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Streszczenie

Stwardnienie rozsiane (SM) jest chorobg demielinizacyjng o podtozu
autoimmunologicznym, dotykajgca mtode doroste osoby (20-40 lat). Prowadzi ona do
trwatych, postepujgcych uszkodzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) i jest
najczestszg przyczyng niepetnosprawnosci w tej grupie wiekowej. Etiologia choroby nie
zostata do tej pory wyjasniona, chociaz poznano szereg czynnikow, ktore zwiekszaja
prawdopodobiedstwo jej powstania, sg to m.in.: niedostateczna ekspozycja na Swiatto
stoneczne, zakazenia wirusowe oraz czynniki genetyczne.

Do tej pory poznano wiele procesdw zaangazowanych w przebieg SM. Wiadomo, ze
dochodzi do ,uczulenia” uktadu odpornosciowego na biatka mieliny. Komorki
odpornosciowe, poprzez rozszczelniong bariere krew-mozg, naptywajg do osrodkowego
uktadu nerwowego, a nastepnie niszczg ostonki mielinowe aksondw. Postepujace zniszczenie
mieliny powoduje uszkodzenie aksondw i smier¢ komédrek nerwowych, czemu towarzyszy
stan zapalny OUN.

W leczeniu SM wykorzystuje sie gtownie leki immunomodulujgce takie jak interferon
B czy glatiramer. Leki te redukujg czestos¢ wystepowania oraz site rzutdw choroby,
spowalniajac jej postep, jednak nie prowadzg do wyleczenia pacjenta i dodatkowo
obarczone sg wieloma skutkami ubocznymi. Dlatego tez istnieje potrzeba opracowania
nowych strategii terapeutycznych.

Receptor purynergiczny P2X7 nalezy do rodziny receptoréw jonotropowych P2X,
ktorego naturalnym agonistg jest ATP, a specyficznym sztucznym antagonistg Briliant Blue G
(BBG). P2X7R jest biatkiem rozpowszechnionym w uktadzie nerwowym, wystepuje zarowno
na neuronach jak i komdrkach glejowych. Dane literaturowe wskazuja, ze w warunkach
patologicznych receptor ten moze uczestniczy¢ w wydzielaniu cytokiny prozapalnej IL-1B,
bedac aktywnie wigczonym w indukcje stanu zapalnego. Posiada on réwniez zdolno$¢ do
oligomeryzacji i tworzenia poru btonowego, ktdry poprzez zaburzenie szczelnosSci btony
komdrkowej, moze prowadzi¢ do $Smierci komorki. Tak wiec, skutki nadmiernej aktywacji
tego receptora mogg obejmowac zaréwno stan zapalny jak i zmiany neurodegeneracyjne.
Obie te sktadowe obserwuje sie w przebiegu SM. Dotychczasowe badania wykazaty udziat

tego receptora w rozwoju zmian neurodegeneracyjnych w réznych patologiach OUN. U
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chorych na stwardnienie rozsiane zaobserwowano zaleznos$¢ pomiedzy wzrostem ekspresji
P2X7R, a uszkodzeniem oligodendrocytéw. Wyniki badan eksperymentalnych na zwierzetach
pozbawionych genu dla receptora P2X7, u ktéorych wywotywano autoimmunologiczne
zapalenie mozgu i rdzenia (ang. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, EAE), s3
niespdjne i wskazujg zaréwno na udziat tego receptora w indukowaniu choroby, jak i jego
protekcyjna role.

Celem niniejszej rozprawy byto zbadanie komdrkowej ekspresji receptora P2X7 oraz
jego udziatu w rozwoju zmian obserwowanych w przebiegu autoimmunologicznego
zapalenia mdézgu i rdzenia kregowego, bedacego zwierzecym modelem SM.

Wykorzystany w badaniach szczurzy model SM, autoimmunologiczne zapalenie
mozgu i rdzenia kregowego, polegat na podaniu podskérnym preparatu sktadajgcego sie z
homogenatu rdzenia kregowego s$winki morskiej, kompletnego adiuwantu Freunda i
Mycobacterium tuberculosis. Immunizacja szczura biatkami mieliny swinki morskiej skutkuje
uszkodzeniem mieliny i rozwojem stanu zapalnego OUN oraz wystgpieniem
charakterystycznych objawow neurologicznych. Stan zdrowia zwierzat byt okreslany poprzez
ocene deficytdw neurologicznych oraz zmiane masy ciata. W celu zablokowania aktywnosci
receptora P2X7 zwierzetom podawano antagoniste — BBG, w dawce 50 mg/kg masy ciata,
poprzez cewnik dozylny przez pierwsze 6 dni bezobjawowej fazy choroby (0 - 6 dpi). W
mOozgu oznaczano ekspresje receptora P2X7, szereg markeréw stanu zapalnego oraz
markerdw aktywacji komorek glejowych, za pomoca technik takich jak RT-PCR, Western blot
oraz barwienia: histochemiczne oraz immunohistochemiczne.

W pierwszym etapie badan scharakteryzowano model eksperymentalny pod
wzgledem zmian patologicznych w rdzeniu kregowym oraz mdézgu za pomocg barwien
histochemicznych i immunohistochemicznych. Barwienia wykazaty obecnos$¢ zmian
patologicznych w mdzgu w postaci naciekdow zapalnych wokdét naczyn juz w fazie
bezobjawowej EAE, natomiast w rdzeniu kregowym dopiero w fazie objawowe;.

Za pomocg barwien immunohistochemicznych oraz techniki Western blot, okreslono
ekspresje biatka P2X7R w homogenacie mdzgu oraz we frakcjach moézgowych takich jak:
synaptosomy, gliosomy, mielina i mikronaczynia. Badania te wykazaty zwiekszony poziom
biatka P2X7R we frakcji glejowej w fazie bezobjawowej EAE, a we frakcji synaptosomalnej w
fazie objawowej choroby. Wykazano réwniez po raz pierwszy obecnos¢ P2X7R w obrebie

mikronaczyin mozgu, na pericytach. Natomiast nie zaobserwowano zmian ekspresji biatka
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P2X7R we frakcji mielinowej. Ponadto, stwierdzono obecnos¢ wczesnej (w fazie
bezobjawowej) aktywacji komorek glejowych w trakcie EAE, dotychczas nie opisanej w
literaturze.

Badania cytokin prozapalnych w trakcie rozwoju EAE wykazaty wzrost poziomu biatka
IL-1B, IL-6, TNF-a, osiggajacy maksimum w szczycie objawdw chorobowych. Wykazano
rowniez wzrost immunoreaktywnosci biatka paneksyna 1 na neuronach w fazie
bezobjawowej EAE, co wskazuje na aktywacje receptora P2X7.

Aby potwierdzi¢ potencjalny udziat receptora P2X7 w patomechanizmach EAE
zwierzetom podano antagoniste P2X7R — BBG. Wykazano, ze blokowanie aktywnosci
receptora powoduje poprawe stanu zdrowia zwierzgt z EAE, ktéore wykazujg opdznione
wystgpienie objawdéw, a takze tagodniejszy przebieg choroby. Podanie BBG powodowato
rowniez zmniejszenie aktywacji komorek glejowych, spadek poziomu cytokin prozapalnych,
oraz miato protekcyjny wptyw na poziom markera przepuszczalnosci bariery krew-mozg w
porownaniu do zwierzat kontrolnych.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg na udziat receptora P2X7 w
patomechanizmie EAE. Obserwowana w przebiegu EAE wczesna aktywacja gleju o profilu
prozapalnym, jak réwniez wzmozona przepuszczalnos¢ bariery krew-mdzg sg procesami

przynajmniej czesciowo zaleznymi od aktywnosci receptora P2X7.
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Abstract

Sclerosis multiplex (MS) is an autoimmune, demyelinating disease which affects
young adults between 20 to 40 years old. MS leads to permanent, progressing central
nervous system (CNS) injury and is the most frequent reason of young adults disability. The
etiology of MS is still unknown, although there are some factors that increase the risk of MS
onset: insufficient exposition to sunlight, viral infections and genetic factors.

So far, there are many mechanisms known to be involved in the course of MS. The
immune system sensitizes itself to myelin proteins, immune cells migrate to CNS through
disrupted blood-brain barrier and destroy myelin sheaths of neurons. Progressing myelin
damage causes destruction of axons and subsequent death of neurons, what is accompanied
by the inflammation of the CNS.

Immunomodulatory drugs as interferon B and glatiramer are most frequently used in
MS therapy. These drugs reduce the frequency and severity of the relapses slowing down
the progression of the disease. However, they do not treat the cause of the disease and in
addition give some side effects. Thus, there is a vital need to develop new therapeutic
strategies.

Purinergic P2X7 receptor belongs to ionotropic receptors family P2X. ATP is a natural
agonist of P2X7, whereas Briliant Blue G (BBG) is its artificial specific antagonist. P2X7R is a
protein widespread in the nervous system. It is present both on neurons and glial cells.
Previous reports show that under pathological conditions this receptor may contribute to
the secretion of proinflammatory cytokine IL-1B8, being involved in the induction of
inflammation. P2X7R can undergo oligomerization and form membrane pore which can lead
to cell death through disruption of membrane integrity. Overactivation of P2X7R can lead to
inflammation and neurodegeneration. Both of these processes are observed during the
course of MS. Previous studies showed the role of P2X7R in some neurodegenerative
disorders of the CNS. In MS patients the increase of P2X7R expression was shown to be
correlated with oligodendrocyte damage. Studies in P2X7R knock-out animals subjected to
EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) are not conclusive, showing both the

contribution of P2X7 to the induction of the disease and its protective role.
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The aim of the present doctoral thesis was to investigate the cellular expression of
P2X7R and its contribution to the development of changes observed in experimental
autoimmune encephalomyelitis, which is an animal model of MS.

EAE was induced by subcutaneous injection of guinea pig spinal cord homogenate
with complete Freund’s adjuvant and Mycobacterium tuberculosis. The immunization of rat
with myelin proteins of guinea pig leads to myelin damage, development of CNS
inflammation and characteristic neurological symptoms. The condition of animals was
evaluated by the assessment of neurological deficits and body weight. To block the activity
of P2X7R, animals were injected with its antagonist — BBG in a dose of 50 mg/kg of body
weight, through the jugular catheter. BBG was administered daily for 6 consecutive days of
asymptomatic phase of the disease (0 to 6 days post immunization). The expression of
P2X7R as well as the expression of selected markers of inflammation and glial activation was
assessed in brain tissues by RT-PCR, Westen blot analysis, histochemical and
immunohistochemical staining.

In the initial phase of this study, the rat EAE model was characterized by the
evaluation of pathological changes in spinal cord and brain of animals by histochemical and
immunohistochemical staining. Analysis showed pathological changes such as immune cells
infiltrating brain parenchyma from vessels in asymptomatic phase of EAE, whereas in spinal
cord these changes were observed in symptomatic phase.

The expression of P2X7R was determined in brain homogenates and brain fractions
such as: synaptosomes, gliosomes, myelin and microvessels by immunohistochemistry and
Western blot analysis. The results showed the increased level of P2X7R protein in glial
fraction and in synaptosomes, in asymptomatic and symptomatic phase of EAE, respectively.
It was also shown for the first time that P2X7R is expressed in brain microvessels, on
pericytes. Unexpectedly there were no changes in P2X7R protein level in myelin fraction.
Moreover, this is the first study which reports the activation of glial cells in the early,
asymptomatic phase of EAE.

The analysis of proinflammatory cytokines revealed the increased protein level of IL-
1B, IL-6 and TNF-a during the development of EAE reaching the maximum at the peak of the
disease. Moreover, an increase in the immunoreactivity of pannexin 1 protein was noticed

on neurons in the asymptomatic phase of EAE, indicating activation of the P2X7 receptor.
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Additionally, P2X7R antagonist — BBG - was administered to animals to confirm the
role of P2X7R in pathomechanisms of EAE. Obtained results showed that P2X7R blockade
improved condition of animals subjected to EAE. The animals showed delayed onset of EAE,
and less severe symptoms of the disease. BBG administration resulted also in the decreased
level of proinflammatory cytokines, the inhibition of glial activation and protection of the
blood-brain barrier integrity.

Altogether, these results suggest involvement of P2X7R into pathomechanisms of
EAE. Early proinflammatory profile of glia activation together with enhanced permeability of
the BBB, which are observed during EAE development are, to a certain extent, P2X7-related

processes.
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1. Wstep

1.1. Rys historyczny badan nad stwardnieniem rozsianym

Stwardnienie rozsiane (SM, tac. Sclerosis multiplex, ang. Multiple Sclerosis) jest
chorobg, ktéra towarzyszy ludzkosci prawdopodobnie juz od bardzo dawna. Dostepne
materiaty historyczne opisujg przypadki osdb, ktore na nig chorowaty. Jednym z takich
opisow jest historia holenderskiej zakonnicy Ludwiny z Schiedam, zyjgcej w latach 1380-
1433, u ktorej w wieku 15 lat pojawity sie problemy z chodzeniem. W wieku 19 lat problemy
te nasility sie i dodatkowo wystgpit niedowtad potowy twarzy oraz zaburzenia widzenia
(oslepta na prawe oko natomiast lewe stato sie nadwrazliwe na swiatto). Okresom remisji
objawdéw towarzyszyta euforia. Wraz z rozwojem choroby zaobserwowano trudnosci w
przetykaniu oraz bdle charakterystyczne dla pdinego SM. Wedtug dostepnych danych
archiwalnych jest wysoce prawdopodobne, ze zakonnica chorowata na stwardnienie rozsiane
(Swiderski 1998).

Bardzo dobrze opisanym przypadkiem stwardnienia rozsianego jest choroba Augusta
Frederyka d’Este (1794-1848), wnuka Kréla Jerzego Ill. Pozostawit on po sobie dzienniki,
ktore zostaty zaakceptowane przez srodowisko naukowe jako opis SM. Pierwszymi
zanotowanymi objawami choroby byfa przejSciowa utrata wzroku, nastepnie pojawito sie
postepujgce ogdlne ostabienie, problemy z chodzeniem, bolesne skurcze oraz depresja.

Innym ciekawym wczesnym przekazem o SM jest pamietnik Bruce’a Fredericka
Cummingsa, ktéry pod pseudonimem W. N. P. Barbellion opublikowany zostat w 1919 roku
jako ,The Journal of a Disappointed Man” (Pearce 2005).

Pierwszy medyczny opis stwardnienia rozsianego zostat wykonany przez W.
McKenzie’go w 1840 roku. Opisat on przypadek 23-letniego mezczyzny, u ktérego wystgpito
postepujgce porazenie koniczyn dolnych oraz problemy ze wzrokiem, nastepnie rozwineta sie
asymetryczna stabos¢ ramion oraz dyzartria (zaburzenia mowy). Po 3 tygodniach objawy
ostabty, a po kolejnych 2 miesigcach nastgpita remisja, chory mogt rusza¢ dtormi i
ramionami, poprawie ulegto rowniez widzenie (Pearce 2005).

W roku 1837 Sir Robert Carswell opisat zmiany demielinizacyjne u chorych na SM,
jednak nie stwierdzit korelacji pomiedzy tymi zmianami a objawami klinicznymi choroby.

Natomiast w 1841 roku Jean Cruveilhier opublikowat dane dotyczgce obecnosci lezji w

17



osrodkowym ukfadzie nerwowym (OUN) u chorych na SM. Obserwacje Carswella jak i
Cruveilhiera, mimo ze pracowali niezaleznie, sg bardzo zbiezne. Wazne cechy SM — remisyjny
charakter choroby oraz oczoplas - zostaty po raz pierwszy opisane przez Friedricha von
Frerichsa w 1849 roku, a w 1863 roku Rindfleisch stwierdzit udziat naczyn krwionosnych w
powstawaniu zmian zapalnych w mdézgu w przebiegu SM (Pearce 2005).

Stwardnienie rozsiane po raz pierwszy zostato opisane jako odrebna jednostka
chorobowa przez stynnych XIX-wiecznych neurologédw Jean-Martina Charcot’a oraz Alfreda
Vulpian’a w 1866 roku. Opisali oni zaréwno objawy jak i zmiany patologiczne wystepujgce w
chorobie. Charcot nazwat SM ,sclerose en plaques”. Opisat on réwniez trzy podstawowe

objawy towarzyszgce SM tzw. triade Charcot’a: dyzartria, ataksja i drzenie (Pearce 2005).

1.2. Epidemiologia stwardnienia rozsianego

Obecnie stwardnienie rozsiane zostato rozpoznane u blisko 2,3 miliona osdb na
Swiecie (dane za serwisem internetowym: Multiple Sclerosis International Federation,
www.msif.org), w tym u 400000 w Europie (dane za serwisem internetowym: European
Multiple Sclerosis Platform, www.emsp.org). W Polsce wspétczynnik chorobowosci SM
(liczba chorych na dang chorobe) wynosi 45-91/100000 osdb, a szacowana liczba chorych
siega 17325 — 35035 (Losy 2013).

Stwardnienie rozsiane dotyka gtownie mtode doroste osoby, w wieku miedzy 20 a 40
lat. Ryzyko zachorowania na SM wynosi okoto 1:400. Czesciej chorujg kobiety niz mezczyzni,
w stosunku 2:1, podobnie jak w przypadku innych choréb autoimmunologicznych (Compston
i Coles 2002). SM dotyka okoto 0,1% populacji krajow zachodnich. Pie¢dziesigt procent oséb
dotknietych SM potrzebuje pomocy w chodzeniu w przeciggu 15 lat od zdiagnozowania
choroby (Noseworthy i wsp. 2000).

Stwardnienie rozsiane ma bardzo charakterystyczny geograficzny wzoér wystepowania
— im blizej réwnika tym zapadalnos¢ jest mniejsza (Compston i Coles 2002). Najwyzsza
zapadalnos¢ wystepuje w potnocnej Europie, pofudniowej Australii i srodkowej czesci
Ameryki Potnocnej.

Zaobserwowano jednakze tendencje wzrostowg czestosci zachorowan rowniez w
innych rejonach swiata, na przyktad w potudniowej Europie i amerykanskim stanie

Minnesota, gdzie wzrosta ona z 2 do 6 przypadkéw na 100000 osdb w przeciggu zesztego
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wieku. Réwnolegle nastgpit spadek czestosci zachorowan w niektdrych obszarach potnocnej

Europy (Noseworthy i wsp. 2000).

1.3. Etiologia stwardnienia rozsianego

Historia badan nad stwardnieniem rozsianym liczy sobie juz ponad 150 lat i mimo to
przyczyny rozwoju tej choroby nie zostaty do tej pory poznane. Dwie przyjete w chwili

obecnej teorie patogenezy SM to: teoria immunologiczna oraz neuronalna.
Teoria immunologiczna

Teoria ta zaktada powstawanie na obwodzie autoreaktywnych limfocytéw T, ktére
nastepnie przenikajg do OUN i indukujg stan zapalny, w wyniku ktérego tkanka nerwowa
ulega uszkodzeniu. Modelem zwierzecym takiego uktadu jest autoimmunologiczne zapalenie
modzgu i rdzenia kregowego (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE), w
ktorym na obwodzie nastepuje immunizacja antygenami uktadu nerwowego. Uznaje sie, ze
w przypadku SM odpowiedz uktadu odpornosciowego mogtaby by¢ wywotana reakcja

krzyzowa na obce antygeny (Prat i Antel 2005).
Teoria neuronalna

Teoria ta zaktada istnienie proceséw patologicznych w OUN, w wyniku ktérych
zostajg uwolnione antygeny tkanki nerwowej, co prowokuje uktad odpornosciowy do
autoagresji. Potencjalnym czynnikiem inicjujgcym te procesy moze by¢ infekcja patogenami
wykazujgcymi neurotropizm np. wirusami z grupy Herpes lub retrowirusami (Prat i Antel
2005).

Nie ma jednoznacznych dowoddéw, ktdére wspieratyby ktoérgs z tych teorii,
prawdopodobnie oba te mechanizmy w jakim$ stopniu mogg bra¢ udziat w powstaniu
choroby (Berer i Krishnamoorthy 2014).

W badaniach epidemiologicznych oraz genetycznych udato sie zidentyfikowad

czynniki, ktdre sprzyjajg rozwojowi SM.
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Czynniki genetyczne a stwardnienie rozsiane

Wptyw czynnikdw genetycznych na czestos¢ wystepowania SM zostat potwierdzony.
Ryzyko wystgpienia choroby u blizniat jednojajowych wynosi 24% - 31%, a u dwujajowych 5%
(Pugliatti i wsp. 2008). Ryzyko wystgpienia SM u krewnych pierwszego stopnia chorych na
SM wynosi ponizej 5%, jest to jednak 20-40 razy wiecej niz w ogdlnej populacji.
Dotychczasowe badania genetyczne wykazaly, ze czestos¢ wystepowania SM jest
skorelowana z czestoscig wystepowania alleli gtéwnego ukfadu antygenéw zgodnosci
tkankowej klasy Il (ang. major histocompatibility complex, MHC) HLA-DR2 (ang. human
leukocyte antigen) (Noseworthy i wsp. 2000), HLA-DRB1*1501 (Caillier i wsp. 2008), HLA-
DR15 i HLA-DQ6. Ponadto udokumentowano asocjacje réznych alleli genéw dla czynnika
martwicy nowotworéw a (TNF-a, ang. tumor necrosis factor a) (Sawcer i wsp. 2002) i
podjednostki a receptora dla interleukiny-7 (IL-7RA) (Pugliatti i wsp. 2008) z ryzykiem
wystgpienia SM.

Infekcje wirusowe a stwardnienie rozsiane

Przez dtugi czas uwazano, ze czynnikiem wywotujgcym SM jest infekcja wirusami
takimi jak herpeswirus 6 (ang. human herpesvirus 6, HHV-6) oraz wirus Ebsteina-Barr (ang.
Ebstein-Barr virus, EBV). Badania epidemiologiczne wykazaty, ze 90% populacji ludzkiej jest
zarazona wirusem HHV-6, natomiast badania molekularne na materiale autopsyjnym
wykazaty obecnos$¢ wirusa w oligodendrocytach w obrebie lezji oraz podwyzszony poziom
przeciwciat 1IgM anty-HHV-6 w ptynie mdézgowo-rdzeniowym chorych na SM (Ascherio i
Munger 2007). W przypadku wirusa EBV badania wykazaty, ze 95% procent populacji
ludzkiej, a 100% chorych na SM, jest zarazona tym wirusem. Zakazenia powyzszymi wirusami
moga miec potencjalny wptyw na rozwdj SM ze wzglagdu na zjawisko zwane molekularng
mimikrg, w wyniku ktérego niektére patogeny wykazujgce podobieristwo antygenowe w
stosunku do ludzkich tkanek, moga wywotywad reakcje krzyzowg na autoantygeny (Berer i

Krishnamoorthy 2014).
Czynniki Srodowiskowe a stwardnienie rozsiane
Geograficzne zrdéznicowanie zachorowalnosci na SM sugeruje, ze czynniki

Srodowiskowe mogg zwieksza¢ podatnosé na rozwdj choroby. Jednym z takich czynnikdéw
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jest Swiatto stoneczne. Stwierdzono ze ekspozycja na Swiatto stoneczne, w tym na
promieniowanie ultrafioletowe (UV), w wieku 6-15 lat zwigzana jest ze zmniejszeniem ryzyka
zachorowania na SM (van der Mei i wsp. 2003). Zwigzek s$wiatta stonecznego/UV ze
spadkiem zachorowalnosci na SM zachodzi najprawdopodobniej poprzez zwiekszenie
poziomu witaminy D w organizmie. Zaobserwowano bowiem, ze przyjmowanie witaminy D

w diecie ma réwniez protekcyjny charakter (Kampman i Brustad 2008).
1.4. Objawy i formy stwardnienia rozsianego

U osob, u ktdrych rozwija sie stwardnienie rozsiane, pojawiajg sie charakterystyczne
objawy kliniczne ze strony OUN takie jak zaburzenia czucia, brak koordynacji ruchowej,
uszkodzenie wzroku. Pojawiajgce sie objawy sg determinowane przez lokalizacje zmian w
obrebie OUN. Wyrdznia sie cztery gtéwne formy SM: rzutowo-remisyjng, wtdrnie
postepujgcy, pierwotnie postepujgca, oraz postepujgco-nawrotowya. Najczestszg jest forma
rzutowo-remisyjna, na ktorg cierpi 80% pacjentéw (Compston i Coles 2002). Diagnoza opiera
sie gtownie na badaniach laboratoryjnych ptynu mdzgowo-rdzeniowego, w ktorym
wykrywane sg prazki oligoklonalne immunoglobulin 1gG (Compston i Coles 2002), oraz na

obrazie OUN w rezonansie magnetycznym (Noseworthy i wsp. 2000).
Stwardnienie rozsiane rzutowo-remisyjne

Objawy chorobowe nasilajg sie w kilkudniowych okresach, po ktérych nastepuje
stabilizacja, a nastepnie spontaniczna poprawa trwajgca kilka tygodni. Ten rodzaj SM
pojawia sie zwykle w 2-3 dekadzie zycia. Czestos¢ wystepowania jest wieksza u kobiet niz u
mezczyzn i wynosi 2:1. SM rzutowo-remisyjne zaczyna sie zwykle objawami takimi jak
zaburzenia czuciowe, jednostronne zapalenie nerwu wzrokowego, diplopia (zaburzenie
widzenia stereoskopowego, widzenie podwdjne), objaw Lhermitte’a (odczucie pradu
ptyngcego wzdtuz kregostupa, konczyn lub szyi). U pacjentéw obserwuje sie réwniez
osfabienie konczyn, niezrecznos¢, niezbornosc chodu, pecherz neurogenny, objawy jelitowe,
zmeczenie pogtebiajgce sie wieczorem oraz podwyzszenie temperatury ciata (Noseworthy i
wsp. 2000). Odpowiedz na kortykosteroidy, przyspieszajgce poprawe po rzucie choroby,
stopniowo ulega ostabieniu i pojawiajg sie trwate dysfunkcje OUN. Wraz z uptywem czasu

choroba moze postepowac pomiedzy rzutami, wtedy postac ta okreslana jest jako wtdrnie
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postepujace SM. Rozwija sie ona u 80% pacjentdéw z forma rzutowo-remisyjng SM, po wielu

latach choroby.
Stwardnienie rozsiane pierwotnie postepujgce

Ten rodzaj SM wystepuje u 12% pacjentdow. Charakteryzuje sie podobng czestoscig
wystepowania u kobiet jak i u mezczyzn (Noseworthy i wsp. 2000). Wystepuje u 0sob
starszych, ma réwniez gorsze rokowania i sugeruje sie, ze jest to prawdopodobnie oddzielna
jednostka chorobowa (Compston i Coles 2002). Pacjenci z postacig pierwotnie postepujaca
prezentuja postepujacy zespdt uszkodzenia gdérnego neuronu ruchowego, ktéry
charakteryzuje sie chroniczng postepujgcg mielopatig (zwyrodnienie rdzenia kregowego).
Moga sie pojawié rowniez: tetraplegia (paraliz czterokoriczynowy), otepienie, utrata wzroku,
dysfunkcja seksualna (Noseworthy i wsp. 2000). Podtypem pierwotnie postepujgcego
stwardnienia rozsianego jest stwardnienie rozsiane postepujaco-nawrotowe. Ten rodzaj SM
dotyczy 6% chorych i przebiega w formie rzutéow, niemniej pomiedzy rzutami obserwuje sie

postepowanie objawdéw (Losy 2013).
Choroba Hardinga

U pacjentow z chorobg Hardinga wystepuje obraz kliniczny oraz obraz OUN w
rezonansie magnetycznym podobny jak u pacjentéw z SM. W ptynie mézgowo-rdzeniowym
wystepujg réwniez prazki oligoklonalne. Jednakze u pacjentow obserwuje sie
nieproporcjonalnie czestsze powstawanie zmian w obrebie nerwu wzrokowego. Chorzy
posiadajg mutacje w mitochondrialnym DNA, ktéra zazwyczaj nie jest obecna u chorych na

SM (Compston i Coles 2002).
1.5. Zmiany patologiczne w OUN w przebiegu SM

Stwardnienie rozsiane jest autoimmunologiczng chorobg osrodkowego uktadu
nerwowego o podiozu zapalnym, charakteryzujgcg sie obecnoscig rozsianych ognisk
demielinizacji.

Rozwdj objawow w przebiegu SM jest skomplikowanym procesem, w ktérym bierze
udziat uktad nerwowy, wraz ze wszystkimi jego sktadowymi, oraz uktad odpornosciowy.

Obszary demielinizacji zwigzane z ogniskiem nacieczenia zapalnego oraz astroglioza (lezje)
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mogg by¢ zlokalizowane w bardzo réznych miejscach w OUN. Od lokalizacji uszkodzen zalezy
zaréwno rodzaj, jak i stopien nasilenia niepetnosprawnosci pojawiajgcej sie u pacjentéw.

W badaniach autopsyjnych stwierdzono, ze lezje wystepujg najczesciej w nerwie
wzrokowym, okotokomorowej istocie biatej, pniu mdzgu, mdzdzku, istocie biatej rdzenia
kregowego, w okolicy jednego lub wiecej Sredniej wielkosci naczynia krwionosnego. Lezje
majg zwykle ksztatt okrggty badz owalny, ze skierowanymi w strone naczyn krwionosnych
wypustkami przypominajgcymi palce (palce Dawsona) (Noseworthy i wsp. 2000). Wiadomo,
Ze w przebiegu SM, we wczesnym etapie rozwoju choroby, pojawia sie réwniez zanik istoty
szarej, ktora moze wrecz wyprzedzaé powstanie lezji w obrebie istoty biatej (Ellwardt i Zipp
2014).

Powstanie pierwszych zmian patologicznych w OUN poprzedza uczulenie uktadu

odpornosciowego na wtasne antygeny mielinowe.

1.5.1. Aktywacja komdrek uktadu odpornosciowego specyficznych dla antygenow

mielinowych

Do ,uczulenia” uktadu odpornosciowego na witasne antygeny mieliny dochodzi w
podobny sposdb, bez wzgledu na to czy antygeny te pojawity sie w wyniku uwolnienia ich z
OUN (zgodnie z teorig neuronalng), czy tez w wyniku reakcji krzyzowej na antygeny
czynnikdw patogennych (teoria immunologiczna).

