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Streszczenie 

Celem obecnej pracy było zbadanie wpływu reakcji autoimmunologicznej na przebieg doświad­
czalnej neurodegeneracji, wywołanej obwodowym podaniem toksyny MPTP. MPTP dość wybiór­
czo niszczy komórki dopaminergiczne istoty czarnej, wywołując spadek poziomu dopaminy 
w prążkowiu i ubytek komórek w istocie czarnej. Myszy C57Bl zostały poddane immunizacji 
białkiem mieliny MOG 35-55 w celu wywołania odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej 
przeciwko antygenom tkanki nerwowej. Po 6 dniach od uczulenia, podano MPTP i badano sto­
pień uszkodzenia układu dopaminergicznego. Myszy, u których wywołano odpowiedź zapalną 
rozwinęły auto immunologiczne zapalenie mózgu i rdzenia (EAE). Pomimo tego u tych zwierząt 
stwierdzono mniejszy odpowiednio o ok. 35% i o 20% spadek poziomu dopaminy w 3 i 7 dniu 
po podaniu MPTP niż w grupie myszy, które otrzymały tylko MPTP. Nasze wyniki potwierdzają, 
że reakcja zapalna może mieć działanie ochronne w stosunku do uszkodzonych innym czynnikiem 
komórek nerwowych. 

Summary 

The aim ofthis study has been to check the influence of autoimmune response to neurodegeneration 
caused by MPTP intoxication in mice. MPTP quite selectively destroys dopaminergic neuron s 
of the substantia nigra that leads to dopamine depletion in striatum and to decrease in the number 
of dopaminergic cells. Before intoxication with MPTP, C57Bl mice received myelin protein MOG 
35-55 with Freund adjuvant (CFA) that caused autoimmune response - an autoimmune encephalo­
myeJitis (EAE). On the 6th day following immunization mice revealed first symptoms ofEAE and 
were injected with MPTP. The dopamine level was measured after next 3 and 7 days. Mice suf­
fering from EAE and intoxicated with MPTP showed less dopamine depletion than mice receiving 
only MPTP (without previous MOG immunization). The dopamine content decrease was by 35% 
and 20% less in this mice on the 3rd and 7th day respectively. Our findings suggest that autoimmune 
reaction in the cns may play a protective role towards neurons damaged by other factors. 

Wstęp 

Badania ostatnich lat wykazują, że reakcja zapalna bierze udział w patogene­
zie chorób degeneracyjnych. W większości procesów degeneracyjnych, również 
doświadczalnych, typową reakcją w ośrodkowym układzie nerwowym (oun) jest 
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pobudzenie komórek gleju i rozwój zapalenia (Lotan M 1995, PelTY H 1993). 
W jednej z naj szerzej badanych chorób degeneracyjnych - chorobie Alzheimera 
(chA), stwierdzono mit(dzy innymi obecność pobudzonych komórek mikrogleju 
i limfocytów, zwkkszoną ekspresjt( składników układu dopełniacza oraz wielu 
cytokin (Akiyama H 2000). Również w chorobie Parkinsona (chP) wykazano 
zaburzenia obwodowego układu immunologicznego oraz obecność komórek 
zapalnych w istocie czarnej i prążkowiu (McGeer P 1995). Obserwowane zmiany 
zapalne nie są odpowiedzialne za wywołanie procesu chorobowego, lecz roz­
wijają sit( w odpowiedzi na degeneracjt( komórek nerwowych. Nie jest wyjaś­
nione w jakim stopniu reakcja zapalna bierze udział w patogenezie procesów 
neurodegeneracyjnych. 

W wielu badaniach doświadczalnych podkreślano, że zapalenie, a szczególnie 
pobudzenie komórek mikro gleju może nasilać uszkodzenie komórek nerwowych 
(McGeer P 1998). W chorobie Alzheimera wykazano na przykład, że mikro glej 
zaangażowany jest w tworzenie złogów b-amyloidu, toksycznego dla komórek 
nerwowych. W ostatnich latach jednak, ukazało sit( szereg prac podkreślających, 
iż reakcja zapalna towarzysząca degeneracji komórek nerwowych może mieć 
działanie ochronne w stosunku do tkanki nerwowej (Schwarz M 2001). 

