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Streszczenie

Celem obecnej pracy byto zbadanie wplywu reakeji autoimmunologicznej na przebieg doswiad-
czalnej neurodegeneracji, wywotanej obwodowym podaniem toksyny MPTP. MPTP do$¢ wybior-
czo niszczy komérki dopaminergiczne istoty czarnej, wywotujac spadek poziomu dopaminy
w prazkowiu i ubytek komorek w istocie czarnej. Myszy C57B1 zostaly poddane immunizacji
biatkiem mieliny MOG 35-55 w celu wywotania odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciwko antygenom tkanki nerwowej. Po 6 dniach od uczulenia, podano MPTP i badano sto-
pief uszkodzenia ukiadu dopaminergicznego. Myszy, u ktérych wywotano odpowiedz zapalna
rozwinety autoimmunologiczne zapalenie mézgu i rdzenia (EAE). Pomimo tego u tych zwierzat
stwierdzono mniejszy odpowiednio o ok. 35% i o 20% spadek poziomu dopaminy w 3 i 7 dniu
po podaniu MPTP niz w grupie myszy, ktére otrzymaty tylko MPTP. Nasze wyniki potwierdzaja,
Ze reakcja zapalna moze mie¢ dziatanie ochronne w stosunku do uszkodzonych innym czynnikiem
komérek nerwowych.

Summary

The aim of this study has been to check the influence of autoimmune response to neurodegeneration
caused by MPTP intoxication in mice. MPTP quite selectively destroys dopaminergic neurons
of the substantia nigra that leads to dopamine depletion in striatum and to decrease in the number
of dopaminergic cells. Before intoxication with MPTP, C57BI mice received myelin protein MOG
35-55 with Freund adjuvant (CFA) that caused autoimmune response — an autoimmune encephalo-
myelitis (EAE). On the 6th day following immunization mice revealed first symptoms of EAE 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.

Wstep

Badania ostatnich lat wykazuja, ze reakcja zapalna bierze udziat w patogene-
zie chorob degeneracyjnych. W wigkszosci proceséw degeneracyjnych, réwniez
do$wiadczalnych, typowa reakcja w o§rodkowym uktadzie nerwowym (oun) jest
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pobudzenie komoérek gleju i rozwdj zapalenia (Lotan M 1995, Perry H 1993).
W jednej z najszerzej badanych chor6éb degeneracyjnych — chorobie Alzheimera
(chA), stwierdzono migdzy innymi obecno$¢ pobudzonych komoérek mikrogleju
i limfocytow, zwigkszona ekspresje skladnikow ukladu dopeiacza oraz wielu
cytokin (Akiyama H 2000). Réwniez w chorobie Parkinsona (chP) wykazano
zaburzenia obwodowego ukladu immunologicznego oraz obecno$¢ komorek
zapalnych w istocie czarnej 1 prazkowiu (McGeer P 1995). Obserwowane zmiany
zapalne nie sa odpowiedzialne za wywotanie procesu chorobowego, lecz roz-
wijaja si¢ w odpowiedzi na degeneracjg komorek nerwowych. Nie jest wyjas-
nione w jakim stopniu reakcja zapalna bierze udzial w patogenezie proceséw
neurodegeneracyjnych.

W wielu badaniach do$wiadczalnych podkreslano, ze zapalenie, a szczegblnie
pobudzenie komoérek mikrogleju moze nasila¢ uszkodzenie komorek nerwowych
(McGeer P 1998). W chorobie Alzheimera wykazano na przyklad, ze mikroglej
zaangazowany jest w tworzenie zlogdw b-amyloidu, toksycznego dla komorek
nerwowych. W ostatnich latach jednak, ukazalo sig szereg prac podkreslajacych,
iz reakcja zapalna towarzyszaca degeneracji komorek nerwowych moze miec
dziatanie ochronne w stosunku do tkanki nerwowej (Schwarz M 2001).