W procesie ,uczulenia” limfocytéw na antygeny mielinowe biorg udziat komorki
prezentujgce antygen (np. komérki dendrytyczne). Komérki te po kontakcie z antygenem
mielinowym dojrzewaja, a nastepnie przemieszczajg sie do weztéw chtonnych, gdzie
prezentujg antygeny naiwnym limfocytom T. Aby limfocyty T zostaty aktywowane,
prezentacja antygenu musi odby¢ sie w kontekscie MHC Il oraz musi zaistnie¢ sygnat
kostymulujgcy w postaci interakcji pomiedzy receptorem CD80 (ang. cluster of
differentiation) i CD86 na komodrce dendrytycznej a CD28 na limfocycie T. Aktywowane
limfocyty TCD4+ rdznicujg sie w dojrzate limfocyty efektorowe, w zaleznosci od profilu
cytokin w Srodowisku, w podgrupe Th1l (ang. T helper, limfocyt T pomocniczy), lub/i Th17.
Celem autoreaktywnych komdrek odpornosciowych jest oligodendrocyt odpowiedzialny za

wytwarzanie ostonki mielinowej wokét aksonu (Chastain i wsp. 2011).
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Uczulenie uktadu odpornosciowego zachodzi w najwiekszym stopniu w stosunku do
glikoproteiny oligodendrocytarnej (ang. myelin-oligodendrocyte glycoprotein, MOG),
zasadowego biatka mieliny (ang. myelin basic protein, MBP), glikoproteiny zwigzanej z
mieling (ang. myelin associated glycoprotein MAG) oraz w stosunku do biatka proteolipidu
(ang. proteolipid protein, PLP), stanowigcych biatkowy komponent mieliny.

Autoreaktywne limfocyty docierajg do naczyn krwionosnych OUN, skad przenikajg do
tkanki mdzgowej poprzez rozszczelniong bariere krew-mézg (ang. blood-brain barrier, BBB),
tworzgc wraz z makrofagami i komorkami plazmatycznymi nacieki zapalne wokot matych
naczyn zylnych.

Po przeniknieciu do OUN komérki uktadu odpornosciowego atakujg i niszczg mieline.
Nastepuje degeneracja oligodendrocytéw, aksony pozbawione ostonki mielinowej

obumieraja, czego objawem sg postepujace deficyty neurologiczne.

1.5.2. Komponent neuronalny w SM

Gtéwnga przyczyng odwracalnego obnizenia sprawnosci w trakcie nawrotéw choroby
jest uposledzenie przekaznictwa neuronalnego. Przyczynami uposledzenia przekaznictwa w
OUN jest demielinizacja aksondéw, a w jej wyniku niedobdr kanatdw sodowych, ktore
normalnie zlokalizowane sg w przewezeniach Ranviera zmielinizowanych aksondéw. Liczba
tych kanatdw jest niewystarczajgca do utrzymania przewodnictwa wzdtuz pozbawionego
mieliny aksonu. Dopiero po redystrybucji kanatéw sodowych z przewezen Ranviera oraz
wtaczeniu w btone nowych kanatow wzdtuz zdemielinizowanego aksonu nastepuje
odzyskanie przewodnictwa (Smith 2007). W proces hamowania przekaznictwa wzdtuz
aksonu zaangazowanych jest wiele czynnikéw zapalnych, jak réwniez tlenek azotu (NO)
(Redford i wsp. 1997).

Ostre uszkodzenie zachodzi w najwiekszym stopniu w aktywnie demielininizowanych
aksonach. Uszkodzenia te powstajg w trakcie demielinizacji jak rowniez zaraz po zniszczeniu
mieliny. Dodatkowo nastepuje powolne uszkodzenie aksondéw w nieaktywnych lezjach.
Uszkodzenie aksondw moze rozprzestrzenia¢ sie z obrebu lezji do istoty biatej, ktdra nie
ulegta zmianom patologicznym (Kornek i wsp. 2000; Kutzelnigg i wsp. 2005).

Znaczny wzrost zapotrzebowania energetycznego w zdemielinizowanych aksonach, w
ktorych nastgpita redystrybucja kanatéw sodowych, sugeruje wazng role mitochondriéw w

postepujgcym uszkodzeniu. Deficyty mitochondrialne mogg powodowaé dysfunkcje oraz
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uszkodzenia aksonodw w wyniku niedoboru adenozynotrdjfosforanu (ang. adenosine
triphosphate, ATP), zaburzen homeostazy jondw wapniowych oraz wzrostu produkcji

wolnych rodnikéw (Mahad i wsp. 2008).

1.6. Leki stosowane w terapii stwardnienia rozsianego

Standardowe terapie chorych na SM oparte s3 o leczenie objawowe. W trakcie
rozwoju rzutow podawane sg glikokortykosteroidy. Pomiedzy rzutami stosowane sg leki
modyfikujace przebieg choroby. Zmniejszajg one czestos¢ rzutdow choroby, obnizajg ich site
oraz spowolniajg postep choroby, niestety nie sg w stanie trwale jej zatrzymad. Leki uzywane
obecnie w terapii SM, oraz te bedgce dopiero w badaniach klinicznych, opierajg sie na kilku

réznigcych sie mechanizmach dziatania.
1.6.1. Lekiimmunomodulujace

Leki immunomodulujgce, na przyktad interferon B (IFN-B), glatiramer czy

dimetylofumaryna (BG12) sg najpowszechniej stosowang grupg lekéw.

IFN-B wptywa na ukfad immunologiczny poprzez dziatanie na specyficzne receptory.
Hamuje aktywacje limfocytow T, wptywa na poziom cytokin pro- i anty-zapalnych (Luessi i
wsp. 2012), redukuje migracje monocytéw i limfocytow Thl (ale nie Th2) przez ludzki
srodbtonek naczyn modzgowych. IFN-B stabilizuje réwniez przepuszczalnos¢ BBB oraz
przechodzenie przez nig rozpuszczalnych substancji (Prat i Antel 2005). Lek ten redukuje
ilos¢ rzutow choroby o 30% oraz hamuje rozwdéj nowych ognisk zapalno-demielinizacyjnych o
65% (Rudick i Goelz 2011). Skutecznos¢ tego leku jest jednak ograniczona i obarczona duzg

iloscig dziatan niepozadanych.

Glatiramer (GA) jest to preparat majacy dziatanie przeciwzapalne (Aharoni i wsp.
2002). Jest to mieszanina syntetycznych peptydéw zbudowanych z czterech aminokwasow
(L-kwasu glutaminowego, L-lizyny, L-alaniny, L-tyrozyny), ktére przypominajg biatko MBP.
Lek ten powoduje ,przefaczenie sie” odpowiedzi immunologicznej przebiegajacej z udziatem
limfocytébw Thl na limfocyty Th2, ktére wykazujg funkcje przeciwzapalne. Glatiramer
powoduje réwniez zahamowanie proliferacji i aktywacji limfocytow T oraz ich apoptoze

(Luessi i wsp. 2012). GA z wysokim powinowactwem wigze sie z biatkami MHC, konkurujac z
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antygenami mieliny w tym procesie. Powoduje to zahamowanie MBP-specyficznych komédrek
T, poprzez czesciowe pobudzenie receptora limfocytéw T (TCR, ang. T cell Receptor).
Stymuluje on réowniez migracje komoérek typu Th2 przez bariere krew-mdzg oraz moze miec
efekt neuroprotekcyjny, poprzez zwiekszenie wydzielania BDNF (ang. brain-derived
neurotrophic factor) (Ruggieri i wsp. 2007). Lek ten, wigzac sie z MHC Il, indukuje limfocyty T
regulatorowe i hamuje limfocyty T efektorowe, co redukuje odpowiedz zapalng. Skutecznosé

glatirameru w redukcji nawrotéw SM szacuje sie na 29%.

Dwumetylofumaran, (ang. dimethyl fumarate, BG-12) wptywa na potencjat
oksydacyjno-redukcyjny w komédrkach poprzez zwiekszenie poziomu zredukowanego
glutationu. Lek ma wtasciwosci neuroprotekcyjne, ktore wynikajg z hamowania
przemieszczania sie do jagdra komdrkowego czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell), co powoduje obnizenie ekspres;ji
kontrolowanych przez ten czynnik gendw zwigzanych ze stanem zapalnym. Lek ten moze
powodowac réwniez ,przetaczenie” odpowiedzi Thl na Th2, zwiekszajagc tym samym
produkcje cytokin przeciwzapalnych takich jak IL-4 czy IL-5 (Ruggieri i wsp. 2007). Skutki
uboczne tego doustnego leku to: objawy ze strony uktadu pokarmowego, rumien,
biatkomocz. Zostat on zaaprobowany w marcu 2013 roku przez amerykanska Agencje
Zywnosci i Lekdw (FDA, ang. Food and Drug Administration) a przez Europejska Agencje

Lekéw (EMA, ang. European Medicines Agency) w lutym 2014 roku (Tanasescu i wsp. 2014).

Natalizumab to przeciwciato monoklonalne przeciwko podjednostce a4 (CD49d)
integryn (a4B1 i a4B7). Integryna a4pB1 jest biatkiem, ktére posiadajg wszystkie leukocyty z
wyjatkiem neutrofili, bierze ono udziat w przyleganiu leukocytow do komorek
endotelialnych. Natalizumab, taczac sie z integryng, hamuje migracje leukocytéow przez BBB
oraz przez komorki endotelium naczyn jelita. Niestety lek ten moze by¢ przyczynag
wystgpienia postepujacej wieloogniskowej leukoencefalopatii (ang. progressive multifocal
leukoencephalopathy, PML). PML jest wywotywana przez infekcje wirusem Johna
Cunninghama (ang. John Cunningham virus, JCV), ktéry powszechnie wystepuje w populacji
ludzkiej i nie wywotuje konsekwencji u 60-80% populacji Swiatowe]. Jednakze w przypadku
niedoboru funkcjonalnego komérek CD4+ w mdzgu moze rozwing¢ sie PML (Planas i wsp.

2014).
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Fingolimod natomiast wplywa na dziatanie receptora 1-fosfosfingozyny (ang.
sphingosine 1-phosphate receptor, S1PR). W uktadzie odpornosciowym fingolimod
powoduje wyciszenie Sciezki sygnatowej receptora S1P1 w limfocytach, co powoduje
zahamowanie migracji limfocytéw z weztdw chtonnych. Efekt ten jest ograniczony do
komadrek naiwnych oraz limfocytow pamieci T oraz B, nie dotyczy zas komdrek efektorowych
pamieci T. Badania in vitro wykazaty, ze fingolimod moze rowniez promowac przetrwanie
prekursoréw oligodendrocytdw oraz ich aktywacje, a takze moze hamowal aktywacje
astrocytow. Skutkami ubocznymi terapii fingolimodem moze by¢ zwiekszenie czestosci
infekcji herpeswirusem oraz zwiekszenie ryzyka rozwoju nowotworéw skéry. Rzadziej
pojawia sie tagodne nadcisnienie, wzrost poziomu enzymow watrobowych oraz wystepuje

ryzyko bradykardii w okresie do 6 h po pierwszym podaniu (Tanasescu i wsp. 2014).

Innymi lekami immunomodulujgcymi s3: laquinimod, alemtuzumab, daclizumab,

rituximab, ocrelizumab.
1.6.2. Leki cytotoksyczne

Trzecig grupg sg leki oparte o dziatanie cytotoksyczne jak np. mitoxantron. Jest on
inhibitorem topoizomerazy ll, przez co powoduje zahamowanie syntezy DNA. Zwigzek ten
przechodzi poprzez rozszczelniong bariere krew-madzg, powodujgc Smier¢ szybko dzielgcych
sie komérek, miedzy innymi apoptoze komdrek dendrytycznych i mikrogleju. Powoduje on
takze zahamowanie migracji monocytéw i leukocytéw. Skutki uboczne przyjmowania
mitoxantronu to: nudnosci, fysienie, zwiekszona podatnos¢ na infekcje, bezptodnos¢, zawaty

serca (jest kardiotoksyczny), nowotwory (Tanasescu i wsp. 2014).

Innym lekiem o wifasciwosciach cytotoksycznych jest teriflunomid. Teriflunomid jest
inhibitorem dehydrogenazy kwasu dihydroorotowego (ang. Dihydroorotate dehydrogenase,
DHODH), enzymu ktdry uczestniczy w syntezie de novo pirymidyn. Dziatanie tego leku polega
gtownie na hamowaniu szybko dzielgcych sie komadrek takich jak na przyktad aktywowane
limfocyty. Innym dziataniem leku jest uposledzanie zdolnosci migracyjnych komérek T, co
powoduje przechylenie rownowagi réoznicowania sie naiwnych limfocytow w strone fenotypu
Th2 i zmniejszenie zaleznej od komérek T produkcji przeciwciat. Skutki niepozgdane jakie
mogaq sie pojawi¢ w trakcie leczenia teriflunomidem to: béle brzucha, biegunka, dyspepsja,

nudnosci, wymioty, owrzodzenie jamy ustnej, wzrost poziomu enzymow watrobowych,
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tysienie, wysypka, nadcisnienie. U pacjentow, ktorych leczono wczesniej lekami

immunosupresyjnymi, istnieje ryzyko wystgpienia PML (Tanasescu i wsp. 2014).

Pomimo wielu lat badan nad SM nie udato sie do tej pory opracowac terapii, ktéra
doprowadzitaby do zwalczenia choroby. Wszystkie dotychczas dostepne terapie jedynie
spowalniajg postep choroby, ktdra wczesniej czy pobiniej prowadzi do trwatej
niepetnosprawnosci.

Skutecznos¢ obecnie stosowanych lekow nie jest w petni zadowalajgca. Ponadto
wykazujg one szereg powaznych skutkéw ubocznych. Dlatego tez istnieje potrzeba
poszukiwania nowych ,punktow uchwytu” dla potencjalnych substancji leczniczych oraz

opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

1.7. Modele zwierzece SM - EAE

W badaniach nad SM wykorzystuje sie wiele modeli, ktére majg odzwierciedlaé rézne
aspekty tej choroby. Modele te opierajg sie o rézne gatunki zwierzat, od gryzoni po matpy
(np. rezus - Macaca mulatta). Najbardziej popularnymi zwierzetami wykorzystywanymi jako
model SM s3 gryzonie — myszy i szczury. Stosowane modele SM polegajg zaréwno na
aktywnym wywotywaniu choroby (np. poprzez podanie szczepionki) jak i spontanicznym
pojawianiu sie objawdéw chorobowych. Rozwinieto rowniez modele SM oparte o modyfikacje

genetyczng organizmow.

Autoimmunologiczne zapalenie moézgu i rdzenia kregowego jest najczesciej
wykorzystywanym zwierzecym modelem SM. Model ten zostat po raz pierwszy opisany przez
Riversa w 1933 roku (Weiner 2009). Od tego momentu do dzisiaj powstato wiele réznych

jego odmian.
Modele EAE ze wzgledu na sposéb wywotania dzielimy na:
a) Aktywnie wywotane EAE

Jest to model pierwotnie opracowany na gryzoniach, ktéry polega na ich immunizacji
szczepionky zawierajgcg biatka mieliny w kompletnym adiuwancie Freunda (ang. complete
Freund’s adjuvant, CFA). Jednym ze sposobdw jest iniekcja petnego adiuwantu Freunda wraz

z ksenogenicznym homogenatem rdzenia kregowego (Tsunoda i Fujinami 1996;
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Kwiatkowska-Patzer i wsp. 2009), a drugim iniekcja adiuwantu Freunda wraz z oczyszczonym
biatkiem MOG (Wallstrom i wsp. 1997). Efektem immunizacji jest rozwdj deficytow
neurologicznych, zwykle zaczynajgcych sie od niedowtadu ogona, tylnych tap i postepujacych
do przodu ciata wzdtuz kregostupa. Procesowi temu towarzyszy znaczna utrata masy ciata
zwierzecia. Sita objawdw moze sie rézni¢ od tagodnych do letalnych, w zaleznosci od rodzaju
szczepionki, dawki oraz linii zwierzat. Objawy rozwijajg sie zwykle od 10 do 20 dni po
immunizacji, a nastepnie spontanicznie zanikajg. Inne modele prowadza do rozwoju
remitujgcych objawow, ktére ostatecznie przechodzg w chroniczny paraliz. Biatka
wykorzystywane do immunizacji to zwykle MBP, PLP i MOG, ktory skutecznie wywotuje EAE
rowniez u myszy, u ktorych standardowa immunizacja nie skutkuje (np: u myszy linii
C57BL/6). Model EAE mozna wywotywaé u réznych gryzoni. Zwykle za pomocg MBP i PLP
wywotuje sie EAE u szczuréw Lewis i Dark Aguti (DA) lub myszy SIL/J i PL/). Immunizacje
biatkiem MOG mozna wykona¢ ponadto u szczurow BN (ang. Brown Norway) i myszy
C57BL/6 i BALB/c (Gold i wsp. 2006). Oprdcz roznej wrazliwosci na immunizacje, zwierzeta
mogg rowniez wykazywaé¢ odmienny przebieg samej choroby. Na przyktad w EAE
wywotanym przy uzyciu MBP u szczuréw Lewis, lezje pojawiajg sie gtdwnie w dolnych
partiach rdzenia kregowego, a w EAE wywotanym biatkiem MOG u myszy C57BL/6 zwykle
zaczynaja sie w nerwie wzrokowym i dopiero nastepnie atakuja rdzen kregowy (Gold i wsp.

2006).

Model EAE zostat opracowany rdwniez na innych zwierzetach, na przyktad
immunizacja matpy marmozety zwyczajnej (Callithrix jacchus) ludzkim zrekombinowanym
biatkiem MOG z CFA, prowadzi do rozwoju objawéw bardzo przypominajgcych ludzkie SM (t
Hart i wsp. 2000).

b) Pasywne EAE

Model EAE mozna wywotaé nie tylko poprzez iniekcje szczepionki zawierajgcej
antygeny mieliny. W 1960 roku Phil Paterson wykazat, ze transfer komdrek pobranych z
wezta chtonnego (najblizszego podaniu szczepionki) zwierzat chorych na EAE do zwierzat
zdrowych moze wywota¢ EAE. Za efekt ten odpowiadajg komérki T CD4+, a niedawne

badania wykazaty, ze jest to subpopulacja Th17 (Bettelli i Kuchroo 2005).
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c¢) Modele transgeniczne

Opracowano rowniez modele spontanicznego powstawania EAE, oparte na myszach
modyfikowanych genetycznie. W jednym z takich modeli, myszy posiadajgce specyficzny dla
MBP receptor limfocytdw T, spontanicznie rozwijaja EAE z czestoscig zalezng od czystosci
mikrobiologicznej ich hodowli — czyste utrzymanie dziata na nie protekcyjnie.

Inny model to myszy rozwijajgce spontanicznie EAE zblizone do choroby Davic’a
(podgrupa SM). Myszy te posiadajg limfocyty T z receptorem specyficznym do biatka MOG
oraz 30% limfocytdw B rozpoznajacych epitop MOG i wydzielajagcych przeciwciata o takiej
specyficznosci (Bettelli i wsp. 2006; Krishnamoorthy i wsp. 2006).

Kolejnym modelem opartym o modyfikowane genetycznie myszy jest tzw.
humanizowany EAE. Jest to model oparty o myszy transgeniczne, ktére posiadajg ludzkie
biatka MHC 1l, HLA-DR15, CD4 oraz ludzki receptor limfocytow T specyficzny dla MBP. 5%
takich myszy spontanicznie rozwija EAE (Wekerle i Kurschus 2006).

Modele EAE s3 szeroko stosowane w badaniach nad patomechanizmami choroby
oraz przy projektowaniu lekéw np.: glatirameru (Aharoni i wsp. 2002), mitoxantronu (Ridge i

wsp. 1985), natalizumabu (Yednock i wsp. 1992).

1.8. Badania patomechanizmow EAE

Badania na modelu EAE pozwolity na zgtebienie mechanizméw procesow

patologicznych zachodzgcych w trakcie rozwoju choroby.
1.8.1. Rozszczelnienie bariery krew-madzg

Bariera krew-mozg znajduje sie anatomicznie na poziomie mikronaczyn mézgowych.
Sktadowe morfologiczne bariery stanowig komérki endotelium, btona podstawna, pericyty
oraz astrocyty (stopki astrocytarne otaczajg mikronaczynia). Elementy te wraz z przylegtymi
neuronami tworzg tak zwang jednostke nerwowo-naczyniowg (ang. neurovascular unit) (Ryc.
1). W warunkach fizjologicznych BBB umozliwia sprawny transport substancji niezbednych
do prawidtowego funkcjonowania OUN oraz chroni go przed negatywnym wptywem
substancji znajdujgcych sie w uktadzie krwionosnym (Persidsky i wsp. 2006).

Jednym z najwazniejszych elementéw BBB s3 komorki endotelialne, stanowiace

gtowng bariere pomiedzy krwig a uktadem nerwowym. Spetniajg one swojg funkcje miedzy
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innymi dzieki tzw. potgczeniom Scistym wystepujgcym pomiedzy tymi komérkami (ang. tight
junctions). Pofgczenia Sciste zbudowane sg z szeregu specyficznych biatek takich jak:
klaudyny -3, -5, okludyny, ZO-1, -2, -3 (tac. zonula occludens), cinguliny, AF6 i 7H6 (Ryc. 2).
Oprocz biatek potaczen scistych, do biatek tgczacych komoérki endotelium nalezg rowniez
biatka przylegania komdrkowego takie jak kadheryny. Obecnos¢ potaczen scistych pomiedzy
komérkami endotelium wymusza przenikanie wiekszosci substancji do OUN przez system
transportowy endotelium. Charakterystyczna dla komdérek endotelium w obrebie OUN jest
duza liczba mitochondriéw, zwigzana z duzym zapotrzebowaniem energetycznym
wynikajgcym z ich funkcji transportowej, niewielka ilos¢ pecherzykéw pinocytarnych, a takze
wysoka ekspresja enzymdéw tworzgcych tak zwang bariere enzymatyczng zdolng do
rozktadania niektérych lekéw oraz substancji neuroaktywnych (Persidsky i wsp. 2006).

Pericyty s3 komoérkami przynaczyniowymi lezagcymi po abluminalnej stronie
mikronaczynia. Posiadajg wypustki cytoplazmatyczne, ktore pokrywajg 20-30% powierzchni
mikronaczyn. Pericyty regulujg proliferacje komdérek endotelialnych, ich przezycie, migracje i
roznicowanie oraz rozgatezianie sie mikronaczyn (Lai i Kuo 2005). Czes$¢ pericytow
pochodzenia makrofagowego moze bra¢ udziat w procesie fagocytozy i prezentowania
antygenow (Williams i wsp. 2001). Komorki te komunikujg sie bezposrednio z komdrkami
endotelium poprzez potaczenia szczelinowe (Lai i Kuo 2005). Pericyty w stanach
patologicznych jak np. hipoksja (Gonul i wsp. 2002), czy uszkodzenie mechaniczne (Dore-
Duffy i wsp. 2000) mogg migrowac z obrebu naczyr krwionos$nych do otaczajgcych tkanek,
co moze zmieniac przepuszczalnosé BBB (Persidsky i wsp. 2006).

Zakonczenia wypustek astrocytow, tak zwane stopki astrocytarne, pokrywajg 99%
powierzchni mikronaczyni. Astrocyty i komérki endotelialne oddziatujg na siebie wzajemnie i
interakcje te sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania jednostki nerwowo-
naczyniowej (Persidsky i wsp. 2006).

Astrocyty mogg rowniez modulowac przepuszczalnosé BBB w stanach patologicznych
poprzez wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak: IL-6, TNF-a, IL-1B, TGF-B (ang.
Transforming Growth Factor B, transformujgcy czynnik wzrostu B) (Schwaninger i wsp. 1999;
Didier i wsp. 2003).

Neurony unerwiajg mikronaczynia OUN i regulujg ich funkcje (Persidsky i wsp. 2006).
Szacuje sie, ze kazdy neuron w ludzkim mozgu posiada swoje wtasne naczynie wtosowate.

Wiadomo ze naczynia wlosowate sg unerwione przez réznego rodzaju neurony takie jak np.:
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noradrenergiczne, serotonergiczne, cholinergiczne i GABA-egiczne. Obecnos¢ neuronow w
modelu BBB in vitro zmniejsza przepuszczalno$¢ BBB, co wskazuje na ich istotng role w
utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania BBB (Sa-Pereira i wsp. 2012).

W stanach patologicznych komorki uktadu odpornosciowego mogg przenikaé z
obwodu do OUN, wywotujgc stan zapalny. Limfocyty najpierw toczg sie, a nastepnie
zatrzymujg na Scianie mikronaczynia. W procesie tym wazng role odgrywajg biatka obecne
na endotelium oraz na limfocytach, odpowiednio: P-selektyna/ligand glikoproteinowy dla P-
selektyny 1 (ang. P-selectin glycoprotein ligand, PSGL-1) oraz VCAM-1 (czgsteczka adhezji
komdrkowej naczyn, ang. vascular cell adhesion molecule 1)/a4-integryna. Gdy aktywowane
limfocyty zetkng sie z powierzchnig mikronaczynia, przemieszczajg sie wzdtuz niego i
przenikajg poprzez cytoplazme endotelium, bgdZz w miejscu rozluznionych potaczen Scistych
(Lyck i Engelhardt 2012). Komdrki endotelialne, po rozpoznaniu komérek odpornosciowych,
tworzg w btonie zagtebienia bogate w ICAM-1 (miedzykomdrkowa czgsteczka adhezyjna-1,
ang. Intercellular adhesion molecule 1) oraz VCAM-1, umozliwiajgc przejscie limfocytom
przez ciato komarki (Carman i Springer 2004). W modelu EAE wykazano, ze rowniez astrocyty
przynaczyniowe posiadajg na swojej powierzchni biatko VCAM-1, co moze by¢ istotne dla
przenikania limfocytéw poprzez BBB (Gimenez i wsp. 2004). Limfocyty mogg réwniez

przenika¢ przez BBB do OUN w stanie fizjologicznym (Zlokovic 2008; Ellwardt i Zipp 2014).
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Rycina 1. Schematyczna budowa jednostki nerwowo-naczyniowej (wedtug:
http://www.scifx.com/ScientificArt.html - czesciowo zmodyfikowany).
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Rycina 2. Schematyczna budowa pofaczenia Scistego (ang. tight junction) pomiedzy komdrkami
endotelialnymi mikronaczynia mézgowego. Widoczne biatka potaczen Scistych— klaudyna (3 i 5) oraz
okludyna wraz z wewngatrzkomérkowymi biatkami ZO1, 2 i 3 oraz cinguling. Klaudyna oraz okludyna
facza sie z cytoszkieletem aktynowym za posrednictwem Z02 i Z03. Oprécz biatek sktadowych
potgczenia scistego, w budowe BBB zaangazowane sg rowniez biatka przylegania komdrkowego takie
jak: JAM (ang. junctional adhesion molecule), PECAM (ptytkowa/endotelialna czgsteczka adhezji
komadrkowej, ang. platelet endothelial cell adhesion molecule), kadheryny. Biatka JAM mogg dziatac¢
jako biatka przylegania komérkowego dla leukocytow (wg: Abbott i wsp. 2010).

1.8.2. Rola astrocytéow w rozwoju SM/EAE

Powstawanie lezji jest skomplikowanym procesem, w ktdéry zaangazowane s3
wszystkie populacje komdérek OUN. Komorki uktadu odpornosciowego, po przekroczeniu BBB
i wniknieciu do tkanki nerwowej, wchodza w interakcje z komdérkami OUN. Jednag z
wazniejszych puli komérkowych, z ktdrg oddziatujg, sg astrocyty.

Astrocyty zostaly po raz pierwszy zidentyfikowane przez Camillo Golgiego w 1871
roku. W OUN petnig szereg istotnych funkcji m.in.: stanowig rusztowanie dla komodrek
nerwowych, utrzymujg lokalng homeostaze jonowa i pH, magazynujg glikogen, usuwajg

metabolity neuronéw oraz uwolnione przez nie neuroprzekazniki (np. glutaminian)
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(Nedergaard i wsp. 2003; Brown i Ransom 2007). Astrocyty sg réwniez komorkami zdolnymi
do komunikacji z neuronami oraz z innymi komodrkami glejowymi. Wypustki astrocytéw
otaczajg pofaczenia synaptyczne, tworzac tzw. synapse trdjdzielng, w ktérej moduluja
przesytanie sygnatu. Pomiedzy sobg, a takze z oligodendrocytami, astrocyty komunikujg sie
za pomocg potgczen szczelinowych (ang. gap junctions) (Rash i wsp. 2001). Stopki astrocytow
otaczajgcych moézgowe naczynia wiosowate stanowig element wspomnianej wyzej jednostki
nerwowo-naczyniowej, wptywajgc na integralnos¢ i funkcje BBB.

W trakcie rozwoju SM/EAE obserwuje sie reaktywne astrocyty w obszarach
demielinizacji, zmiany w macierzy zewnatrzkomdrkowej oraz rozwdj blizny astrocytarne;.
Tkanka w obrebie blizny ma zmieniong budowe oraz mikrosrodowisko, ktére hamuje
regeneracje aksondéw. Aktywacji astrocytéw towarzyszy hipertrofia oraz wzmozona synteza
glejowego kwasnego biatka wtdkienkowego (ang. glial fibrillary acidic protein, GFAP).
Ekspresja markerdow astrocytarnych moze sie rézni¢ w zaleznosci od rejonu mozgu, w ktérym
nastepuje zmiana patologiczna w tkance oraz od odlegtosci astrocytéw od miejsca
uszkodzenia tkanki (Holley i wsp. 2003).

Za gtdwny marker astrocytéw uwaza sie GFAP. Ulega ono zwiekszonej ekspresji w
wyniku aktywacji astrocytéow w procesie zwanym gliozg (astroglioza), wystepujgcg w wielu
stanach patologicznych w OUN. Nie jest to jednakze marker wysoce swoisty. Biatko GFAP
moze rowniez wystepowac¢ w komédrkach prekursorowych oligodendrocytéow (Menn i wsp.
2006), nie mielinizujacych komdrkach Schwanna, komdrkach trzustki i komdrkach glejowych
uktadu nerwowego przewodu pokarmowego (ang. enteric nervous system) (von Boyen i wsp.
2004). Innym biatkiem uwazanym za charakterystyczne dla astrocytéw jest S100B (wystepuje
réowniez w komoérkach Schwanna, adipocytach, chondrocytach) (Nair i wsp. 2008).
Wskaznikiem aktywacji astrocytéw jest rédwniez wzrost ekspresji vimentyny oraz pojawienie
sie nestyny (Ridet i wsp. 1997). W niniejszej pracy jako markerdw astrocytarnych uzyto GFAP
oraz S100B, a wzrost ekspresji tych biatek uznany zostat za wskaznik aktywacji astrogleju.