Sugeruje sit(, że zasadniczą rolt( w tym procesie odgrywają specyficzne dla 
białek mieliny autoreaktywne limfocyty T oraz makrofagi gromadzące sit( 
w miejscu uszkodzenia (Moalem G 1999a, '2000a, b). Dzit(ki spełnianym przez 
siebie funkcjom oraz swoim właściwościom (wydzielanie czynników troficznych 
i cytokin oraz zdolność usuwania martwych tkanek) w istotny sposób mogą ogra­
niczać procesy degeneracji oraz stymulować procesy regeneracji. 

Ochronne działanie układu odpornościowego w stosunku do układu nerwo­
wego ograniczane jest obecnością barielY krew-mózg. W stanie fizjologicznym 
obecne są w organiżmie autoreaktywne limfocyty uczulone na antygeny mózgo­
we, nie wiadomo jednak dlaczego nie wykazują one wystarczająco silnego efektu 
neuroprotekcyjnego (Yoles E 2001). Sugeruje sit( wit(c, że dla ochrony przed 
degeneracją tkanki nerwowej konieczne jest podawanie z zewnątrz lub czynne 
pobudzenie autoreaktywnych limfocytów T, specyficznych dla białek mieliny 
(Fisher J 2001, Hauben E 2000a, b, 2001, Moalem G 2000a). 

Podanie zwierzt(tom doświadczalnym jednego z białek mieliny (MOG-myelin 
oligodendrocyte protein; MBP-myelin basic protein) lub auto reaktywnych limfo­
cytów T, specyficznych dla jednego z białek mieliny, prowadzi do rozwinit(cia 
sit( u nich objawów doświadczalnego autoimmunologicznego zapalenia mÓzf,Jl1 

i rdzenia (EAE-experimental autoimmune encephalomyelitis) (Devaux B 1997). 
Wykazano jednak, że podanie auto reaktywnych limfocytów T wywiera protekcyjny 
wpływ na przeżycie komórek zwojowych siatkówki po czt(ściowym przecit(ciu 
nerwu wzrokowego, pomimo wywołania zmian demielinizacyjnych w rdzeniu 
(Fisher J 2001). Podobnie, pomimo rozwinit(cia sit( odpowiedzi autoimmuno­
logicznej, autoreaktywne limfocyty T powodują znaczne ograniczenie obszaru 
uszkodzenia po mechanicznych urazie rdzenia krt(gowego szczura (Hauben E 
2000, Hammerberg H 2000). 
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Do badań nad udziałem układu immunologicznego w procesach neurodege­
neracyjnych wykorzystywane są różne modele eksperymentalne. Jednym z nich 
jest mysi model choroby Parkinsona, wywoływany przez intoksykację l-methyl­
-4-phenyl-l,2,3,6-tetrahydropirydynę (MPTP). MPTP jest toksyną, która selek­
tywnie niszczy dopaminergiczny układ nigrostriatalny, powodując zmniejsze­
nie liczby komórek dopaminergicznych w istocie czarnej mózgu, oraz spadek 
poziomu dopaminy w prążkowiu (Bieganowska K 1993, Sundstrom E 1994). 
Zaletą tego modelu jest fakt, iż podana parenteralnie toksyna łatwo przechodzi 
do mózgu nie niszcząc bariery krew-mózg. Uszkodzenie komórek dopami­
nergicznych wywołuje odpowiedź zapalną pod postacią pobudzenia komórek 
mikrogleju i astrogleju oraz nacieku limfocytów T (Członkowska A 1996, 
Kurkowska-Jastrzębska I 1999). 

W obecnej pracy pragniemy zbadać czy indukcja reakcji autoimmunologicznej 
(immunizacja myszy antygenem mózgowym - białkiem mieliny i oligodendrocy­
tów MOG) wpłynie na przeżycie neuronów dopaminergicznych uszkodzonych 
podaniem toksyny MPTP. 

