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Streszczenie |

Stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiplex, SM) jest przewlekta chorobg osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
o0 podiozu autoimmunologicznym. Etiologia SM wciaz nie jest poznana. Od poczatku choroby zachodzg w OUN dwa
procesy patologiczne: zapalenie i neurodegeneracja. W reakcji zapalnej posredniczg autoreaktywne mielinowoswoiste
limfocyty T. Koficowym etapem rozwoju SM jest demielinizacja i zniszczenie aksonow, co doprowadza do zaburzefi
neurologicznych. Aby zdoby¢ informacje o mechanizmach rozwoju SM, czgsto wykorzystuje si¢ rozne modele do$wiad-
czalne tej choroby. Wsrdd tych modeli nalezy wymieni¢ myszy knockout (tzw. mutanty mielinowe), chemicznie induko-
wane w OUN zmiany zapalne i wirusowe oraz modele autoimmunizacyjne. Do zwierzat knockout, umozliwiajacych po-
znawanie mechanizmdw demielinizaciji, zaliczamy m.in. myszy Shiverer pozbawione gendw dla biatka zasadowego mieliny
(MBP), myszy Rumpshaker i.Jimpy bez gendw dla lipofiliny (PLP) oraz myszy bez glikoproteiny zwigzanej z mieling (MAG).
Uzycie rdznych toksyn, takich jak kuprizon czy bromek etydyny, rowniez umozliwia badanie mechanizmow powstawa-
nia de-/remielinizacji w OUN. Do wirusowych modeli SM zaliczamy modele wywotane wirusem Semliki Forest i wiru-
sem Theilera. Najbardziej znanym i szeroko uzywanym do$wiadczalnym modelem zwierzgcym SM jest doswiadczalne
autoimmunizacyjne zapalenie mozgu i rdzenia kregowego (EAE). Zaden z wymienionych powyzej modeli nie nasladuje
wiernie powstawania i przebiegu tej choroby. Mimo to mozemy dzigki nim poznawa¢ mechanizmy regulacji odpowiedzi
immunologicznej, ktdre w przyszioSci moga by¢ podstawa do opracowania nowych, skutecznych metod farmakologicz-
nego leczenia SM iinnych podobnych chor6b.

Stowa kluczowe: stwardnienie rozsiane, do§wiadczalne autoimmunizacyjne zapalenie mozgu i rdzenia kregowego, wirus
Theilera, demielinizacja, modele doSwiadczalne

Summary |

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system (CNS). Aetiology of SM is still
unknown. Two pathological processes: inflammation and neurodegeneration are present from the beginning of MS.
Autoreactive myelin-specific T cells can mediate the inflammatory response. Final stage of the development of MS is
demyelination and axonal damage, which leads to the appearance of neurological symptoms. Several experimental mod-
els of MS were developed to get information about the mechanisms of the disease development. Those models include
knockout mice (known as myelin mutants), chemically induced inflammation in the CNS, viral and autoimmune models.
Knockout animals with blocked gene for myelin basic protein (MBP), mice Rumpshaker and Jimpy without genes for
proteolipid protein (PLP), and mice with blocked gene for myelin associated glycoprotein (MAG) have been used to
study the mechanisms of demyelination. The use of various toxins such as ethidium bromide or cuprizone also allows
the study of the mechanisms of de-/remyelinization in the CNS. Viral models of MS can be induced by Semliki Forest
virus and Theiler’s virus. The well-known and widely used experimental model of MS is experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). None of the mentioned above models perfectly initiate development and course of this dis-
ease. However, thanks to them the pathological mechanisms leading to development of MS can be studied.

Key words: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), Theiler’s murine encephalomyelitis
virus (TMEV), demyelination, experimental models
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SM JAKO CHOROBA NEURODEGENERACYJNA
0 PODLOZU AUTOIMMUNOLOGICZNYM