Sugeruje sig, Ze zasadnicza role w tym procesie odgrywaja specyficzne dla
biatek mieliny autoreaktywne limfocyty T oraz makrofagi gromadzace sie
w miejscu uszkodzenia (Moalem G 1999a, 2000a, b). Dzieki spelnianym przez
siebie funkcjom oraz swoim wlasciwosciom (wydzielanie czynnikéw troficznych
1 cytokin oraz zdolnos$¢ usuwania martwych tkanek) w istotny sposéb moga ogra-
niczaé procesy degeneracji oraz stymulowac procesy regeneracji.

Ochronne dziatanie uktadu odporno$ciowego w stosunku do uktadu nerwo-
wego ograniczane jest obecnoscia bariery krew—moézg. W stanie fizjologicznym
obecne sa W organizmie autoreaktywne limfocyty uczulone na antygeny mézgo-
we, nie wiadomo jednak dlaczego nie wykazuja one wystarczajaco silnego efektu
neuroprotekcyjnego (Yoles E 2001). Sugeruje sie wiec, ze dla ochrony przed
degeneracja tkanki nerwowej konieczne jest podawanie z zewnatrz lub czynne
pobudzenie autoreaktywnych limfocytéw T, specyficznych dla biatek mieliny
(Fisher J 2001, Hauben E 2000a, b, 2001, Moalem G 2000a).

Podanie zwierzgtom do$wiadczalnym jednego z biatek mieliny (MOG-myelin
oligodendrocyte protein; MBP-myelin basic protein) lub autoreaktywnych limfo-
cytdw T, specyficznych dla jednego z bialek mieliny, prowadzi do rozwiniecia
sig¢ u nich objawdéw do$wiadczalnego autoimmunologicznego zapalenia mozgu
i rdzenia (EAE-experimental autoimmune encephalomyelitis) (Devaux B 1997).
Wykazano jednak, ze podanie autoreaktywnych limfocytéw T wywiera protekcyjny
wplyw na przezycie komorek zwojowych siatkowki po czeg§ciowym przecigciu
nerwu wzrokowego, pomimo wywolania zmian demielinizacyjnych w rdzeniu
(Fisher J 2001). Podobnie, pomimo rozwiniecia si¢ odpowiedzi autoimmuno-
logicznej, autoreaktywne limfocyty T powoduja znaczne ograniczenie obszaru
uszkodzenia po mechanicznych urazie rdzenia kregowego szczura (Hauben E
2000, Hammerberg H 2000).
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Do badan nad udzialem ukladu immunologicznego w procesach neurodege-
neracyjnych wykorzystywane sa rézne modele eksperymentalne. Jednym z nich
jest mysi model choroby Parkinsona, wywolywany przez intoksykacje 1-methyl-
-4-phenyl-1,2.3,6-tetrahydropirydyng (MPTP). MPTP jest toksyna, ktora selek-
tywnie niszczy dopaminergiczny ukltad nigrostriatalny, powodujac zmniejsze-
nie liczby komérek dopaminergicznych w istocie czarnej mézgu, oraz spadek
poziomu dopaminy w prazkowiu (Bieganowska K 1993, Sundstrom E 1994).
Zaleta tego modelu jest fakt, iz podana parenteralnie toksyna tatwo przechodzi
do mézgu nie niszczac bariery krew—moézg. Uszkodzenie komérek dopami-
nergicznych wywoluje odpowiedZ zapalna pod postacia pobudzenia komoérek
mikrogleju i astrogleju oraz nacieku limfocytow T (Czlonkowska A 1996,
Kurkowska-Jastrzebska I 1999).

W obecnej pracy pragniemy zbada¢ czy indukcja reakcji autoimmunologicznej
(immunizacja myszy antygenem mozgowym — biatkiem mieliny i oligodendrocy-
tow MOG) wplynie na przezycie neuronéw dopaminergicznych uszkodzonych
podaniem toksyny MPTP.