Materiał i metody 

Zwierzęta 

Doświadczenia przeprowadzone zostały na 9-11 miesięcznych samcach my­
szy C57BL/6, pochodzących z lokalnej hodowli. Zwierzęta zostały podzielone 
na następujące grupy doświadczalne: 

1. kontrola - otrzymująca 0,9% roztwór NaCI 
2. MOG - myszy z indukowanym alergicznym zapaleniem mózgu 
3. CFA - myszy stanowiące kontrolę rozwoju autoimmunologicznego zapale­

nia mózgu, które otrzymują CFA bez MOG w takim schemacie jak grupa 
MOG; zwierzęta z tej grupy nie powinny rozwinąć objawów autoimmuno­
logicznego zapalenia mózgu i rdzenia, aczkolwiek CFA wywohlje silne, 
nie specyficzne pobudzenie układu immunologicznego na obwodzie 

4. MPTP - otrzymująca dootrzewnowo wyłącznie toksynę MPTP wywołu­
jącą degenerację neuronów dopaminergicznych 

5. MOG + MPTP - myszy, które po indukcji EAE otrzymały toksynę MPTP 
6. CFA + MPTP - myszy, które po iniekcji CFA otrzymały MPTP; grupa ta 

stanowi kontrolę grupy MOG+MPTP. 

Indukcja BAB 

EAE indukowane było poprzez podanie (w dobie O) podskórnie 150 mg MOG 
35-55 (białko mieliny i oligodendrocytów) zawieszonego w 100 !-lI CFA (com­
plete Freund adjuvant), wzbogacanego Mycobacterium tuberculosis (4 mg/mI), 
oraz toksyny krztuśca (Pertusis toxin-PT), podawanej dożylnie, w ilości 3 !-ll/mysz 
(stężenie 100 ng/ml) (w dobie O i 2). 



PROTEKCYJNY WPL YW REAKCJI AUTOIMMUNOLOGICZNEJ 169 

Uszkodzenie układu dopa11linergicznego - indukcja modelu choroby Parkinsona 

W 6 dobie po indukcji EAE myszy z określonych grup zostały poddane uszko­
dzeniu układu dopaminergicznego. Powodowane ono było przez podanie dootrzew­
nowe MPTP, w czterech iniekcjach, po 10 mg/kg każda (łącznie 40 mg/kg), roz­
puszczonego w 0,9% NaCI. 

3 i 7 dnia po podaniu MPTP ( 9 i 13 doba po indukcji EAE) myszy zostały 
uśmiercone poprzez przerwanie rdzenia kręgowego. Wyizolowane z mózgów prąż­
kowia zostały zamrożone w (-) 80°C i przechowane do oznaczeń poziomu dopa­
miny metodą wysokosprawnej chromatografi cieczowej - HPLC. 

Oznaczenie stężenia dopa11liny - HPLC 

Wyizolowane z mózgów prążkowi a zważono, homogenizowano w 1000 jll 
O,lN HCI04 i następnie wirowano przez 15 minut z szybkością 13000/minutę, 
a uzyskane supematanty przefiltrowano (filtr 0,2jlm ; Whatman, USA). 

Oznaczenie stężenia dopaminy ( REI), DOPAC (kwas 3,4-dihydroksyfenyl­
octowy; REI), HVA (kwas homowanilinowy; Sigma), 5HT (5-hydroksytryptamina; 
Sigma), 5-HIAA (kwas 5-hydroxyindoloctowy; Sigma), dokonano przy użyciu 
wysokociśnieniowej chromatografi cieczowej (HPLC-Knauer) z detekcją elektro­
chemiczną (L-3500A, Merc). 

Fazę mobilną stanowiły 58 mM fosforanu sodu (Sigma), 31 mM kwasu cytry­
nowego (Sigma), 1 mM octanu kwasu sulfoninowego (Aldrich), 27 jlM kwasu 
etylenediaminetetraacetylowego (EDTA, Sigma) w dejonizowanej, 18,3 mM wo­
dzie zawierającej 1% acetonitrilu (Merc) i 12% metanolu (Merc). 