czestszq chorobg demielinizacyjng oSrodkowego uktadu

nerwowego (OUN) wystepujac u ludzi. SM po raz pierw-
szy zostafo opisane przez Jeana-Martina Charcota w 1868 roku
jako rzadka choroba neurologiczna tamtych czasow. Obec-
nie w Polsce choruje na nig okofo 50-60 tys. 0sob. Najwyzszy
wskaZznik zapadalnosci odnotowuja kraje Europy Poinocnej
oraz USA. W innych populacjach schorzenie to wystepuje rza-
dziej, a w obszarach tropikalnych praktycznie si¢ go nie spo-
tyka. Choroba dotyka gléwnie osoby miode, migdzy 20. a 40.
rokiem zycia, z przewaga zachorowan u kobiet (2:1). Cecha
charakterystyczng SM jest jego heterogennos¢, co oznacza,
ze nie ma typowego schematu przebiegu klinicznego. Obja-
wy choroby zalezg od tego, ktdry z obszardw OUN jest uszko-
dzony. Typowymi objawami, zwykle niewystepujacymi jedno-
cze$nie u jednego chorego, sg zaburzenia wzroku, problemy
z utrzymaniem réwnowagi, niedowtady, zaburzenia napiccia
mig§niowego, zaburzenia mowy, meczliwos$¢, zaburzenia funk-
cji zwieraczy, nadwrazliwo$¢ na ciepto, zaburzenia percepcii
i zaburzenia emocjonalne.
SM moze wystgpowaé w czterech postaciach klinicznych.
Posta¢ remitujaco-nawracajaca (relapsing-remitting, RR) wy-
stepuje na poczatku rozwoju schorzenia, odnotowuje si¢ ja
u okoto 85-90% wszystkich pacjentdw; RR przebiega z rzuta-
mi, migdzy ktorymi wystepuja okresy remisji choroby. Posta¢
wtornie postepujaca (secondary progressive, SP) dotyczy okoto
80% chorych; po poczatkowym przebiegu z rzutami nastgpuje
stafa wtorna progresja choroby. Kolejne dwie postacie SM to
postac pierwotnie postepujaca (primary progressive, PP), doty-
czaca okoto 10% pacjentow, i postac postepujaco-nawracajaca
(progressive-relapsing, PR), ktora jest najrzadsza formg SM.
Posta¢ PP-SM charakteryzuje si¢ stala progresja, wystepujaca
od poczatku trwania choroby z epizodami pogorszei.
Liczne wyniki badaf naukowych potwierdzaja, ze od poczatku
SM zachodza w OUN pacjenta dwa patologiczne procesy: za-
palenie i neurodegeneracja. Proces zapalny uwarunkowany jest
patologiczng reakcja immunologiczng skierowang przeciwko
biatku mieliny wlasnego OUN, wiaze si¢ on z rzutami choroby.
Neurodegeneracja prawdopodobnie zachodzi niezaleznie od
zapalenia i moze powodowaC uszkodzenie aksondw, co jest
zwigzane z ciaglym pogarszaniem si¢ sprawnoSci fizycznej
chorego. Jak dotad jednoznacznie nie okreslono, ktory z tych
procesow inicjuje chorobe: czy mielinowoswoiste limfocyty T
(proces zapalny) czy tez $mier¢ oligodendrocytow — proces
demielinizacyjny z wtornym uszkodzeniem aksondw (neuro-
degeneracja).
Uwaza sie, ze choroba zainicjowana jest aktywacja autoreak-
tywnych limfocytow T uczulonych na sktadniki mieliny. Mie-
lina to tkanka tluszczowa izolujgca widkna nerwowe OUN,
ktorej uszkodzenie znieksztatca lub hamuje przekazywanie
informacji z mozgu do innych czgsci ciafa, co prowadzi do za-
burzenia jego prawidiowego funkcjonowania. Autoreaktywne

S twardnienie rozsiane (fac. sclerosis multiplex, SM) jest naj-

232 | limfocyty T mogg stymulowac wzrost ekspresji chemotaktycz-

nych cytokin i czasteczek adhezyjnych w OUN, co powoduje
migracje limfocytow T oraz makrofagow do istoty biatej OUN
i w konsekwencji prowadzi do wytworzenia ognisk zapalnych
i obszarow demielinizacji.

Nie wyklucza sie, ze Smier¢ oligodendrocytow, ktora ma miej-
sce doS¢ wezesnie w rozwoju SM, moze inicjowaC powstawa-
nie ognisk demielinizacyjnych w OUN nawet przed rozwojem
zapalenia’. Obecnos¢ zapalenia u chorych na SM mozna
w tej hipotezie tiumaczy¢ na dwa sposoby. Procesy zapalne
mogg by¢ inicjowane w miejscach, w ktorych nastapita duza
utrata mieliny, lub tez zapalenie moze si¢ pojawia¢ jako proba
walki z niszczacymi procesami inicjowanymi $miercig oligo-
dendrocytow*Y.

Stwierdzono, ze w postaci choroby przebiegajacej z rzutami
dominuje proces zapalny, a w postaci pierwotnie i wtornie po-
stepujacej — procesy neurodegeneracyjne®. Wiadomo, ze ko-
morkami infiltrujagcymi OUN sg przede wszystkim monocyty,
limfocyty T CD4+ i CD8+, nieliczne limfocyty B, neutrofile
i eozynofile®. Koficowy etap rozwoju SM stanowig procesy
degeneracyjne: demielinizacja i zniszczenie aksondw z utratg
ich funkeji, co doprowadza do zaburzef neurologicznych®?.
Uwaza sie, ze o nawrotach choroby i jej postepujacym przebie-
gu decyduje tzw. zjawisko rozprzestrzeniania si¢ epitopow an-
tygenowych. Z danych pochodzacych z badaf nad zwierzgtami
wynika, ze sktad autoreaktywnych limfocytow T nie jest staly
- zmienia si¢ wraz z postgpem choroby. Wiele badafi sugeru-
je, ze nawroty choroby i jej przebieg moga by¢ mozliwe dzigki
odpowiedzi limfocytow T na nowe autoantygeny powstajace
w przebiegu schorzenia. Podczas rozwoju SM dochodzi do
zniszczenia skfadnikow OUN, ktorych fragmenty sg wytapywa-
ne przez makrofagi, komdrki dendrytyczne, limfocyty B i pre-
zentowane antygenowo swoistym limfocytom T. Rozprzestrze-
nianie si¢ specyficznosci odpowiedzi immunologiczne] (zba-
dane na zwierzgtach z do§wiadczalnym autoimmunizacyjnym
zapaleniem mozgu i rdzenia kregowego, EAE) moze zachodzi¢
od jednego epitopu do drugiego na tym samym biatku (tzw.
wewnatrzczasteczkowe rozprzestrzenianie si¢ epitopow, np.
od PLP 139-151 do PLP 178-191) oraz od epitopu na jednym
biatku do innego epitopu na drugim biatku (mi¢dzykomor-
kowe rozprzestrzenianie si¢ epitopu, np. od PLP 139-151 do
MOG 92-106)1%13. Zjawisko rozprzestrzeniania si¢ epitopéw
to patogenny proces umozliwiajacy spontaniczne generowanie
nowych encefalitogennych limfocytow T zdolnych do indukcji
nawrotow i podtrzymywania autoimmunizacyjnego charakteru
choroby.

