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STRESZCZENIE

Stwardnienie rozsiane (SM) jest chorobą o podłożu autoimmunologicznym powodującą demielinizację w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN). Dotyka ona coraz więcej osób na świecie. Szacuje się, że cierpi na nią ponad dwa miliony osób. Występowanie SM związane jest głównie z umiarkowaną strefą klimatyczną, ponadto większość chorych jest mieszkańcami krajów rozwiniętych. Najwięcej zachorowań odnotowuje się u osób między 20 a 40 rokiem życia. Największym problemem w leczeniu stwardnienia rozsianego jest nieznajomość jego przyczyny. Obecnie naukowcy postulują udział trzech czynników w etiologii tego schorzenia: genetycznego, środowiskowego oraz zakaźnego. 

Mimo niejasności związanych z etiologią stwardnienia rozsianego, sporą wiedzę posiadamy na temat jego mechanizmu. Polega on na tym, że błędnie aktywowane na obwodzie komórki układu odpornościowego przechodzą przez barierę krew‑mózg do ośrodkowego układu nerwowego, gdzie rozpoznają białka mielinowe jako obce. Prowadzi to do rozwoju reakcji zapalnej. Niszczone są osłonki mielinowe aksonów, co powoduje zaburzenia w przekaźnictwie nerwowym. Jeśli dojdzie do zniszczenia aksonów, przekaźnictwo sygnału może zostać przerwane. Pozostałością po reakcjach zapalnych są ubytki tkanki w mózgu widoczne w obrazie rezonansu magnetycznego. Zmiany patologiczne w obrębie OUN są rozsiane w miejscu i czasie, co daje mnogość objawów klinicznych. Postępujące ciągle, lub rzutami pogłębianie się niesprawności fizycznej pacjenta i jego wzrastająca zależność od osób trzecich wpływa na pogorszenie komfortu życia i stanu psychicznego. Może to prowadzić do wystąpienia zaburzeń depresyjnych. Stwardnienie rozsiane nie powoduje bezpośrednio skrócenia życia pacjenta, jednakże deficyty neurologiczne przyczyniają się do większej podatności na schorzenia dodatkowe.


Terapie SM opierają się głównie na stosowaniu ogólnoustrojowej immunosupresji podczas rzutu choroby oraz leków immunomodulujących takich jak interferon‑β czy glatiramer. Dostępne też są terapie ukierunkowane na konkretne mechanizmy biorące udział w patogenezie SM, jak na przykład użycie natalizumabu. Jest to przeciwciało blokujące przechodzenie autoreaktywnych limfocytów przez barierę krew‑mózg. Niestety stosowane terapie są obciążone ryzykiem wystąpienia poważnych skutków ubocznych lub też mają ograniczoną efektywność, jak na przykład w przypadku interferonu‑β, gdy organizm wytwarza przeciwciała neutralizujące lek. 


Sytuacja ta powoduje potrzebę poszukiwania nowych, wolnych od skutków ubocznych, skutecznych metod leczenia SM. Duże nadzieje pokłada się w zjawisku tolerancji pokarmowej, naturalnie występującym w organizmach. Polega ono na zmniejszeniu odpowiedzi układu odpornościowego na podany uprzednio drogą pokarmową antygen. Zjawisko to jest niezbędne, gdyż pobierany pokarm białkowy trawiony jest do krótkich fragmentów peptydowych, które mogłyby aktywować układ odpornościowy po przejściu przez barierę jelito‑krew. Specyfika komórek odpornościowych w ścianie jelita pozwala na rozpoznanie antygenów pokarmowych i niewzbudzanie odpowiedzi odpornościowej skierowanej przeciwko nim. Zjawisko tolerancji pokarmowej nie jest jeszcze dokładnie poznane, najprawdopodobniej zachodzi na drodze wielu uzupełniających się procesów. Bardzo istotna w procesie tolerancji jest jednak dawka antygenu. Pod wpływem małych dawek tolerancja pokarmowa wywoływana jest na drodze aktywnej supresji, natomiast duże dawki antygenu indukują anergię lub delecję komórek rozpoznających antygeny pokarmowe.


Celem naszych badań było sprawdzenie, czy podanie drogą dożołądkową preparatów zawierających antygeny mielinowe, jest w stanie wywołać zjawisko tolerancji pokarmowej na te antygeny u szczurów ze zwierzęcym modelem stwardnienia rozsianego. 


Do realizacji celu badań wykorzystaliśmy zwierzęcy model SM – eksperymentalne alergiczne zapalenie mózgu i rdzenia kręgowego (EAE). Wywoływaliśmy go u samic szczurów szczepu Lewis i obserwowaliśmy parametry pozwalające określić stopień ciężkości przebiegającej choroby. Indeks kliniczny pozwalał opisać stopień niesprawności zwierząt, natomiast spadek masy ciała wskazywał na nasilenie ogólnego stanu chorobowego szczurów. Oznaczaliśmy również poziom głównych cytokin pro‑ i przeciwzapalnych w surowicy, a także poddaliśmy analizie histopatologicznej i morfometrycznej skrawki rdzenia kręgowego zwierząt co pozwoliło określić zmiany immunologiczne i neurologiczne. 