Material i metody

Zwierzeta

Doswiadczenia przeprowadzone zostaly na 9-11 miesiecznych samcach my-
szy C57BL/6, pochodzacych z lokalnej hodowli. Zwierzgta zostalty podzielone
na nastepujace grupy doswiadczalne:

1. kontrola — otrzymujaca 0,9% roztwor NaCl

2. MOG - myszy z indukowanym alergicznym zapaleniem mézgu

3. CFA - myszy stanowiace kontrolg rozwoju autoimmunologicznego zapale-

nia mézgu, ktére otrzymuja CFA bez MOG w takim schemacie jak grupa
MOG; zwierzeta z tej grupy nie powinny rozwing¢ objawdw autoimmuno-
logicznego zapalenia moézgu i rdzenia, aczkolwiek CFA wywoluje silne,
niespecyficzne pobudzenie uktadu immunologicznego na obwodzie

4. MPTP - otrzymujaca dootrzewnowo wylacznie toksyng MPTP wywotu-
jaca degeneracj¢ neuronow dopaminergicznych
MOG + MPTP — myszy, ktére po indukcji EAE otrzymaly toksyng MPTP
6. CFA + MPTP — myszy, ktore po iniekcji CFA otrzymaty MPTP; grupa ta

stanowi kontrole grupy MOG+MPTP.

d

Indukcja EAE

EAE indukowane bylo poprzez podanie (w dobie 0) podskoérnie 150 mg MOG
35-55 (biatko mieliny i oligodendrocytéw) zawieszonego w 100 pul CFA (com-
plete Freund adjuvant), wzbogacanego Mycobacterium tuberculosis (4 mg/ml),
oraz toksyny krztusca (Pertusis toxin-PT), podawanej dozylnie, w ilo$ci 3 pl/mysz
(stezenie 100 ng/ml) (w dobie 0 i 2).
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Uszkodzenie ukladu dopaminergicznego — indukcja modelu choroby Parkinsona

W 6 dobie po indukcji EAE myszy z okre§lonych grup zostaly poddane uszko-
dzeniu ukfadu dopaminergicznego. Powodowane ono bylo przez podanie dootrzew-
nowe MPTP, w czterech iniekcjach, po 10 mg/kg kazda (tacznie 40 mg/kg), roz-
puszczonego w 0,9% NaCl.

3 i 7 dnia po podaniu MPTP ( 9 i 13 doba po indukcji EAE) myszy zostaly
u$miercone poprzez przerwanie rdzenia krggowego. Wyizolowane z mozgdw praz-
kowia zostaly zamrozone w {(—) 80°C i przechowane do oznaczen poziomu dopa-
miny metoda wysokosprawnej chromatografi cieczowej — HPLC.

Oznaczenie steZenia dopaminy — HPLC

Wyizolowane z mozgdéw prazkowia zwazono, homogenizowano w 1000 pl
0,IN HCIO, i nastepnie wirowano przez 15 minut z szybko$cia 13000/minute,
a uzyskane supernatanty przefiltrowano ( filtr 0,2 pm ; Whatman, USA).

Oznaczenie stezenia dopaminy { RBI), DOPAC (kwas 3,4-dihydroksyfenyl-
octowy; RBI), HVA (kwas homowanilinowy; Sigma), SHT (5-hydroksytryptamina;
Sigma), 5-HIAA (kwas 5-hydroxyindoloctowy; Sigma), dokonano przy uzyciu
wysokoci$nieniowej chromatografi cieczowej (HPLC-Knauer) z detekcja elektro-
chemiczng (L-3500A, Merc).

Faze mobilna stanowily 58 mM fosforanu sodu (Sigma), 31 mM kwasu cytry-
nowego (Sigma), 1 mM octanu kwasu sulfoninowego (Aldrich), 27 uM kwasu
etylenediaminetetraacetylowego (EDTA, Sigma) w dejonizowanej, 18,3 mM wo-
dzie zawierajacej 1% acetonitrilu (Merc) i 12% metanolu (Merc).