ETIOLOGIA SM

Etiologia choroby nie jest znana. Duzym uznaniem cieszg si¢
trzy teorie powstawania SM, tj. teoria wirusowa, gdzie czyn-
nikiem inicjujacym chorobe jest infekcja wirusowa, teoria im-
munologiczna, w ktdrej czynnik inicjujacy to aktywacja auto-
reaktywnych limfocytow T, i teoria wirusowo-immunologiczna,
gdzie czynnik wirusowy inicjuje chorobe, a proces chorobowy
ma charakter immunologiczny. Nalezy tez wspomnie¢ o czynni-
ku genetycznym, gdyz wykazano, ze dziedziczenie okreSlonego
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typu czasteczek gfownego uktadu zgodnosci tkankowej czto-
wieka (human leukocyte antigen, HLA), szczegdlnie HLA-DR?2,
zwigzane jest z 4-krotnie czgstszym wystgpowaniem tego scho-
rzenia niz przy innym typie HLA. Uwaza sig, ze typ HLA-DR2
moze wydajnie prezentowa antygeny osfonki mielinowej dzie-
wiczym autoreaktywnym limfocytom T. Dodatkowo wiadomo,
ze SM wystepuje znacznie czgsciej w klimacie umiarkowanym
i chfodnym niz goracym. Jak dotad nie zostat wyjasniony me-
chanizm dziatania tego czynnika.

Wskazywano na udziat wielu r6znych wiruséw w zapoczat-
kowywaniu kaskady patologicznych mechanizméw powodu-
jacych rozwdj SM. Z mozgu pacjentdw z SM wyizolowano
kwasy nukleinowe co najmniej 14 wirusow, jednak jak dotad
jednoznacznie nie ustalono, ktory z nich mdgtby doprowadza¢
do rozwoju SM19,

Wydaje si¢, ze hipoteza molekularnej mimikry, ktora znana jest
juz od 1964 roku, moze w znacznym stopniu ttumaczy¢ r6zno-
rodne objawy tej choroby oraz jej etiologie. Molekularna mi-
mikra wystepuje wtedy, gdy peptydy wiruséw™ lub bakterii'®
wykazujg duze podobiefistwo pod wzgledem sekwencji i struk-
tury do antygenow wiasnych organizmu gospodarza, w przy-
padku SM do jego antygenéw mielinowych. Podobiefistwo to
stymuluje uktad odpornosciowy do produkcji autoreaktywnych
przeciwcial. Fujinami i wsp. udowodnili, ze reakcja krzyzowa
mi¢dzy epitopami polimerazy wirusa zapalenia watroby typu B
(hepatitis B virus) a encefalitogennymi epitopami zasadowego
biatka mieliny (myelin basic protein, MBP) moze spowodowacé
u krélikow indukcje autoimmunizacyjnego do$wiadczalnego
zapalenia mozgu i rdzenia kregowego (experimental auto-
immune encephalomyelitis, EAE)!7. Do reakcji krzyzowej
dochodzi na etapie aktywacji autoreaktywnych limfocytow
T CD4+, ktorym w kontekscie czasteczek MHC klasy 11
zostaly zaprezentowane epitopy antygenow. W ten sposob
pierwszy raz zademonstrowano mozliwo$¢ wywotania reakcji
(choroby) autoimmunizacyjnej indukowanej peptydem wiru-
sa”. W kontekscie molekularnej mimikry sugeruje si¢ tez udziat
biatek szoku cieplnego (heat shock protein, HSP) w rozwoju SM.
Biatka te ulegajg ekspresji w warunkach podwyzszonej tempe-
ratury lub innych czynnikow wystepujacych w procesie zwalcza-
nia infekcji. Odkryto zwickszona ekspresje aB-krystaliny (biatka
szoku cieplnego) w miejscu demielinizacji u pacjentéw z SM.
Biatka te cechuje bardzo duzy konserwatyzm, co znaczy, ze HSP
cztowieka i bakterii nie roznig si¢ w sposob znaczacy. Moze si¢
zdarzy¢, ze wielokrotne infekcje bakteryjne, uczulajac gospoda-
rza na swoje HSP, doprowadzaja do odpowiedzi przeciwko jego
wiasnym komorkom, w ktorych zaszta ekspresja tych biatek.
Liczne eksperymenty na réznych zwierzecych modelach SM
oraz badania krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR)
pacjentéw z SM wskazuja, ze o powstaniu choroby decydu-
ja autoreaktywne limfocyty T CD4+, molekularna mimikra
irozne mikroby, takie jak Chlamydia pneumoniae, wirus grypy,
wirus Torque teno (TTV), wirus Epsteina-Barr (EBV), ludzki
herpeswirus typu 6. (HHV-6)152,

Bedac chorobg OUN, SM nie moze by¢ bezposrednio badane
i do zdobycia informacji o mechanizmach jego powstawania
konieczne jest wykorzystywanie roznych modeli doswiadczal-

AKTUALN NEUROL 2009, 9 (4), p. 231-239

nych tej choroby. Wsrdd tych modeli nalezy wymieni¢ tzw.
myszy knockout (z zablokowanymi genami kodujacymi biat-
ka mieliny, tzw. mutanty mielinowe), chemicznie indukowane
zmiany zapalne, modele wirusowe i autoimmunizacyjne.