Aktywacja astrocytdw wigze sie réwniez ze zmianami w ekspresji czasteczek
adhezyjnych, biatek prezentujgcych antygeny, cytokin, czynnikéw wzrostowych, receptoréw,

enzymow oraz inhibitorow proteaz (Williams i wsp. 2007).
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1.8.3. Interakcje astrocytow z komdrkami uktadu odpornosciowego w przebiegu

SM/EAE

Astrocyty stanowig wazny element regulujgcy dziatanie uktadu odpornosciowego w
OUN. Wptywaja one zaréwno bezposrednio jak i posrednio na funkcjonowanie komérek
uktadu odpornosciowego po ich wniknieciu do tkanki nerwowej. Komodrki te wydzielajg
szereg chemokin oraz moga posiada¢ na swej powierzchni biatka przylegania komérkowego
takie jak ICAM-1 oraz VCAM. Z badan in vitro wynika, ze pod wptywem dziatania IFN-y,
astrocyty syntetyzujg MHC I, dzieki czemu majg zdolnos$¢ prezentowania antygendéw, m.in.
antygenow mieliny. Nie jest pewne czy prezentacja antygendw w kontekscie MHC Il przez
astrocyty zachodzi in vivo (Nair i wsp. 2008).

Wsrod wielu cytokin astrocyty wydzielajg m.in. TNF-a oraz limfotoksyne a (Lt-a). Obie
te cytokiny zwigzane sg z patogenezg SM (Selmaj i wsp. 1991), powodujgc naptyw komédrek
odpornosciowych w obreb miejsca uszkodzenia tkanki. Biatko TNF-a oraz jego mRNA zostaty
znalezione w obszarach gdzie zachodzi demielinizacja oraz w ptynie mdézgowo-rdzeniowym
chorych na SM (Franciotta i wsp. 1999). Co wiecej, myszy z nadekspresjg TNF-a wykazuja
spontaniczng demielinizacje (Akassoglou i wsp. 1998), co sugeruje znaczgcy udziat tej
cytokiny w patogenezie choroby. W badaniach nad wykorzystaniem inhibitoréw TNF-a w
leczeniu SM wykazano jednak brak wptywu lub nawet pogorszenie sie objawéw SM
(Lenercept 1999). Z kolei myszy pozbawione genu dla Lt-a wykazywaty opdznienie w
demielinizacji wywotanej podaniem kuprizonu z normalnym przebiegiem remielinizacji, co
moze wskazywa¢ na udziat tej cytokiny wytgcznie w procesie demielinizacji (Plant i wsp.
2005).

Astrocyty syntetyzujg rowniez czynnik BAFF (ang. B cell-activating factor of the tumor
necrosis factor family) niezbedny dla rozwoju i przezycia limfocytéw B oraz produkcji
immunoglobulin. W aktywnych i chronicznych lezjach u chorych na SM jego ekspresja ulega
silnemu wzrostowi (Krumbholz i wsp. 2005).

W tkance mdzgowej migracja komdrek odpornosciowych jest regulowana przez trzy
gtowne chemoatraktanty: MCP-1 (biatko chemotaktyczne monocytéw 1, ang. monocyte
chemotactic protein 1), CX3CL1 (ang. C-X3-C motif chemokine ligand 1) oraz CXCL12 (ang. C-
X-C motif chemokine ligand 12). Wszystkie te trzy chemokiny kierujg komorki uktadu

odpornosciowego do miejsca stanu zapalnego i mogg by¢ produkowane przez astrocyty w
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trakcie rozwoju choroby (Ransohoff i wsp. 1993; Van Der Voorn i wsp. 1999; Fischer i wsp.
2000; Sunnemark i wsp. 2005; Calderon i wsp. 2006; Krumbholz i wsp. 2006).

Astrocyty wytwarzajg rowniez duze ilosci syntazy tlenku azotu, a produkty tego
enzymu - tlenek azotu oraz wolne rodniki tlenowe mogg bezposrednio uszkadza¢ mieline,

oligodendrocyty oraz aksony (Smith i wsp. 1999).
1.9. Receptory purynergiczne

Receptor P2X7 nalezy do rodziny receptoréw purynergicznych. Receptory te, odkryte
w 1978 roku, zostaty podzielone na dwie grupy: receptory dla adenozyny (P1) i receptory dla
ATP (P2). Grupa receptoréw P2 zawiera receptory metabotropowe P2Y oraz jonotropowe
P2X. Obecnie znamy 8 podtypdéw receptorow P2Y (1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) oraz 7 podtypow
receptoréw P2X (1-7). Receptory P2X sg trimerami, a ich ligandem jest ATP. Aktywacja tych
receptoréw powoduje gwaftowny, nieselektywny przeptyw jondéw (Na®, K', Ca®'), czego
efektem jest depolaryzacja komorki. Biatka te posiadajg dwie domeny transbtonowe, petle
zewnatrzkomaérkowg oraz C i N koniec wewnatrz komaorki. Kanat tworzony przez te receptory
zbudowany jest z 3 lub 6 podjednostek, w uktadzie nerwowym sg one zwykle heteromerami

(Engel i wsp. 2012).
1.10. Receptor P2X7

W ostatnich latach uwaga badaczy skupia sie na receptorach purynergiczynych jako
waznym ogniwie w procesach zapalnych i neurodegeneracyjnych. Jednym z najciekawszych
cztonkdéw rodziny receptoréw purynergicznych jest biatko P2X7. P2X7R posiada 35-40%
homologii z pozostatymi biatkami z grupy P2X (Sperlagh i wsp. 2006), a pomiedzy ludzkim i
szczurzym biatkiem P2X7R jest 80% homologii (Cheewatrakoolpong i wsp. 2005). Jest to
receptor jonotropowy, ktérego naturalnym ligandem jest ATP. Wystepuje on dosc
powszechnie w ukfadzie nerwowym, zaréwno na komorkach nerwowych jak i komérkach

glejowych (Sperlagh i wsp. 2006).

1.10.1.Budowa biatka P2X7R
Gen kodujacy P2X7R w ludzkim genomie znajduje sie na chromosomie 12 24,
posiada on 53733 par zasad i zbudowany jest z 13 eksondow. Udato sie zidentyfikowa¢ do tej

pory 10 form splicingowych rdznigcych sie miejscem startu i konca transkrypcji oraz
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posiadanymi eksonami. Oznaczane sg one literami A-H oraz J i K (Cheewatrakoolpong i wsp.
2005; Feng i wsp. 2006; Nicke i wsp. 2009; Adinolfi i wsp. 2010). W obrebie ludzkiego genu
P2X7R wykryto szereg polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (ang. Single nucleotide
polymorphism, SNP) oraz powigzano je z wystepowaniem zaburzen nastroju oraz

podatnoscig na wewngtrzkomorkowe patogeny takie jak pratki gruzlicy (Fuller i wsp. 2009).
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Rycina 3. Schemat budowy receptora P2X7. Czerwone koétka oznaczajg cysteiny tworzace mostki
dwusiarczkowe, linie pomiedzy miejscami wskazujg pary cystein tworzgce mostki dwusiarczkowe.
Zielone tréjkaty oznaczajg miejsca glikozylacji, z6tte owale wskazujag aminokwasy biorgce udziat w
wigzaniu ATP, szare cylindry — domeny transbtonowe TM1 i TM2. Biaty prostokat oznacza miejsce
wigzania dla lipopolisacharydu (LPS) (wg: Schwarz i wsp. 2012; Jiang i wsp. 2013).
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Biatko P2X7R posiada 595 aminokwaséw, zbudowane jest z dwdéch domen trans
btonowych (TM1 i TM2), duzej zewngatrzkomérkowe] petli oraz wewnatrzkomoérkowych
koncow (Rycina 3). Wewnagtrzkomérkowy koniec C w biatku P2X7R jest duzo dtuzszy niz u
innych biatek z rodziny P2X (239 do 27-129 aminokwasdw) i zawiera kilka domen mogacych
oddziatywac z innymi biatkami (Surprenant i wsp. 1996). Koniec ten odpowiedzialny jest
rowniez za oligomeryzacje i tworzenie sie poru btonowego (Surprenant i wsp. 1996;
Adriouch i wsp. 2002), jak rowniez zawiera miejsce wigzania dla lipopolisacharydu (LPS)
(Denlinger i wsp. 2001). Na zewnatrzkomérkowej petli receptora zlokalizowane sg dwa
miejsca wigzania dla ATP o wysokim powinowactwie (4 M), oraz dwa o niskim (200 uM)
powinowactwie (Klapperstuck i wsp. 2001). Miejsca te wystepujg w obrebie struktury
szescioniciowej B—kartki oraz w sgsiedztwie regionu bogatego w cysteiny (Freist i wsp. 1998).
Przekazywanie sygnatu przy niskim poziomie ATP zalezy od koncéw N oraz C, natomiast

sygnat zwigzany z wysokim stezeniem ATP zalezny jest od korica C (Haanes i wsp. 2012).

Rycina 4. Model przestrzenny zewnetrznych oraz transbtonowych domen homotrimeru P2X7R. Gdrna
cze$¢ panelu przedstawia widok z boku, dolna czes¢ panelu widok z goéry. A) Stan zamkniety. B) Stan
otwarty, po przytgczeniu ATP (wg: Jiang i wsp. 2013)
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P2X7R ulega modyfikacjom posttranslacyjnym takim jak miedzy innym: glikozylacja
czy fosforylacja/defosforylacja. W obrebie zewngtrzkomorkowej petli znajdujg sie reszty
asparaginianu, ktére mogg ulega¢ N-glikozylacji (North 2002). Glikozylacja
zewnatrzkomaérkowej petli powoduje zwiekszenie masy czgsteczkowej biatka z 67 kDa do 79
kDa (Kim i wsp. 2001). Aktywacja receptora prowadzi do defosforylacji tyrozyny 343, co jest
potrzebne do zakonczenia aktywacji receptora P2X7 (zakonczenia potencjatu
czynnosciowego). W obecnosci inhibitoréw fosfataz potencjat utrzymuje sie na wysokim
poziomie (Kim i wsp. 2001). Petla zewnatrzkomoérkowa zawiera 10 konserwowanych
ewolucyjnie cystein ktére tworzag miedzy sobg mostki dwusiarczkowe (Clyne i wsp. 2002;
Schwarz i wsp. 2012).

P2X7R moze oligomeryzowa¢ tworzac homooligomery, nie tworzy natomiast
heteromerdw z innymi biatkami z rodziny P2X (Torres i wsp. 1999). Oligomeryzacja prowadzi
do utworzenia heksameréw i trimeréw w obwodowych makrofagach. Biatko to moze
pozostawac réwniez jako monomer w komdrkach mikrogleju (Kim i wsp. 2001). Rycina 4
przedstawia model przestrzenny trimeru P2X7R.

P2X7R poprzez C-koniec moze wchodzi¢ w interakcje z innymi biatkami. Analiza
proteomiczna wykazata, ze sg to: laminina a3, integryna B2, B aktyna, supervillina, MAGuUK,
biatka szoku cieplnego (Hsp90, Hsc71, Hsp70), kinaza fosfatydyloinozytolu 4 (P14K), receptor
biatkowej fosfatazy tyrozynowej B (RPTPB) (Kim i wsp. 2001).

1.10.2. Lokalizacja P2X7R w osrodkowym uktadzie nerwowym

Ekspresje mRNA dla P2X7R wykryto zarowno w neuronach jak i w gleju, w takich
strukturach OUN jak: kora, prazkowie, pien mdzgu, jadro potlezace, moézdzek oraz hipokamp
(Franke i wsp. 2001; Sperlagh i wsp. 2002; Hervas i wsp. 2005). Badania na myszach
posiadajgcych w jednej ramce odczytu z P2X7R biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji
(ang. enhanced green fluorescent protein, eGFP) ze wspdlnym startem oraz koncem
transkrypcji, potwierdzity ekspresje P2X7R w neuronach i gleju. W badaniach
elektrofizjologicznych in vitro wykazano natomiast obecnos¢ aktywnego P2X7R na
astrocytach izolowanych z hipokampdéw szczurzych zarodkow i oseskow. Natomiast nie

obserwowano aktywnosci P2X7R na neuronach (Rubini i wsp. 2014). U szczuréw dorostych
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obecnos¢ biatka P2X7R w obrebie OUN zostata wykazana zaréwno w puli neuronalnej jak i

astrocytarnej (Grygorowicz i wsp. 2010; Grygorowicz i wsp. 2011).

W obrebie komorki biatko to byto wykrywane gtéwnie w btonie komérkowej, ale
rowniez w retikulum endolplazmatycznym, gdzie zachodzg procesy jego dojrzewania, miedzy

innymi glikozylacja (Lenertz i wsp. 2010).
1.10.3. Dziatanie P2X7R

P2X7R charakteryzuje sie ciekawymi i unikalnymi, w swojej grupie receptordw,
wiasciwosciami. Jego naturalnym agonistg jest ATP, do ktdrego receptor posiada niskie
powinowactwo (ponad 100 uM) i jest ono najnizsze w rodzinie receptoréw P2X. ADP oraz
AMP wykazujg jeszcze niisze powinowactwo niz ATP (North 2002). Sztucznym
nieselektywnym agonistg receptora jest BzATP (2’,3’-O-(4-benzoylo-benzoyl)adenozyno 5’-
tréjfosforan) o 10-30 krotnie wyzszym powinowactwie do P2X7R niz ATP. Sztuczny
antagonista P2X7R Briliant blue G (BBG) posiada wysokie powinowactwo (10 nM) (Jiang i
wsp. 2000) i przechodzi przez bariere krew-mdzg, natomiast nieodwracalnym antagonistg
P2X7R jest Oxy-ATP (Murgia i wsp. 1993), ktdry posiada wtasciwosci immunomodulujgce
(Beigi i wsp. 2003) i cytotoksyczne (Craighead i wsp. 2001), ale nie przechodzi przez bariere
krew-mézg.

Aktywacja receptora P2X7, w zaleznosci od jej sposobu, moze powodowac¢ dwa
odmienne skutki. Aktywacja poprzez przejsciowe dziatanie niskich stezen ATP skutkuje
wydzielaniem cytokin prozapalnych takich jak np. IL-1B. Mechanizm wydzielania IL-1p oparty
jest na aktywacji kaspazy 1 na skutek wyptywu jonéw potasu K* przez otwarty nieselektywny
kanat P2X7R (Kahlenberg i Dubyak 2004). Aktywna kaspaza 1 wchodzi w sktad kompleksu
biatkowego zwanego inflamasomem. Aktywny inflamasom powoduje ciecie proteolityczne
nieaktywnej formy IL-1B (prelL-1B) o masie 30-35 kDa do formy aktywnej o masie 18 kDa, a
tym samym tzw. , dojrzewanie” i wydzielanie aktywnej interleukiny prozapalnej IL-1B (Ryc. 5)
(Mariathasan i wsp. 2006). P2X7R bierze réwniez udziat w wydzielaniu interleukiny 6 (Solini i
wsp. 2004), IL-18 (Mariathasan i wsp. 2006), stad tez postuluje sie znaczacy udziat tego

receptora w procesie zapalnym.
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Aktywacja i wydzialanie

IL-1p
IL-1B P2X7R
K+
. = | K+ +
~ Pre-IL-1B K K*

Aktywny inflamasom

Rycina 5. Schemat dziatania receptora P2X7 prowadzacy do dojrzewania Interleukiny 1p.
Przytagczenie ATP do receptora powoduje jego aktywacje i otwarcie nieselektywnego kanatu
jonowego. Zmniejszenie stezenia wewnatrzkomdérkowego jondw potasu (K') powoduje aktywacje
kaspazy 1. Aktywna kaspaza 1 taczy sie z pozostatymi sktadowymi inflamasomu t.j. biatkiem ASC
oraz biatkiem NLRP3 (NALP3). Aktywny inflamasom indukuje przejscie pre-IL-1B do postaci
aktywnej cytokiny. Schemat wtasny.
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Aktywacja P2X7R moze rowniez powodowa¢ zahamowanie aktywnosci kinazy
syntetazy glikogenu 3 (GSK-3) (Ortega i wsp. 2009), aktywacje kinazy N-konca c-Jun (1 i 2)
(JNK) (Humphreys i wsp. 2000), ERC1/2, p38 MAPK, fosfolipazy A2 (PLA2) (zaréwno formy
zaleznej od wapnia cPLA2 jak i nie zaleznej od wapnia iPLA2) (Alzola i wsp. 1998) i fosfolipazy
D oraz aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych takich jak CREB, NF-kB, AP-1 (Ortega i wsp.
2009; Skaper i wsp. 2010).

Jezeli receptor P2X7 zostanie poddany dziataniu wysokich stezen ATP, badz
przedtuzonemu wptywowi agonisty, moze to powodowal jego oligomeryzacji oraz
powstawania poru btonowego, przepuszczalnego dla czgstek do 900 Da (Surprenant i wsp.
1996). Otwarcie poru btonowego moze prowadzi¢ do smierci komorki poprzez zachwianie
rownowagi jonowej i energetycznej. Uwolniony w czasie $mierci komodrki ATP moze
dodatkowo prowadzi¢ do wzmozonej aktywacji sgsiednich receptoréow P2X7R (Di Virgilio i
wsp. 1998).

W modelu pilokarpinowym padaczki podanie antagonisty P2X7R — OxATP wykazuje
protekcyjne wiasciwosci w stosunku do astrocytéw, podczas gdy podanie BzATP — agonisty
P2X7R wywotuje $mieré komorek astrogleju w procesie przypominajgcym apoptoze (Kim i
wsp. 2011).

Obserwowano réwniez, ze przejsciowa aktywacja receptora P2X7 moze wywotywac
reakcje przypominajgcy apoptoze, objawiajgca sie depolaryzacjg mitochondridow, wzrostem
poziomu mitochondrialnego i cytoplazmatycznego wapnia, ekspozycjg fosfatydyloseryny na
powierzchni komérki, depolimeryzacjg filamentéw aktynowych oraz wybrzuszen na
powierzchni btony komdrkowej. Niemniej, jesli aktywacja receptora nie jest dtuzsza niz 20-30
min, zmiany te s3 odwracalne, a apoptoza nie nastepuje. Dtuzsza aktywacja prowadzi do
uwalniania z mitochondriéw cytochromu C, a nastepnie do apoptozy komorki (Mackenzie i
wsp. 2005).

Aktywacja P2X7R moze mieé¢ witasciwosci promujgce proliferacie w komodrkach
limfoidalnych. Wtasciwosci te wystepujg w zakresie dziatania niskich stezen ATP (Baricordi i
wsp. 1999). Receptorowi P2X7 przypisuje sie takze inne funkcje, jak na przyktad udziat w
regulowaniu poziomu endogennych kanabinoidéw (eCB) (Witting i wsp. 2006).

Hamowanie szlakdw sygnatowych receptorow P2, w tym receptoréw P2X7, moze
nastepowac poprzez hydrolize ATP przez ekto-ATPazy, ktdre degradujg ATP do ADP, ekto-
apyrazy rozktadajgce ATP oraz ADP do AMP oraz ekto-5'nukleotydazy rozktadajgce AMP do
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adenozyny (Komoszynski i Wojtczak 1996). Przyktadowymi enzymami sg: E-NTPDazy (E-NTP-
Dase/CD39 family), ekto-nukleotydo-fosfodiesteraza (ecto-nucleotide
pyrophophate/phosphodiesterase, E-NPP1-3), 5’ektonukleotydaza (ecto-5’-nucleotidase,
CD73) i alkaliczna fosfataza (Yegutkin 2008).

Dane literaturowe wskazujg, ze biatko z rodziny paneksyn (paneksyna 1, Panx1) moze
bra¢ udziat, wraz z P2X7R, w powstawaniu poru btonowego i jest jego aktywng sktadowg
(Pelegrin i Surprenant 2006). Kanaty paneksynowe mogg bra¢ udziat w wyptywie ATP oraz

glutaminianu z réznych puli komaérkowych.

1.10.4.Paneksyna 1 jako sktadnik aktywnego receptora P2X7

Paneksyny to rodzina trzech biatek do ktdrej nalezg: Panx1 (426 aa i 47,6 kDa); Panx2
(664 aa i 73.3 kDa) i Panx3 (392aa i 44,7 kDa) (D'Hondt i wsp. 2009). Biatka te, pomimo
podobnej struktury przestrzennej (MacVicar i Thompson 2010), nie posiadajg homologicznej
sekwencji z koneksynami (Yen i Saier 2007). Z powodu podobienstwa do biatek tworzgcych
potgczenia miedzykomodrkowe, niektorzy autorzy uwazajg, ze paneksyna jest skfadnikiem
tzw. hemikanatow (dwa hemikanaty tworzg potgczenie miedzykomaorkowe).

Hemikanat tworzony przez Panx1 jest heksamerem. Ostatnie badania wykazaty, ze w
komdrkach kregowcow hemikanaty nie tworzg potgczen szczelinowych (Li i wsp. 2011), gdyz
dwa kanaty majg mate powinowactwo do siebie, a glikozylacja zewngtrzkomadrkowej domeny
Panx tworzy zawade sferyczng do tgczenia sie dwdch hemikanatéw (MacVicar i Thompson
2010). Dlatego obecnie uwaza sie, ze paneksyny sg funkcjonalnymi kanatami btonowymi.

Biatko Panxl wystepuje w wielu narzadach m.in.: oczach, tarczycy, prostacie,
nerkach, watrobie i OUN. W ukfadzie nerwowym wystepuje w : hipokampie, korze, mdézdzku,
wzgorzu, podwzgdrzu, w komdrkach takich jak neurony (Ray i wsp. 2005; MacVicar i
Thompson 2010), astrocyty oraz oligodendrocyty (Lutz i wsp. 2013). Forma Panx2 jest
syntetyzowana gtéwnie w komadrkach w obrebie OUN (Dvoriantchikova i wsp. 2006), a Panx3
w skoérze, osteoblastach, chondrocytach (Bruzzone i wsp. 2003; Litvin i wsp. 2006). W
obrebie komérki biatka Panx wystepujg gtéwnie w btonie komodrkowej, ale réwniez w
retikulum endoplazmatycznym oraz aparacie Golgiego (Penuela i wsp. 2007; Penuela i wsp.

2009).
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Kanaty paneksynowe mogg by¢ zaangazowane w rdznego rodzaju patologie.
Zaobserwowano m.in. wzrost poziomu mRNA dla Panxl w wyniku napadu padaczkowego
(Zappala i wsp. 2006) oraz pojawienie sie Panx2 w astrocytach w wyniku niedokrwienia —
reperfuzji (Zappala i wsp. 2007). Myszy pozbawione Panxl nie wykazujg widocznych
zaburzen, jednakze myszy pozbawione P2X7R nie syntetyzujg Panx1 (D'Hondt i wsp. 2009),
co wskazuje na Scisty zwigzek pomiedzy tymi biatkami.

Kanat Panx1 bierze udziat wraz z P2X7R w powstawaniu poru btonowego (Pelegrin i
Surprenant 2006), co wigze sie z jego udziatem w procesach smierci komorkowej na drodze
nekrozy badz apoptozy (Locovei i wsp. 2007). Sg rowniez doniesienia taczace kanat Panx1 i
P2X7R z uwalnianiem IL-1B, aktywacjg inflamasomu oraz z uwalnianiem ATP z astrocytow (Li
i wsp. 2011). Blokowanie kanatu Panxl poprzez dziatanie specyficznym antagonistg
powoduje opdznienie pojawiania sie oraz ostabienie objawdw neurologicznych u myszy
poddanych EAE (Lutz i wsp. 2013). Najnowsze dane sugerujg, ze funkcja kanatow
paneksynowych jest powigzana z receptorem P2X7R i moduluje jego dziatanie, gdyz bedac

lokalnym zrédtem ATP, wzmaga aktywnos¢ receptora (Bravo i wsp. 2015).

1.10.5. Udziat P2X7R w stanach patologicznych osrodkowego uktadu nerwowego

Postuluje sie udziat P2X7R w patomechanizmach choréb neurodegeneracyjnych np.
choroby Alzheimera. Badania na transgenicznym mysim modelu choroby Alzheimera
wykazaty wzrost ekspresji tego biatka w komdrkach mikrogleju i astrogleju w poblizu plak
amyloidowych (Parvathenani i wsp. 2003). Carmo i wspdtpracownicy (2014) wykazali udziat
P2X7R w powstawaniu deficytow neurologicznych oraz uszkodzen w szczurzym modelu
choroby Parkinsona. BBG, specyficzny antagonista receptora P2X7, powodowat zmniejszenie
objawow charakterystycznych dla tego modelu, oraz zmniejszat deficyt dopaminy w
miejscach dotknietych zmianami patologicznymi (Carmo i wsp. 2014). Badania
przeprowadzone przez grupe Yiangou wykazaty podwyzszong ekspresje P2X7R w komadrkach
mikrogleju/makrofagach w rdzeniach kregowych pobranych post mortem od pacjentéw ze
stwardnieniem zanikowym-bocznym (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS) (Yiangou i wsp.
2006). Wykazano réwniez wzrost ekspresji P2X7R w neuronach, astrocytach i mikrogleju w
przebiegu niedokrwienia u szczuréw (Franke i wsp. 2004) oraz na mikrogleju w trakcie ostrej

i chronicznej padaczki u szczuréw (Engel i wsp. 2012). W mysim modelu choroby
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Huntingtona zaobserwowano wzrost ekspresji P2X7R w zakonczeniach synaptycznych
neuronéw (Diaz-Hernandez i wsp. 2009). Myszy pozbawione funkcjonalnego genu P2X7R
stabiej rozwijaty zapalenie stawdéw indukowane za pomocag przeciwcial monoklonalnych
przeciwko kolagenowi typu Il (ang. monoclonal anticollagen-induced arthritis), a objawy
choroby byty mniej dotkliwe (Labasi i wsp. 2002). Ponadto, w mysim modelu dystrofii
miesniowej Duchenne’a obserwowano podwyzszong ekspresie mRNA dla P2X7R w
mioblastach i miotubach, a blokowanie receptora za pomocg antagonisty zmniejszato liczbe
nieprawidtowych komoarek miesniowych (Young i wsp. 2012). Wykazano rowniez, ze
blokowanie receptora P2X7 powodowato zahamowanie wzrostu glejaka (Ryu i wsp. 2011). U
ludzi chorujacych na béle neuropatyczne wystepowat podwyzszony poziom biatka P2X7R w
tkance nerwowej (Chessell i wsp. 2005), podobnie jak u zwierzat w modelu bdlu
neuropatycznego (Kobayashi i wsp. 2011). Poziom mRNA dla P2X7R wzrastat réwniez u
myszy, ktérym podano infekcyjne biatko prionowe (PrP>) (Takenouchi i wsp. 2007).
Aktywacja P2X7R powodowata wystapienie hiperalgezji u szczuréw (Teixeira i wsp. 2014),
natomiast podanie antagonisty P2X7R zmniejszato wtdrne uszkodzenia w modelu
uszkodzenia rdzenia kregowego (Wang i wsp. 2004; Peng i wsp. 2009). Ponadto, specyficzny
antagonista P2X7R wykazywat wtasciwosci przeciwzapalne oraz przeciwdepresyjne u myszy,

ktérym podano LPS (Ma i wsp. 2014).
1.10.6.P2X7R w SM/EAE

Dotychczasowe badania nad udziatem receptora P2X7 w patomechanizmach SM/EAE
sg nieliczne. Badania na tkankach pobranych post-mortem wykazaty wzrost ekspresji P2X7R
w nerwach wzrokowych chorych na SM w stosunku do oséb zdrowych (Matute i wsp. 2007),
jak réwniez wzrost ekspresji P2X7R w mikrogleju/makrofagach w rdzeniu kregowym
(Yiangou i wsp. 2006) i na reaktywnych astrocytach w mézgu (Narcisse i wsp. 2005).

W zwierzecym modelu tej choroby wykazano jedynie nadekspresje P2X7R na
oligodendrocytach oraz udziat aktywacji tego receptora przez ATP w Smierci tych komorek.
Stwierdzono rdéwniez, ze podanie antagonistow P2X7R redukuje powstawanie zmian
demielinizacyjnych w modelu EAE (Matute i wsp. 2007). Badania na myszach bez
funkcjonalnego genu P2X7R wykazaty czterokrotnie mniejszg czestos¢ zapadania zwierzat na

EAE po ich immunizacji (Sharp i wsp. 2008).
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Niemniej, istniejg rdéwniez przeciwstawne badania, wskazujgce raczej na
neuroprotekcyjng role P2X7R, w ktérych myszy bez aktywnego genu P2X7R przechodzity EAE
duzo ciezej niz myszy kontrolne, przy braku réznic w poczatku oraz w szczycie objawoéw.
Zaréwno stan zapalny jak i stopien uszkodzenia tkanki nerwowej byty u tych myszy duzo
wieksze (Chen i Brosnan 2006).

Te fragmentaryczne badania, chociaz niespdjne i czesciowo sprzeczne, sugerujg

mozliwy udziat receptora P2X7R w patomechanizmach tej choroby.
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2.Zatozenia i cel pracy

Dotychczasowe dane literaturowe dobrze dokumentujg udziat receptorow
purynergicznych P2X7 zardwno w procesie zapalnym, jak i w procesach prowadzacych do
Smierci komorki, ktére stanowig dwie wazne sktadowe SM. Istniejg zatem przestanki aby
przypuszczac, ze receptor ten moze odgrywac znaczacg role w patologii tej choroby. Z uwagi
na fakt, ze dostepne obecnie terapie SM nie zawsze wykazujg skutecznos¢ i obarczone sg
wieloma efektami ubocznymi, istnieje potrzeba poszukiwania nowych, bardziej efektywnych
lekéw. Dlatego badania nad receptorem P2X7, poszerzajgc wiedze na temat
patomechanizmoéw choroby, mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan o profilu

farmakologicznym.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie potencjalnego udziatu receptora
purynergicznego P2X7 w przebiegu autoimmunologicznego zapalenia mdzgu i rdzenia

kregowego u szczura, bedacego eksperymentalnym modelem stwardnienia rozsianego.
Cel ogdlny byt realizowany w oparciu o nastepujgce cele szczegotowe:

e QOkreslenie czasowego profilu zmian ekspresji receptora P2X7 oraz jego

komadrkowej lokalizacji w przebiegu EAE

e Posrednie scharakteryzowanie zmian aktywnosci receptora P2X7 w przebiegu
choroby na podstawie poziomu cytokin prozapalnych oraz ekspres;ji

paneksyny 1.

e QOkreslenie wptywu antagonisty receptora P2X7 — BBG na rozwdj i przebieg

choroby

e QOcene wptywu antagonisty P2X7R — BBG - na poziom biatka cytokin

prozapalnych, aktywacje gleju oraz stan bariery krew-mazg.
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3. Materiat i Metody

3.1.Zwierzeta doswiadczalne

Doswiadczenia zostaty przeprowadzone na samicach szczuréw szczepu Lewis o masie
180-210 g. Zwierzeta pochodzity ze zwierzetarni IMDiK PAN. Hodowane byty w
standardowych warunkach: statej temperaturze (22°C) i wilgotnosci, przy statym cyklu
dobowym 12:12 godzin oraz przy nieograniczonym dostepie do wody i standardowej paszy.