Rozdzial monoamin dokonywany byt przy uzyciu kolumny C-18 (250%4 mm
Nucleosil, 5 um, Macherey-Nagel, Germany), przy przeptywie 0,8 ml/min.

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

Porownania st¢zenia neurotransmiteréw w prazkowiach pomigdzy grupami
dokonano przy uzyciu programu Statistica. Grupy poréwnywano testem Manna-
~Whitneya.

Wyniki

Indukcja EAE

Zwierzegta z grup otrzymujacych MOG wykazaly typowy spadek wagi w 3 dobie
po podaniu MOG o ok. 27%. Od 4 doby waga zwierzat wzrastata, osiagajac w 6 do-
bie wage wyjsciowa. W innych grupach myszy nie obserwowano spadku wagi.

Objawy EAE rozwijaja sig¢ w tym modelu od 6 dnia po indukcji, aczkolwiek
najwigksze nasilenie objaw6éw chorobowych wystgpuje zwykle po 14 dobie.
W obecnym do$wiadczeniu zwierzgta byly obserwowane krotko — przez 13 dni
od indukcji, wiadomo jednak, ze uczulone na MOG limfocyty pojawiaja sie
w oun, w tym modelu, juz po kilku dniach.
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W 6 dobie po indukcji w grupach zwierzat, ktore otrzymaly MOG zaczely
pojawiaé si¢ objawy kliniczne. U ponad polowy zwierzat otrzymujacych MOG
obserwowano opadanie ogona, pojedyncze zwierzgta miaty niedowlad tylnych tap.
Objawy kliniczne EAE obserwowano przez 3 dni (6—9 doba po indukc;ji), po czym
stan zwierzat poprawit sig. Drugi rzut EAE obserwowano 13 dnia po indukcji.
Zwierzegta z grup kontrolnych nie wykazywaty jakichkolwiek zaburzen ruchowych
w przebiegu calej obserwacji.

Ocena stopnia uszkodzenia ukladu dopaminergicznego

Zawarto$¢ dopaminy byta oznaczana w prazkowiach myszy w 3 i 7 dniu po
podaniu MPTP, tj. 9 1 13 dobie po indukcji EAE. W grupie kontrolnej poziom
dopaminy wynosit Srednio 12 000 pg/mg tkanki. W grupie MPTP poziom dopami-
ny spadat odpowiednio o 70% 3 dnia i 0 83% 7 dnia po intoksykacji w stosunku
do kontroli. Grupy zwierzat, ktore nie otrzymalty MPTP (grupa MOG, CFA) nie
wykazaty istotnych réznic poziomu dopaminy w stosunku do kontroli. Grupy
zwierzat, ktore przed podaniem MPTP otrzymaly MOG wykazaly istotnie staty-
stycznie mniejszy spadek poziomu dopaminy w stosunku do grup z samym MPTP.
Roznica ta wynosita odpowiednio 36% 3 dnia i 18% 7 dnia po intoksykacji.
Co wiecej grupy myszy, ktore przed intoksykacja MPTP otrzymaly wylacznie
CFA - silny, niespecyficzny stymulator reakcji immunologicznej i nie rozwingly
objawéw EAE, wykazaly rowniez mniejszy spadek poziomu dopaminy w sto-
sunku do grup MPTP. Réznica byta nieznacznie mniejsza niz w przypadku grup
MOG+MPTP i wynosita 31% 3 dnia i 13% 7 dnia po podaniu MPTP (Rys. 1, 2).
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Rysunek 1. Spadek poziomu dopaminy w prazkowiu myszy 3 dni po podaniu MPTP oraz po
weczeéniejszej stymulacji odpowiedzi autoimmunologicznej.
Réznica statystycznie znamienna w stosunku do: * kontroli p<0,03; ** do grupy MPTP p<0,05
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Rysunek 2. Spadek poziomu dopaminy w prazkowiu myszy 7 dni po podaniu MPTP oraz po
wezeéniejszej stymulacji odpowiedzi autoimmunologiczne;.
Roéznica statystycznie znamienna w stosunku do: * kontroli p<0,03; ** do grupy MPTP p<0,05