Rozdział monoamin dokonywany był przy użyciu kolumny C-18 (250 x 4 mm 
Nucleosil,5 jlm, Macherey-Nagel, Germany), przy przepływie 0,8 mI/min. 

Dane zgromadzono i zanalizowano przy użyciu programu Eurochrom 2000 
(Knauer). 

Porównania stężenia neurotransmiterów w prążkowiach pomiędzy grupami 
dokonano przy użyciu programu Statistica. Grupy porównywano testem Manna­
-Whitneya. 

Wyniki 

Indukcja EAE 

Zwierzęta z grup otrzymujących MOG wykazały typowy spadek wagi w 3 dobie 
po podaniu MOG o ok. 27%. Od 4 doby waga zwierząt wzrastała, osiągając w 6 do­
bie wagę wyjściową. W innych grupach myszy nie obserwowano spadku wagi. 

Objawy EAE rozwijają się w tym modelu od 6 dnia po indukcji, aczkolwiek 
największe nasilenie objawów chorobowych występuje zwykle po 14 dobie. 
W obecnym doświadczeniu zwierzęta były obserwowane krótko - przez 13 dni 
od indukcji, wiadomo jednak, że uczulone na MOG limfocyty pojawiają się 
w oun, w tym modelu, już po kilku dniach. 
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W 6 dobie po indukcji w grupach zwierząt, które otrzymały MOG zaczęły 
pojawiać się objawy kliniczne. U ponad połowy zwierząt otrzymujących MOG 
obserwowano opadanie ogona, pojedyncze zwierzęta miały niedowład tylnych łap. 
Objawy kliniczne EAE obserwowano przez 3 dni (6-9 doba po indukcji), po czym 
stan zwierząt poprawił się. Drugi rzut EAE obserwowano 13 dnia po indukcji. 
Zwierzęta z grup kontrolnych nie wykazywały jakichkolwiek zaburzeń ruchowych 
w przebiegu całej obserwacji. 

Ocena stopnia uszkodzenia ukladu dopaminergicznego 

Zawartość dopaminy była oznaczana w prążkowiach myszy w 3 i 7 dniu po 
podaniu MPTP, tj. 9 i 13 dobie po indukcji EAE. W grupie kontrolnej poziom 
dopaminy wynosił średnio 12000 pg/mg tkanki. W grupie MPTP poziom dopami­
ny spadał odpowiednio o 70% 3 dnia i 083% 7 dnia po intoksykacji w stosunku 
do kontroli. Grupy zwierząt, które nie otrzymały MPTP (grupa MOG, CFA) nie 
wykazały istotnych różnic poziomu dopaminy w stosunku do kontroli. Grupy 
zwierząt, które przed podaniem MPTP otrzymały MOG wykazały istotnie staty­
stycznie mniejszy spadek poziomu dopaminy w stosunku do grup z samym MPTP. 
Różnica ta wynosiła odpowiednio 36% 3 dnia i 18% 7 dnia po intoksykacji. 
Co więcej grupy myszy, które przed intoksykacją MPTP otrzymały wyłącznie 
CFA - silny, niespecyficzny stymulator reakcji immunologicznej i nie rozwinęły 
objawów EAE, wykazały również mniejszy spadek poziomu dopaminy w sto­
sunku do grup MPTP. Różnica była nieznacznie mniejsza niż w przypadku grup 
MOG+ MPTP i wynosiła 31% 3 dnia i 13% 7 dnia po podaniu MPTP (Rys. 1,2). 
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Rysunek l. Spadek poziomu dopaminy w prążkowiu myszy 3 dni po podaniu MPTP oraz po 
wcześniejszej stymulacji odpowiedzi autoimmunologicznej. 