MODELE GENETYCZNE SM

Do zwierzat knockout (KO) zaliczamy m.in. myszy Shiverer
pozbawione gendw dla biatka zasadowego mieliny (myelin ba-
sic protein, MBP), myszy Rumpshaker i Jimpy bez genow dla
lipofiliny (proteolipid protein, PLP) oraz myszy bez glikoprote-
iny zwigzanej z mieling (myelin-associated glycoprotein, MAG).
Modele te charakteryzujg si¢ przede wszystkim zaburzeniami
procesu mielinizacji i stuzg gfownie do poznawania mechani-
zmow powstawania mieliny®”. Ponadto obecne sg w nich za-
burzenia przekaznictwa sygnatow nerwowych, a w niektorych
przypadkach kliniczne objawy choroby.

Myszy Shiverer charakteryzuja si¢ delecja gidwnego fragmentu
genu kodujacego biatko MBP, ktora uniemozliwia jego trans-
lacje. Jest to mutacja autosomalna recesywna, ktora u myszy
manifestuje si¢ drzeniem podczas chodzenia. OUN takich
mutantow nie ulega prawidiowej mielinizacji z powodu niewla-
Sciwej kondensacji czasteczek mieliny tworzacych ostonki ak-
sonow. W obwodowym uktadzie nerwowym nie obserwuje sie
takiej nieprawidtowosci. Myszy z mutacjq shiverer zyja Srednio
50-100 dni®.

Myszy Rumpshaker charakteryzuja si¢ punktowa mutacja w ge-
nie kodujacym lipofiling (PLP). Mutacje w tym genie powoduja
zaburzenia procesu mielinizacji zaréwno u zwierzat, jak i u lu-
dzi. Morfologiczna ocena myszy z mutacja rumpshaker wskazuje
na catkowity brak mielinizacji aksonéw rdzenia kregowego lub
ich otoczenie nieproporcjonalnie cienkimi pochewkami mieli-
nowymi, podczas gdy w nerwie wzrokowym mielinowe osfonki
aksonoéw majg wlasciwa grubos$¢?¢2". Badania ultrastruktury
mieliny u myszy z badang mutacja wykazaly duze podobiefi-
stwo do myszy typu dzikiego. Jedynie niewielka ilo$¢ mieliny
u mutantéw mielinowych wykazuje niewtasciwe ufozenie jej
czasteczek®”. Stwierdzono réwniez zwigkszone wytwarzanie
mieliny wokdt krotkich aksonéw w przeciwiefistwie do dtugich,
z ktorych wiele nie jest pokrytych micling®.

Mutacja jimpy zostala po raz pierwszy opisana w 1954 roku®;
zachodzi ona, podobnie jak mutacja rumpshaker, w genie dla
biatka lipofiliny. Mutacja ta doprowadza do niewfasciwej kon-
densacji mieliny, przez co staje si¢ ona fizycznie niestabilna®”.
Z powodu uposledzonego procesu dojrzewania oligodendro-
cytow 1 w konsekwencji ich $mierci liczba dojrzatych komorek
glejowych formujacych ostonki mielinowe zredukowana jest
do okoto 50%". Jedynie 1-3% aksondw jest otoczonych przez
pochewki mielinowe®?. U myszy Jimpy stwierdzono rowniez
zmniejszong diugo$¢ aksonow® i ich obrzek®®. Dodatkowo
obserwuje si¢ astrocytoze, szczegolnie w rdzeniu krggowym®?,
ze znaczacym wzrostem kwasnego wiokienkowego biatka gle-
jowego (glial fibriallary acidic protein, GFAP)®®. Fenotypowo
myszy z mutacjq jimpy wykazuja rozne nieprawidtowosci neu-
rologiczne, do ktorych nalezg drzenie i napady toniczne (skur-
cze miesni). Smier¢ myszy wystepuje w 4. tygodniu po poro-
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dzie, kiedy to mielinizacja powinna osiagna¢ swoje maksimum.
MAG uczestniczy w budowaniu ostonki miclinowej tylko w 1%
wOUN iw0,1% w obwodowym uktadzie nerwowym®©”. Gliko-
proteina ta zlokalizowana jest na powierzchni zaréwno oligo-
dendrocytow, jak i komorek Schwanna i poSredniczy w interak-
cjach miedzy komoérkami nerwowymi a komérkami glejowymi
tworzacymi mieling®*4?. Myszy bez MAG charakteryzujq si¢
zaburzeniami w zapoczatkowaniu procesu formowania osto-
nek mielinowych, np. wokot aksonu nerwu wzrokowego, oraz
integralnosci mieliny. W obwodowym ukfadnie nerwowym pa-
tologiczne zmiany dotycza jedynie integralno$ci mieliny“'+.

MODELE CHEMICZNE SM

Podanie roznych toksyn, takich jak kuprizon czy bromek ety-
dyny, do OUN prowadzi do powstawania obszaréw demielini-
zacji. Modele te sg szeroko stosowane w badaniach mechaniz-
moéw powstawania de-/remielinizacji.

Wewnatrzkomorowe wstrzyknigcie bromku etydyny powoduje
u szczuréw obrzek miedzykomorkowy naskorka i degeneracije
oligodendrocytow. Wiele aksonow ulega demielinizacji w ciggu
6 dni po jego podaniu. Zniszczone ostonki mielinowe akso-
now komorek nerwowych sa fagocytowane przez makrofagi/
mikroglej. W modelu tym mozliwy jest proces remielinizacji, do
ktorego przyczyniajq sig komorki Schwanna, ale odbudowane
ostonki mielinowe sg cienkie™.