Dyskusja

W przedstawionym badaniu pokazali$my, Ze indukcja procesu autoimmunolo-
gicznego moze mie¢ dziatanie protekcyjne w stosunku do neuronéw dopaminer-
gicznych uszkodzonych innym czynnikiem — toksyng MPTP. Podanie bialka MOG
wywotlalo odpowiedz immunologiczna — rozw¢j autoimmunologicznego zapale-
nia mézgu i rdzenia, obserwowanego klinicznie jako porazenie ogona i niedowlad
tylnych tap u zwierzat doswiadczalnych. Pomimo tego, podanie MOG spowodo-
wato mniejsze uszkodzenie komérek nerwowych.

Podanie MOG wywotuje u zwierzat do§wiadczalnych powstawanie miedzy in-
nymi autoreaktywnych limfocytow T, ktore sa odpowiedzialne za rozwdj zapalenia
w oun (Devaux B 1997, Pender MP 1987). Limfocyty te gromadza sie poczatkowo
wokdét naczyn w oun powodujac przerwanie bariery krew-—-mozg 1 gromadzenie sie
makrofagow. Uwaza sie, ze zar6wno makrofagi, jak i limfocyty wywohyja uszko-
dzenie mieliny oraz degeneracje aksonéw. Pobudzone limfocyty maja réwniez
zdolno$¢ gromadzenia sie w miejscach uszkodzenia w oun niezaleznie od czyn-
nika uszkadzajacego (Martin R 1997). Stwierdzono, np. Ze podanie autoreaktyw-
nych limfocytow T po przecigciu nerwu wzrokowego wywoluje ich naptyw do
miejsca degeneracji. Co wigeej wykazano, ze limfocyty te moga petnié funkcje
ochronne w stosunku do komérek nerwowych. Moalem i wsp. (2000a) wykazal,
iz podanie aktywowanych limfocytow T, specyficznych dla jednego z biatek
mieliny — MBP, szczurom, ktdére poddano cze$ciowemu zniszczeniu nerwu wzro-
kowego, powoduje zmniejszenie o 30% liczby obumartych komoérek zwojowych
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siatkowki. Schwartz 1 wsp. (2000) zastosowala z dobrym skutkiem iniekcje limfo-
cytow T specyficznych dla wlasnych antygendéw mieliny w szczurzym modelu
chroniczne;j jaskry, jak rowniez po mechanicznym uszkodzeniu rdzenia kregowego.

Sugeruje sig, ze limfocyty T moga wywiera¢ swoje dziatatanie ochronne po-
przez wydzielanie czynnikow 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 aktywno$¢ receptoréw dla neurotrofin, powoduje
mniejsza protekcje autoreaktywnych limfocytow T w modelu uszkodzenia nerwu
wzrokowego. In vitro wykazano ogromny wplyw neurotrofin na stopiefi prze-
zycia rownych populacji neuronalnych. W procesach degeneracyjnych czynniki
troficzne mialyby nie tyle wplywac na regeneracje uszkodzonych komoérek,
co hamowaé wtérma degeneracje neurondéw, np. zwiagzanych z uszkodzonymi
komoérkami przez polaczenia synaptyczne (Lynch DR 1994). Wtorna degeneracja
jest procesem stopniowym, zachodzacym w konsekwencji urazu oun, dotyczacym
tkanki otaczajacej miejsce urazu. Wynikiem tego procesu jest obumieranie znacz-
nie wigkszej iloSci komoérek niz wynikatoby to z sily bodzca uszkadzajacego.
Obumierajace neurony wydzielaja szereg toksyn, niszczacych sasiednie komorki.
Réwniez zmiany pH Srodowiska oraz tworzenie wolnych rodnikéw indukuja
procesy wtornej degeneracji.