Rdzenie kregowe, wykorzystywane do immunizacji szczuréw w modelu
autoimmunizacyjnego zapalenia mozgu i rdzenia kregowego, byty izolowane ze sSwinek
morskich pochodzgcych z hodowli Charles River Laboratories International Inc w Niemczech.

Wszystkie procedury wykonywane na zwierzetach zostaty zatwierdzone przez IV
Lokalng Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie, numer uchwaty:

09/2011; 47/2011; 48/2011.

3.2.Model stwardnienia rozsianego - autoimmunizacyjne zapalenie mdzgu i

rdzenia kregowego

Autoimmunizacyjne zapalenie mézgu i rdzenia kregowego wywotywano poprzez
jednorazowg podskdrng iniekcje szczepionki w obie tylne tapy szczura. Zabieg wykonywano
w narkozie wziewnej (Narcotan — Halothanum, Zentiva, Praga, Republika Czeska) podawanej
za pomocg kalibrowanego parownika w mieszaninie z tlenem. Szczepionka immunizacyjna
zawierata homogenat rdzenia kregowego swinki morskiej w roztworze soli fizjologicznej w
buforze fosforanowym (ang. phosphate buffered saline, PBS) (w stosunku 1:1), zawieszony w
CFA (Difco, Detroit, USA) (w stosunku 1:1) oraz 2mg/ml martwych bakterii Mycobacterium
tuberculosis (Difco H37RA, Detroit, USA) (Tsunoda i Fujinami 1996; Kwiatkowska-Patzer i
wsp. 2009).

Mase ciata zwierzat oraz rozwéj objawdw neurologicznych monitorowano codziennie.
Objawy neurologiczne opisywano w pieciostopniowej skali: 1-niedowtad ogona; 2-porazenie
ogona i niedowtad tylnych tap; 3-porazenie tylnych fap; 4-postepujacy porazenie; 5-smier¢

(Kerschensteiner i wsp. 2004).
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3.3.Zabieg chirurgiczny zaktadania cewnikéw dozylnych w celu podania

antagonisty receptora P2X7

Szczury poddawano narkozie przy uzyciu ketaminy (Bioketan, Vetoquinol Biowet) i
medetomidyny (Domitor, Orion Pharma) w dawce odpowiednio: 70 mg/kg masy ciata i 0,5
mg/kg masy ciata podanych dootrzewnowo. Nastepnie zwierzetom usuwano siers¢ na
bocznej i brzusznej stronie szyi oraz na karku. Skére na szyi nacinano i izolowano zyte szyjng
wewnetrzng. Po zatozeniu podwigzki na czesci dogtowowej, zyte nacinano a do Swiatta
naczynia wprowadzano cewnik (Rat Jugular Catheter, Alzet). Cewnik wypetniony wczesniej
solg fizjologiczng mocowano w naczyniu. Nastepnie przeprowadzano cewnik pod skorg na
kark. Naciecie na szyi zaszywano, a cewnik wypetniano roztworem zamykajgcym (30%
glukoza, heparyna). Po zabiegu podawano podskdrnie antybiotyk — gentamycyne w dawce 4
mg/kg.

Antagoniste receptora P2X7 - BBG podawano poprzez cewnik dozylny w dawce 50
mg/kg masy ciata zwierzecia, codziennie, poczagwszy od dnia immunizacji (0 dpi) do széstego

dnia po szczepieniu (6 dpi) w bezobjawowej fazie EAE (Ryc. 6).

Zatozenie cewnika Immunizacja Pobranie materiatu Pobranie materiatu
-2dpi Odpi 1dpi 2dpi 3dpi 4dpi 5dpi 6dpi Szczyt objawow
L 1 1 ] ] 1 1 1 ]
BBG

Rycina 6. Schemat doswiadczenia, w ktdrym zwierzetom z wywotanym EAE podawano antagoniste
receptora P2X7 — BBG. Materiat do dalszych badan pobierano w fazie bezobjawowej (4 dpi) oraz w
fazie objawowej choroby.

Dawke antagonisty dobrano na podstawie doniesien literaturowych oraz wtasnych
badan wstepnych. BBG jest uwazany za zwigzek nietoksyczny. Jest to pochodna barwnika

uzywanego w przemysle spozywczym — btekitu brylantowego FCF (E133) (Peng i wsp. 2009).
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BBG jest rowniez uzywany jako barwnik do podbarwiania bton w trakcie operacji siatkowki,
gdzie réwniez wykazano brak dziatania toksycznego na te tkanke (Ooi i wsp. 2013).
Prawidtowe zatozenie cewnika oraz podanie BBG, ze wzgladu na intensywnie
niebieskg barwe antagonisty, skutkowato stosunkowo szybka zmiang zabarwienia oczu
zwierzecia z czerwonej na ciemnoniebieskg oraz skdry uszu i tap na kolor sinoniebieski (Ryc.
7). Zmiany barwy skéry wynikaja z odkfadania sie w tkance niebieskiego barwnika co jest

jedynym ze znanych z literatury skutkdéw ubocznych. U zdrowych zwierzat z grupy kontrolnej,

ktérym podano BBG nie obserwowano zmian w zachowaniu ani innych efektéw ubocznych.

Rycina 7. Widoczny efekt dozylnego podania BBG szczurowi. Po lewej szczur przed podaniem BBG, po
prawej po podaniu BBG. Oczy zwierzecia po podaniu BBG zabarwiajg sie na kolor ciemnoniebieski a
skéra nabiera koloru sinoniebieskiego.

3.4.Grupy eksperymentalne

W doswiadczeniach uzyto nastepujgce grupy zwierzat:

e Zwierzeta kontrolne, zdrowe, ktdre nie zostaty poddane zadnym procedurom
(kontrola) (n=28)

e Zwierzeta, u ktérych wywotano EAE (EAE) (n=117)

e Zwierzeta ktérym zatozono cewnik dozylny, wywotano EAE a nastepnie podawano

roztwor soli fizjologicznej (EAE+NaCl) (n=16)

e Zwierzeta ktérym zatozono cewnik dozylny, wywotano EAE a nastepnie podawano

BBG - specyficznego antagoniste receptora P2X7 (EAE+BBG) (n=16)
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3.5.Przygotowanie materiatu do badan

3.5.1. Preparatyka homogenatow mozgowych

Zwierzeta dekapitowano. Wyizolowane mdzgi homogenizowano w 4 ml buforu PBS
zawierajgcego 10 mM EGTA (ang. ethylene glycol tetraacetic acid), 10 mM EDTA (kwas
wersenowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid), 0,1 mM fluorku fenylometylosulfonylu
(PMSF) i 100 mM NaCl, oraz mieszanine inhibitorow proteaz. Homogenaty zamrazano, a

nastepnie uzywano do przeprowadzania analizy Western blot.
3.5.2. lzolacja frakcji komérkowej pochodzenia astrocytarnego (GPV, gliosomy)

Frakcje gliosomow (ang. glial plasmalemmal vesicles, GPV) izolowano wedtug
procedury opisanej przez Danielsa i Vickroy’a (1998) w modyfikacji Struzynskiej (2000).
Mozgi homogenizowano w 30 ml buforu homogenizacyjnego (0,32 M sacharoza, 1 mM
EDTA), nastepnie wirowano (1000 x g; 10 min; 4°C) i odrzucano osad. Nadsgcz wirowano
(5000 x g; 15 min; 4°C) a osad ponownie odrzucano. Otrzymany nadsgcz wirowano (33500 x
g; 20 min; 4°C) w celu uzyskania osadu, ktéry zawieszano w 12 ml buforu SEDH (0,32 M
Sacharoza, 1 mM EDTA, 0,25 mM Ditiotreitol (DTT), 0,02 M Hepes) i nanoszono na gradient
perkolu (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) (20% : 10% : 6% : 0%) Proby z gradientem
wirowano (33500 x g; 10 min; 4°C). Frakcje GPV zbierano w interfazie pomiedzy 0%-6%
perkolem, dodawano bufor SEDH do 12 ml a nastepnie wirowano (1000 x g; 20 min; 4°C) w
celu oczyszczenia. Otrzymany supernatant rozcienczano buforem SEDH do 18 ml a nastepnie
wirowano: 33500 x g; 20 min; 4°C aby osadzi¢ frakcje GPV (Daniels i Vickroy 1998; Struzyriska
2000).

3.5.3. Izolacja frakcji zakoriczent nerwowych (frakcja synaptosomalna)

Izolacje frakcji zakonczen nerwowych przeprowadzano wedtug procedury opisanej
przez Booth’a i Clarka (Booth i Clark 1978). Swiezo wyizolowane mdzgi homogenizowano w
medium izolacyjnym (0,32 M sacharoza, 1 mM EDTA), a nastepnie wirowano (1300 x g przez
3 min; 4°C). Po odrzuceniu osadu supernatant wirowano: 17000 x g przez 10 min; 4°C.
Otrzymany osad zawieszano w 1,5 ml medium izolacyjnego (0,32 M sacharoza, 1 mM EDTA),
a nastepnie dodawano 7,5 ml 12% fikolu (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA).

Mieszanine umieszczano w probdéwce wirdwkowej, na roztwor nanoszono 4,5 ml 7% fikol a
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nastepnie 4,5 ml medium izolacyjnego. Proby w gradiencie fikolu wirowano 99000 x g przez
30 min; 4°C. Synaptosomy uzyskiwano w interfazie pomiedzy 7% a 12% fikolem. Po
rozcienczeniu w medium izolacyjnym synaptosomy przeptukiwano, wirujgc przez 10 min w

17000 x g; 4°C.
3.5.4. lzolacja frakcji mielinowej

W celu wyizolowania frakcji mielinowej przy zastosowaniu metody opisanej przez
Nortona i Poduslo (Norton i Poduslo 1973), mdézg homogenizowano w 18 ml 0,32 M
roztworu sacharozy (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA), a nastepnie otrzymany
homogenat naktadano na 15 ml 0,85 M sacharozy i wirowano przy 75000 x g; 30 min; 4°C.
Interfaze zebrang pomiedzy 0,32 M a 0,85 M sacharozg, zawieszano nastepnie w 32 ml H,O i
wirowano przy 75000 x g; 15 min; 4°C. Osad zawieszono ponownie w 32 ml H,O i wirowano
12000 x g; 15 min; 4°C, powtarzajac te procedure dwukrotnie. Otrzymany ostatecznie osad
zawieszano w 18 ml 0,32 M sacharozie, naktadano na 15 ml 0,85 M sacharozy i wirowano
gradient przy 75000 x g; 30 min; 4°C. Interfaze zebrang pomiedzy 0,32 M a 0,85 M sacharozg
zawieszono w 32 ml H,0 a nastepnie wirowano 75000 x g; 15 min; 4°C. Osad zawieszano
ponownie w 32 ml H,0 i wirowano 12000 x g; 15 min; 4°C. Otrzymang mieline zawieszano w

wodzie z inhibitorami proteaz.
3.5.5. lzolacja frakcji mikronaczyn mdézgowych

Izolacje przeprowadzano wedtug procedury opisanej przez Mrsulja i
wspotpracownikdw (1976). Swiezo wypreparowane mdzgi oczyszczano z opon mézgowych,
duzych naczyn krwionosnych oraz istoty biatej. Do dalszych procedur wykorzystywano istote
szarg, ktéra homogenizowano w 10 ml buforu Krebs—Ringer Hepes (40 mM NaCl; 4 mM KCl;
9 mM CaCl,; 10 nM Hepes), nastepnie wirujac trzykrotnie (1500 x g, 4°C, 10 min). Nadsgcz
odrzucano a osad zawieszano ponownie w buforze Krebs—Ringer Hepes. Po ostatnim
wirowaniu osad zawieszono w 10 ml 0,25 M sacharozy a nastepnie naktadano na gradient
sacharozy (0,25 M; 1 M; 1,5 M). Gradient wirowano 30000 x g przez 30 min w 4°C. Frakcje
mikronaczyn zbierano z dna probowki i zawieszano w 0,5 ml buforu Krebs—Ringer Hepes.
Wydajnos¢ izolacji oraz czystos¢ frakcji naczyniowej oceniano pod mikroskopem swietlnym

(Ryc. 8) (Mrsulja i wsp. 1976).
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Rycina 8. Reprezentatywny obraz wyizolowanych mikronaczyn. Powiekszenie x20.

Wszystkie opisane powyzej frakcje sg rutynowo izolowane w Pracowni
Patoneurochemii IMDiK. Wydajnos¢ izolacji oraz czystos¢ frakcji byty wczesniej oceniane w
badaniach mikroskopowo-elektronowych badZz pod mikroskopem S$wietlnym (jak w
przypadku frakcji mikronaczyn moézgowych), jak réwniez pod katem czynnosciowym oraz

wystepowania markeréw charakterystycznych dla danej puli komérkowe;j.
3.6.Analiza histologiczna materiatu otrzymanego ze zwierzat poddanych EAE

Analize histologiczng skrawkéw modzgowych wykonano we wspdtpracy z Zaktadem
Neuropatologii Doswiadczalnej i Klinicznej IMDiK PAN. Analizy dokonano przy uzyciu
klasycznych metod barwien histologicznych oraz immunohistochemicznych w celu oceny pod
katem wystepowania zmian charakterystycznych dla tego modelu choroby. W ustalonych
czasach po immunizacji zwierzeta byly poddawane subletalnej narkozie za pomoca
mieszaniny ketamina (0,67 ml/kg masy ciata) -ksylazyna (0,5 ml/kg masy ciata) (Vetoquinol
Biowet). Nastepnie przeprowadzano przezsercowg perfuzje przy uzyciu 4% roztworu
paraformaldehydu w PBS. Pobierano mdzgi oraz rdzen kregowy, ktére dotrwalano ptynem

perfuzyjnym, zatapiano w parafinie i cieto na mikrotomie na skrawki o grubosci 8 um. Tak
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przygotowane skrawki poddawano uwodnieniu poprzez przeprowadzenie ich przez roztwory
0 zmniejszajgcym sie stezeniu etanolu (100%; 96%; 70%; po 2 min). Na koniec odptukiwano
przez 2 min w wodzie.

Wybarwione skrawki byty ogladane przy pomocy mikroskopu swietlnego BX40F,
Olimpus. Fotografie wykonano za pomocg mikroskopu AH3 Olimpus i aparatu 3-35AD-4,
Olimpus.

3.6.1. Barwienie hematoksylina-eozyna

Uwodnione skrawki byty umieszczane w wodnym roztworze hematoksyliny przez 3
min, a nastepnie ptukane w wodzie destylowanej przez 15 min. Skrawki barwiono w
roztworze 1% eozyny przez 1 min. Nastepnie ptukano preparaty w wodzie destylowane;j,
odwadniano poprzez inkubacje w wzrastajacych stezeniach etanolu (96%; 100%) oraz w

ksylenie, po czym zatapiano w balsamie i zakrywano szkietkiem nakrywkowym.

3.6.2. Barwienie fioletem krezylu

Uwodnione skrawki byty inkubowane przez 3 min w 1% wodnym roztworze fioletu
krezylu. Nadmiar barwnika odptukiwano przez 3 min w wodzie, przeprowadzono przez
wzrastajgce stezenia alkoholu etylowego (70%, 96%) i nastepnie inkubowano przez 4 min z
96% roztworem etanolu w 10% kwasie octowym. Po odbarwieniu skrawkow
przeprowadzano je przez roztwory etanolu 96% i 100% przez 2 min; 50% etanol w ksylenie
oraz 100% ksylen po 4 min. Po odwodnieniu skrawki zalewano balsamem, nakrywano

szkietkiem nakrywkowym i pozostawiano do wyschniecia.

3.6.3. Barwienia GFAP oraz albuminy

Uwodnione skrawki tkanki umieszczone na szkietkach podstawowych,
permabilizowano za pomocg buforu PBS zawierajgcego 0,5% Triton X100. Blokowano
endogenng peroksydaze za pomocg 3% roztworu H,0,. Niespecyficzne wigzanie sie
przeciwciat blokowano za pomocg 10% roztworu albuminy w PBS, po czym skrawki byty
inkubowane z przeciwciatami pierwszorzedowymi skierowanymi przeciwko biatku GFAP
(1:2000, DAKO) lub albuminy (1:150, MP Biomedicals). Nadmiar przeciwciat odptukiwano
(3x15 min). Nastepnie skrawki inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi (1:1500, Anti-
Rabbit 1gG (H+L)-biotin, DAKO) po czym ptukano dwukrotnie w PBS. W dalszej kolejnosci

skrawki inkubowano ze streptawidng sprzezong z peroksydazg (1:500, Streptavidin-
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Peroxidase, DAKO) i powtdrnie ptukano (2xPBS). Kolejnym krokiem byta detekcja przeciwciat
drugorzedowych za pomocg chromogenu DAB (3,3’ Diaminobenzidine, DAKO). W wyniku
reakcji otrzymano zftogi barwnika w miejscu wystepowania przeciwciat. Skrawki byty

odwadniane oraz zamykane balsamem i szkietkiem nakrywkowym.

3.7.Analiza mRNA receptora P2X7 metodg RT-PCR

3.7.1. lzolacja catkowitego RNA z mdzgu szczura

Catkowite RNA z tkanki zostato wyizolowane za pomocg metody opisanej przez
Chomczyniskiego i Sacchi (1987) przy uzyciu Sigma TRI-Reagent. Tkanka zostata
zhomogenizowana w szklanym homogenizatorze w odczynniku TRI-Reagent (1 ml na 100 mg
tkanki). Prébki inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej, po czym dodano
chloroform (0,2 ml na 1 ml Tri-Reagent), wstrzgsano przez 15 s, a nastepnie inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 15min. Prébki wirowano (12000 x g, 15 min, 4 °C), a
nastepnie zebrano bezbarwng wodng faze zawierajacg RNA. Po przeniesieniu do nowej
probéwki, dodawano 2-propanol (0,5 ml na 1 ml Tri-Reagent), inkubowano przez 10 min w
temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano (12000 x g, 10 min, 4 °C), usuwano
supernatant. Uzyskany osad ptukano 75% etanolem (1 ml na 1 ml Tri-Reagent), a nastepnie
wirowano (7500 x g, 5 min, 4 °C). Osad, po odrzuceniu supernatantu, suszono, a nastepnie

zawieszano w wodzie (Chomczynski i Sacchi 1987).
3.7.2. Reakcja RT-PCR

Reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang. reverse transcription
polymerase chain reaction, RT-PCR) zostata przeprowadzona za pomocg Enhanced Avian HS
RT-PCR kit (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA). Reakcje RT-PCR przeprowadzono w
nastepujacych warunkach: 94°C przez 5 min, nastepnie 35 cykli (94°C przez 45 s; 58°C przez
60 s i 72°C przez 60 s) nastepnie utrzymywano 72°C przez 10 min. Prébki po
przeprowadzeniu reakcji byty przechowywane w 4°C. Do reakcji PCR uzyto nastepujgcych
starteréw dla genu P2X7R: 5’-GTGCCATTCTGACCAGGGTTGTATAAA-3’ i antysensowny — 5’-
GCCACCTCTGTAAAGTTCTCTCCGATT-3’ (Oligo.pl). Otrzymano produkt o wielkosci 354 par
zasad. Jako wewnetrzng pozytywng kontrole wykorzystano produkt starterow dla
dehydrogenazy aldehydu 3 fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH), ktoére daty produkt wielkosci 118 par zasad. Do tej reakcji uzyto
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nastepujgcych  starterow: 5'-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’ i antysensownego 5'-
GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'. Produkty tej reakcji nastepnie rozdzielano za pomoca
elektroforezy w 2% zelu agarozowym. Prazki byty wizualizowane za pomoca barwienia
bromkiem etydyny. Densytometria prazkow zostata wykonana za pomocy aparatu

NucleoVision przy uzyciu oprogramowania GelExpert 4.0 firmy NucleoTech.

3.8.Elektroforeza biatka i immunodetekcja metodg Western blot

3.8.1. Oznaczenie stezenia biatka metodg Lowry’ego

Stezenie biatka w homogenatach i frakcjach moézgowych zostato oznaczone za
pomocg metody Lowry’ego (Lowry i wsp. 1951). Do oznaczenia uzyto 10 pl prébki
rozciericzonej w 0,99 ml wody oraz préoby wzorcowej zawierajacej 100 ug/ml albuminy
surowicy bydlecej (BSA). Nastepnie dodawano 4 ml mieszaniny odczynnika A i B (1:50).
Odczynnik A zawiera 2% Na,COs w 0,1 N NaOH, a odczynnik B 0,5% CuSO; *5H,0 w 1%
cytrynianie sodu. Mieszanine A+B + proba inkubowano przez 10 min. w temperaturze
pokojowej a nastepnie dodawano 0,5 ml odczynnika Folina. Po 30 min. inkubacji
w temperaturze pokojowej oznaczano absorbancje przy dtugosci fali 655 um przy uzyciu
spektrofotometru (Amersham Bioscience, Ultrospec 2100pro). Stezenie biatka obliczano
w odniesieniu do proby odczynnikowej (nie zawierajgcej biatka) oraz wzgledem préby

wzorcowej o znanym stezeniu biatka.
3.8.2. Rozdziat elektroforetyczny biatek

Probki badanego materiatu (homogenat mdzgowy, frakcje komdrkowe) poddawano
elektroforezie jednokierunkowej SDS-PAGE (elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
z dodecylosiarczanem sodu, ang. Sodium dodecyl sulfate poliacrylamide gel electrophoresis).
Przed elektroforezg do préobek dodawano w stosunku 1:1 bufor Laemmliego (zawierajacy
62,5 mM Tris-HCl o pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 1,5% B-merkaptoetanol; 0,05% btekit
bromofenolowy), a nastepnie denaturowano przez 5 min w 100°C. Elektroforeze
przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym (4% zel zageszczajgcy i 7%; 10% lub 15% zel
rozdzielajacy, w zaleznosci od wielkosSci analizowanego biatka) w buforze do elektroforezy
(25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,5% SDS) przy uzyciu aparatu do elektroforezy firmy BioRad.
Na zel naktadano 50 ug biatka, rozdzielano przez 15 min przy napieciu pragdu wynoszacym

90V a nastepnie przy napieciu 120 V az do catkowitego rozwiniecia sie elektroforezy.
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Wzgledne masy oznaczanych biatek wyznaczano w oparciu o standardy biatkowe ,Sharp Pre-

Stained Protein Standard” (Novex, ThermoFisher Scientific).
3.8.3. Elektrotransfer biatek

Po zakonczeniu elektroforezy przeprowadzano transfer biatek na membrane
nitrocelulozowa 0,45 um Hybond-Extra C (Amersham) w zestawie do transferu firmy BioRad.
Zel umieszczano w kasecie razem z membrang oraz dociskajagcymi je bibutami Whatman
3 mm oraz porowatym materiatem. Cato$¢ zanurzano w buforze do transferu (25 mM Tris-
HCl; pH 8,3; 192 mM glicyna; 20% metanol). Transfer prowadzono przez noc przy statym
natezeniu pragdu wynoszacym 50 mA. Wydajnos¢ transferu sprawdzano barwigc membrany
W roztworze czerwieni Panceau (0,1% Panceau w 5% kwasie octowym w/v) i ptuczac je

nastepnie w roztworze PBS trzy razy po 10 min.
3.8.4. Immunodetekcja biatek

Immunodetekcje biatek na membranie nitrocelulozowej przeprowadzano przy uzyciu
przeciwciat pierwszorzedowych specyficznych dla analizowanych biatek (Tabela 1). Btony
nitrocelulozowe byty inkubowane przez 1 godzine z 5% mlekiem odttuszczonym w celu
zablokowania miejsc na btonie nitrocelulozowej, mogacych niespecyficznie zwigzac
przeciwciata. Nastepnie membrany inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi
o stezeniu zgodnym z zaleceniami producenta (Tabela 1) zawieszonymi w buforze PBST
(80 MM NaH,PO,4 pH 7,5; 100 mM NaCl; 0,05% Tween 20) z 5% odttuszczonym mlekiem
przez noc w temperaturze 4°C. Nadmiar przeciwciat usuwano poprzez ptukanie w buforze
PBST (3x15 min, temperatura pokojowa). Nastepnie btony nitrocelulozowe inkubowano
przez 30 min w temperaturze pokojowej z przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi
z peroksydazg chrzanowg (Tabela 2), skierowanymi przeciwko przeciwciatom
pierwszorzedowym, zawieszonymi w PBST z 5% odtluszczonym mlekiem. Nadmiar
przeciwciat drugorzedowych byt usuwany poprzez ptukanie w buforze PBST (3x15 min,
temperatura pokojowa). Specyficzno$¢ reakcji kontrolowano poprzez przeprowadzenie
immunodetekcji z pominieciem przeciwciata pierwszorzedowego. Lokalizacja przeciwciat
drugorzedowych byta uwidaczniana za pomoca komercyjnego zestawu ECL™ Western
blotting detection reagent and analysis system (Amersham) i kliszy Hyperfilm™ ECL

(Amersham). Klisze byty skanowane za pomocy Image Scanner Il (GE Healthcare)
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a nastepnie densytometrowane za pomocg programu Image J 1,44p (Wayne Rasband, NIH,
USA).

Jako wzorca wewnetrznego uzyto przeciwciata specyficznego dla aktyny. Rdznice
w immunoreaktywnosci aktyny byty nastepnie uwzgledniane w wynikach dla badanych
biatek.

W przypadku immunodetekcji biatka P2X7R przeprowadzono dodatkowo kontrole
z uzyciem peptydu kontrolnego. Jest to fragment C koricowy biatka P2X7R o sekwencji (C)
KIRK EFPKT QGQYS GFKYP Y, ktory postuzyt do wytworzenia specyficznego przeciwciata anty-
P2X7R. Kontrole przeprowadzano inkubujac przeciwciata z oligopeptydem przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej przed natozeniem na membrane nitrocelulozowg. Nastepnie
przeprowadzono procedure immunodetekcji jak opisano powyzej. Doswiadczenie to
wykazato obnizenie immunoreaktywnosci prazka na wysokosci 75 kDa w przypadku inkubacji
przeciwciata z oligopeptydem w porownaniu do reakcji immunodetekcji przy uzyciu
przeciwciata, ktére nie byto blokowane oligopeptydem (Ryc. 9). Wskazuje to na

specyficznosc wigzania sie przeciwciat do badanego biatka.

A

e

Rycina 9. Reprezentatywne immunobloty przedstawiajgce kontrole specyficznosci przeciwciata
skierowanego przeciwko biatku P2X7R wykonang z wykorzystaniem immunoblotu z homogenatu
kontrolnego mdzgu szczura. A - przedstawia immunoblot w ktérym wykorzystano przeciwciata anty
P2X7R. B — przedstawia immunoblot w ktérym wykorzystano przeciwciata anty-P2X7R inkubowane
wczesniej z peptydem kontrolnym. Obnizenie intensywnosci prazkéw po inkubacji z peptydem
kontrolnym potwierdza specyficznos$¢ wigzania przeciwciat do badanych antygendw.
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Specyficznos¢ . .
P vf . Gospodarz | Rozcieniczenie | Producent
przeciwciata

P2X7R Krolik 1:200 Alomone Labs
GFAP Mysz 1:1000 Sigma Aldrich
IL-1 Mysz 1:500 R&D Systems
TNF-o Mysz 1:500 R&D Systems
IL-6 Mysz 1:250 R&D Systems
Klaudyna 5 Mysz 1:1000 Invitrogen
Aktyna Mysz 1:400 Biomt\gcpiicals
S-100p Mysz 1:1000 Sigma Aldrich
Koneksyna 43 Mysz 1:1000 Sigma Aldrich

Tabela 1. Przeciwciata pierwszorzedowe wykorzystane w badaniach Western blot.

przeciwciata

Anty-mysz Koza 1:10000 Sigma Aldrich
Anty-krolik Koza 1:10000 Sigma Aldrich
Anty-koza Krolik 1:10000 Sigma Aldrich

Tabela 2. Przeciwciata drugorzedowe wykorzystane w badaniach Western blot.
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3.9.Barwienia immunohistochemiczne mdézgdéw zwierzat kontrolnych oraz

poddanych EAE

3.9.1. Przygotowanie skrawkéw maozgdéw do barwien immunohistochemicznych

Zwierzeta byty wprowadzane w gteboka narkoze za pomocg subletalnej dawki
Vetbutalu. Po kontroli braku odruchédw bodlowych, otwierano jame brzuszng oraz klatke
piersiowg zwierzecia. Przecinano zyte gtdéwng dolng a nastepnie wkiuwano sie w lewg
komore serca. Za pomocg pompy perystaltycznej perfundowano zwierzeta 50 ml buforu
fosforanowego (PBS; 7,4 pH) z 200 mg/l KCl o temperaturze 4°C a nastepnie 200 ml 4%
paraformaldechydu (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) rozpuszczonego w PBS z KCl.

Mézgi  wyizolowane z perfundowanych zwierzat, inkubowano w 4%
paraformaldehydzie przez 2 godziny w temperaturze 4°C w celu dodatkowego utrwalenia. Po
utrwaleniu maézgi byty poddawane krioprotekcji. W tym celu inkubowano je, w temperaturze
4°C w rosnacych stezeniach sacharozy (10%; 20%; 30%) (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO,
USA), przez 24 godziny w kazdym ze stezen. Tkanki byty nastepnie mrozone (-20°C) i ciete na
skrawki (40um) w kriostacie. Skrawki zbierano w PBS jako skrawki ptywajace a nastepnie
przechowywano w temperaturze -20°C w roztworze zapobiegajgcym zamarzaniu (30%
sacharoza, 60% glikol etylenowy, 0,05 M bufor fosforanowy, pH 7,4).