Badania opisane w literaturze naukowej dotyczą głównie zastosowania zasadowego białka mieliny, bądź jego fragmentów w celu wywołania tolerancji pokarmowej u zwierząt. W naszych doświadczeniach postanowiliśmy zastosować szersze spektrum antygenowe, co wydaje się być bardziej celowe, dopóki nieznane pozostają antygeny odpowiadające za patogenezę SM. Na zachowanie pełnego wachlarza antygenów mieliny pozwoliło zastosowanie hydrolizatu rdzenia kręgowego świni. W kolejnych doświadczeniach chcieliśmy stworzyć alternatywną do drogiej i czasochłonnej syntezy chemicznej metodę produkcji peptydów mielinowych. Do tego celu wykorzystaliśmy „żywe fabryki” – rekombinowane bakterie mlekowe Lactococcus lactis, o niepatogennym i nieinwazyjnym charakterze. W tym przypadku musieliśmy zrezygnować z szerokiej gamy antygenów mielinowych. Skłoniło nas to do wyboru najbardziej immunogennych fragmentów peptydowych trzech głównych białek mieliny, zasadowego białka mieliny (MBP85‑97), białka proteolipidowego (PLP139‑151) i glikoproteiny oligodendrocytów mieliny (MOG35‑55). 


Wyniki uzyskane w naszych doświadczeniach wskazywały na skuteczność stosowanych przez nas preparatów w wywołaniu zjawiska tolerancji pokarmowej, jednak nie we wszystkich zastosowanych dawkach, co podkreśla ogromną istotność tego aspektu. Hydrolizat rdzenia kręgowego świni podawany w niższych dawkach, 5 i 20 mg/kg masy ciała, czterokrotnie w ciągu tygodnia poprzedzającego wywołanie EAE u zwierząt powodował zmniejszenie parametrów wskazujących na intensywność trwającego stanu chorobowego. U szczurów obserwowano mniejszy stopień niesprawności fizycznej, a także tendencję do zmniejszania infiltracji komórek odpornościowych do OUN. Z drugiej strony zastosowanie dawki 100 mg/kg masy ciała intensyfikowało stan zapalny na terenie OUN, a więc proces autoagresji u zwierząt.


Pierwsze podjęte próby z zastosowaniem bakterii L. lactis jako źródła peptydów mielinowych wykazały brak wpływu podawanych dożołądkowo antygenów mielinowych na przebieg wywołanego następnie EAE. Jednakże analiza histopatologiczna skrawków rdzenia kręgowego wskazywała na brak widocznych nacieków zapalnych u większości szczurów, co może poddawać pod wątpliwość skuteczność wywołania EAE. W takim wypadku nieuprawniona była analiza wpływu karmienia zwierząt preparatami zawierającymi MOG35‑55 na wywołanie tolerancji pokarmowej na ten antygen u szczurów z EAE. 


W kolejnych doświadczeniach powrócono do poprzedniej, skutecznej metody wywołania EAE u zwierząt, gdzie źródłem antygenów mielinowych był homogenat rdzenia kręgowego świnki morskiej. Stosowane preparaty podawane dożołądkowo szczurom zawierały lizaty bakterii produkujących najbardziej immunogenne fragmenty głównych białek mieliny – MBP 85‑97, PLP139‑151 i MOG35‑55. Wprowadzono tu dodatkowy schemat karmienia zwierząt, codziennie, przez dwadzieścia dni, gdzie EAE wywołano w połowie okresu karmienia. Wybór ten okazał się słuszny, gdyż u tak  karmionych zwierząt obserwowano łagodzenie przebiegu EAE. Potwierdzał to obniżony indeks kliniczny oraz zmniejszony spadek masy ciała, obserwowany u zwierząt chorych, niekarmionych. Analiza histopatologiczna wykazała luźniejsze utkanie komórek w naciekach zapalnych, a także większą ilość aktywnych astrocytów. Może to wskazywać na mniejszą intensywność przebiegającego stanu zapalnego w OUN oraz na uruchomienie procesów naprawczych. Analiza poziomu cytokin oznaczanych w surowicy zwierząt wskazywała, iż dwudziestokrotne karmienie zwierząt preparatami zawierającymi antygeny mieliny powodowało zmniejszenie ich poziomu do obserwowanego u zwierząt kontrolnych. Może to świadczyć o tym, iż po dwóch tygodniach (czas pobrania materiału) obserwowana na obwodzie odpowiedź immunologiczna została wyhamowana i poziom cytokin powrócił do poziomu wyjściowego. Obserwacje dokonane w przypadku czterokrotnego podawania preparatów zawierających lizaty bakterii produkujących MBP85‑97, PLP139‑151 i MOG35‑55 wykazały, iż jedynie niektóre parametry wskazujące na intensywność stanu chorobowego były zmniejszone w porównaniu do zwierząt nieleczonych. Najprawdopodobniej taki schemat karmienia jest niewystarczający do wywołania tolerancji pokarmowej u zwierząt. Mogło to być spowodowane zbyt małą sumaryczną dawką podanego antygenu. 


Uzyskane w naszych badaniach wyniki wskazują, iż oba zastosowane przez nas podejścia badawcze są skuteczne w wywoływaniu zjawiska tolerancji pokarmowej. Zarówno preparaty zawierające hydrolizat rdzenia kręgowego świni, jaki i rekombinowane bakterie L. Lactis, będące żywymi fabrykami produkującymi antygeny mielinowe powodowały łagodzenie przebiegu EAE. Daje to nadzieję na stworzenie preparatu mogącego być skuteczną i pozbawioną skutków ubocznych terapią w stwardnieniu rozsianym. Uzyskane wyniki ukazały również znaczenie odpowiedniego doboru dawki stosowanej w celu wywołania tolerancji pokarmowej. Należy wyraźnie podkreślić ten aspekt, gdyż o ile zastosowanie zbyt małej dawki antygenu powoduje nieskuteczność takiej terapii, to zbyt duża dawka może spowodować wzmożenie procesów autoagresji. 