Oprocz limfocytow aktywne makrofagi i mikroglej moga wywieraé dziatanie
protekcyjne, cho¢ dotychczas uwazane byly raczej za czynnik szkodliwy dla
komorek nerwowych. Pokazano jednak, ze transplantacja makrofagow stymulowa-
nych tkanka nerwowa, pochodzaca z obwodowego uktadu nerwowego (zdolnego
do spontanicznej regeneracji) do uszkodzonego nerwu wzrokowego powoduje od-
budowe aksonalna (Schori H 2001, Lazarow-Spiegler 1996). Makrofagi usuwajac
resztki mieliny z uszkodzonych komorek przyczyniaja si¢ do usuwania czynni-
kéw hamujacych wydtuzanie sie aksondw oraz wzrost oligodendrocytow i1 remie-
linizacje. Moga by¢ rowniez zroédlem czynnikow troficznych dla neuronow, takich
jak: FGF, IL-6, IL-3 (Prewitt CM 1997). Podanie szczurom, po przecigciu rdzenia
kregowego do miejsca urazu, inkubowanych ex vivo z tkanka nerwowa makrofa-
gow, powoduje czeSciowy powrdt utraconych funkcji motorycznych (Schwartz M
1999, Rapalino O 1998). Komorki mikrogleju roziaczaja synapsy uszkodzonych
neurondw, zmniejszaja dopltyw bodzcow aferentnych, co pozwala komoérkom
nerwowym na przeznaczenie calego potencjatu na regeneracje (Cohen IR 1999).
Co wiecej wykazano, ze czg$¢ pro-zapalnych cytokin wydzielanych przez mikro-
glej i makrofagi, np. IL-1, IL-6, TNF-alfa, moze mie¢ dziatanie troficzne w sto-
sunku do niektérych populacji neuronow (Schwartz M 2000).

Dotychczas protekcyjne dzialanie reakcji immunologicznej — limfocytéw T
i makrofagéw wykazano tylko w modelach uszkodzenia aksonéw. W naszej pracy
po raz pierwszy pokazaliémy protekcyjny efekt immunizacji MOG w stosunku
do populacji neuronéw dopaminergicznych uszkodzonych toksyna MPTP. Wydaje
sie wiec, ze ochronne dziatanie reakcji zapalnej jest powszechna reakcja w oun,
niezalezna od typu neurondéw czy rodzaju uszkodzenia. W stanie fizjologicznym
roOwniez zaobserwowano gromadzenie si¢ makrofagdéw i limfocytow w miejscach
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degeneracji, proces ten jest jednak, nie wiadomo dlaczego, nie wystarczajacy dla
wywarcia ochronnego dziatania (Yoles E 2001). Wydaje sig, Zze jednym z czyn-
nikdéw ograniczajacych jest bariera krew—mozg, hamujaca swobodne wejscie do
oun komorkom ukiadu immunologicznego (Hickey WF 1991). W naszej pracy
wykazali$émy rowniez, ze niespecyficzna stymulacja reakcji immunologicznej na
obwodzie ma rowniez dziatanie ochronne w stosunku neuronéw uszkodzonych
MPTP. Wydaje sie, ze protekcyjne dziatanie podanego wczesniej CFA moze by¢
spowodowane uszkodzeniem bariery krew—modzg, co pozwala na wigkszy naplyw
komoérek immunokompetentnych do oun.

Aczkolwiek protekcyjne mozliwosci reakcji zapalnej w oun znajduja sie do-
piero na poczatku badan naukowych wydajg si¢ byé bardzo obiecujgce i wyzna-
czaja nowy kierunek poszukiwan strategii terapeutycznych w chorobach oun,
szczegdlnie degeneracyjnych. Najbardziej istotne wydaje sig¢ pozbawienie reakcji
zapalnej (autoimmunologicznej) jej dziatan bezposrednio uszkadzajacych komor-
ki nerwowe czyli, np. wywotywania w do§wiadczalnych modelach EAE, jak tez
odkrycia mechanizméw jej protekcyjnego wptywu na neurony.
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