3.9.2. Procedura barwienia

Barwienie wykonywano na skrawkach ptywajgcych. Skrawki najpierw odptukiwano z
roztworu zapobiegajacego zamarzaniu za pomocg buforu PBS (7,4 pH) z 0,2% Triton X100
(Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA), nastepnie przeprowadzano blokowanie miejsc
niespecyficznego wigzania sie przeciwciat oraz permabilizacje bton komdrkowych poprzez
inkubacje w 3% roztworze surowicy koziej bgdz oslej (AbD Serotec) w PBS z 0,2% Tritonem
X100 przez 20 min. Skrawki inkubowano przez noc w 4°C w buforze PBST z surowicg oraz
odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedowymi (Tabela 3). Nadmiar przeciwciat
pierwszorzedowych usuwano poprzez kolejne ptukania (3x15 min w PBST) a nastepnie
skrawki inkubowano z barwnikiem Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA),
za pomocg ktérego wybarwiano jadra komdrkowe oraz z przeciwciatami drugorzedowymi
skoniugowanymi z barwnikiem fluorescencyjnym (Tabela 4). Skrawki byty odptukiwane (3x15

min w PBST) a nastepnie umieszczane na szkietkach podstawowych pokrytych silanem
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(Sigma aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA). Pozostawiano je do wyschniecia w 4°C a nastepnie
zamykano przy uzyciu medium Dako (Dako fluorescent mounting medium) (Dako, North
America, Inc., Carpinteria, CA, USA) oraz szkietka nakrywkowego. Preparaty przechowywane
byly w temperaturze 4°C. W celu kontroli specyficznosci barwienia w procedurze pomijano

etap dodania specyficznych pierwszorzedowych przeciwciat.

s:rez:g::;?;ié Gospodarz | Rozcienczenie | Producent
P2X7R Krolik 1:200 Alomone Labs
GFAP Mysz 1:1000 Sigma Aldrich
NeuN Mysz 1:1000 Millipore
Ibal Koza 1:500 Abcam
Panneksyna 1 Krélik 1:500 Invitrogen
Klaudyna 5 Mysz 1:1000 Invitrogen
PDGFR[]3 Mysz 1:500 Abcam

Tabela 3. Przeciwciata pierwszorzedowe uzyte w badaniach immunohistochemicznych.

S;pecyficzpuig Fluorochrom | Gospodarz | Rozciericzenie | Producent
Przeciwciata
Mysz Alexa Fluor 594 Koza 1:200 Invitrogen
Krolik Alexa Fluor 594 Koza 1:200 Invitrogen
Krolik Alexa Fluor 488 Koza 1:200 Invitrogen
Koza Alexa Fluor 546 Osiot 1:200 Invitrogen
Krolik DyLight 488 Osiof 1:200 Abcam

Tabela 4. Przeciwciata drugorzedowe uzyte w badaniach immunohistochemicznych.
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3.10. Analiza mikroskopowa

Wykonane preparaty immunohistochemiczne analizowane byty przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego lub mikroskopow konfokalnych Zeiss LSM 510 oraz Zeiss LSM
780. Mikroskopy konfokalne wyposazone byty w oprogramowanie ZEN Black Edition 2012. W
celu wzbudzenia barwnika Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) uzyto
lasera 405 nm, do wzbudzenia barwnika Alexa Fluor 488 oraz DyLight 488 lasera argonowego
488 nm, natomiast do wzbudzenia barwnikdow Alexa Fluor 546 i Alexa Fluor 594 lasera
helowo-neonowego 543 nm. Ryciny zostaty wykonane za pomocg programu Corel Draw X3.

W oprogramowaniu ZEN Black Edition 2012 wykonano pomiar sredniej intensywnosci

fluorescenciji.

3.11. Analiza statystyczna

Wyniki zostaty przedstawione jako S$rednia arytmetyczna wraz z odchyleniem

standardowym (SD). Liczebnos¢ grup zwierzat zostata podana w legendach rycin.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocg jednoczynnikowe] analizy
wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta badZ testu t-Studenta. W
poszczegdlnych eksperymentach przyjeto nastepujgce poziomy istotnosci statystycznej: P <
0,0001 - ****; 0,0001 < P <0,001 - ***; 0,001< P <0,01 - **; 0,01 < P < 0,05 - *. Analize

statystyczng przeprowadzono za pomocg programu GraphPad Prism 5.
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4. Wyniki

4.1. Model autoimmunologicznego zapalenia moézgu i rdzenia kregowego

(EAE)

Jak opisano we wstepie (rozdziat 1.7.), aktywnie wywotywane EAE jest najczesciej
uzywanym i najlepszym modelem zwierzecym SM. W pierwszym etapie badan
przeprowadzono charakterystyke uzytego modelu EAE na podstawie wybranych
parametrow. W trakcie rozwoju EAE zwierzeta oceniano m. in. pod wzgledem wystepowania
charakterystycznych objawow neurologicznych, masy ciata oraz zmian histopatologicznych w

OUN.
4.1.1. Rozwdj i przebieg EAE

Zwierzeta immunizowane rozwijaty typowe dla tego modelu objawy. Pierwszym
widocznym objawem neurologicznym byto pojawienie sie niedowtadu ogona, co
nastepowato $rednio 10-11 dnia po immunizacji (dpi). Niedowtad ogona oceniany byt na
1 punkt w pieciostopniowej skali (Kerschensteiner i wsp. 2004). Nastepnie objawy pogtebiaty
sie, poprzez stopniowy niedowtad tylnych fap (2 punkty) i porazenie tylnych tap (3 punkty)
(Ryc. 10), az do maximum, okreslanego jako porazenie tylnej czesci ciata (4 punkty) (Ryc. 11),
ktory wystepowat srednio w 13 dpi. Nastepnie do 20 dnia po immunizacji objawy catkowicie
ustepowaty. Usredniona punktacja objawdw oceniana w szczycie choroby dla réznych grup

zwierzat wyniosta 2,85 (Ryc. 12).

W przebiegu EAE obserwowano charakterystyczny spadek masy ciata zwierzat
(Ryc. 13). Pierwszy istotny statystycznie spadek zanotowano w fazie bezobjawowej, miedzy
1 dpi a 4 dpi, o 2,8% w stosunku do zwierzgt kontrolnych nieimmunizowanych. Nastepny
spadek masy immunizowanych zwierzat, o 3,8% w stosunku do masy ciata zwierzat z dnia O,
zanotowano w 10 dpi. Pomiedzy 12 a 24 dpi obserwowano faze znacznego ubytku masy
ciata, ktéry byt najwiekszy w 17 dpi i wynosit srednio 16% w stosunku do masy ciata z dnia O.
W czasie przebiegu eksperymentow nie zanotowano przypadkow smiertelnych u zwierzat,

klasyfikowanych jako 5 punktéw w uzytej skali oceny objawdw.
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Rycina 10. Szczur u ktérego wywotano EAE. Widoczny niedowtad ogona i tylnych tap (3 punkty w 5
stopniowej skali).

Rycina 11. Szczur u ktérego wywotano EAE. Widoczna porazenie tylnej czesci ciata wraz z ogonem
oraz niedowtad konczyn przednich (4 punkty w 5 stopniowej skali).
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Rycina 12. Objawy neurologiczne obserwowane u zwierzat w rozwoju EAE. Deficyty neurologiczne
byty okreslane w 5 stopniowej skali. Wykresy przedstawiajg wartosci Srednie +SD dla liczby zwierzat
n=78. (Jednoczynnikowa ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta). P <0,001 - *** vs,
kontrola; P <0,01 - ** vs. kontrola (0 dpi).
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Rycina 13. Masa ciafta zwierzat w przebiegu EAE wyrazona jako % masy zwierzat w dniu immunizacji
(0 dpi). Wykresy przedstawiajg wartosci Srednie +#SD z liczby zwierzat n=78 dla kazdego punktu
czasowego. P < 0,0001 - **** ys, kontrola; P <0,001 - *** vs. kontrola; P <0,01 - ** vs. kontrola; P <
0,05 - * vs. kontrola (masa wyjsciowa w dniu immunizacji 0 dpi). (Jednoczynnikowa ANOVA z testem
Dunnetta).

66



4.1.2.Charakterystyka zmian histopatologicznych w przebiegu EAE

W celu scharakteryzowania zastosowanego modelu EAE pod katem zmian
patologicznych zachodzacych w OUN przeprowadzono serie badan histopatologicznych.
Zbadano obecnos¢ naciekdw zapalnych oraz zmian patologicznych w mielinie.

W obrazie mikroskopowym zaréwno skrawkéw moézgu jak i rdzenia kregowego
szczuréw poddanych EAE obserwowano liczne nacieki zapalne wokdt naczyn mdzgowych
powstate z komérek uktadu odpornosciowego, ktére naptynety w obreb tkanki (Ryc. 14).

Barwienie metodg hematoksylina-eozyna  wykazato  obecnos¢  naciekow
okotonaczyniowych w réznych rejonach modzgu juz w fazie bezobjawowej EAE tj. 2 dpi w
oponie miekkiej mézgu (Ryc. 14 A, B) oraz w jadrach podstawy (Ryc. 14 C). Natomiast w
rdzeniu kregowym nacieki wystepowaty gtéwnie w fazie objawowej (10 dpi) na odcinku
ledzwiowo-krzyzowym (Ryc. 14 D) oraz szyjnym (Ryc. 14 E)

Barwienia hematoksylina-eozyna wykazato zggbczenie istoty biatej 6 dpi zaréwno w
mozdzku (Ryc. 15A) jak i w odcinku szyjnym rdzenia kregowego (Ryc. 15 B), co $wiadczy o

wystepowaniu obrzeku istoty biatej.

67



Rycina 14. Obecnos¢ naciekéw okotonaczyniowych komdrek uktadu odpornosciowego w modzgu i
rdzeniu kregowym szczuréw poddanych EAE. Naciek w oponie miekkiej mézgowej 2 dpi - A, 6 dpi - B.
Naciek okotonaczyniowy w jadrach podstawy, 6 dpi — C, oraz rdzeniu kregowym 10 dpi, odcinek
ledzwiowo-krzyzowy — D, odcinek szyjny E. Strzatki wskazujg nacieki zapalne. A, B, C - Barwienie
hematoksylina-eozyna. D, E — Barwienie fioletem krezylu.
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Rycina 15. Zggbczenie istoty biatej w mdzdzku (A) oraz w odcinku szyjnym rdzenia kregowego szczura
poddanego EAE (6 dpi). Barwienie Hematoksylina-Eozyna.

4.2. Czasowy profil ekspresji P2X7R w moézgu szczurow kontrolnych oraz

poddanych EAE

Nastepnym etapem badan byto okreslenie zmian ekspresji mRNA receptora P2X7 w
homogenacie mdzgu szczurow w przebiegu EAE. Wykazano statystycznie istotny wzrost
ekspresji mRNA dla P2X7R o ok. 20% w stosunku do kontroli w fazie objawowej (10 dpi). W

fazie bezobjawowej EAE (4 i 6 dpi) obserwowano jedynie tendencje wzrostowg (Ryc. 16).

69



— 350 bp P2X7R

K 4 6 8 10

EEEEEE T <000 oaeon

140 - *
14 T
120 - T T
N T 'I'
O~ 100
<5
D:"g’ 80
o B
.aé
0 40
o
% 20 -
0 T T T T
K 4 6 8 10 (dpi)

Dni po immunizacji

Rycina 16. Poziom ekspresji P2X7R mRNA w homogenatach modzgu zwierzat kontrolnych
nieimmunizowanych (K) i poddanych EAE, w réznych czasach po immunizacji. Reprezentatywny obraz
elektroforezy cDNA po reakcji RT-PCR. Wykres przedstawiajgcy wyniki z analizy densytometrycznej
zeli znormalizowane w stosunku do GAPDH i przedstawione jako % kontroli; stupki przedstawiajg
wartosci Srednie +SD dla n= 4 zwierzat w kazdej grupie; *P<0,05 vs. Kontrola (jednoczynnikowa
analiza wariancji - ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta).

Badanie ekspresji P2X7R na poziomie biatka w homogenatach mézgdéw szczurow
poddanych EAE przeprowadzono metodg Western blot. Badanie wykazato znamienny
statystycznie wzrost wzglednego poziomu biatka zarédwno we wczesnym etapie rozwoju
choroby jak i w fazie objawowej. Poziom biatka wzrastat odpowiednio o ok. 20% w 4 dpii o
ok. 30% w fazie objawowej, w stosunku do poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych

(Ryc. 17).
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Rycina 17. Wzgledny poziom biatka P2X7R w homogenacie médzgu zwierzat kontrolnych i poddanych
EAE, w rdoinych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny
immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +#SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs.
kontrola. Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z testem porédwnan wielokrotnych Dunnetta.
Wyniki znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.

Otrzymane wyniki nasunety pytanie o komérkowe Zrédto zwiekszonego poziomu
biatka receptora P2X7. Dlatego tez przeprowadzono serie doswiadczen z wykorzystaniem

frakcji komorkowych izolowanych z mdézgu szczuréw kontrolnych oraz poddanych EAE.
4.2.1. Identyfikacja komorkowej lokalizacji receptora P2X7

W dotychczasowych badaniach nad udziatem receptora P2X7 w patologii SM/EAE
wykazano gtéwnie wzrost jego ekspresji w oligodendrocytach (Matute i wsp. 2007). Inne

pule komérkowe nie byly badane. Dlatego postanowiono zbadac¢ czy w przebiegu EAE
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poziom biatka receptora zmienia sie w neuronach, mielinie, mikronaczyniach moézgowych

oraz w komérkach glejowych (astroglej, mikroglej).

4.2.1.1. Ekspresja P2X7R w mielinie

Badanie poziomu biatka receptora P2X7R we frakcji mielinowej izolowanej ze
zwierzat immunizowanych wykazato brak znaczacych roéznic w stosunku do zwierzat

kontrolnych (Ryc. 18) w badanych fazach czasowych choroby.
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Rycina 18. Wzgledny poziom biatka receptora P2X7 we frakcji mielinowej izolowanej z médzgu
zwierzat kontrolnych i poddanych EAE w réznych czasach po immunizacji otrzymany metodg Western
blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci Srednie +SD z pomiaréw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli. Brak rdznic
miedzygrupowych istotnych statystycznie.

4.2.1.2. Neuronalna ekspresja P2X7R
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By zbadad neuronalng ekspresje biatka P2X7R w trakcie rozwoju EAE przeprowadzono
izolacje frakcji synaptosomalnej z mdézgu szczuréw kontrolnych oraz w rdéznych czasach po
immunizacji. Poziom biatka P2X7R we frakcjach badano za pomocg metody Western blot.
Zaobserwowano statystycznie istotny spadek poziomu tego biatka w fazie bezobjawowej
(4 dpi) do okoto 80% wartosci obserwowanych u zwierzat kontrolnych oraz wzrost jego
poziomu o ok. 20% w stosunku do wartosci kontrolnych w fazie objawowej EAE (10 dpi)

(Ryc. 19).
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Rycina 19. Wzgledny poziom biatka receptora P2X7 we frakcji synaptosomalnej izolowanej z mézgow
zwierzgt kontrolnych i poddanych EAE, w rdinych czasach po immunizacji otrzymany metoda
Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci $rednie +SD z
pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P
<0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs. kontrola. Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem
porownan wielokrotnych Dunnetta. Wyniki znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i
przedstawione jako procent kontroli.

Mikroskopowa analiza immunohistochemiczna skrawkéw madzgowych podwdjnie

barwionych przeciwciatami skierowanymi przeciwko biatku jgdrowemu specyficznemu dla
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dojrzatych neuronéw (ang. neuronal nuclei antygen, NeuN) oraz przeciwko biatku P2X7R,
potwierdzito lokalizacje receptora P2X7 na komodrkach nerwowych oraz profil zmian jego
ekspresji w trakcie rozwoju EAE. Obserwowano wzrost immunofluorescencji biatka P2X7R w
obrebie komérek nerwowych w szczycie objawow neurologicznych w stosunku do kontroli

(Ryc. 20).

P2X7R NeuN P2X7R/NeuN

Rycina 20. Neuronalna ekspresja receptora P2X7 u zwierzat kontrolnych (A), oraz zwierzat poddanych
EAE (10 dpi) (B). Skrawki mézgéw byty poddane podwdjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z
uzyciem przeciwciat specyficznych dla P2X7R (zielony) oraz dla biatka NeuN (czerwony). Strzatki
wskazujg przyktadowe komérki wykazujgce ekspresje obydwu biatek. Skala — 20 um.

4.2.1.3. Astrocytarna ekspresja P2X7R

Czasowy profil ekspresji biatka receptora P2X7 w puli astrocytarnej u zwierzat
kontrolnych oraz po immunizacji zostat zbadany w izolowanej frakcji GPV technikg Western
blot. Badanie to wykazato wzrost poziomu biatka receptora w fazie bezobjawowej EAE (2 i 4
dpi) o okoto 20% w stosunku do poziomu kontroli. W fazie objawowe]j poziom biatka obnizyt
sie do 74% poziomu kontroli (Ryc. 21). Barwienie immunohistochemiczne skrawkéw mozgow
zwierzgt kontrolnych i poddanych EAE przy uzyciu przeciwciata anty-GFAP (marker

astrocytéw) oraz anty-P2X7R wykazato kolokalizacje obydwu biatek oraz potwierdzito
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czesciowo profil zmian ekspresji biatka P2X7R otrzymany metodg Western blot (Ryc. 22). W
preparatach pochodzacych ze zwierzagt z EAE w fazie bezobjawowej obserwowano

zwiekszong liczbe astrocytow wykazujacych immunofluorescencje P2X7R.
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Rycina 21. Wzgledny poziom biatka P2X7R we frakcji GPV zwierzat kontrolnych i poddanych EAE, w
roznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot
oraz wykres przedstawiajgcy wartosSci srednie +SD z pomiaréow densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs. kontrola.
(Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem pordwnan wielokrotnych Dunnetta). Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.
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P2X7R GFAP P2X7RIGFAP

Rycina 22. Astrocytarna ekspresja receptora P2X7 u zwierzat kontrolnych (A), oraz zwierzat
poddanych EAE — 4 dpi (B) i 10 dpi (C). Skrawki mdézgédw byly poddane podwdjnemu barwieniu
immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciat specyficznych dla P2X7R (zielony) oraz dla biatka
GFAP (czerwony). Strzatki wskazujg przyktadowe komarki wykazujgce ekspresje obydwu biatek. Skala
—20 um.

Podwyzszona ekspresja P2X7R we frakcji gliosoméw w bezobjawowej fazie EAE moze
wskazywaé na potencjalny udziat astrocytow w poczatkowych etapach rozwoju patologii
EAE. Jak opisano we wstepie, astrocyty ulegajg pobudzeniu w réznego typu patologiach
OUN, réwniez w SM. Jednakze dotychczas reaktywng astroglioze tgczono z zaawansowanym

stanem chorobowym i opisywano jako zjawisko wtdrne do istniejgcego stanu zapalnego i



lezji demielinizacyjnych. Poniewaz astrocyty mogg by¢ zrédtem neurotoksycznych substancji
takich jak glutaminian czy ATP, postanowiono poddac je bardziej szczegétowym badaniom.
Przeprowadzono  wstepng ocene stanu astrocytdw za pomoca barwienia
immunohistochemicznego przeciwciatami specyficznymi w stosunku do GFAP. Barwienie to
wykazato pomnozenie astrogleju w istocie biatej mézdzku w bezobjawowej fazie EAE — 4 dpi
(Ryc. 23 A), 6 dpi (Ryc. 23 B i D) i 8 dpi (Ryc. 23 C). W fazie bezobjawowej — 6 dpi
zaobserwowano réwniez zmienione astrocyty o cechach klazmatodendrozy (Ryc. 23 D, E).
Klazmatodendroza to patologiczny stan astrocytow bedgcy efektem zachwiania réwnowagi
energetycznej w komodrce objawiajacy sie wakuolizacjg cytoplazmy. Obserwacje w
mikroskopie sSwietlnym wykazaty takze obecnos$¢ astrocytéw okotonaczyniowych o
zgrubiatych wypustkach w torebce zewnetrznej (Ryc. 23 F, G) oraz w rdzeniu kregowym na
odcinku ledZzwiowo-krzyzowym oraz szyjnym u szczuréw juz w 6 dniu po immunizacji (Ryc.
23H). Przy uzyciu mikroskopu konfokalnego w mézgach szczurdw immunizowanych rowniez
obserwowano wzrost immunoreaktywnosci biatka GFAP oraz zmiany morfologii astrocytéw.
Juz w 4 dpi wypustki komorkowe byty pogrubione i byto ich zauwazalnie wiecej, co sugeruje
aktywacje komoérek astrogleju. Najwieksze zmiany obserwowano w rejonie spoidfa wielkiego

mozgu (Ryc. 24).
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Rycina 23. Zmiany morfologiczne w astrocytach u szczuréw poddanych EAE. Skrawki mdzgéw
barwione réwnolegle z uzyciem przeciwciat specyficznych wobec biatka GFAP oraz przy uzyciu
metody hematoksylina-eozyna. Zdjecia z mikroskopu swietlnego obrazujg astroglejoze, (komorki
wybarwione na brgzowo) w istocie biatej mézdzku w 4 dpi (A) oraz w 6 dpi (B), astroglejoza w istocie
biatej i warstwie ziarnistej moézdzku 8 dpi (C). Klazmatodendroza astrocytéw w 6 dpi (D oraz E;
strzatki) i zgrubienie wypustek astrocytow okotonaczyniowych w 6 dpi (F, G, H. F, G — Torebka
zewnetrzna, H — Rdzen kregowy odcinek L-S).
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Kontrola 4DPI
8DPI 10DPI

Rycina 24. Aktywacja astrocytow w trakcie rozwoju EAE. Skrawki mdzgédw poddano barwieniu
immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciata specyficznego dla biatka GFAP (czerwony).
Przyktadowe obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajg czasowe zmiany immunofluorescencji
biatka GFAP oraz zmiany morfologii astrocytéw. Od 4 dpi widoczna astroglioza oraz cechy aktywacji
komodrek: zwiekszenie ilosci wypustek i przerost komérek. Skala — 20um.

Aktywacja astrocytéw zostata potwierdzona badaniem Western blot markerow
astrocytdw takich jak GFAP i S100B. Poziom tych biatek u zwierzat z EAE ulegat zwiekszeniu
zaréwno we wczesnych czasach po immunizacji (4-6 dpi), jak i w fazie objawowej (10 dpi).
Poziom biatka GFAP w 4 dpi wynosit 138% kontroli i wzrastat do 167% kontroli w 10 dpi (Ryc.
25 A). Ekspresja biatka S100B w 4 dpi osiggata 273% kontroli i utrzymywata sie na podobnym

poziomie w pdzniejszych czasach, wynoszac w 10 dpi 243% kontroli (Ryc. 25 B).

Astrocyty wystepuja w OUN jako syncytium komdrek potaczonych ze sobg
potgczeniami szczelinowymi (ang. gap junctions), ktérych gtéwnym biatkiem jest koneksyna
43. Reaktywne astrocyty wykazujg nadekspresje tego biatka (Theodoric i wsp. 2012), dlatego
wybrano je dodatkowo do analizy stanu tych komorek. Badanie poziomu biatka koneksyna
43 wykazato jego wzrost przede wszystkim w fazie bezobjawowej (4-6 dpi), ale rowniez w

fazie objawowej (10 dpi). W 4 dpi poziom koneksyny 43 podnidst sie o0 57% w stosunku do



wartosci kontrolnych, w 6 dpi byt nadal podwyzszony o 25%, a w 8 dpi spadat do 64%
wartosci kontrolnych. W fazie objawowej ponownie wzrastat do poziomu 151% wartosci
kontrolnych (Ryc. 25 C). Wedtug danych literaturowych istnieje zwigzek pomiedzy wzrostem
ekspresji koneksyny 43 i otwarciem hemikanatéw tworzgcych potgczenia miedzykomorkowe
(Cotrina i wsp. 1998), dlatego wynik ten moze sugerowad udziat hemikanatéw w uwalnianiu

neurotoksycznych czynnikéw takich jak ATP czy glutaminian z pobudzonych astrocytow.
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Rycina 25. Wzgledny poziom biatek markerowych astrocytéw: A) GFAP, B) S100@, C) Koneksyny 43 w
homogenatach mdzgdéw zwierzat kontrolnych i poddanych EAE w réznych czasach po immunizacji,
otrzymany metoda Western blot. Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajgce
wartosci Srednie +SD z pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych
doswiadczen. ***P <0,001 vs. kontrola; **P <0,01 vs. kontrola; *P<0,05 vs. kontrola.
Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta. Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.
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4.2.1.4. Ekspresja P2X7R w mikrogleju

Z powodu braku metody otrzymywania izolowanej frakcji mikroglejowej o wydajnosci
umozliwiajgcej uzyskanie odpowiednio duzej ilosci biatka, poziom biatka P2X7R w mikrogleju
zostat zbadany jedynie metodg immunohistochemiczng przy uzyciu podwdjnego barwienia
przeciwciatami  skierowanymi przeciwko biatku P2X7R oraz przeciwko biatku
charakterystycznemu dla komérek mikrogleju — Ibal (ang. ionized calcium-binding adapter
molecule 1). Badanie wykazato kolokalizacje markera mikrogleju i receptora P2X7R.
Zaobserwowano rowniez wczesng (juz 4 dpi) aktywacje komodrek mikrogleju i ich

pomnozenie (Ryc. 26).

4.1.1.1. Ekspresja P2X7R w mikronaczyniach

W danych literaturowych brak jest dotychczas informacji na temat wystepowania
receptora P2X7 w mikronaczyniach mdzgowych, chociaz obserwowano jego ekspresje w
mikronaczyniach siatkdwki oka szczura (Kawamura i wsp. 2003). Dlatego tez w pierwszym
etapie badan wykazano obecnos¢ tego receptora w mikronaczyniach izolowanych z mézgéw
szczurow kontrolnych. Immunofluorescencja odpowiadajgca P2X7R lokalizowata sie w
warstwie zewnetrznej naczynia tj. w miejscu gdzie wystepujg przynaczyniowe pericyty.
Komorki te posiadajg okragte jadra, w przeciwienstwie do podtuznych jader komodrek
endotelialnych, tworzgcych podstawowg warstwe mikronaczynia i bedgcych anatomicznym
miejscem bariery krew-mdzg (BBB). Jest to cecha morfologiczna odrdzniajaca te dwa typy
komorek. Komérki endotelialne potgczone ze sobg potgczeniami scistymi zidentyfikowano na

podstawie obecnosci gtdwnego biatka wchodzgcego w ich sktad — klaudyny 5 (Ryc. 27).

Wyniki potwierdzono poprzez podwdjne barwienie immunohistochemiczne wobec
P2X7R oraz PDGFRp (receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu B, ang. Platelet-derived
growth factor receptor B). W obrebie mikronaczyn biatko to jest charakterystyczne dla
pericytdw. Barwienie wykazato immunoreaktywnos¢ obu biatek w obrebie komérek o

morfologii pericytéw (Ryc. 28).

81



P2X7R Iba-1 P2X7R/Iba-1

..
: ..

Rycina 26. Lokalizacja P2X7R w komarkach mikrogleju u zwierzat kontrolnych oraz poddanych EAE (4
i 10 dpi). Skrawki moézgow byty poddane podwdjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z
uzyciem przeciwciat specyficznych dla P2X7R (zielony) oraz dla biatka Ibal (czerwony). Przyktadowe
obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajg kolokalizacje obu biatek. Juz w czwartym dniu po
immunizacji (4 dpi) mozna zaobserwowac zmiany morfologii komdrek mikrogleju, Swiadczace o jego
aktywacji tj. skrécenie i pogrubienie wypustek, hipertrofie. Zmiany te widoczne sg réwniez w 10 dpi.
Skala — 20 um.

Komodrki o morfologii  pericytow wyznakowane przeciwciatem anty-P2X7R
obserwowano takze w naczyniach obecnych w skrawkach moézgowych szczuréw kontrolnych.
Przebieg naczyn zidentyfikowano na podstawie GFAP obecnego w wypustkach oplatajacych
je astrocytéw (Ryc. 29). Komorki wykazujgce P2X7R przy jednoczesnym braku obecnosci
markera astrocytow GFAP, wystepowaty po zewnetrznej stronie naczynia od strony tkanki

mazgu.
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Rycina 27. Lokalizacja P2X7R w obrebie mikronaczynia mdézgu szczura poddanego EAE. Izolowane
naczynia poddane byly potréjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciat
specyficznych dla P2X7R (zielony) i dla biatka klaudyna 5 (czerwony) oraz barwnika Hoechst 33342 dla
jader komodrkowych (niebieski). Przyktadowy obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawia
lokalizacje obu biatek oraz jagder komérkowych. Immunofluorescencja specyficzna dla receptora P2X7
widoczna jest w zewnetrznej warstwie mikronaczynia. Skala — 20 um.

Rycina 28. Lokalizacja P2X7R w obrebie mikronaczynia mdézgu szczura poddanego EAE. Izolowane
naczynia poddane byt podwdjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciat
specyficznych dla P2X7R (zielony) i dla biatka PDGFRB (czerwony). Przyktadowy obraz z mikroskopu
konfokalnego przedstawia lokalizacje obydwu biatek. Immunofluorescencja specyficzna dla receptora
P2X7, podobnie jak dla PDGFRB, widoczna jest po abluminalnej stronie mikronaczynia. Skala — 20 um.
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GFAP/P2XTR

Rycina 29. Obecnos$¢ P2X7R w obrebie mikronaczynia mdzgu szczura kontrolnego. Skrawki moézgow
byty poddane podwdjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciat
specyficznych dla P2X7R (zielony) oraz dla biatka GFAP (czerwony). Zdjecie z mikroskopu
fluorescencyjnego obrazuje lokalizacje obydwu biatek. Strzatka wskazuje przyktadowg komodrke o
morfologii pericytu, znajdujgca sie po stronie abluminalnej naczynia, wykazujacg obecnos$¢ biatka
P2X7R oraz brak obecnosci GFAP.
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W trakcie rozwoju EAE poziom biatka P2X7R w izolowanej frakcji naczyniowej
wzrastat srednio o0 123,6% w stosunku do kontroli, z wyjgtkiem 6 dnia po immunizacji, kiedy
zaobserwowano znaczny spadek poziomu biatka receptora ponizej wartosci kontrolnych (o

49%) (Ryc. 30).
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Rycina 30. Wzgledny poziom biatka P2X7R we frakcji mikronaczyn otrzymanych z mézgdéw szczuréw
kontrolnych i poddanych EAE w réznych czasach po immunizacji otrzymany metodg Western blot.
Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci $rednie *SD z pomiarédw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs.
kontrola; *P < 0,05 vs kontrola (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem poréwnan
wielokrotnych Dunnetta). Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako
procent kontroli.