Różnica statystycznie znamienna w stosunku do: * kontroli p<O,03; ** do grupy MPTP p<O,05 
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Rysunek 2. Spadek poziomu dopaminy w prążkowiu myszy 7 dni po podaniu MPTP oraz po 
wcześniejszej stymulacji odpowiedzi autoimmunologicznej. 

Różnica statystycznie znamienna w stosunku do: * kontroli p<0,03; ** do grupy MPTP p<0,05 

Dyskusja 

W przedstawionym badaniu pokazaliśmy, że indukcja procesu autoimmunolo­
gicznego może mieć działanie protekcyjne w stosunku do neuronów dopaminer­
gicznych uszkodzonych innym czynnikiem - toksyną MPTP. Podanie białka MOG 
wywołało odpowiedź immunologiczną - rozwój autoimmunologicznego zapale­
nia mózgu i rdzenia, obserwowanego klinicznie jako porażenie ogona i niedowład 
tylnych łap u zwierząt doświadczalnych. Pomimo tego, podanie MOG spowodo­
wało mniejsze uszkodzenie komórek nerwowych. 

Podanie MOG wywołuje u zwierząt doświadczalnych powstawanie między in­
nymi autoreaktywnych limfocytów T, które są odpowiedzialne za rozwój zapalenia 
w oun (Devaux B 1997, Pender MP 1987). Limfocyty te gromadzą się początkowo 
wokół naczyń w oun powodując przerwanie bariery krew-mózg i gromadzenie się 
makrofagów. Uważa się, że zarówno makrofagi, jak i limfocyty wywołują uszko­
dzenie mieliny oraz degenerację aksonów. Pobudzone limfocyty mają również 
zdolność gromadzenia się w miejscach uszkodzenia w oun niezależnie od czyn­
nika uszkadzającego (Martin R 1997). Stwierdzono, np. że podanie autoreaktyw­
nych limfocytów T po przecięciu nerwu wzrokowego wywołuje ich napływ do 
miejsca degeneracji. Co więcej wykazano, że limfocyty te mogą pełnić funkcje 
ochronne w stosunku do komórek nerwowych. Moalem i wsp. (2000a) wykazał, 
iż podanie aktywowanych limfocytów T, specyficznych dla jednego z białek 
mieliny - MBP, szczurom, które poddano częściowemu zniszczeniu nerwu wzro­
kowego, powoduje zmniejszenie o 30% liczby obumarłych komórek zwojowych 
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siatkówki. Schwartz i wsp. (2000) zastosowała z dobrym skutkiem iniekcję limfo­
cytów T specyficznych dla własnych antygenów mieliny w szczurzym modelu 
chronicznej jaskry, jak również po mechanicznym uszkodzeniu rdzenia kręgowego. 

Sugeruje się, że limfocyty T mogą wywierać swoje działałanie ochronne po­
przez wydzielanie czynników troficznych takich, jak BDNF, NGF czy inne neuro­
trofiny 3, 4/5 (Moalem i wsp. 2000b, Kerhensteiner i wsp. 1999). Hamowanie 
kinazy tyrozyny, co zmniejsza aktywność receptorów dla neurotrofin, powoduje 
mniejszą protekcję autoreaktywnych limfocytów T w modelu uszkodzenia nerwu 
wzrokowego. In vitro wykazano ogromny wpływ neurotrofin na stopieI'l prze­
życia równych populacji neuronalnych. W procesach degeneracyjnych czynniki 
troficzne miałyby nie tyle wpływać na regenerację uszkodzonych komórek, 
co hamować wtórną degenerację neuronów, np. związanych z uszkodzonymi 
komórkami przez połączenia synaptyczne (Lynch DR 1994). Wtórna degeneracja 
jest procesem stopniowym, zachodzącym w konsekwencji urazu oun, dotyczącym 
tkanki otaczającej miejsce urazu. Wynikiem tego procesu jest obumieranie znacz­
nie większej ilości komórek niż wynikałoby to z siły bodźca uszkadzającego. 
Obumierające neurony wydzielają szereg toksyn, niszczących sąsiednie komórki. 
Również zmiany pH środowiska oraz tworzenie wolnych rodników indukują 
procesy wtórnej degeneracji. 