Kuprizon jest najlepszym zwiazkiem chemicznym powodujg-
cym demielinizacj¢®+?. Karmienie nim mtodych myszy przez
kilka tygodni powoduje u nich niemal catkowitg wstepng de-
mielinizacje OUN. Proces ten wywotany jest degeneracjg oligo-
dendrocytow, ale z czgSciowym zachowaniem aksondw. Dzigki
obecnosci niezniszczonych aksonow komdrek nerwowych moze
zaj$¢ doS¢ niezwykie zjawisko powstawania niedojrzatych komo-
rek glejowych zardwno astrocytarnej, jak i oligodendroglejowej
natury. Zniszczone w trakcie demielinizacji ostonki mielinowe
fagocytowane sq przez mikroglej/makrofagi i astrocyty. Wiado-
mo, ze zniszczenie ostonek mielinowych zalezne jest czg$ciowo
od stezenia kuprizonu“®.

WIRUSOWE MODELE SM

WIRUS SEMLIKI FOREST
(SEMLIKI FOREST VIRUS, SFV)

SFV jest alfawirusem nalezacym do rodziny Togaviridae. Zo-
staf on po raz pierwszy wyizolowany z ciata komara z Sem-
liki Forest w Ugandzie w 1942 roku. Afryka jest naturalnym
miejscem wystepowania tego wirusa. To wta$nie na tym kon-
tynencie moze on atakowac konie i ludzi. Jego nosicielami sg
komary. W wielu przypadkach infekcja wirusem charakteryzuje
si¢ niewielkim wzrostem temperatury ciata®. SFV jest szeroko
wykorzystywany w badaniach laboratoryjnych na zwierz¢tach
(gtownie myszach) jako model stuzacy do badania szeregu
procesow doprowadzajacych do powstawania rdznych neuro-
patii oraz poznawania mechanizméw indukujacych demielini-

234 | zacjc w OUN®,

Najczgsciej wystepujace szczepy wirusa to A7 1 A7(74), ktore
sa odpowiednio wirulentne i niewirulentne dla dorostych my-
szy. Wszystkie szczepy wirusa sg wirulentne dla noworodkow
i mysich oseskow. Szczep M9 jest wykorzystywany do badania
powstawania obszaréw demielinizacji®?. Wirus podaje si¢ do-
otrzewnowo 3-tygodniowym myszom, u ktdrych jest obecny do
24 godzin, nastepnie po 48 godzinach jego miano spada i juz
mniej wigcej po 4 dniach wirus nie jest wykrywalny we krwi®?.
Za pomocg reakcji RT-PCR stwierdzono brak RNA wirusa M9
w mozgu dopiero po 90 dniach®®.

Skutkiem infekcji wirusem Semliki Forest jest demielinizacja
oraz zapalenie opon mozgowych i mézgu. W parenchymie
OUN obserwuje sic wowczas okotonaczyniowe nacieki z ko-
morek zapalnych widoczne juz od 3. dnia po podaniu wirusa®,
ktore odpowiadaja miejscom infekcji®s". Obszary zniszczenia
mieliny powstaja rowniez w nerwie wzrokowym; widoczne sg
takze zmiany w transporcie aksonalnym®®,

WIRUS THEILERA (THEILER’S MURINE
ENCEPHALOMYELITIS VIRUS, TMEYV)

Wirus Theilera wywotuje wirusowe zapalenie mozgu i rdzenia
kregowego u myszy (Theiler’s murine encephalomyelitis virus,
TMEV). Zostat on wyizolowany w 1934 roku przez Maksa
Theilera, ktory otrzymat Nagrode Nobla za wynalezienie pierw-
szej skutecznej szczepionki przeciwko zoitej febrze®*. TMEV
nalezy do rodziny Picornaviridae. Wirus ten atakuje myszy
i szczury, ale chorobg demielinizacyjng wywotuje tylko u myszy.
Predysponowane do rozwoju sa myszy szczepu SJL/J, u kto-
rych to po wewnatrzczaszkowym podaniu wirusa wystepuje
dwufazowy przebieg choroby. Podczas pierwszego tygodnia
(ostra faza) myszy wykazuja zapalenie istoty szarej mozgu
1 rdzenia kregowego. Antygen wirusa jest wowczas obecny
gtownie w neuronach OUN®P. Nastepnie, mniej wigcej miesiac
po podaniu wirusa (faza przewlekta), u myszy stwierdza si¢
nadmierne napigcie (spastycznos¢) miesni koficzyn, co jest wy-
nikiem demielinizacji w obrebie istoty bialej rdzenia kregowe-
go. Obszary demielinizacji zwiazane sg z okotonaczyniowa in-
filtracja komorek jednojadrzastych. Na skutek dziatania wirusa
obserwuje si¢ rowniez zniszczenie aksondw, minimalng remie-
linizacjg i postgpujaca akumulacjg deficytow neurologicznych.
Podczas przewlektej fazy antygeny wirusa obecne sg wewnatrz
oligodendrocytow, astrocytow i makrofagow/mikrogleju, ale
nie w neuronach®,