Podobny wzor zmian receptora obserwowano w barwieniach
immunohistochemicznych we frakcji naczyn izolowanych z mézgéw zwierzat poddanych EAE
oraz zwierzat kontrolnych nieimmunizowanych (Ryc. 31). Obserwowany w 6 dpi spadek
immunoreaktywnosci receptora P2X7 wspotwystepowat ze zmniejszong
immunoreaktywnoscig klaudyny 5 — biatka BBB, markera Scistych potgczen pomiedzy

komorkami endotelium.
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P2X7R Klaudyna 5 P2X7R/Klaudyna 5
Kontrola

4 dpi

6 dpi

10 dpi

Rycina 31. Lokalizacja P2X7R w mikronaczyniach izolowanych z mdzgu szczura kontrolnego oraz
poddanego EAE (4; 6 i 10 dpi). Frakcje izolowanych naczyn poddano podwdjnemu barwieniu
immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciat specyficznych dla P2X7R (zielony) oraz dla biatka
klaudyna 5 (czerwony). Przyktadowe obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajg lokalizacje
obydwu biatek. Skala — 20 um.
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Badanie poziomu klaudyny 5, biatka markerowego bariery krew-mézg, w izolowane;j
frakcji naczyniowej wykazato, zgodnie z oczekiwaniami, spadek jego poziomu wraz z
rozwojem EAE. W fazie bezobjawowe], poczgwszy od 2 dpi, poziom tego biatka obnizat sie o
36% - 69%, a w fazie objawowej (10 dpi) o 51% w stosunku do wartosci kontrolnych (Ryc.
32). Moze to $wiadczy¢ o nieprawidtowym funkcjonowaniu bariery krew-mdzg zwigzanej ze

zwiekszeniem jej przepuszczalnosci.
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Rycina 32. Wzgledny poziom biatka klaudyny 5 we frakcji mikronaczyn mézgowych w réznych czasach
po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres
przedstawiajgcy wartosci srednie £SD z pomiardw densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych
z 4 niezaleznych doswiadczen. ***P <0,001 vs. kontrola; **P <0,01 vs. kontrola (jednoczynnikowa
analiza wariancji ANOVA z testem pordwnan wielokrotnych Dunnetta). Wyniki znormalizowano
wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako procent kontroli.

Stan funkcjonalny bariery krew-mdzg zostat potwierdzony z zastosowaniem
barwienia histochemicznego, przy uzyciu przeciwciata skierowanego przeciwko szczurzej
albuminie. W wyniku wzrostu przepuszczalnosci bariery krew-modzg, albumina ze sSwiatta
naczyn krwionosnych moze wydostawac sie do tkanki mdzgowej, co uwidacznia sie w
barwieniu w postaci zaciemnienia wokot naczynia krwionos$nego. Obecnos¢ albuminy w

tkance przynaczyniowej obserwowano juz 4 dnia po immunizacji w hipokampie, jadrach
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podstawy i korze czotowej (Ryc. 33A, B). W fazie objawowej (10 dpi) wycieki albuminy z

naczyn obecne byty w rejonie hipokampa, osi, kory mézgowej oraz istoty biatej (Ryc. 33E, F).

Rycina 33. Nieszczelnos¢ bariery krew-mdzg w mikronaczyniach moézgéw szczuréw poddanych EAE.
Skrawki modzgéw barwiono immunohistochemicznie z uzyciem przeciwciat specyficznych dla
albuminy. Zdjecia z mikroskopu $wietlnego obrazujg pozanaczyniowg obecnos¢ albuminy, ktéra w
wyniku wzmozonej przepuszczalnosci bariery krew-moézg wydostata sie ze $wiatta naczynia do
przestrzeni miedzykomérkowej. A) 4 dpi, hipokamp. B) 4 dpi, jadra podstawy. C) 6 dpi, torebka
zewnetrzna oraz wewnetrzna, istota biata. D) 8 dpi, hipokamp. E) 10 dpi, hipokamp, o$, kora mdzgu.
F) 10 dpi, kora, istota biata.
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4.2. Posrednia ocena aktywnosci P2X7R w przebiegu EAE na podstawie

wybranych biatek

4.2.1. Ekspresja paneksyny 1 w przebiegu EAE

Jak wspomniano we wstepie, doniesienia literaturowe wykazuja, ze biatko paneksyna
1 (Panx1) wchodzi w sktad kompleksu biatkowego budujgcego por btonowy, stanowigcy
sktadnik niezbedny do uruchomienia cytolitycznych wtasciwosci biatka P2X7R (Pelegrin i
Surprenant 2006). Co wiecej, funkcja kanatow paneksynowych jest scisle zwigzana ze stanem
funkcjonalnym P2X7R. Aktywacja receptora P2X7R skutkujaca tworzeniem inflamasomu i
uwalnianiem prozapalnej cytokiny IL-1B, jest zalezna od aktywacji Panxl. Dlatego tez,
zaréowno poziom tego biatka jak i poziom cytokin prozapalnych moga posrednio
odzwierciedla¢ pobudzenie receptora.

Badanie immunohistochemiczne z wykorzystaniem przeciwciat anty-Panx1 oraz anty-
NeuN (marker komérek nerwowych) wykazato wzrost immunoreaktywnosci biatka Panx1 w

neuronach w fazie bezobjawowej (4 dpi) w porownaniu do kontroli (Ryc. 34).

4.2.2. Poziom biatka cytokin prozapalnych w przebiegu EAE

Poniewaz wiadomo, ze efektem pobudzenia receptora P2X7 moze by¢ wydzielanie
oraz ,dojrzewanie” cytokin prozapalnych (Mariathasan i wsp. 2006), postanowiono
sprawdzi¢ poziom biatka cytokin takich jak IL-1B, TNF-o oraz IL-6 w homogenatach mdzgdéw
szczurow poddanych EAE, co posrednio pozwolito oceni¢ stopien aktywnosci tego receptora.

Interleukina 1B wystepuje w komdrce w formie nieaktywnej o wielkosci 35 kDa,
natomiast w wyniku pobudzenia enzymoéw aktywujgcych dochodzi do ciecia proteolitycznego
formy nieaktywnej i wytworzenia formy aktywnej o wielkosci 18 kDa. Zbadano poziom biatka
zaréwno formy aktywnej jak i formy prekursorowej interleukiny 1B. Zaobserwowano wzrost
ekspresji prekursorowej formy IL-1fB juz 2 dni po immunizacji o 50% w stosunku do wartosci
kontrolnych. Podwyzszony poziom utrzymywat sie do momentu wystgpienia fazy objawowej

(Ryc. 35).
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NeuN Paneksyna 1 NeuN/Paneksyna 1
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Rycina 34. Neuronalna ekspresja biatka paneksyna 1 u zwierzat kontrolnych oraz zwierzat poddanych
EAE (4 i 10 dpi). Skrawki mézgéw byty poddane podwdjnemu barwieniu immunohistochemicznemu z
uzyciem przeciwciat specyficznych dla Panx1 (zielony) oraz dla biatka NeuN (czerwony). Przyktadowe
obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajg kolokalizacje obydwu biatek oraz wzmozong
immunoreaktywnos¢ Panx1 w 4 dpi u zwierzat z EAE. Skala — 20 um.

Poziom aktywnej formy IL-1B wzrastat stopniowo, osiggajac maksymalny poziom

wynoszgcy 157% wartosci kontrolnej w 10 dpi tj. w fazie objawowej (Ryc. 36).
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Rycina 35. Zmiany poziomu biatka prekursorowej formy cytokiny prozapalnej IL-1B (35 kDa) w
homogenacie mdzgu zwierzat kontrolnych i poddanych EAE, w rdznych czasach po immunizacji,
otrzymane metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy
wartosci Srednie xSD z pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych
doswiadczen. ***P <0,001 vs. kontrola; **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs. kontrola
(jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta). Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.
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Rycina 36. Zmiany poziomu biatka cytokiny prozapalnej IL-13 18 kDa w homogenacie mdzgu zwierzat
kontrolnych i poddanych EAE, w réznych czasach po immunizacji, otrzymane metodg Western blot.
Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci Srednie *SD z pomiardow
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. *P < 0,05 vs.
kontrola (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta).
Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.

Poziom biatka prekursora dla interleukiny TNF-o wzrastat juz 2 dnia po immunizacji
do poziomu 333% kontroli i osiggat maksymalng wartos¢ 1898% kontroli w fazie objawowej
(10 dpi) (Ryc. 37). Ekspresja formy aktywnej tej cytokiny wzrastata poczawszy od 4 dpi,
osiggajac poziom srednio 476% wartosci kontrolnych. Najwyzszy poziom zaobserwowano w

fazie objawowej i wynosit on 1481% kontroli (Ryc. 38).
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Rycina 37. Zmiany poziomu biatka cytokiny prozapalnej TNF-a 26 kDa w homogenacie mdzgu
zwierzat kontrolnych i poddanych EAE, w rdinych czasach po immunizacji, otrzymany metodg
Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci $rednie +SD z
pomiaréw densytometrycznych immunoblotow otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. ***p
<0,001 vs. kontrola; **P <0,01 vs. kontrola (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem
poréwnan wielokrotnych Dunnetta). Wyniki znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i
przedstawione jako procent kontroli.
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Rycina 38. Zmiany poziomu biatka cytokiny prozapalnej TNF-a 17 kDa w homogenacie mdzgu
zwierzgt kontrolnych i poddanych EAE, w rdinych czasach po immunizacji, otrzymany metodg
Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz wykres przedstawiajagcy wartosci Srednie +SD z
pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. *P < 0,05
vs. kontrola (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych
Dunnetta). Wyniki znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.

Poziom biatka interleukiny IL-6 wzrastat od 4 dpi, osiggajgc w fazie objawowej (10

dpi) poziom 468% wartosci kontrolnych (Ryc. 39).
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Rycina 39. Zmiany poziomu biatka IL-6 w homogenacie mdzgu zwierzat kontrolnych i poddanych EAE,
w réznych czasach po immunizacji, otrzymane metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot
oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. ***P < 0,001 vs. kontrola (jednoczynnikowa analiza
wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta). Wyniki znormalizowane wzgledem
poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli.

Podsumowujgc czes¢ badan dotyczacg zmian ekspresji P2X7R nalezy podkresli¢, ze
ekspresja receptora na poziomie mRNA wzrasta w fazie objawowej EAE, podczas gdy poziom
biatka ulega zwiekszeniu juz w fazie bezobjawowej choroby i jest on zwigzany z pulg
komorek astrocytarnych, ktére ulegajg wczesnej aktywacji. Réwnolegle nastepuje aktywacja
komédrek mikrogleju, na ktérych réwniez stwierdzono obecnos¢ biatka P2X7R. Ponadto, po
raz pierwszy wykazano obecnos¢ P2X7R w pericytach mikronaczyn médzgowych. Wzrost
ekspresji P2X7R zachodzi rownolegle z jego aktywacja, co potwierdza wzrost ekspresji biatka

Panx1 oraz biatka cytokin prozapalnych.
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4.3. Ocena wptywu antagonisty P2X7R — Briliant Blue G — na rozwdj i

przebieg EAE oraz wybrane procesy patologiczne w przebiegu choroby

4.3.1. Wptyw podania BBG na przebieg fazy objawowej EAE

Otrzymane wyniki sugerujg zaangazowanie receptora P2X7 w niektére z
patomechanizmdw zwigzanych z rozwojem i przebiegiem EAE. Weryfikacje tej hipotezy
zaplanowano w doswiadczeniach z wykorzystaniem specyficznego antagonisty P2X7R - BBG.
W tym celu szczury zostaty podzielone na grupy opisane w rozdziale Materiaty i metody

(3.4).

Szczury ze wszystkich grup byly obserwowane codziennie pod wzgledem
rozwijajgcych sie deficytow neurologicznych oraz zmian masy ciata. Zwierzeta z grupy
kontrolnej, ktérym podano sdl fizjologiczng zamiast BBG (EAE+NaCl) rozwijaty objawy w
podobny sposéb do zwierzat z grupy EAE. Rozwdj deficytow neurologicznych w grupie
traktowanej antagonistg w stosunku do grupy nietraktowanej zostat przedstawiony na
rycinie 40. Zwierzeta, ktérym podano BBG stabiej rozwijaty objawy EAE (1-2,5 punkty w skali
deficytow neurologicznych) niz te z grupy EAE+NaCl (max. 3 punkty). Czas wystgpienia
pierwszych objawdéw byt réwniez opdiniony (dzied 11 w grupie EAE+NaCl i dzien 13 po
immunizacji w grupie EAE+BBG), podobnie jak szczyt wystgpienia objawdw przypadajgcy w
grupie zwierzat, ktérym podano BBG na 15 dpi, podczas gdy u zwierzat z EAE szczyt objawodw

wystepowat srednio w 13 dpi (Ryc. 40).

Zmiany masy ciata zwierzat w obu grupach w poczatkowe] fazie EAE zostaty
przedstawione na rycinie 41. Masa ciata zwierzat poddanych EAE (EAE+NaCl) jak i tych,
ktorym podano BBG w dniu immunizacji, przejsciowo zmniejszyta sie. Zwierzeta z grupy
EAE+NaCl w drugiej dobie po immunizacji osiggaty srednio 96% masy ciata z dnia O dpi.
Nastepnie masa ciata tych zwierzat powoli rosta do dnia 6 dpi, osiggajagc 100% masy ciata z
dnia 0 dpi. W kolejnych dniach masa ciata zwierzgt ponownie stopniowo spadata, osiggajac
najnizszy poziom w 15 dpi (81,5% masy ciata z dnia O dpi). Poczawszy od 16 dpi masa ciata
stopniowo rosta, aby na koniec trwania doswiadczenia osiggna¢ 87% masy ciata z dnia 0 dpi.
Masa ciata zwierzat, ktérym podano BBG w fazie bezobjawowej, w 1 dpi spadta do poziomu
98% dnia 0 dpi, nastepnie zaczeta stopniowo wzrastac, osiggajgc w dniu 10 dpi 106% masy z

dnia 0 dpi. Nastepnie masa ciata zmniejszata sie, osiggajac najnizszy poziom 17 dpi, (ok. 87%
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masy z dnia 0). W kolejnych dniach trwania eksperymentu masa ciata rosta, osiggajac w dniu
25 dpi 97% masy z dnia 0 dpi (Ryc. 41). Podanie antagonisty wyraznie hamowato spadek
masy ciata w przebiegu EAE, szczegdlnie pomiedzy 7 a 14 dpi oraz pomiedzy 20 a 25 dpi.

3,5

_|-1 *

M EAE NaCl
MEAE BBG

Objawy neurologiczne

10dpi 11dpi 12dpi 13dpi 14dpi 15dpi 16dpi 17dpi 18dpi

Rycina 40. Profil czasowy rozwoju deficytéw neurologicznych oraz ich skala u zwierzat z wywotanym
EAE, ktdrym podawano antagoniste receptora P2X7 — BBG (EAE+BBG) lub sdl fizjologiczng
(EAE+NaCl). Wykres przedstawia warto$¢ srednie SD z pomiarow masy ciata zwierzat, n=8; **P
<0,01; *P < 0,05. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocg testu t-Studenta wzgledem grupy
zwierzat, ktérym nie podano antagonisty receptora P2X7.
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Rycina 41. Profil czasowy zmian masy ciata zwierzat u zwierzat z wywotanym EAE, ktérym podawano
antagoniste receptora P2X7 — BBG (EAE+BBG) lub sdl fizjologiczng (EAE+NaCl). Wykres przedstawia
wartosc¢ srednie £SD z pomiaréw masy ciata zwierzat otrzymanych z 6 niezaleznych doswiadczen. **P
<0,01; *P < 0,05. Réznice wewnatrzgrupowe oceniano przy uzyciu testu t-Studenta.
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4.3.2. Wptyw podania BBG na poziom biatka P2X7R

Poziom biatka P2X7R w fazie bezobjawowej jak i objawowej, po podaniu BBG nie
zmieniat sie w sposdb istotny statystycznie w stosunku do poziomu obserwowanego u
szczurow z grupy EAE+NaCl, cho¢ w fazie bezobjawowej obserwowano tendencje wzrostowa
(160% kontroli dla grupy EAE+NaCl vs. 214% dla grupy EAE+BBG). W fazie objawowej
ekspresja wyniosta 181% dla grupy EAE+NaCl i 185% dla grupy EAE+BBG. Poniewaz nie
zaobserwowano znamiennych statystycznie réznic pomiedzy grupg EAE+NaCl a EAE+BBG,
dlatego tez nie przeprowadzono dalszej szczegdtowej analizy ekspresji P2X7R w

poszczegdblnych pulach komérkowych mdézgu szczura (Ryc. 42).

4.3.3. Wptyw podania antagonisty P2X7R na aktywacje astrocytéw

Jak wykazano w niniejszej pracy, astrocyty w trakcie rozwoju EAE podlegajg aktywacji.
Juz w czwartym dniu po immunizacji cechuje je wzrost ekspresji biatka GFAP — bedacego
markerem tych komdrek i jednoczesnie markerem aktywacji. Podanie antagonisty receptora
P2X7 spowodowato zahamowanie aktywacji astrogleju wyrazone spadkiem ekspresji biatka
GFAP. Potwierdzono to badaniem metoda Western blot w homogenatach mézgdéw szczuréw
kontrolnych poddanych EAE, ktédrym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podano BBG,
jak rowniez badaniem immunohistochemicznym na skrawkach mézgowych badanych grup
zwierzat.

Badanie Western blot wykazato w fazie bezobjawowej EAE wzrost poziomu biatka
GFAP o0 38% w stosunku do wartosci kontrolnych, gdy w tym samym czasie w grupie
szczuréw, ktérym podawano BBG poziom biatka GFAP wynosit jedynie 71% wartosci
kontrolnych. W fazie objawowej poziom GFAP w grupie EAE+NaCl byt wyzszy o 177% od
wartosci kontrolnych, podczas gdy w grupie EAE+BBG byt nizszy o 26% (Ryc. 43). Podanie
antagonisty hamowato wzrost poziomu GFAP o 57% w fazie bezobjawowej i o ponad 200% w

fazie objawowej.
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Rycina 42. Wzgledny poziom biatka P2X7R w homogenacie médzgu zwierzat kontrolnych i poddanych
EAE, ktérym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podawano antagoniste receptora P2X7 - BBG,
w réznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot
oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiardow densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs. kontrola. Rdznice
pomiedzy grupami badanymi a kontrolg oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem porédwnan wielokrotnych Dunnetta. Rdznice wewnatrzgrupowe oceniono przy
uzyciu testu t-Studenta. Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako
procent kontroli.
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Rycina 43. Wzgledny poziom biatka GFAP w homogenacie mdzgu zwierzat kontrolnych i poddanych
EAE ktérym podawano NaCl oraz poddanych EAE, ktdrym podawano antagoniste receptora P2X7 -
BBG, w réznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny
immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie #SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. ***P <0,001; **P <0,01; *P < 0,05 vs.
kontrola. Réznice pomiedzy grupami badanymi a kontrolg pomiedzy grupami badanymi a kontrolg
oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych
Dunnetta. Rdznice wewnatrzgrupowe oceniono przy uzyciu testu t-Studenta. Wyniki znormalizowano
wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako procent kontroli.

Wyniki te zostaty potwierdzone badaniem immunohistochemicznym, ktére wykazato
wzrost immunoreaktywnosci biatka GFAP w obydwu fazach choroby oraz morfologiczne
cechy pobudzenia astrocytéw. U zwierzat z grupy EAE+NaCl mozna zaobserwowac
pogrubienie wypustek komoérkowych oraz zwiekszenie ich ilosci (Ryc. 44 gorny panel zdjec).
W skrawkach mozgéw zwierzat, ktorym w fazie bezobjawowej podawano BBG,
zaobserwowano jedynie nieznaczny wzrost immunoreaktywnosci biatka GFAP oraz

niewielkie zmiany morfologii komdrek (Ryc. 44 dolny panel zdje¢).
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Immunoreaktywnos¢ antygenu GFAP zmierzono i wyrazono jako S$redni poziom
fluorescencji. W skrawkach madzgéw zwierzat z grupy EAE+NaCl parametr ten wzrastat
zaréowno w fazie bezobjawowej jak i objawowej i byt wyzszy odpowiednio o 751,15% i
374,49% od wartosci kontrolnych. U zwierzat, ktérym podano antagoniste receptora P2X7 —
BBG, sredni poziom fluorescencji obnizat sie do wartosci kontrolnych juz w fazie

bezobjawowej (Ryc 45).

Kontrola 4dpi EAE+NaCl 12dpi EAE+NaCl
4dpi EAE+BBG 12dpi EAE+BBG

Rycina 44. Aktywacja astrocytéw w trakcie rozwoju EAE przy podawaniu NaCl (gérny panel) oraz u
zwierzat, ktérym po wywotaniu EAE podano antagoniste receptora P2X7 — BBG (dolny panel). Skrawki
maozgoéw byly poddane barwieniu immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciata specyficznego
dla biatka GFAP (czerwony). Obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajg zmiany
immunoreaktywnosci biatka GFAP, pomnozenie liczby komérek oraz zmiany morfologii astrocytéow
charakterystyczna dla stanu aktywnego, u zwierzat poddanych EAE zaréwno w fazie bezobjawowej (4
dpi) jak i objawowej (12 dpi) EAE (gérny panel). U zwierzat, ktérym podano BBG brak wiekszych
zmian w morfologii komérek oraz immunoreaktywnosci biatka GFAP. Skala — 20 um.
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Rycina 45. Poziom sredniej fluorescencji GFAP mierzony w skrawkach mdézgdéw zwierzat kontrolnych i
poddanych EAE, ktérym podawano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podawano antagoniste
receptora P2X7 - BBG, w rdéinych czasach po immunizacji, otrzymany w barwieniu
immunohistochemicznym. Wykres przedstawia wartosci Srednie *SD z pomiaréw S$redniej
fluorescencji w obrazach. ***P <0,001 vs. kontrola badz vs. EAE+NaCl. Rdznice pomiedzy grupami
badanymi a kontrolg oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
porownan wielokrotnych Dunnetta. Roznice wewngatrzgrupowe oceniono przy uzyciu testu t-
Studenta.

4.3.4. Wptyw podania antagonisty P2X7R na aktywacje mikrogleju

Wptyw blokowania aktywnosci receptora P2X7 przez specyficznego antagoniste - BBG
na aktywacje mikrogleju zostat wykazany za pomocga barwienia immunohistochemicznego.
Obserwowano zahamowanie aktywacji mikrogleju w moézgu szczuréw z grupy EAE+BBG,
ktore skutkowato brakiem znamion morfologicznych stanu aktywnego w badanych punktach
czasowych. Immunoreaktywnos¢ Ibal pozostawata na poziomie obserwowanym u zwierzat
kontrolnych (Ryc. 46 — dolny panel). Natomiast w modelu EAE (grupy EAE+NaCl)
obserwowano aktywacje komorek mikroglejowych poczgwszy od fazy bezobjawowej.
Obserwowano wzrost liczcby komdrek mikrogleju, wzrost immunoreaktywnosci biatka
markerowego komorek mikrogleju — Ibal oraz zmiany morfologii tych komorek, polegajace
na skréceniu wypustek cytoplazmatycznych, ich pogrubieniu oraz zwiekszeniu ich ilosci (Ryc.

46 - gorny panel).
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Poziom immunoreaktywnosci biatka Ibal zostat zmierzony za pomocy S$redniej
fluorescencji (Ryc. 47). Fluorescencja w obrazach mikroskopowych w fazie bezobjawowej u
zwierzat traktowanych BBG byta 7-krotnie nizsza niz u zwierzat, ktore nie otrzymywaty BBG,

a w fazie objawowej 3-krotnie nizsza (Ryc. 47).

Kontrola 4dpi EAE+NaCl 12dpi EAE+NaCl
4dpi EAE+BBG 12dpi EAE+BBG

Rycina 46. Aktywacja mikrogleju w trakcie rozwoju EAE (gdrny panel) oraz u zwierzat, ktérym podano
antagoniste receptora P2X7 — BBG (dolny panel). Skrawki moézgéw byly poddane barwieniu
immunohistochemicznemu z uzyciem przeciwciata specyficznego dla biatka Ibal (czerwony). Obrazy z
mikroskopu konfokalnego przedstawiajg immunoreaktywnos¢ biatka Ibal oraz zmiany morfologii
komérek mikrogleju. Widoczna aktywacja mikrogleju, pomnozenie komdrek oraz zmiana morfologii
wraz ze wzrostem immunoreaktywnosci biatka Ibal u zwierzat poddanych EAE zaréwno w fazie
bezobjawowej, jak i objawowej EAE (gdrny panel). U zwierzat, ktérym podano BBG brak wiekszych
zmian w morfologii komérek oraz w immunoreaktywnosci biatka Ibal. Skala — 20 um.
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Rycina 47. Poziom $redniej fluorescencji Ibal mierzony w skrawkach mézgéw zwierzat kontrolnych i
poddanych EAE, ktérym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktdrym podawano antagoniste receptora
P2X7 - BBG, w réznych czasach po immunizacji, otrzymanych w barwieniu immunohistochemicznym,
a nastepnie zobrazowanych za pomocg mikroskopu konfokalnego. Wykres przedstawia wartosci
Srednie +SD z pomiaréw sredniej fluorescencji w obrazach. ***P <0,001 vs. kontrola badz vs.
EAE+NaCl. Rdznice pomiedzy grupami badanymi a kontrolg oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z testem porownan wielokrotnych Dunnetta. Roznice wewnatrzgrupowe
oceniono przy uzyciu testu t-Studenta.

4.3.5. Wptyw podania BBG na zmiany profilu cytokin prozapalnych u zwierzat z EAE

W celu okreslenia wptywu BBG na aktywnos$¢ receptora P2X7 przeprowadzono
poréwnanie poziomu biatka cytokin prozapalnych: IL-1B; IL-6; TNF-a w homogenatach
modzgdw szczuréw kontrolnych (nieimmunizowanych), szczuréw poddanych EAE, ktérym

podano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podano BBG.

Poziom interleukiny 1B, najwazniejszej cytokiny prozapalnej, ktorej ekspresja jest
kontrolowana przez receptor P2X7, wzrastat w homogenatach maézgu u szczuréw poddanych
EAE juz w fazie bezobjawowej, osiggajac 161% poziomu wystepujacego u szczuréw
kontrolnych. W fazie objawowej poziom biatka IL-1B osiggnagt 205% poziomu kontrolnego,

natomiast nie zaobserwowano wzrostu poziomu tej prozapalnej cytokiny u szczuréw, ktérym

104



podano antagoniste receptora P2X7 (BBG). Zarowno w fazie bezobjawowej jak i objawowej

poziom byt zblizony do poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych (Ryc.48).
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Rycina 48. Wzgledny poziom biatka interleukiny 1B w homogenacie mdézgu zwierzat kontrolnych i
poddanych EAE, ktérym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktdrym podawano antagoniste receptora
P2X7 - BBG, w rdznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny
immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs.
EAE+NaCl. Réznice miedzygrupowe oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta. Réznice wewnatrzgrupowe oceniono przy uzyciu testu

t-Studenta. Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako procent
kontroli.
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Poziom biatka interleukiny 6 w homogenatach mdzgoéw szczuréw poddanych EAE,
ktorym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podawano antagoniste P2X7R ksztattowat
sie podobnie jak w przypadku IL-1B. U szczuréw EAE+NaCl poziom tej cytokiny wzrastat w
fazie bezobjawowej do poziomu 150%, a w fazie objawowej do poziomu 230% wartosci
kontrolnych. U szczuréw, ktérym podawano BBG, ekspresja IL-6 pozostawata na poziomie
zblizonym do kontroli (80%). W fazie objawowej natomiast poziom tej cytokiny wzrastat do
poziomu 130% wartosci kontrolnych, jednakze byt nadal nizszy niz poziom obserwowany u

szczuréw, ktorym nie podano BBG (Ryc. 49).
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Rycina 49. Wzgledny poziom interleukiny 6 w homogenacie mdzgu zwierzat kontrolnych i poddanych
EAE, ktérym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podawano antagoniste receptora P2X7 - BBG,
w réznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot
oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiaréow densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola; *P < 0,05 vs. EAE+NaCl. Rdznice
pomiedzy grupami badanymi a kontrolg oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA 7z testem pordwnan wielokrotnych Dunnetta. RAznice wewnatrzgrupowe oceniono przy
uzyciu testu t-Studenta. Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako
procent kontroli.
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Poziom biatka TNF-a w fazie bezobjawowej pozostawat na podobnym poziomie u
szczurow EAE+NaCl jak i EAE+BBG i byt zblizony do kontroli (odpowiednio 86% oraz 72%
kontroli). W fazie objawowej obserwowano wzrost tej cytokiny w grupie zwierzgt poddanych
EAE+NaCl (189% kontroli), natomiast u zwierzat, ktéorym podano réwnolegle BBG nie

zaobserwowano wzrostu poziomu biatka TNF-a (80% kontroli) (Ryc. 50).
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Rycina 50. Wzgledny poziom TNF-a w homogenacie mdzgu zwierzat kontrolnych i poddanych EAE,
ktérym podawano NaCl oraz poddanych EAE, ktérym podawano antagoniste receptora P2X7 - BBG, w
réoznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny immunoblot
oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiardow densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. EAE+NaCl; ***P < 0,001 vs. kontrola.
Rdéznice pomiedzy grupami badanymi a kontrolg oceniono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta. Réznice wewnatrzgrupowe oceniono
przy uzyciu testu t-Studenta. Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i przedstawiono jako
procent kontroli.
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4.3.6. Wptyw podania antagonisty P2X7R na poziom biatka klaudyna 5

Z danych literaturowych oraz z badan wykonanych w niniejszej pracy wynika, ze w
trakcie rozwoju EAE nastepuje rozszczelnienie bariery krew-mozg juz we wczesnej fazie
choroby. Ocena poziomu charakterystycznego dla bariery krew-médzg biatka klaudyny 5,
ktorego poziom moze odzwierciedla¢ stopien szczelnosSci potgczen Scistych pomiedzy
komdrkami endotelium mikronaczyn moézgu, wykazata jego spadek. Ponadto wykazalismy
obecnos$¢ receptora P2X7 w obrebie mikronaczyn modzgu, co sugeruje jego potencjalne

zaangazowanie w regulacje bariery krew-mézg.

Dlatego zbadano poziom biatka klaudyny 5 w homogenatach modzgéw szczurow
poddanych EAE (grupa EAE+NaCl) oraz szczuréw, ktérym po wywotaniu EAE podawano BBG
(grupa EAE+BBG). Poziom tego biatka spadat we wczesnej, bezobjawowej fazie EAE do 67%,
a w fazie objawowej do 63% poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych. Natomiast w
grupie EAE+BBG ksztattowat sie on na poziomie 150% wartosci kontrolnych w fazie
bezobjawowej oraz ok. 100% w fazie objawowej (Ryc. 51). Podanie antagonisty P2X7R
skutkowato zahamowaniem spadku poziomu tego biatka o odpowiednio 87% i 40% w

stosunku do wartosci obserwowanych u zwierzgt z EAE+NaCl.

