig terapii w SM

powstala takze praca poglagdowa:

1. Losy J, Kalinowska-Lyszczarz A. Emerging disease-modifying oral therapies for
multiple sclerosis. J Neuroimmunol. 2011; 231(1-2):15-22. Impact Factor 2,959,
Punktacja Min. Nauki: 25

5.2. Spektrum neuromyelitis optica (NMO)

W ramach mojej pracy badawczej podjetam tez tematyke spektrum neuromyelitis optica. Jej
owocem jest wysoko cytowana (liczba cytowan wg Web of Science 17) praca poglagdowa, ktérej
powstanie nadzorowatam, oraz badania lek. Michaliny Jasiak-Zatonskiej pt. ,,Rola
diagnostyczna oraz prognostyczna przeciwcial przeciw akwaporynie 4 (NMO-IgG) w
zapaleniu nerwow wzrokowych i rdzenia kregowego (NMO) w kontekécie poszerzonego
profilu immunologicznego oraz analizy parametréow badaf tomografii rezonansu

magnetycznego” w ramach przewodu doktorskiego, w ktérym jestem promotorem

pomocniczym (otwarcie przewodu na Wydziale Lekarskim I UMP w dniu 09.03.2016).

1. Jasiak-Zatonska M, Kalinowska-Lyszczarz A, Michalak S, Kozubski W. The
Immunology of Neuromyelitis optica-Current Knowledge, Clinical Implications,
Controversies and Future Perspectives. Int J Mol Sci. 2016; 17(3):273. Impact Factor
3,226, Punktacja Min. Nauki: 30

5.3. Immunologia migreny

Mimo ze migrena nie jest zaliczana do klasycznych schorzen o etiologii zapalnej, uktad
immunologiczny niewatpliwie odgrywa istotng role w patofizjologii migreny (koncepcja

neurogennego zapalenia). W pierwszej pracy [Michalak et al. Int J of Mol Sci 2017] z cyklu
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publikacji dotyczacych migreny, w ktérych jestem drugim autorem, dokonano
wieloczynnikowej analizy roli monocytéw w patomechanizmie migreny. Wykazalismy, ze u
pacjentow chorujacych na migrene stezenie monocytarnego biatka CD14 jest wyzsze (i wzrasta
wraz z czasem trwania choroby), a ekspresja TNF-alfa w obr¢bie monocytéw nizsza niz u
zdrowych kontroli. Obnizenie ekspresji TNF-alfa moze zatem wynika¢ z przedtuzonej
stymulacji monocytéw krwi obwodowej przez CD14, ktore blokuje produkcje cytokin przez
monocyty. Ponadto wykazali§my, ze surowicze stezenie biatka zapalnego makrofagdéw 1 (ang.
macrophage inflammatory protein-1, MIP-1), chemokiny aktywujacej monocyty, cho¢ nie
rozni si¢ wzgledem zdrowych kontroli, pozytywnie koreluje z klinimetrycznymi wskaznikami
boélu. Omawiana publikacja dostarczyta dowodow na potencjalne nowe punkty uchwytu terapii

w migrenie w obrebie uktadu immunologicznego.

W kolejnej pracy [Michalak et al. Neuromol Med 2017] u pacjentow z migrena oceniono
stezenia czynnikow proangiogennych, ktére moga wplywaé na funkcjonowanie $rodblonka.
WykazalisSmy, ze stgzenia naczyniowo-$rddblonkowego czynnika wzrostu (ang. vascular
endothelial growth factor, VEGF) oraz angiogeniny w surowicy pacjentdw sg nizsze niz u
zdrowych kontroli, co moze skutkowaé wzrostem ryzyka chor6b naczyniowych u o0séb
chorujacych na migrene. Nie zaobserwowaliSmy réznic w zakresie innych czynnikow

proangiogennych, angiopoetyny oraz receptora Tie-2.

1. Michalak S, Kalinowska-Lyszczarz A, Wegrzyn D, Niezgoda A, Losy J, Osztynowicz
K, Kozubski W. Increased Serum CD14 Level Is Associated with Depletion of TNF-a.
in Monocytes in Migraine Patients during Interictal Period. Int J Mol Sci. 2017; 18(2).
pii: E398. doi: 10.3390/ijms18020398. Impact Factor 3,687, Punktacja Min. Nauki: 30

2. Michalak S, Kalinowska-Lyszczarz A, Wegrzyn D, Thielemann A, Osztynowicz K,
Kozubski W. The Levels of Circulating Proangiogenic Factors in Migraineurs.
Neuromolecular Med. 2017; 19(4): 510-517 Impact Factor: 2,952, Punktacja Min.
Nauki: 30