Sposrod wirusowych modeli SM powodujacych demieliniza-
cje najlepiej scharakteryzowany zostat ten z indukowang przez
wirus Theilera. Model ten doskonale nadaje si¢ do badania
interakcji migdzy wirusem, mieling i uktadem immunologicz-
nym®%. Patologic TMEV i SM charakteryzuja si¢ duzym
podobiefistwem; uwaza si¢, ze jest to unikatowy, jeden z nie-
licznych modeli nasladujacych swym przebiegiem postepujace
postacie SM: pierwotnie postepujacg (PP), wtdrnie postepuja-
cg (SP) i remitujaco-nawracajacg (RR)©", Kliniczny przebieg
wielu modeli SM jest ostry jednofazowy lub remitujaco-naw-
racajacy. Stuzg one gtéwnie do badania tylko postaci RR-SM.
Doktadny mechanizm demielinizacji powodowane] infekcja
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TMEV nie jest znany. Istnieja dwie gtowne hipotezy: wirus do-
prowadza bezpoSrednio do zniszczenia komorek tworzacych
mieling, czyli oligodendrocytow, lub uruchamia mechanizmy
immunologiczne. Jedynie infekcja zywym wirusem powoduje
demielinizacj¢®. Wszystkie komorki immunologiczne, wigcza-
jac w to limfocyty T i B oraz makrofagi, odgrywaja istotng role
w tym procesie®%. W przeciwienstwie do EAE® 1 innych
modeli wirusowych SM7 adoptywny transfer komérek immu-
nologicznych od myszy zainfekowanych wirusem TMEV do
syngenicznych myszy (biorcéw) nie indukuje u nich demieli-
nizacji‘™.

DOSWIADCZALNE AUTOIMMUNIZACYJNE
ZAPALENIE MOZGU
1 RDZENIA KREGOWEGO (EAE)

HISTORIA ROZWOJU EAE

SM jest chorobg spontanicznie wystepujaca tylko u ludzi. Im-
munizacja ssakow, w tym takze ludzi, biatkami pochodzacymi
z OUN nie indukuje SM, ale rozlegte zapalenie mozgu i rdze-
nia kregowego. Zauwazono to juz pod koniec XIX wieku, kiedy
to podawano ludziom szczepionki sporzadzone z kroliczych
rdzeni kregowych zakazonych wirusem wscieklizny. Powstaja-
ce neurologiczne komplikacje spowodowane byly niezupetnym
oczyszczeniem szczepionki z tkanki nerwowej krolika. Stosunko-
wo niedawno zaobserwowano, ze podanie szczepionki sktadaja-
cej sie z amyloidu beta w chorobie Alzheimera spowodowato
zapalenie mozgu i rdzenia krggowego. Kolejnym ogromnym
krokiem w rozwoju modeli zwierzecych choréb demieliniza-
cyjnych byto wykazanie przez Riversa i wsp., ze wielokrotne
domi¢$niowe podawanie matpom ekstraktéw mozgu krolika
prowadzi u nich do zaburzenia neurologicznego™. Immuno-
histochemiczne badania mézgow tych matp ujawnity obszary
zniszczenia mieliny przez okofonaczyniowe nacieki komorek
jednojadrzastych. W modelu zaproponowanym przez Riversa
indukcja demielinizacji u matp wymagata wielu immunizacji
ekstraktami z OUN. Jednak juz w latach 40. XX wieku wyka-
zano, ze choroba moze by¢ wywotana przez pojedynczg im-
munizacj¢ antygenem mozgu zemulgowanym z adiuwantem
zawierajacym zabite bakterie Mycobacterium tuberculosis"*™.
Wywotanie demielinizacyjnej choroby OUN u myszy przez
Olitsky’ego w 1949 roku pozwolito uzna¢ EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis) za zwierzgcy model SM.

EAE JAKO ZWIERZECY MODEL SM

Doswiadczalne autoimmunizacyjne zapalenie mozgu i rdzenia
kregowego (experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE)
jest najbardziej znanym i szeroko stosowanym juz od okoto 50
lat do$wiadczalnym modelem zwierzecym SM. EAE mozna wy-
wotac u genetycznie predysponowanych szczepow myszy, szczu-
row czy tez matp naczelnych (m.in. makakow i koczkodanow),
cho¢ giownie wykorzystywane sg w tym celu myszy i szczury.

Istnieje wiele roznych odmian EAE wykazujacych znaczng roz-
bieznos¢ pod wzgledem klinicznym i histopatologicznym. Roznice
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te wynikaja z wykorzystania roznych zwierzat eksperymentalnych,
roznych autoantygendw mielinowych wybranych do jego wywo-
fania oraz odmiennych sposobéw immunizacji zwierzat. Duze
podobiefistwo migdzy SM i EAE wywotanym u myszy obserwuje
sig na poziomie zmian histopatologicznych w OUN.

EAE u szczurdw i niektorych szczepow myszy moze mie€ prze-
bieg monofazowy, tzn. objawia si¢ jednym, ostrym atakiem
choroby, po ktorym zwierze moze spontanicznie wyzdrowiec,
objawy choroby mogg pozosta¢ lub moze nastapic¢ Smier¢ my-
szy. Ten rodzaj EAE charakterystyczny jest m.in. dla szczurow
szezepu Lewis 1 myszy szczepu SJL/J. EAE moze wykazywac
rowniez wielofazowy przebieg, moga pojawiC si¢ wtedy tzw.
rzuty (nasilenie objawow) 1 remisje (zmniejszenie objawdw)
choroby — model okreSla sig wowczas jako przewlekte nawra-
cajace doSwiadczalne autoimmunizacyjne zapalenie mozgu
i rdzenia kregowego (chronic relapsing experimental autoimmu-
ne encephalomyelitis, ChREAE). Taki rodzaj EAE jest charak-
terystyczny dla myszy (SJL/SWR)F1 i najbardziej przypomina
nawracajace postaci SM7. Zatem nazwa EAE nie jest zare-
zerwowana dla jednego modelu, ale dla grupy modeli, ktore
wykazuja rozny stopiefi podobienstwa do SM.