Podsumowujac cze$¢ badan dotyczacg zmian przebiegu EAE pod wptywem podania
BBG — specyficznego antagonisty receptora P2X7R nalezy podkresli¢, ze podanie tego
zwigzku opdznia pojawianie sie objawdw neurologicznych, zmniejsza ich site i poprawia
0golny stan zwierzat, u ktérych wywotano EAE. Zaobserwowano rowniez znaczne
zahamowanie aktywacji zaréwno astrogleju jak i mikrogleju. Zablokowanie dziatania P2X7R
przez antagoniste powoduje ponadto zmniejszenie wydzielania cytokin prozapalnych takich
jak IL-1B, IL-6 oraz TNF-a, zwiekszajgc jednoczesnie poziom biatka markera potaczen Scistych,

co moze sugerowac zmniejszenie przepuszczalnosci BBB.
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Rycina 51. Wzgledny poziom biatka klaudyna 5 w homogenatach mdzgu zwierzat kontrolnych i
poddanych EAE, ktérym podano NaCl oraz poddanych EAE, ktdrym podawano antagoniste receptora
P2X7 - BBG, w rdznych czasach po immunizacji, otrzymany metodg Western blot. Reprezentatywny
immunoblot oraz wykres przedstawiajgcy wartosci srednie +SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. **P <0,01 vs. kontrola badZz vs.
EAE+NaCl; *P < 0,05 vs. kontrola. Réznice pomiedzy grupami badanymi a kontrolg oceniono przy
uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem pordwnan wielokrotnych Dunnetta.
Rdznice wewnatrzgrupowe oceniono przy uzyciu testu t-Studenta. Wyniki znormalizowano wzgledem
poziomu aktyny i przedstawiono jako procent kontroli.
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5. Dyskusja

Pierwsze badania stwardnienia rozsianego zostaty przeprowadzone ponad 170 lat
temu, ale pomimo rozwoju technik badawczych oraz ciggtego poszerzania stanu wiedzy o
patomechanizmach tej choroby, do tej pory nie udato sie okresli¢ bezposrednich przyczyn jej
rozwoju. Coraz dokfadniejsze poznanie mechanizmdw przebiegu tego schorzenia pozwala
rozwija¢ nowe terapie, jednak do dnia dzisiejszego, pomimo znacznego postepu, nie udato
sie znalez¢ sposobu na catkowite zatrzymanie choroby. Leki obecnie dostepne spowalniajg
jedynie jej przebieg, wydtuzajg okresy pomiedzy rzutami oraz zmniejszajq ich site. Dlatego tez
WCigz istnieje potrzeba poszukiwania nowych strategii leczniczych w walce ze stwardnieniem

rozsianym.
5.1.Zasadnos¢ uzycia modelu EAE i jego charakterystyka

Badania nad stwardnieniem rozsianym przeprowadzane sg na modelach zwierzecych,
poniewaz obecnie nie ma mozliwosci odwzorowania w warunkach in vitro wszystkich
mozliwych interakcji jakie zachodzg na styku uznawanych za najbardziej skomplikowane w
ludzkim organizmie uktaddw - nerwowego oraz immunologicznego. Jedynie model zwierzecy

jest w stanie przyblizy¢ procesy przebiegajace u chorych z SM.

Model EAE, a w szczegdlnosci EAE rozwiniety na gryzoniach, jest stosowany
standardowo w badaniach nad stwardnieniem rozsianym. Nowe leki, m.in. takie jak
glatiramer czy natalizumab, powstaty w wyniku badan na modelu EAE lub/i byty nastepnie

testowane w oparciu o ten model (Wekerle i Kurschus 2006).

Niestety model ten nie jest pozbawiony wad i jest czesto krytykowany. W opinii
niektorych naukowcéw ma on ograniczone zastosowanie w badaniach nad SM, a wyniki
uzyskane z jego zastosowaniem mogg by¢ btedne (Wekerle i Kurschus 2006). Dobrym
przyktadem ograniczen tego modelu moze by¢ proba opracowania terapii opartej o
przeciwciata monoklonalne anty-CD28, ktére pomimo dobrych rezultatéw w badaniach na
modelu EAE, w czasie prob u ludzi wywotywatly systemowa odpowiedZz ukfadu

odpornosciowego. Innym przyktadem jest natalizumab, ktdrego zastosowanie przynosito

110



bardzo dobre rezultaty w badaniach na gryzoniach, natomiast u czesci chorych przyczynito
sie do rozwiniecia PML. Z tego tez powodu zostat on przejSciowo wycofany z lecznictwa.
Ostatecznie uznano jednak, ze korzysci ptyngce z jego zastosowania przewyzszajg ryzyko

wystgpienia PML (Wekerle i Kurschus 2006).

Innym zagadnieniem zwigzanym z uzytym w niniejszej pracy modelem jest sposdb
wywotania choroby, ktéry niekoniecznie odwzorowuje ten wystepujacy w SM. W przypadku
EAE, chorobe wywotuje podanie antygendw mieliny wraz z adiuwantem. Natomiast etiologia
SM jest nieznana, istnieje wiec prawdopodobienstwo, ze mechanizm jej powstawania moze

by¢ catkowicie odmienny.

Pomimo powyzszych niedoskonatosci, nie ma obecnie lepszego modelu tej choroby.
Dlatego tez, w badaniach w niniejszej pracy zastosowano szczurzy model EAE, ze

Swiadomoscig ograniczen jakie sie z nim wigza.

Uzyty w badaniach model EAE jest stosowany od wielu lat w Pracowni
Patoneurochemii (Mitosek-Szewczyk i wsp. 2008; Grygorowicz i wsp. 2010; Grygorowicz i
wsp. 2011; Sulkowski i wsp. 2014). Polega on na immunizacji zwierzat przy uzyciu
szczepionki, ktorej najwazniejszym sktadnikiem jest homogenat rdzenia kregowego Swinki
morskiej. Taki sposdb immunizacji wywotuje odpowiedz uktadu odpornosciowego na catg
game biatek mielinowych, w przeciwienstwie do czesto stosowanych modeli, w ktérych
immunogenem jest pojedyncze biatko mielinowe (badz jego fragment) i jest ona duzo

silniejsza.

Szczury w zastosowanym w niniejszej pracy modelu rozwijajg pierwsze objawy
neurologiczne $rednio w 10 dniu po immunizacji, podczas gdy szczyt objawéw wystepuje
$rednio w 13 dniu po immunizacji. Okres od 2 dpi do 8 dpi okreslilismy mianem fazy
bezobjawowej, natomiast okres od 10 dpi do ustgpienia objawéw jako faze objawowa (Ryc.
12). Przebieg EAE, ktory uzyskano, jest bardzo zblizony do tego opisywanego w wielu
pozycjach literaturowych (Lutz i wsp. 2013; Bibolini i wsp. 2014; Yamamoto i wsp. 2014; Yin i
wsp. 2014; Djikic i wsp. 2015; Lavrnja i wsp. 2015; Petkovic i wsp. 2015), a nawet nie rézni sie
znacznie od tego, w ktdrym uzyto szczury inne niz Lewis np. DA (Djikic i wsp. 2015), czy

Wistar (Bibolini i wsp. 2014).
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Opradcz charakterystycznych objawdéw neurologicznych, ocena masy ciata badanych
zwierzgt stanowi dodatkowy parametr mowigcy o ich kondycji w trakcie trwania
doswiadczenia. Zmiany masy ciata zwierzat wynikaja nie tylko z wyniszczenia organizmu w
wyniku rozlegtego stanu zapalnego, ale réwniez ze zmniejszenia taknienia oraz, w
pozniejszych czasach, z deficytdw neurologicznych, ktére moga utrudnia¢ przyjmowanie
pokarmu. W doswiadczeniach masa ciata zwierzat poddanych EAE spadata dwuetapowo. W
pierwszym etapie pomiedzy 1 dpi a 5 dpi obserwowano spadek masy ciata zwierzat o 2,8%,
bedgcy prawdopodobnie skutkiem toczgcych sie procesow zapalnych w miejscu podania
szczepionki. Nastepny istotny statystycznie spadek masy ciata zwierzat w stosunku do wagi z
dnia 0 (o 16 %) obserwowano pomiedzy 10 dpi a 17 dpi. Nastepnie masa zwierzat rosta,
osiggajgc na koniec doswiadczenia poziom 95% masy z dnia O (Ryc. 13). Poczatek
wystepowania objawow neurologicznych pokrywat sie z istotnym statystycznie spadkiem
masy ciata zwierzat, co wskazuje na rozwdj intensywnego procesu chorobowego. Szczyt
objawdéw neurologicznych (Srednio 13 dpi) wystepuje wczesdniej niz najnizsza obserwowana u
zwierzgt masa ciata, co moze by¢ skutkiem ciggtego trwania proceséw chorobowych, w tym

utrzymywania sie wysokiego poziomu cytokin prozapalnych takich jak np. IL-1B czy TNF-a.

Barwienia histologiczne wykazaty obecnos¢ zmian patologicznych w OUN
charakterystycznych dla tego modelu. Zmiany te byty zlokalizowane zaréwno w obrebie
rdzenia kregowego jak i w modzgu. Zaobserwowano nacieki zapalne w oponie miekkiej
mozgu, w jadrach podstawy modzgu oraz w rdzeniu kregowym, zarowno w fazie
bezobjawowej jak i objawowej EAE (Ryc. 14). Wykazano rowniez obecnos$¢ zggbczenia istoty
biatej w obrebie zaréwno modzgu, jak i rdzenia kregowego juz w fazie bezobjawowej EAE

(Ryc. 15).

Istnieje powszechny poglad, ze objawy neurologiczne zwierzat z EAE koreluja z
patologig rdzenia kregowego. Badania na szczurzym modelu EAE wskazujg, ze naczynia
przestrzeni podpajeczyndwkowe] dolnych czesci rdzenia kregowego sg poczatkowa droga
naptywu limfocytdw, co moze sugerowac ze EAE jest w pierwszym rzedzie chorobg rdzenia
kregowego (Bartholomaus i wsp. 2009). Jednak zaréwno obecne wyniki, jak i prace wielu
innych grup badawczych wskazujg, ze nie tylko uszkodzenia rdzenia kregowego ale réwniez
mdzgu, majg udziat w patologii EAE (Ayers i wsp. 2004; Wang i wsp. 2005; Mitosek-Szewczyk

i wsp. 2008). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg takze na to, ze w mdzgu procesy
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prowadzgce do uszkodzenia mieliny rozpoczynajg sie na dtugo przed pojawianiem sie
pierwszych objawdéw neurologicznych, tj. w fazie bezobjawowej EAE, nawet 2 dni po
immunizacji. Natomiast w badaniach grupy Schmitt i wsp. (2012) obserwowano naptyw
komérek uktadu odpornosciowego, poprzez ptyn mozgowo-rdzeniowy do komér mozgu,
dopiero 9 dni po immunizacji. W okresie bezobjawowym (2-6 dpi) nie wykazywano
znaczacych réznic w infiltracji komaorek uktadu odpornosciowego w obrebie komar (Schmitt i
wsp. 2012). Niniejsze wyniki s3 natomiast spdjne z badaniami z uzyciem mysiego modelu
EAE, ktore wykazaty ze pierwszym celem dla limfocytow jest istota biata okotokomorowa
oraz sgsiadujaca z oponami mdzgu (Brown i Sawchenko 2007). Potwierdza to, ze patologia
EAE dotyczy w rownym stopniu mdzgu i rdzenia kregowego. Badania histopatologiczne
wykonane w celu charakterystyki modelu w niniejszej pracy, wykazaty wczesne
wystepowanie zmian patologicznych w modzgach zwierzat immunizowanych w postaci
uszkodzenia bariery krew-mozg, co wyrazato sie wynaczynieniem albuminy (4 dpi) oraz
obecnoscig okotonaczyniowych naciekéw zapalnych (2 i 6 dpi). W rdzeniu kregowym tego
typu zmiany zanotowano dopiero w fazie objawowej choroby. Dlatego tez w dalszej czesci

pracy badania skupiono na zmianach zachodzacych w mozgu.

5.2.Ekspresja i aktywnos$¢ P2X7R w mdzgu zwierzat w przebiegu EAE

Istniejg dwa poglady ttumaczace indukcje stanu zapalnego na skutek odpowiedzi
autoimmunologicznej w SM. Pierwszy opiera sie na stwierdzeniu, ze pierwotnie powstajg
zmiany w OUN i to one w konsekwencji powodujg naptyw komodrek uktadu
odpornosciowego. Wedtug alternatywnego pogladu, komodrki odpornosciowe naptywajg do
OUN jako skutek odpowiedzi immunologicznej zapoczatkowanej na obwodzie. Receptor
P2X7, ze wzgledu na zaangazowanie w wydzielanie cytokin prozapalnych, moze by¢ jednym z
waznych elementéw bioracych udziat w indukcji procesu zapalnego w trakcie rozwoju

EAE/SM, niezaleznie od sposobu jego zapoczatkowania.

Dotychczasowe badania wykazaty zaangazowanie receptoréw purynergicznych P2X7
w rozwoj szeregu patologii OUN, w ktdrych wystepuje komponent zapalny (Sperlagh i llles
2014). Wykazano, ze nadekspresja P2X7R na oligodendrocytach prowadzi do $mierci tych

komérek in vitro i in vivo, a traktowanie zwierzat z EAE antagonistg P2X7R zmniejsza
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nasilenie objawow EAE (Matute i wsp. 2007). Nie badano natomiast ekspresji tego receptora

na innych komarkach, cho¢ wiadomo ze wystepuje on dos¢ powszechnie w OUN.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie postawione w celu badawczym przeprowadzono
analize profilu czasowego zmian ekspresji P2X7R w mdzgach szczuréow kontrolnych oraz
poddanych EAE. Badania RT-PCR oraz Western blot dostarczyty dowodéw na to, ze w czasie
rozwoju EAE ekspresja receptora ulega zmianom. Poziom mRNA P2X7R zmieniat sie
dwuetapowo. W pierwszym etapie, obejmujgcym faze bezobjawowg, poziom mRNA
wykazywat tendencje wzrostowa, a w drugim etapie (faza objawowa) ekspresja mRNA rosta
statystycznie istotnie (Ryc. 16). Natomiast istotne zmiany w poziomie biatka P2X7R
nastepowaty juz w fazie bezobjawowe] (Ryc. 17). W fazie tej zaobserwowano korelacje
czasowg pomiedzy istotnym statystycznie wzrostem poziomu biatka, a tendencjg wzrostowa
poziomu MRNA dla receptora P2X7. Moze to swiadczy¢ o zaangazowaniu w regulacje
poziomu biatka P2X7R réwniez innych mechanizmdéw oprocz tych dziatajgcych na poziomie
transkrypcji. Wczesny wzrost poziomu biatka receptora P2X7 sugeruje potencjalny udziat
tego receptora w procesach zwigzanych z zapoczatkowaniem stanu patologicznego w
obrebie OUN. Wzrost ten czesciowo moze by¢ reakcjg komorek OUN na rozwijajacy sie w

miejscu podania szczepionki intensywny stan zapalny.

Wzrost poziomu biatka receptora obserwowany w fazie objawowej korelowat ze
wzrostem poziomu mMRNA. Zmiany ekspresji receptora na tym etapie choroby moga
wskazywaé na zwigzek z powstawaniem zmian patologicznych skutkujgcych deficytami
neurologicznymi, poniewaz wzrost poziomu P2X7R koreluje z wystgpieniem objawow
neurologicznych. Analogiczny wzrost ekspresji P2X7R obserwowano w przebiegu
niedokrwienia u szczuréw (Franke i wsp. 2004), jak réwniez w rozwoju pooperacyjnego bdlu

chronicznego (Ying i wsp. 2014) oraz przy uszkodzeniu nerwu kulszowego (Song i wsp. 2015).

Do identyfikacji ,komdrkowego zZrodta” zmian ekspresji P2X7R wykorzystano
izolowane frakcje komoérkowe oraz barwienia immunohistochemiczne skrawkow

mozgowych.

Wbrew oczekiwaniom nie zaobserwowano zmian poziomu biatka tego receptora w
izolowanej frakcji mielinowej w zadnym z badanych punktéw czasowych choroby (Ryc. 18).

Wynik ten moze sugerowa¢ brak bezposredniego zaangazowania receptora w zmiany
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patologiczne w obrebie mieliny, co stoi w sprzecznosci z wynikami badan Matute i
wspoétpracownikdw na tkankach autopsyjnych chorych na SM (Matute i wsp. 2007), ktore
wykazaty wzrost ekspresji P2X7R, zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka, w ostonce
mielinowej nerwu wzrokowego. Wynik ten moze sugerowa¢ odmienny mechanizm
powstawania zmian patologicznych w obrebie mieliny u chorych na SM oraz zwierzat z EAE.
Przyczyng mogg by¢ rdznice gatunkowe, jak rowniez fakt pobrania tkanek post mortem od
pacjentéw z dtugoletnim SM, co w nieunikniony sposéb moze generowaé zmiany w ekspresji

réznych biatek.

Neuronalna ekspresja receptora P2X7 zostata zbadana na frakcji synaptosomalne;j.
Frakcja ta uznana zostata za reprezentacje ekspresji P2X7R w neuronach, poniewaz wczesniej
wykazano obecnos¢ receptora na zakonczeniach nerwowych (Marcoli i wsp. 2008), gdzie
moze on mie¢ wptyw na neurotransmisje poprzez udziat w uwalnianiu glutaminianu oraz

GABA w synapsach (Sperlagh i wsp. 2002; Duan i Neary 2006; Marcoli i wsp. 2008).

We frakcji synaptosomalnej w fazie bezobjawowej EAE obserwowano istotne
statystycznie obnizenie poziomu biatka P2X7R wzgledem zwierzat kontrolnych (Ryc. 19).
Jednoczesnie wystepuje wzmozona ekspresja paneksyny 1, ktéra jest wyrazem aktywacji
receptora P2X7 (Ryc. 34) (Pelegrin i Surprenant 2006; Li i wsp. 2011). Moze to sugerowac
obecnos$¢ mechanizmu kompensujgcego w stosunku do cytotoksycznego dziatania receptora
na neurony we wczesnej fazie EAE. Dopiero po zatamaniu sie tego mechanizmu pojawiaja sie
pierwsze symptomy chorobowe. Potwierdzenie istnienia proponowanego mechanizmu
wymaga dalszych badan. Istotnie jednak, poziom biatka P2X7R w tej frakcji wzrastat w fazie
objawowej (o 20% wzgledem kontroli) (Ryc. 19), a barwienie immunohistochemiczne
potwierdzito obecnos$¢ receptora P2X7 na komdrkach nerwowych, jak réwniez wykazato
wzrost immunofluorescencji w fazie objawowej (Ryc. 20). Wzrost ekspresji P2X7R na
neuronach koreluje czasowo z nasileniem objawéw u zwierzagt poddanych EAE oraz z
wysokim poziomem cytokin prozapalnych. Mozliwe wiec, ze receptor ten jest zaangazowany
w rozwoj objawow EAE rowniez poprzez uszkodzenie neurondéw. Pomimo, ze SM/EAE uwaza
sie przede wszystkim za patologie istoty biatej, opisano wspdtistniejagce uszkodzenia

neurondéw i aksondw w istocie szarej (Pirko i wsp. 2007).
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Aby sprawdzi¢ potencjalny udziat astrocytéw w mozgowe] ekspresji receptora P2X7
przeprowadzono izolacje frakcji gliosomow (GPV), posiadajgcej charakterystyke biatkows i
aktywnos¢ komorek astrocytarnych (Struzyriska 2000). Badanie Western blot tej frakcji
wykazato wczesny wzrost poziomu biatka P2X7R w fazie bezobjawowej EAE i pdzniejszy
spadek w fazie objawowej (Ryc. 21), a barwienie immunohistochemiczne potwierdzito

obecnos¢ i wzmozong immunoreaktywnos¢ receptora P2X7R na astrocytach (Ryc. 22).

Wyniki te sugerujg, ze zrédlem zmian poziomu P2X7R, obserwowanych w
homogenatach mdézgdéw szczurdw we wczesnej fazie rozwoju EAE, jest pula astrocytéow. To
natomiast sugeruje potencjalnie wazng role astrocytow i astrocytarnego receptora P2X7R w
poczgtkowych procesach prowadzgcych do rozwoju objawdéw. Podczas gdy za zmiane
poziomu P2X7R w fazie objawowej odpowiedzialna jest pula komorek nerwowych,
astrocytarna pula P2X7R moze by¢ odpowiedzialna za zapoczgtkowanie i rozwdj objawéw
neurologicznych. Wczesng nadekspresje P2X7R w puli astrocytarnej obserwowano réwniez
w patologiach takich jak: niedokrwienie (Franke i wsp. 2004) czy uszkodzenie rdzenia

kregowego (Wang i wsp. 2004).

Wiadomo, ze astrocyty biorg udziat w kontroli poziomu glutaminianu poprzez zespét
transporteréw dla tego neuroprzekaznika, chronigc neurony przed ekscytotoksycznoscig
(Matute i wsp. 2007). Postuluje sie jednak réwniez istnienie mechanizmu uwalniania
glutaminianu z astrocytow, w ktéry zaangazowany jest P2X7R (Duan i wsp. 2003). Ponadto
aktywacja astrocytarnego P2X7R moze prowadzi¢ do uwalniania ATP (Suadicani i wsp. 2006).
Zarowno ATP jak i glutaminian wykazujg potencjat cytotoksyczny (Pitt i wsp. 2000; Burnstock
2015). Neurotoksyczny wptyw nadmiaru glutaminianu byt obserwowany u pacjentéw z SM
(Stover i wsp. 1997). Wtaczenie komponentu glutaminianergicznego w patomechanizm tej
choroby zostato réwniez wykazane na modelu EAE (Sulkowski i wsp. 2013; Sulkowski i wsp.
2014). Niniejsze wyniki sugerujg mozliwos¢ udziatu astrocytarnego P2X7R w poczatkowych

fazach choroby, poprzez uwalnianie substancji cytotoksycznych takich jak ATP i glutaminian.

Potwierdzeniem wczesnego zaangazowania astrocytdow w rozwdj EAE jest ich
aktywacja. Obecnos¢ reaktywnych astrocytéw obserwowano juz w fazie bezobjawowej (4
dpi), a procesy aktywacji i namnazania komdrek miaty miejsce réwniez w fazie objawowej,

(Ryc. 24). Morfologiczne wyktadniki aktywacji korelowaty ze wzrostem poziomu biatek GFAP i
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S100B uznanymi za markery aktywacji (Ryc. 25 A, B). Jednoczesnie aktywacja astrocytow

wystepowata réwnolegle ze wzrostem ekspresji P2X7R na astrocytach.

Stan reaktywny wigze sie ze zwiekszeniem wrazliwosci astrocytow na ATP oraz
zwiekszong gotowoscig do produkcji i wydzielania cytokin, w tym cytokin prozapalnych.
Astrocytarna pula P2X7R moze by¢ zaangazowana w proces wydzielania cytokin
prozapalnych np. IL-1B (John i wsp. 2001). Tak wiec, krétko po immunizacji (4 dpi) astrocyty
mogg partycypowaé w rozwoju stanu zapalnego w obrebie OUN poprzez aktywowane
receptorem P2X7 wydzielanie cytokin prozapalnych. Wczesna aktywacja astrocytéw moze
by¢ zalezna od wzrostu poziomu ekspresji oraz aktywnosci receptora P2X7 prowadzacej do
zwiekszenia wydzielania IL-1B. Obserwowana korelacja czasowa pomiedzy aktywacjg
astrocytow, wzrostem ekspresji P2X7R oraz wzrostem poziomu IL-18, moze by¢ uzalezniona
od czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Jak wiadomo, aktywacja P2X7R prowadzi do aktywacji
tego czynnika transkrypcyjnego, ktéry jest niezbedny réwniez w procesie pobudzenia
astrocytow (Brambilla i wsp. 2009). Doswiadczenia tej grupy wskazujg na waing role

aktywacji NF-kB w rozwoju objawow w EAE.

Koneksyna o masie czgsteczkowej 43 kDa (Cx-43) jest gtdwnym biatkiem potaczen
szczelinowych (ang. gap junctions) pomiedzy astrocytami. Poziom tego biatka w fazie
bezobjawowej (4 dpi) wzrastat rdwnolegle ze wzrostem markeréw aktywacji astrocytow.
Nastepnie obserwowalismy podwyzszong ekspresje tego biatka w fazie objawowej EAE (10
dpi) (Ryc. 25 C). Wiadomo, ze w stanach patologicznych koneksyny mogg bezposrednio
wptywaé na aktywnos$¢ synaptyczng neurondw (Pannasch i wsp. 2011) oraz na przezycie
neuronéw (Froger i wsp. 2010). Obecnos¢ stanu zapalnego w mdzgu moze prowadzi¢ do
miejscowych nieprawidtowosci w pofaczeniach Scistych oraz zwiekszenia ilosci hemikanatow
(Karpuk i wsp. 2011). Stan zapalny wywotany LPS-em powoduje wzrost aktywnosci
(otwarcie) hemikanatow zbudowanych z Cx43 na astrocytach i jest to zalezne od aktywaciji
mikrogleju oraz obecnosci cytokin prozapalnych (Abudara i wsp. 2015). Biatko to w wyniku
nadekspresji moze tworzy¢ niesparowane hemikanaty, bedgc podobnie jak P2X7R, zrodtem
uwalniania potencjalnie neurotoksycznych substancji takich jak glutaminian czy ATP (Kang i
wsp. 2008; Mika i Prochnow 2012). Tak wiec, obserwowany w bezobjawowej fazie EAE
wzrost ekspresji Cx43 oraz P2X7R, moze przemawiac za istnieniem takiego mechanizmu

uwalniania substancji neurotoksycznych z astrocytéw. Dodatkowo we wczesnym EAE
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obserwujemy warunki sprzyjajgce patologicznemu dziataniu biatka Cx43 tj. wysoki poziom
cytokin prozapalnych, aktywacje astrocytéw oraz komorek mikroglejowych.

W trakcie obserwacji zmian astrocytdw w przebiegu EAE stwierdzono obecnos$é
komérek o cechach klazmatodendrozy (Ryc. 23 D, E). Klazmatodendroza jest stanem
patologicznym powstatym w odpowiedzi na zatamanie sie energetycznej wydolnosci
komorki, ze wspdtistniejgcg kwasicg oraz zahamowaniem funkcji mitochondriow. Zmiany
patologiczne astrocytow tego typu zostaly wczesniej wykazane w chorobie Alzheimera,
niedokrwienia i w modelu padaczki (Kim i wsp. 2011). W dostepne;j literaturze istnieje jedno
doniesienie o klazmatodendrozie w autopsyjnych tkankach chorych na SM (Rafatowska i
wsp. 1992). Natomiast nie byto dotychczas wzmianki o wystepowaniu tego typu patologii w
modelu EAE. Praca zespotu Ryu i wspdtpracownicy (2011) wykazata, ze wakuole astrocytéw z
klazmatodendrozg sg pochodzenia lizosomowego oraz wykazujg obecno$¢ markera LC3-II
charakterystycznego dla autofagosomow. Wskazuje to na powigzanie klazmatodendrozy
astrocytéw ze Smiercig komoérki na drodze autofagii (Ryu i wsp. 2011). Wiadomo, ze
fosforylacja NF-kB aktywuje klazmatodendroze (Ryu i wsp. 2011), jak rdwniez, ze pobudzenie
receptora P2X7R aktywuje NF-kB (Ferrari i wsp. 1997; Skaper i wsp. 2010). Sugeruje, to ze
zahamowanie aktywnosci P2X7R powinno wptyngé¢ protekcyjnie na wystepowanie patologii
astrocytow typu klazmatodendrozy. Jednak z badan Kim (2011) wynika, ze hamowanie
P2X7R z uzyciem specyficznego antagonisty BBG powoduje zwiekszenie ilosci astrocytow
ulegajacych tej patologii (Kim i wsp. 2011). Te przeciwstawne dane mozna wyjasni¢ poprzez
odmienny mechanizmy aktywacji NF-kB. W klazmatodendrozie obserwowano aktywacje NF-
kKB poprzez fosforylacje podjednostki p65 na serynie 529 (Ryu i wsp. 2011), natomiast
aktywacja receptora P2X7R powoduje fosforylacje NF-kB na serynie 276 i 311 podjednostki
p65 (Kim i wsp. 2013), co moze powodowac tworzenie sie odmiennych aktywnych dimerdow

a tym samym odmienny efekt aktywacji.

W niniejszej pracy wykazano rdéwniez zgrubienie wypustek astrocytéow
okotonaczyniowych (Ryc. 23 F, G, H). Wiadomo ze astrocyty, jako sktadnik ztgcza nerwowo-
naczyniowego, wptywajg na stan bariery krew mozg. W patologii SM/EAE limfocyty T
przenikajg do OUN przez komérki endotelium, a nastepnie pokonujg stopki astrocytarne.
Pobudzone astrocyty wykazujg ekspresje biatek adhezyjnych dla komdrek uktadu
odpornosciowego np.: VCAM-1 - ligand dla a 4-integryn (Gimenez i wsp. 2004). Oprdcz
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wzrostu ekspresji biatek przylegania komdrkowego, aktywne astrocyty przynaczyniowe
mogg, dzieki podwyzszonej ekspresji receptora P2X7, wydzielaé cytokiny prozapalne, ktére z
kolei moga wptywa¢ na rozszczelnienie BBB. Tak wiec, aktywacja astrocytow
okotonaczyniowych moze utatwia¢ migracje komérek uktadu odpornosciowego do OUN

poprzez bariere krew-mozg.

Obecnos$¢ P2X7R na mikrogleju byta juz wielokrotnie wykazywana (Parvathenani i
wsp. 2003; Yiangou i wsp. 2006; Takenouchi i wsp. 2007; Kobayashi i wsp. 2011). Badania
lokalizacji receptora P2X7 w niniejszej pracy potwierdzity jego obecnos$¢ na komdrkach
mikroglejowych. Mikroglej charakteryzowat sie wczesnym wzrostem immunoreaktywnosci
dla biatka Ibal oraz zmianami morfologicznymi wskazujgcymi na jego aktywacje (Ryc. 26).
Aktywacja mikrogleju nastepowata réownolegle z aktywacja komorek astrogleju. W trakcie
rozwoju EAE, w fazie bezobjawowej, immunoreaktywnos$¢ P2X7R rosta réwnolegle ze
wzrostem poziomu biatka Ibal. Ekspresja receptora P2X7R na komodrkach mikrogleju wigze
sie z jego udziatem w wydzielaniu przez te komorki cytokin prozapalnych (Ferrari i wsp.
1997), a tym samym w indukcji stanu zapalnego. Do tej pory mikroglej byt uwazany za pule
komédrkowg, ktéra w pierwszej kolejnosci reaguje na czynniki stresowe poprzez wydzielanie
cytokin prozapalnych. Cytokiny oddziatujg zaréwno na komorki uktadu odpornosciowego na
obwodzie, co powoduje ich migracje i gromadzenie w OUN, jak rowniez na komorki
astroglejowe co skutkuje ich aktywacjg. Jak wiadomo, astrocyty réwniez majg zdolnosc
wydzielania cytokin prozapalnych, co implikuje mozliwos¢ wzajemnej aktywacji obydwu puli
komérkowych, a tym samym mozliwo$¢ kooperatywnego generowania stanu zapalnego w

OUN.