Oprócz limfocytów aktywne makrofagi i mikro glej mogą wywierać działanie 
protekcyjne, choć dotychczas uważane były raczej za czynnik szkodliwy dla 
komórek nerwowych. Pokazano jednak, że transplantacja makrofagów stymulowa­
nych tkanką nerwową, pochodzącą z obwodowego układu nerwowego (zdolnego 
do spontanicznej regeneracji) do uszkodzonego nerwu wzrokowego powoduje od­
budowę aksonalną (Schori H 2001, Lazarow-Spiegler 1996). Makrofagi usuwając 
resztki mieliny z uszkodzonych komórek przyczyniają się do usuwania czynni­
ków hamujących wydłużanie się aksonów oraz wzrost oligodendrocytów i remie­
linizację. Mogą być również źródłem czynników troficznych dla neuronów, takich 
jak: FGF, IL-6, IL-3 (Prewitt CM 1997). Podanie szczurom, po przecięciu rdzenia 
kręgowego do miejsca urazu, inkubowanych ex vivo z tkanką nerwową makrofa­
gów, powoduje częściowy powrót utraconych funkcji motorycznych (Schwartz M 
1999, Rapalino O 1998). Komórki mikrogleju rozłączają synapsy uszkodzonych 
neuronów, zmniejszają dopływ bodźców aferentnych, co pozwala komórkom 
nerwowym na przeznaczenie całego potencjału na regenerację (Cohen IR 1999). 
Co więcej wykazano, że część pro-zapalnych cytokin wydzielanych przez mikro­
glej i makrofagi, np. IL-l, IL-6, TNF-alfa, może mieć działanie troficzne w sto­
sunku do niektórych populacji neuronów (Schwartz M 2000). 

Dotychczas protekcyjne działanie reakcji immunologicznej - limfocytów T 
i makrofagów wykazano tylko w modelach uszkodzenia aksonów. W naszej pracy 
po raz pierwszy pokazaliśmy protekcyjny efekt immunizacji MOG w stosunku 
do populacji neuronów dopaminergicznych uszkodzonych toksyną MPTP. Wydaje 
się więc, że ochronne działanie reakcji zapalnej jest powszechną reakcją w oun, 
niezależną od typu neuronów czy rodzaju uszkodzenia. W stanie fizjologicznym 
również zaobserwowano gromadzenie się makrofagów i limfocytów w miejscach 



PROTEKCYJNY WPŁYW REAKCJI AUTOIMMUNOLOGICZNEJ 173 

degeneracji, proces ten jest jednak, nie wiadomo dlaczego, nie wystarczający dla 
wywarcia ochronnego działania (Yoles E 2001). Wydaje się, że jednym z czyn­
ników ograniczających jest bariera krew-mózg, hamująca swobodne wejście do 
oun komórkom układu immunologicznego (Hickey WF 1991). W naszej pracy 
wykazaliśmy również, że nie specyficzna stymulacja reakcji immunologicznej na 
obwodzie ma również działanie ochronne w stosunku neuronów uszkodzonych 
MPTP. Wydaje się, że protekcyjne działanie podanego wcześniej CFA może być 
spowodowane uszkodzeniem bariery krew-mózg, co pozwala na większy napływ 
komórek immunokompetentnych do oun. 

Aczkolwiek protekcyjne możliwości reakcji zapalnej w oun znajdują się do­
piero na początku badał} naukowych wydają się być bardzo obiecujące i wyzna­
czają nowy kienmek poszukiwał} strategii terapeutycznych w chorobach oun, 
szczególnie degeneracyjnych. Najbardziej istotne wydaje się pozbawienie reakcji 
zapalnej (auto immunologicznej) jej działań bezpośrednio uszkadzających komór­
ki nerwowe czyli, np. wywoływania w doświadczalnych modelach EAE, jak też 
odkrycia mechanizmów jej protekcyjnego wpływu na neurony. 
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