5.4. Rola bariery krew-mozg w neurologicznych zespolach paranowotworowych

Kontynuacja moich  zainteresowan rolg bariery krew-mézg w  chorobach
autoimmunologicznych OUN jest udzial w projekcie dotyczgcym neurologicznych zespolow
paranowotworowych. Uszkodzenie bariery krew-mozg jest istotnym etapem rozwoju zespotu
paranowotworowego, ale dotad nie jest znany doktadny mechanizm i kolejno$¢ zdarzen w

patofizjologii zespotu. W pracy opublikowanej w Journal of Neural Transmission [Michalak
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et al. 2018] oceniliSmy markery uszkodzenia bariery krew-moézg, biatko S100B oraz
neuronospecyficzng enolaze¢ (ang. neuron specific enolase, NSE), zestawiajac je ze stezeniami
wybranych pro- i antyzapalnych cytokin (odpowiednio TNF-alfa i VEGF, oraz 1L-4) oraz
profilem przeciwciat onkoneuronalnych. Jest to pierwsze w literaturze badanie oceniajace role
bariery krew-mozg nic w warunkach eksperymentalnych, ale klinicznych. Wykazali$my, ze
obecno$¢ paranowotworowego zespolu neurologicznego u pacjentéw seropozytywnych pod
wzgledem przeciwcial onkoneuronalnych ma zwigzek z markerami uszkodzenia bariery krew-
moézg jedynie w grupie chorych klinicznie bezobjawowych (a wiec na wczesnym etapie
rozwoju zespotu) oraz z zajeciem obwodowego uktadu nerwowego. Dodatkowo wykazalismy
obnizenie surowiczego stezenia VEGF u pacjentow z obecnoscig przeciwciat anty-Hu, a wzrost
w grupie chorych z objawami zajecia OUN. W obliczu licznych publikacji na temat roli
antagonistdw VEGF w onkologii, wyniki naszej pracy mogg wskazywa¢ na nowe mozliwosci

terapeutyczne takze w zespotach paranowotworowych.

1. Michalak S, Kalinowska-Lyszczarz A, Rybacka-Mossakowska J, Zaborowski M,
Kozubski W. The associations between serum vascular endothelial growth factor, tumor
necrosis factor and interleukin 4 with the markers of blood-brain barrier breakdown in
patients with paraneoplastic neurological syndromes. J Neural Transm (Vienna). 2018
Oct 29. doi: 10.1007/s00702-018-1950-9. Impact Factor 2,776, Punktacja Min. Nauki:
25

5.5. Immunologiczne markery demielinizacyjnego uszkodzenia obwodowego uktadu

nerwowego

W nawigzaniu do wczesniejszych badan na temat roli czgsteczek adhezyjnych w zapaleniu
pozagatkowym nerwu wzrokowego oraz zjawiska interakcji komoérkowych podjetam
wspolpracg w projekcie dotyczgcym tej tematyki w kontekscie obwodowego ukladu
nerwowego. Projekt 6w podsumowuje publikacja w Immunology Letters [Niezgoda et al.
2017], w ktérej zaproponowano nowy specyficzny marker demielinizacji nerwéw
obwodowych, rozpuszczalng forme czgsteczki adhezyjnej komérki nerwowej (ang. soluble
neural cell adhesion molecule, SNCAM, CD56). Wykazalismy, ze w surowicy pacjentow z
uszkodzeniem nerwéw obwodowych stezenie SNCAM jest wyzsze niz u zdrowych kontroli.
Stwierdzone w badaniu neuroelektrofizjologicznym uszkodzenie demielinizacyjne wiazalo sig
z wyzszym poziomem sNCAM niz uszkodzenie aksonalne. Okre$liliémy takze dodatnia

korelacjg¢ poziomu sNCAM z klinicznym nasileniem objawéw mierzonym w skali ONLS (ang.
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Overall Neuropathy Limitations Scale) oraz ujemng korelacje z minimalng predkoscia

przewodzenia oraz latencjg fali F.

1. Niezgoda A, Michalak S, Losy J, Kalinowska-Lyszczarz A, Kozubski W. SNCAM as
a specific marker of peripheral demyelination. Immunol Lett. 2017; 185: 93-97. Impact
Factor: 2,436, Punkt. Ministerstwa Nauki: 20

Uwagi konicowe:

W powyzszym zestawieniu nie uwzgl¢dniono mniej istotnych prac, gléwnie o charakterze
pogladowym, oraz doniesien naukowych o charakterze referatow i plakatow, a takze
dorobku dydaktycznego i popularyzujacego nauke, realizowanych projektéw
naukowych, stazy zagranicznych, otrzymanych nagrod, przynaleznos$ci do towarzystw

naukowych i innych osiagnigé¢ (wszystkie oméwiono w zalgczonym wykazie).

Podsumowujac, modj dorobek naukowy obejmuje 28 publikacji pelnotekstowych o
wspolczynniku IF =50,731, MNiSW =539 pkt.

Dorobek poza cyklem to 24 publikacji o wspdtczynniku IF=39,835, MNiSW =444 pkt.

Punktacja prac po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: wspotczynnik IF =37,893, MNiSW
=417 pkt.

W oparciu o listg Journal Citation Reports liczba cytowan moich publikacji wedtug bazy Web
of Science wynosi: 156. Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science wynosi 8 (w zalagczeniu

szczegbdlowa analiza bibliometryczna przygotowana przez Biblioteke UMP).
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