Immunizacja zwierzat eksperymentalnych biatkami mieliny po-
woduje stymulacj¢ miclinowoswoistych autoreaktywnych lim-
focytow T gtdwnie w weztach chtonnych w okolicy miejsca in-
iekgji. Takie autoreaktywne limfocyty T sg rowniez naturalnym
sktadnikiem immunologicznego repertuaru zdrowego organi-
zmu. Autoreaktywne mielinowoswoiste limfocyty T wystepuja
w uktadzie limfatycznym przez cale zycie i nie atakujag OUN.
Stajq si¢ one autodestrukcyjne dopiero na skutek aktywacji po
podaniu biafek mieliny z adiuwantem. Adiuwanty wzmagaja
immunogennoS¢ poprzez tworzenie prozapalnego Srodowiska
nasladujacego infekcje bakteryjne.

SPOSOBY WYWOLYWANIA EAE

Do wywotania EAE stosuje si¢ rozne autoantygeny z OUN. Po-
woduja one odpowiedZ immunologiczna, a takze chorobg po-
razenng u wrazliwych zwierzat. Sg nimi gfownie: glikoproteina
oligodendrocytow (myelin-oligodendrocyte glycoprotein, MOG),
zasadowe biatko mieliny (myelin basic protein, MBP) oraz lipo-
filina (proteolipid protein, PLP), a takze glikoproteina zwigzana
z mieling (myelin-associated glycoprotein, MAG) 1 biatko S-100.

MOG stanowi zaledwie 0,01-0,05% biatek mieliny. Jest on gtow-
nym biatkiem strukturalnym bfony komérkowej oligodendrocy-
tow i wystepuje wytacznie w OUN™. MOG jest umiejscowiony
jedynie w zewnetrznej warstwie osfonki mielinowej, co czyni go
idealnym celem ataku immunologicznego. Jest jedynym autoan-
tygenem zdolnym do jednoczesnej indukcji odpowiedzi komor-
kowej i humoralnej w przebiegu EAE u gryzoni™™ oraz na-
czelnych®, Stwierdzono, ze obecno$¢ przeciwcial anty-MOG
wiaze si¢ bezposrednio z procesem demielinizacji™®. Wyka-
zano, ze pasywny transfer przeciwciat anty-MOG u gryzoni™
i naczelnych® z EAE pierwotnie indukowanym z uzyciem
MBP prowadzi do zaostrzenia objawow choroby i zmiany jej
charakteru z zapalnego na demielinizacyjny. Stwierdzono, ze
przeciwciata anty-MOG moga bra¢ udzial w destrukcji mie-
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liny w wyniku aktywacji komplementu i komorek cytotoksycz-
nych®#), W niektorych szczepach myszy w rozwoju choroby
po podaniu MOG posrednicza gtownie limfocyty T CD8+, nie
limfocyty T CD4+ 8389,

MBP wystepuje w cytoplazmie oligodendrocytow i stanowi
okoto 30% biatek ostonki mielinowej osrodkowego 1 obwodo-
wego ukladu nerwowego®. Myszy C5TBL/6 sg odporne na
indukcj¢ EAE peptydem MBP®9 w przeciwiehistwie do myszy
SJL/J wrazliwych na ten autoantygen®’®,

PLP jest integralnym biatkiem bfonowym oligodendrocytow,
stanowi okoto 50% bialek ostonki mielinowej OUN®”, Peptydem
tym u myszy SJL/J mozna wywota¢ jednofazowe EAE®®, w kt6-
rym powstajg liczne ogniska zapalne w OUN, ale nie dochodzi
do destrukcji mieliny i oligodendrocytéw. Chroniczng postac
EAE mozna uzyska¢ poprzez immunizacje myszy (SJL/SWR)
F1 peptydem PLP 139-15179),

Antygeny mielinowe, takie jak MAG i enzym fosfodiesteraza
nukleotydowa (CNP-aza, cyclic nucleotide phosphodiesterase,
CNP-ase), ktora jest markerem oligodendrocytow 1 trzecim
pod wzgledem wystepowania biatkiem mieliny, zaliczane sg do
potencjalnych autoantygendw w SM, gdyz mogg indukowaé
zapalenie mozgu u zwierzat. Chociaz odpowiedZ immunolo-
giczna na enzym CNP-az¢ u pacjentow z SM nie jest jeszcze
dobrze zdefiniowana, to reakcja krzyzowa w odpowiedzi na
biatka szoku cieplnego (HSP) i CNP-az¢ moze sugerowac me-
chanizm indukeji odpowiedzi autoimmunizacyjnej®. Biatka
HSP i limfocyty T zdolne do ich rozpoznawania zostaty odkry-
te w miejscach demielinizacji u pacjentow z SM.

Biatko S-100, autoantygen OUN, jest biatkiem charaktery-
stycznym dla astrocytow. Immunizujac nim szczury szczepu
Lewis, mozna wywola¢ u nich zapalenie mozgu z niewielkimi
obszarami demielinizacji®.

EAE moze by¢ tez wywotane przez adoptywny transfer do syn-
genicznych biorcéw limfocytow Th (CD4+) autoreaktywnych
w stosunku do antygendw mieliny®'*?. Aktywowane limfocyty T
migruja do OUN w ciagu 24 godzin®**, ale tylko limfocyty T
swoiste dla neuroantygenu moga pozostawaé w OUN®?, Postaé
choroby wywotana za poSrednictwem adoptywnego transferu
komorek efektorowych zostala okreSlona mianem pasywnej
(passive transfer EAE) w odr6znieniu od aktywnej postaci EAE,
indukowanej immunizacjg samym antygenem z adiuwantem
(active EAE). Podanie takich limfocytdw zdrowej myszy i roz-
woj u niej EAE potwierdza autoimmunizacyjny charakter tego
modelu.