W przebiegu niniejszej pracy eksperymentalnej zbadano rdéwniez lokalizacje
receptora P2X7 w obrebie mikronaczyn mézgu. W literaturze brak do tej pory doniesien o
obecnosci tego receptora w mikronaczyniach moézgu szczura, z wyjgtkiem mikronaczyn
siatkéwki (Kawamura i wsp. 2003). Za pomocg barwiern immunohistochemicznych wykazano
obecnos¢ tego receptora w mikronaczyniach mdzgu szczura na naczyniach izolowanych (Ryc.
27; 28; 31) jak réwniez na naczyniach bezposrednio w tkance (Ryc. 29). Analiza
morfologiczna za pomocg podwadjnych barwienn immunohistochemicznych z wykorzystaniem
znakowanych fluorescencyjnie przeciwciat anty-P2X7R, w potaczeniu z przeciwciatami anty-

GFAP lub anty-klaudyna 5 wykazata, obecnos$¢ P2X7R-pozytywnych komérek po zewnetrznej
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stronie naczyn, oraz po wewnetrznej stronie GFAP-pozytywnych stopek astrocytarnych.
Wynik ten sugeruje, ze komorki P2X7R-pozytywne to pericyty. Potwierdzeniem tego jest

kolokalizacja biatka P2X7R z antygenem pericytéw — biatkiem PDGFRp (Ryc. 28).

Pericyty sg komdérkami o charakterze regulatorowym, komunikujgcymi sie z innymi
komérkami tworzgcymi jednostke nerwowo-naczyniowg poprzez fizyczny kontakt, auto i
parakrynnie, a z komdrkami endotelialnymi (EC) takze poprzez potfaczenia sciste. Kontakt
pomiedzy komdrkami endotelialnymi i pericytami jest niezbedny do powstania potgczenia
Scistego. W trakcie powstawania pofgczen scistych w mikronaczyniach, pericyty indukuja
synteze okludyn i klaudyn w EC. Kontakt EC z astrocytami wzmacnia jedynie ekspresje ZO-1
(Gardner i wsp. 1997). Pericyty regulujg Srednice mikronaczyn, a ATP jest jednym z
czynnikdw zwezajacych mikronaczynia siatkéwki (Bonkowski i wsp. 2011). Na podstawie
obecnosci P2X7R na pericytach mikronaczyn moézgowych mozna zatem spekulowaé, ze ATP
rowniez odgrywa regulacyjng role w tych komadrkach. Pericytarny P2X7R moze by¢ jednym z
receptorow odpowiedzialnych za komunikacje z astrocytami, bedgcymi Zrédtem

zewnatrzkomérkowego ATP.

Poniewaz pericyty sg komdrkami zaangazowanymi w regulacje funkcji bariery krew-
mozg, okreslono czy w trakcie rozwoju EAE nastepuja zmiany w ekspresji biatka P2X7R.
Badanie Western blot na frakcji naczyniowej wykazato wzrost poziomu biatka receptora w
fazie bezobjawowej EAE, utrzymujacy sie az do fazy objawowej wtacznie, z wyjatkiem 6 dpi,
gdzie obserwowano powrodt ekspresji do poziomu kontrolnego. Podwyzszony poziom P2X7R
w pericytach moze sugerowaé nieprawidtowe funkcjonowanie pericytow prowadzace do
zwiekszenia przepuszczalnosci BBB, poprzez zwiekszenie transcytozy w komdrkach
endotelialnych (Armulik i wsp. 2010). Interesujgcym spostrzezeniem byt spadek poziomu
P2X7R we frakcji naczyniowej w 6 dpi. Pierwszym mozliwym sposobem wyjasnienia tej
obserwacji moze by¢ uruchomienie komérkowych mechanizmoéow regulujgcych ekspresje
tego biatka. Poniewaz jednak jedynym rodzajem komdrek w obrebie mikronaczyn
wykazujgcym obecnos¢ P2X7R sg pericyty, zmniejszenie ich liczby moze by¢ odpowiedzialne
za obserwowany spadek poziomu biatka P2X7R. Spadek liczby pericytéw moze nastepowad
w wyniku $mierci tych komadrek na skutek pobudzenia P2X7R (jego ekspresja jest zwiekszona
w poprzedzajacym okresie), bagdz tez ich migracji z obrebu naczynia do otaczajgcych tkanek

(Dore-Duffy i wsp. 2000). Przypuszcza sie, ze utrata pericytdw moze petni¢ wazing role w
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patologii takich choréb jak np. udar, nowotwory mézgu, retinopatia cukrzycowa jak réwniez
stwardnienie rozsiane (Bonkowski i wsp. 2011), prowadzgc do miejscowej utraty szczelnosci
BBB (Dore-Duffy i LaManna 2007). Odpowiedz na pytanie czy w powyzszym przypadku
dochodzi do zmniejszenia liczby pericytow czy tez spadku poziomu biatka P2X7R wymaga

dalszych badan.

Badania stanu BBB wykazaty, ze rozszczelnienie nastepuje juz w fazie bezobjawowej
EAE (4 dpi), kiedy obserwujemy nacieki zapalne wokdt naczyn. Réwniez barwienie na
pozanaczyniowg albumine wykazato jej obecno$¢ w przestrzeni miedzykomodrkowe;j.
Albumina moze wydostawac sie ze swiatta naczynia takze na drodze wzmozonej transcytozy.
Jednakze w stanie fizjologicznym komorki endotelialne mikronaczyn moézgu majg niewiele
pecherzykdw pinocytarnych (Sa-Pereira i wsp. 2012), stad zwiekszony jej wyptyw sugeruje
nieprawidtowe funkcjonowanie bariery. Badania biatka klaudyna 5, jednej ze sktadowych
kompleksu budujacego potaczenie sciste pomiedzy komdrkami endotelium, wykazaty spadek
jego poziomu we frakcji naczyniowe] juz w fazie bezobjawowej EAE. Biorgc pod uwage fakt,
ze klaudyny stanowig gtéwne biatka potgczen Scistych (Nitta i wsp. 2003), wynik ten sugeruje

zaburzenie ich dziatania, a tym samym uposledzenie funkcji BBB.

Z drugiej jednak strony, istnieja pewne watpliwosci co do przydatnosci klaudyny 5
jako markera stanu BBB w EAE. Obserwowano bowiem obnizenie ekspresji klaudyny 3, a nie
klaudyny 5 w trakcie rozwoju EAE (Wolburg i wsp. 2003). W naszych badaniach natomiast
obserwujemy korelacje czasowg pomiedzy spadkiem poziomu biatka klaudyna 5 (Ryc. 32), a

wzrostem przepuszczalnosSci naczyn objawiajgcym sie wynaczynieniem albuminy (Ryc. 33).

Warto podkresli¢ rowniez korelacje czasowg pomiedzy wzrostem ekspresji receptora
P2X7R w pericytach, a spadkiem ekspresji biatka klaudyna 5 w komdrkach endotelialnych, co
moze sugerowac zaburzenie mechanizméw regulacyjnych pericyt-komérka endotelialna,

ktore tez mogg skutkowac rozszczelnieniem BBB.

Nalezy jednak mieé¢ na uwadze, ze udziat drogi naczyniowej, jako jedynej drogi
naptywu komdrek odpornosciowych do moézgu chorych z SM, jest dyskusyjny. Dane
literaturowe wskazujg, ze infiltracja mdzgu przez leukocyty nastepuje takze poprzez drogi

zwigzane z ptynem mézgowo-rdzeniowym (Giunti i wsp. 2003), co czeSciowo potwierdza tez
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lokalizacja uszkodzen mieliny (Kutzelnigg i wsp. 2005). Podobna sytuacja moze wystepowacd

w EAE (Brown i Sawchenko 2007).

Istotnym problemem w ocenie wynikow badan wykonywanych przy uzyciu
przeciwciat anty-P2X7R jest ich specyficzno$é. Przeciwciata anty-P2X7R wykorzystane w
niniejszej pracy zostaty zakupione w firmie Alomone Labs (numer katalogowy APR-004).
Przeciwciato jest specyficzne dla fragmentu C koricowego biatka P2X7R. Epitopem jest
peptyd ,(C)KIRKEFPKTQGQYSGFKYPY” znajdujacy sie w biatku na pozycji od 576 do 595 aa
(Ryc. 52). P2X7R posiada jednakze wiele wariantéw splicingowych. U gryzoni wystepuja dwie
petne izoformy posiadajace 13 eksondw i réznigce sie miejscem startu transkrypcji — P2X7RA
(595aa) (Cheewatrakoolpong i wsp. 2005) oraz P2X7RK (592aa) (Nicke i wsp. 2009). Izoformy
P2X7RG oraz P2X7RH posiadajg alternatywny ekson N3 zawierajgcy nowy kodon start, a tym
samym nie posiadajg domeny transbtonowej TM1. lzoformy P2X7RD, P2X7RE, P2X7RF nie
zawierajg natomiast eksonéw 5, 7, 8 lub 7 i 8. Wedtug danych producenta wszystkie te
izoformy receptora powinny by¢ wykrywane przez uzyte w doswiadczeniach przeciwciato.
Istniejg jednak takie izoformy, ktdére nie posiadajg fragmentu biatka przeciwko ktéremu
zostaty wytworzone przeciwciata np.: izoformy P2X7RB, P2X7RC, P2X7RG i P2X7RE, ktore
majg skrécony koniec C (Cheewatrakoolpong i wsp. 2005) oraz izoforma P2X7RJ pozbawiona
wewnatrzkomérkowego korica C, domeny transbfonowej TM2 oraz fragmentu petli zewnatrz

komérkowej (Feng i wsp. 2006).

T Epitop : 576-595
1C{595)

Rycina 52. Lokalizacja epitopu dla przeciwciat anty P2X7R (za http://www.alomone.com/p/anti-
p2x7_receptor_/apr-004/98).

Istniejg dane potwierdzajace, ze rdézne formy transkrypcyjne P2X7R maja odmienne
wiasciwosci. Izoforma P2X7RB w uktadzie nadekspresji ma witasciwosci pobudzajgce

proliferacje, natomiast dodatkowa ekspresja izoformy P2X7RA wykazuje wzmozony efekt
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pobudzajgcy (Adinolfi i wsp. 2010). Sg réwniez badania wskazujgce, ze funkcjonowanie
P2X7R moze by¢ regulowane poprzez ekspresje réznych wariantéw splicingowych P2X7R
(Kido i wsp. 2014). Nalezy zatem mieé na uwadze, ze otrzymane wyniki z uzyciem przeciwciat

anty-P2X7R mogg nie odzwierciedla¢ w petni sytuacji zachodzgcej w mdzgu w przebiegu EAE.

Rola P2X7R w mdzgu nie jest jeszcze w petni poznana. Wiadomo, ze P2X7R zwigzany
jest z procesem zapalnym, ale istniejg réwniez doniesienia o ochronnej funkcji tego
receptora np. poprzez uwalnianie endogennych kanabinoidéw, 2-AG (Witting i wsp. 2006),
czy tez plazminogenu (Inoue i wsp. 1998). Myszy nokauty P2X7R -/- wykazywaty silniejsze
objawy EAE niz myszy dzikie (Chen i Brosnan 2006), co sugeruje, ze P2X7R moze petnié
zarowno pozytywng jak i negatywng role w patologii EAE/SM. Bez watpienia najlepiej
udowodniong dotychczas funkcja patologiczng receptora P2X7 jest udziat w wydzielaniu
cytokin prozapalnych. Jednym z gtownych efektéw aktywacji tego receptora jest dojrzewanie
i wydzielanie interleukiny 1B (Kahlenberg i Dubyak 2004; Mariathasan i wsp. 2006). Dlatego
tez uwaza sie, ze poziom tej cytokiny moze odzwierciedla¢ aktywnos$¢ receptora. Wiadomo
rowniez, ze dziatajgcy poprzez P2X7R ATP jest najbardziej efektywnym stymulatorem

dojrzewania IL-1B (Ferrari i wsp. 2006).

W niniejszej pracy istotny statystycznie wzrost aktywnej formy IL-1B zaobserwowano
dopiero w szczycie objawow (Ryc. 36), jednakze w trakcie badanego przedziatu czasowego
EAE, wzrastat poziom formy nieaktywnej tej cytokiny - pre-IL-1B (Ryc. 35). Wiadomo, ze
receptor P2X7, oprdocz wptywania na dojrzewanie i wydzielanie IL-1B, moze rdéwniez
aktywowac synteze pre-IL-1B. Dziatanie to zachodzi poprzez aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, ktory zwieksza transkrypcje pre-IL-1B (Ryc. 53) (Ferrari i wsp. 1997;
Skaper i wsp. 2010).
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Rycina 53. Schemat obrazujgcy wptyw receptora P2X7 na dojrzewanie IL-1B i na wzrost ekspresji jej
formy prekursorowej pre-IL-1B (wg: Skaper i wsp. 2010).

IL-6 oraz TNF-a sg cytokinami prozapalnymi, ktére uczestniczg w reakcji zapalnej. W
badanym modelu EAE réwniez zaobserwowano wzrost poziomu biatka tych cytokin. Juz 4 dpi
zanotowano tendencje wzrostowg, a w fazie objawowej znaczacy i statystycznie istotny
wzrost poziomu tych biatek. Bezposredni wptyw aktywacji P2X7R na wydzielanie interleukiny
6 jest gorzej udokumentowany, niz to ma miejsce w przypadku IL-1B (Solini i wsp. 1999).
Jednakze poziom cytokin IL-6 i TNF-a moze wzrasta¢ rowniez wtdrnie, na skutek aktywacji

przez IL-1pB (Cieslak i wsp. 2011).

Wzrost stezenia cytokin prozapalnych w tkance niesie za sobg rozlegle konsekwencje.
Miedzy innymi wiadomo, ze cytokiny te majg dziatanie pirogenne (Horai i wsp. 1998),
aktywujg komérki T oraz B (Kindt 2006), wzmagajac dziatanie uktadu odpornosciowego.
Cytokiny prozapalne zwiekszajg réwniez ekspresje biatek przylegania komorkowego,
utatwiajgc tym samym rekrutacje komoérek uktadu odpornosciowego (Bartholomaus i wsp.
2009). IL-1B oraz TNF-a zwiekszajg naptyw komodrek uktadu odpornosciowego do tkanki
zaréwno poprzez zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn, jak tez zwiekszenie ekspresji biatek

przylegania komorkowego takich jak ICAM i VCAM (Cayrol i wsp. 2008).
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Kolejng udowodniong patologiczng funkcjg aktywnego P2X7R jest wywotywanie
Smierci komorkowej (Di Virgilio i wsp. 1998). Za wtasciwosci cytolityczne receptora jest
najprawdopodobniej odpowiedzialna paneksyna 1 — biatko wchodzace w skfad aktywnego
kompleksu P2X7R. Wyniki niniejszej pracy wykazaty wzrost Panx1 w fazie bezobjawowej EAE
powracajgcy do poziomu kontroli w fazie objawowej choroby w neuronach. Obserwacja ta
mogtaby sugerowac uruchomienie neurotoksycznych witasciwosci kompleksu P2X7R. Istniejg
bowiem dane taczace wzrost ekspresji tego biatka ze wzmozong smiercig komoérek (Locovei i
wsp. 2007). Jednakze wzrost ekspresji Panx1 nie pokrywa sie ze zmianami ekspresji biatka

P2X7R, ktérego poziom w neuronach wzrasta dopiero w fazie objawowe;.

5.3.Wptyw antagonisty P2X7R na przebieg EAE oraz na wybrane procesy

patologiczne

Sposrod komercyjnie dostepnych antagonistow P2X7R wybrano BBG, kierujgc sie
brakiem toksycznosci tego zwigzku oraz fatwoscia przekraczania BBB (Peng i wsp. 2009), w

przeciwienstwie do alternatywnego oxy-ATP.

Jako sposéb podania zwigzku wybrano podanie przez cewnik dozylny. Wstepne
badania wykazaty bowiem, ze wielokrotne podawanie dootrzewnowe, ze wzgledu na
objetos¢ iniekcji oraz ryzyko uszkodzenia jelit, moze powodowac wystgpienie u badanych
zwierzgt stanu zapalnego otrzewnej. Stan zapalny w otrzewnej natomiast, wprowadza
dodatkowa zmienng do choroby autoimmunizacyjnej o charakterze zapalnym jaka jest EAE.
Ponadto, nie jest znana dynamika wchtanianie BBG z otrzewnej do krwioobiegu zwierzat.

Wszystkie te czynniki zdecydowaty o wybraniu ww. sposobu podania antagonisty.

Dawka dobowa BBG zostata dobrana na podstawie dostepnej literatury (Ryu i wsp.
2011; Ridderstrom i Ohlsson 2014; Del Puerto i wsp. 2015) oraz wstepnych badan wtasnych.
Wybdr schematu czasowego podan antagonisty byt podyktowany planem zablokowania
aktywnosci receptora réwnolegle z immunizacjg zwierzecia, ze wzgledu na zaktadany udziat

tego receptora we wczesnym etapie rozwoju EAE.

Wybrana dawka oraz sposéb podania antagonisty zwierzetom immunizowanym

spowodowaty opodznienie pojawiania sie objawow neurologicznych oraz ostabienie ich
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nasilenia. Co wiecej, skutkowaty takze mniejszym spadkiem masy ciata, co wskazuje na

lepszy stan ogdlny zwierzat.

Podobny wzdr zmian w wystepowaniu objawow u zwierzat z EAE obserwowata grupa
Lutz i wspdtpracownicy (2013). Opdznienie pojawienia sie deficytdw neurologicznych oraz
spadek ich nasilenia wystepowat u myszy pozbawionych funkcjonalnego genu panxi, jak
réwniez przy podawaniu meflokainy (ang. Mefloquine, MFQ), specyficznego inhibitora
paneksyny 1 (Lutz i wsp. 2013). W zestawieniu z naszymi wynikami mogg one wspierac teze

o funkcjonalnej zaleznosci P2X7R i Panx1.

Zaobserwowana poprawa ogolnego stanu zwierzat moze byé wieloprzyczynowa.
Moze ona m.in. wynika¢ z protekcyjnego wptywu antagonistow receptora P2X7 na komorki
nerwowe, a szczegdlnie ich aksony. Wykazano bowiem, ze podanie BBG chroni aksony przed
uszkodzeniami w modelu niedokrwienia u szczura (Del Puerto i wsp. 2015).

Lepszy stan zdrowia zwierzgt moze réwniez wigza¢ sie z szybszg regeneracjg
aksonow. Wykazano bowiem, ze antagonisci P2X7R wzmagajg wzrost aksonéw (Diaz-
Hernandez i wsp. 2008; del Puerto i wsp. 2012)

Nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze receptory purynergiczne zostaty odnalezione w
niszach komdrek macierzystych (Shukla i wsp. 2005), gdzie odgrywaja role w fizjologii tych
komoérek, regulujgc ich podziaty, réoznicowanie oraz smier¢ (Ulrich i wsp. 2012). Wykazano
ponadto, ze aktywacja receptoréw purynergicznych zwieksza proliferacje progenitoréw
neuralnych w obecnosci czynnikdw wzrostowych in vitro (Mishra i wsp. 2006; Grimm i wsp.
2010). W obliczu tych informacji, podanie BBG moze mie¢ negatywny wptyw na procesy
regeneracyjne, jednakze faza cofania sie objawow EAE oraz pdzniejsze okresy zycia zwierzat
nie byty przez nas badane.

Prawdopodobnie jednak, gtdwng przyczyng poprawy ogdlnego stanu zwierzat byto
ostabienie reakcji zapalnej.

Na wczesnym etapie rozwoju EAE, w mdzgu zwierzat immunizowanych dochodzi do
aktywacji komorek gleju, zarowno astrogleju jak i mikrogleju. Wykazalismy, ze podanie BBG
powoduje znaczgce zahamowanie tego procesu. Aktywacja astrocytdw mierzona poziomem
biatka oraz poziomem immunofluorescencji GFAP zmniejszata sie u zwierzat z EAE, ktérym
podano antagoniste w stosunku do zwierzat z EAE nie traktowanych BBG. Podobny hamujacy

efekt miat miejsce w przypadku mikrogleju, ktérego aktywacja mierzona byta poziomem
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immunofluorescencji lbal. Wyniki te swiadczg niezbicie o istotnej roli receptora P2X7 w
indukcji reaktywnej gliozy w poczgtkowym etapie rozwoju EAE.

Badania innych grup wykazaty, ze blokada receptoréow purynergicznych w modelu
uszkodzenia rdzenia kregowego redukuje glioze i zmniejsza tworzenie blizny astrocytarne;j
(Rodriguez-Zayas i wsp. 2012). W doswiadczeniach tych uzyto niespecyficznych antagonistéw
receptorow z rodziny P2, a wiec takze antagonistéw receptora P2X7. Podobng zaleznosé¢
pomiedzy aktywacjg gleju oraz dziataniem receptora P2X7R zaobserwowata grupa Peng i
wspotpracownicy (2009), ktorzy po podaniu BBG wykazali spadek aktywacji komdrek
glejowych, redukcje stanu zapalnego i mniejsze uszkodzenia tkanki w modelu uszkodzenia
rdzenia kregowego (Peng i wsp. 2009).

Wyniki te s czesciowo sprzeczne z pracg grupy Franke i wsp. (2001), ktéra sugeruje
udziat w aktywacji komorek glejowych gtéwnie receptoréw purynergicznych z grupy P2Y
takich jak P2Y1 i P2Y11, a mniejszy receptoréw z grupy P2X. Niemniej, we wspomnianej

pracy nie badano bezposrednio receptora P2X7 (Franke i wsp. 2001).

Jednakze w przypadku modelu EAE nie jesteSmy w stanie wykluczy¢, ze hamowanie
aktywacji komédrek gleju przez BBG zachodzi wtérnie do hamowania aktywnosci P2X7R
znajdujgcego sie na komodrkach uktadu odpornosciowego. Poniewaz receptor P2X7
wystepuje dos¢ powszechnie w uktadzie odpornosciowym (Bours i wsp. 2011), mozliwe jest,
ze w poczatkowej fazie antagonista hamuje wydzielanie cytokin przez te komoérki w

mechanizmie zaleznym od P2X7R, przez co w efekcie hamuje aktywacje gleju.

Co wiecej, nie mozna réwniez wykluczyé, ze pozytywne dziatanie antagonisty P2X7R
na przebieg EAE opiera sie na hamowaniu proceséw zapalnych na obwodzie, a tym samym

spowolnieniu i ostabieniu procesow zapalnych prowadzacych do rozwoju zmian w OUN.

Istotnie, podanie antagonisty P2X7R spowodowato zahamowanie wzrostu poziomu
cytokin prozapalnych, gtdéwnie aktywnej formy IL-18, ale rowniez IL-6 we wczesnej fazie EAE.
Taka tendencja spadkowa utrzymywata w trakcie catego badanego okresu tj. rowniez w fazie
objawowej. W fazie objawowej podanie BBG zahamowato wzrost poziomu cytokiny TNF-a.
Majac na uwadze doniesienia, ze ATP stymuluje dojrzewanie IL-1B przez P2X7R-zalezny
mechanizm (Ferrari i wsp. 2006), mozna stwierdzi¢ na podstawie otrzymanych wynikéw, ze

mechanizm ten ma miejsce na wczesnym etapie rozwoju EAE. Poniewaz IL-1B znajduje sie na
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szczycie kaskady zapalnej, brak innych czynnikéw zapalnych (indukowanych przez IL-1B)
takich jak IL-6, TNF-a, tlenek azotu, COX-2, iNOS, IL-2 i IFN-B (Arulkumaran i wsp. 2011;

Cieslak i wsp. 2011) moze rédwniez przyczynic sie do hamowania rozwoju stanu zapalnego.

W trakcie rozwoju EAE dochodzi do infiltracji OUN przez komorki uktadu
odpornosciowego poprzez rozszczelniong bariere  krew-mdzg. Komérki  uktadu
odpornosciowego, przechodzac przez BBB wydzielajg cytokiny prozapalne, ktore wptywaja
na dalsze rozszczelnianie BBB (Alvarez i wsp. 2011). Dodatkowo IL-1B posrednio destabilizuje
BBB poprzez zwiekszenie ekspresji metaloproteinazy-9 (MMP-9) (Sozen i wsp. 2009), ktéra to
zaangazowana jest w proteolize biatek potgczen Scistych, takich jak: okludyny, ZO-1,

klaudyna-5 i innych (Bauer i wsp. 2010; Alvarez i wsp. 2011).

Wyniki opisane w rozdziale 4.2.1.5. zasugerowaty potencjalny udziat receptora P2X7
w patologii BBB w trakcie rozwoju EAE. Obnizenie poziomu biatka klaudyna 5 wskazuje na
prawdopodobne rozszczelnienie bariery na skutek rozwijajgcego sie stanu zapalnego w
obrebie OUN. W grupie zwierzat, ktérym podano BBG, poziom biatka klaudyna 5 w fazie
bezobjawowej wzrdst do poziomu 150% w stosunku do zwierzat kontrolnych oraz pozostat
na poziomie kontroli w fazie objawowej (Ryc. 51). Wskazuje to na protekcyjng role
antagonisty receptora P2X7 w utrzymaniu szczelnosci bariery krew-mdzg. Ochronne
dziatanie BBG na BBB moze zachodzi¢ bezposrednio poprzez zlokalizowany na pericytach
receptor P2X7 (4.2.1.5), badZ posrednio, poprzez blokowanie wydzielania cytokiny
prozapalnej IL-1B przez komorki uktadu odpornosciowego na obwodzie (Sozen i wsp. 2009).
Wozrost poziomu biatka powyzej poziomu kontroli (150%) w fazie bezobjawowej EAE w

grupie BBG sugeruje obecnos¢ mechanizmu kompensujgcego utrate szczelnosci BBB.
5.4. Perspektywy uzycia antagonistow P2X7R w leczeniu

Dotychczasowa wiedza wskazuje jednak, ze blokowanie dziatania receptora P2X7R
powinno prowadzi¢ do zahamowania formowania sie inflamasomu (NALP3) a przez to do
zahamowania produkcji aktywnej formy cytokiny IL-1B. Zaangazowanie receptora P2X7 w
procesy zwigzane ze stanem zapalnym sprawia, ze od dtuzszego czasu rozwaza sie jego
wykorzystanie jako potencjalnego celu w terapiach wielu chordb takich jak nowotwory,
choroby ptuc i choroby zapalne stawdw. Zaktada sie réwniez, ze zastosowanie antagonistéw

P2X7R powinno da¢ pozytywny efekt m.in. w chorobach autoimmunizacyjnych (Bours i wsp.

128



2011). O potencjale zwigzkéw blokujgcych dziatanie receptora P2X7 moze Swiadczy¢ fakt, ze
ich zastosowanie w terapii stwardnienia rozsianego zostato opatentowane (Boes 2012).

Niemniej jednak brak jest dotychczas wynikéw badan klinicznych.

Natomiast badania kliniczne 2 fazy nad potencjalnym wykorzystaniem antagonisty
P2X7R w reumatoidalnym zapaleniu stawéw wykazaty ze zwigzek AZD9056 nie ma wptywu
na przebieg tej choroby (Keystone i wsp. 2012). Dotychczasowe dane eksperymentalne, jak
rowniez wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie, wskazujg ze zwigzki blokujgce dziatanie
receptora P2X7 mogg mieé potencjalnie zastosowanie w leczeniu chordb z komponentem
zapalnym. Jednakze do tej pory nie wprowadzono do praktyki klinicznej zadnego zwigzku

dziatajgcego na receptor P2X7, ani tez ogdlniej, na receptory z grupy P2X (Alves i wsp. 2013).
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6. Podsumowanie wynikéw

Poziom biatka receptora P2X7 ro$nie w fazie bezobjawowej oraz w fazie objawowej
EAE. Wzrost w fazie bezobjawowej zwigzany jest z pulg astrocytarng, a wzrost w fazie
objawowej z pulg neuronalng. Nie zaobserwowano zmian w poziomach biatka P2X7R
we frakcji mielinowej.

Receptor P2X7 wystepuje w mikronaczyniach mdzgowych na komoérkach
pericytarnych, jego ekspresja jest podwyzszona w przebiegu EAE (z wyjatkiem 6 dpi) i
koreluje czasowo ze spadkiem ekspresji klaudyny 5 — gtéwnego biatka potaczen
Scistych.

W trakcie rozwoju EAE nastepuje wczesna (4 dpi) aktywacja komédrek glejowych,
zaréwno astrocytéw jak i mikrogleju oraz wzrost poziomu biatka aktywnych i
prekursorowych form cytokin prozapalnych takich jak IL-1, IL-6 i TNF-a.

Zwierzeta poddane EAE, ktérym podano BBG, rozwijaja objawy pdiniej oraz z
mniejszym nasileniem niz zwierzeta kontrolne i wykazujg lepszy ogélny stan zdrowia.
Podanie BBG nie wptywa na ekspresje receptora P2X7, powoduje natomiast
zahamowanie aktywacji komorek astroglejowych i mikroglejowych.

Zablokowanie aktywnosci receptora P2X7R hamuje wzrost poziomu cytokin
prozapalnych po wywotaniu EAE oraz spadek poziomu klaudyny 5, biatka potaczen

Scistych i markera stanu BBB.
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7. Whnioski

1.

4.

Obserwowany w fazie bezobjawowej EAE wzrost ekspresji biatka receptora P2X7R na
komdrkach gleju i pericytach mikronaczyn mdzgowych, skorelowany ze wzrostem
jego aktywnosci (wyrazonej zwiekszeniem poziomu cytokin prozapalnych), sugeruje
zaangazowanie tego receptora we wczesne etapy choroby.

Wystepujgca w przebiegu EAE wczesna aktywacja gleju zwigzana z indukcjg stanu
zapalnego jest procesem, przynajmniej czesciowo, zaleznym od receptora P2X7.
Protekcyjne dziatanie antagonisty receptora P2X7 wobec klaudyny 5 — biatka potaczen
Scistych i markera przepuszczalnosci BBB — sugeruje udziat tego receptora w
mechanizmach zwigzanych ze zwiekszeniem przepuszczalnosci BBB we wczesnych
etapach EAE.

Zahamowanie aktywnosci receptora P2X7 poprzez zastosowanie specyficznego
antagonisty poprawia stan zwierzgat, ostabia i opdznia objawy choroby, ale nie hamuje
catkowicie ich wystgpienia, co $wiadczy o tym, ze mechanizmy uruchamiane przez

ten receptor stanowig jedynie czes¢ ztozonego patomechanizmu choroby.
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