PATOGENEZA EAE

W odroznieniu od SM etiologia EAE jest zdefiniowana.
Jest to choroba autoimmunizacyjna wywofana immunizacjg
czynng autoantygenem lub bierng poprzez transfer limfocy-
tow efektorowych uczulonych na ten autoantygen. Za rozwdj
choroby odpowiedzialne s swoiste dla sktadnikow mieliny
limfocyty Thl (komdrki CD4+), ktore uwalniajg cytokiny
pozapalne, takie jak IFN-y, IL-2, TNF-B®». W patogenez¢
EAE zaangazowane sg rowniez limfocyty Th2, limfocyty Te

236 | (komorki CD8+), makrofagi, limfocyty B i prawdopodob-

nie komorki NK (natural killer). Autoreaktywne limfocyty
T rozpoznaja antygeny mieliny, ktére moga by¢ prezentowa-
ne przez okolonaczyniowe makrofagi bariery krew-mozg 8%,
Po aktywacji limfocyty T uwalniajg cytokiny i chemokiny,
ktore zmieniaja ekspresje czasteczek adhezyjnych na ota-
czajacych komorkach, zwigksza si¢ przepuszczalnos¢ bariery
krew-mozg, w wyniku czego dochodzi do rekrutacji komorek
zapalnych z krwi do parenchymy OUN. Encefalitogenne lim-
focyty T powoduja poczatkowo tylko zmiany zapalne, bez
rozlegtej demielinizacji.

. CZY EAE JEST DOBRYM
DOSWIADCZALNYM MODELEM SM?

Badania immunohistochemiczne wykazuja obecno$¢ limfocy-
tow T w OUN zaréwno w przebiegu EAE, jak i u pacjentow
z SM. W przypadku EAE indukowanego MBP lub PLP limfo-
cyty T CD4+ wystepuja gtownie w okotonaczyniowych regio-
nach ognisk zapalnych w OUN. W SM natomiast na patologi¢
choroby sktadaja si¢ zarowno miejsca z zapaleniem oraz de-
mielinizacja, jak i zmiany neurodegeneracyjne. Wiadomo, ze
w ogniskach zapalnych u pacjentow z SM wystepuja przede
wszystkim monocyty oraz limfocyty T CD4+ i CD§+7, a na-
wet stwierdza si¢ przewagg limfocytéw T CD8+ nad limfocy-
tami T CD4+7%. Wykazano, ze limfocyty T CD8+ odgrywa-
ja istotng rolg w niszczeniu tkanek OUN®Y, W rozwoju EAE
wywotywanym peptydem MOG posredniczg gtownie limfocyty
T CD8+. Takiej reaktywnosci limfocytow T CD8+ w stosunku
do MOG nie stwierdzono u ludzi®),

Z tego wynika, ze EAE nie jest doskonatym modelem SM i stuzy
bardziej do badania procesu zapalnego niz neurodegeneracji.
Mimo to model ten umozliwia wstepne badanie roznych sposo-
bow leczenia SM1%, Ze wzgledu na bezposrednie przenosze-
nie wynikow badaf z EAE na SM pojawit si¢ szereg krytycznych
opinii na temat tego modelu. Stwierdzono, ze jesli chodzi o ba-
dania nad sposobami leczeniem SM, to wyniki uzyskane na tym
modelu nalezy ocenia¢ ostroznie!""%?,

Przez wiele lat leki stosowane w leczeniu SM nie byly wystar-
czajaco skuteczne. Wiadomo, ze rdzne preparaty stosowane
u zwierzat z EAE znacznie zmniejszajace objawy tego mode-
lu zwykle nie sprawdzaja si¢ w badaniach klinicznych0h10,
Dzieje si¢ tak czesto z powodu nieodpowiedniej dawki lub
tez stosowania leku zbyt pozno. Jednak wprowadzenie takich
lekow, jak octan glatirameru (glatiramer acetate)™™ i Tysa-
bri (natalizumab)®?, rowniez testowanych na zwierzgtach
z EAE, daje nadziej¢, ze model ten moze by¢ przydatny.
Octan glatirameru zmniejsza czestoS¢ rzutow SM, ale tylko
nieznacznie wptywa na progresj¢ choroby!'®”. Nalezy pamig-
ta¢, ze eksperymenty na zwierzgtach stuza gtéwnie do oceny
skutecznosci dziafania danego leku, a nie skupiajg si¢ na ba-
daniu ich skutkéw ubocznych. Zwykle grupy badanych zwie-
173t s3 zbyt mafe, aby oceni¢ mozliwo$¢ wystapienia rzadkich
objawdw ubocznych. Ponadto zwierzeta laboratoryjne hodo-
wane s3 w sterylnych warunkach, bez kontaktu z patogena-
mi, dlatego niektdre uboczne skutki dziatania mogg nie by¢
widoczne.
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Reasumujac, doswiadczalne modele SM sg bardzo przydatne,
bo dzigki nim mozemy poznawa¢ mechanizmy patogenetycz-
ne tej choroby, ponadto dajg one mozliwo$¢ opracowania no-
wych, skutecznych metod farmakologicznego leczenia SM.
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