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Streszczenie

Autorzy ocenili efekt stosowania sterydow w mysim modelu choroby Parkinsona. Na podstawie
badaf: chromatografii, Western-blottingu, oraz barwien immunohistochemicznych stwierdzono
neuroprotekcyjne dziatanie deksametazonu w dawce 1mg/kg m.c. Biorac pod uwagg mechanizm
dziatania sterydow opisany efekt autorzy wiaza z przeciwzapalnym dziataniem leku.

Summary
The authors evaluate the effect of steroids in the mice model of Parkinson’s disease, based on
chromatography, Western-blotting and immunohistochemistry. They observed neuroprotective

effect of dexamethasone in dose lmg per kilogram body weight. The presume that this effect is
assosiated with antiinflammatory effect of steroids.
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1. Wstep

Wiele danych wskazuje na udziat reakcji zapalnej w patogenezie chorob neuro-
degeneracyjnych. Taka etiologia jest bardzo dobrze udokumentowana w chorobie
Alzheimera, gdzie stwierdzono obecno$¢ w osrodkowym ukiadzie nerwowym
(oun) pobudzonych komoérek mikrogleju, limfocytéw, aktywacje uktadu dopetnia-
cza, wzrost ekspresji wielu cytokin, a takze bialek ostrej fazy (Akiyama i wsp.
2000). W ostatnich latach stwierdzono réwniez nasilong reakcjg zapalna w istocie
czarnej 1 prazkowiu w przebiegu choroby Parkinsona.

Reakcja zapalna, cho¢ wtorna i powstajaca w odpowiedzi na degeneracjg ko-
morek nerwowych, moze w istotny sposob nasila¢ ich uszkodzenie. Sklada si¢ na
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nia przede wszystkim pobudzenie komorek mikrogleju 1 astrocytow, jak réwniez
naptyw limfocytow, wzrost ekspresji cytokin i innych mediatorow zapalenia.

Komérki mikrogleju wywodza sie z monocytéw krwi obwodowej i petnig funk-
cje podobng do makrofagow tkankowych. W stanie fizjologicznym znajduja sig
w formie spoczynkowej i wykazuja minimalna aktywno$¢, co przejawia sie
brakiem niektorych typowych dla makrofagéw antygendéw powierzchniowych
i bardzo niewielkim poziomem syntezy bialek.

W chwili zadziatania bodZca zmieniajacego §rodowisko (np. zaburzenia jono-
we) ulegaja pobudzeniu przeksztalcajac sie w komorke zdolna do fagocytozy,
produkcji cytokin, oraz prezentacji antygenu komorkom immunokompetentnym.

Mikroglej, jak i inne makrofagi, moze wydziela¢ substancje potencjalnie neuro-
toksyczne, jak np. wolne rodniki czy tlenek azotu. W badaniach do$wiadczalnych
wykazano, ze hamujac pobudzenie mikrogleju mozna zmniejszy¢ uszkodzenie
neurondw wywotane pierwotnie np. niedokrwieniem. Tak wiec nadmierne pobu-
dzenie mikrogleju moze by¢ szkodliwe dla komoérek nerwowych.

W procesach degeneracyjnych niezaleznie od ich etiologii stwierdza sig takze
zwiekszong ekspresje biatek uktadu dopelniacza wraz z aktywnym kompleksem
niszczacym blony.

W chorobie Alzheimera kompleks niszczacy blony jest zwiazany z neuronami
wykazujacymi cechy zwyrodnienia widkienkowatego, co moze by¢ dowodem na
jego udziat w procesie uszkodzenia neurondéw w tej chorobie. Podwyzszony poziom
cytokin np. TNF alfa, IL-1 czy 6, stwierdzany w wigkszo$ci procesow uszkadzaja-
cych oun moze réwniez dziata¢ toksycznie w stosunku do komérek nerwowych.

Poznanie mechanizmow reakcji zapalnej zachodzacej w o$rodkowym ukladzie
nerwowym w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych wydaje si¢ kluczowe dla
zrozumienia ich patologii, a zarazem dla skutecznego ich leczenia.

2. Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (chP) nalezy do czgstych chordéb ukladu nerwowego,
w Polsce zachorowalno$¢ ocenia sie na 2000-2500 przypadkdéw rocznie, roz-
powszechnienie za$ na 0,1-0,2% populacji. Patogeneza schorzenia wciaz nie jest
znana, w pi$miennictwie bierze si¢ pod uwage:

— podtoze infekeyjne (po epidemiach $piaczkowego zapalenia mozgu) - jakkol-
wiek nie udalo sie oznaczy¢ zadnego czynnika infekcyjnego w chP (zaré6wno
oznaczanie poziomu przeciwcial, jak i testy w kierunku wirusowego DNA),

— czynniki genetyczne — mozliwo$¢ mutacji w obrebie genéw dla alfa-syny-
kleiny, parkiny, czy tez C-terminalnej L1 hydrolazy ubiquityny UCH-L1,

— toksyny — MPTP, hydroksydopamina, rotenon oraz beta-N-metyloamino-
-L-alanina, '

— nadprodukcje¢ wolnych rodnikéw — wykazano zwiekszone ich wytwarzanie
w prazkowiu i istocie czarnej chorych oséb, przy jednoczes$nie obnizonym
poziomie glutationu,
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— czynniki immunologiczne — w przebiegu choroby obserwuje si¢ zaburzona
odpowiedZz humoralng i komorkows limfocytéw krwi obwodowej — niepra-
widiowe odpowiedzi limfocytow na mitogeny, zaburzenia ilo§ciowe w sub-
populacjach limfocytow, obnizone poziomy immunoglobulin klasy IgG i IgM
w surowicy 0sob chorych, oraz nasilona reakcj¢ zapalng w obrebie istoty czar-
nej i prazkowia pod postacig aktywacji komorek mikrogleju, naciekéw limfo-
cytarnych, aktywacji dopelniacza, wzrostu ekspresji interleukin 1 i 6, biatka
prekursorowego amyloidu (APP), czynnikow wzrostu naskérka (EGF), czyn-
nika martwicy nowotworu alfa (TNF alfa), antygenow zgodnosci tkankowej
(MHC 11 1I) i wielu innych. Okoto 30% pacjentow z chP posiada przeciwciata
wiazace si¢ z komorkami dopaminergicznymi prazkowia i istoty czarnej.

Model mysi choroby Parkinsona wywotany jest za pomoca MPTP (1-metylo-
-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) i jest uznanym modelem doswiadczalnym
tej choroby.

MPTP podane obwodowo, dos¢ wybioérczo uszkadza neurony dopaminergiczne,
glownie w ukladzie nigrostriatalnym (Bieganowska i wsp. 1995, Czltonkowska
1 wsp.1996). Mechanizm dziatania toksyny nie jest do konca wyjasniony, jakkol-
wiek wiadomo, Ze podstawowym enzymem w przemianach MPTP jest monoamino-
oksydaza typu B (MAO-B), ktora przeksztatca MPTP do jonu MPDP+ (1-metylo-
-4-fenylo-2,3-dihydropirydynowego). MPDP+ jest nastgpnie przeksztatcany do jonu
MPP+ (1-metylo-4-fenylopirydynowego). Jon ten jest pobierany droga transportu
zwrotnego do zakonczeh dopaminergicznych w prazkowiu i odpowiada za toksycz-
ny efekt zwiazku. Efekt ten mozna zablokowaé stosujac inhibitor MAO-B, np.
pargyling czy selegiling. Toksyczno$¢ MPTP jest rozna u réznych zwierzat — naj-
bardziej wrazliwe na jej dzialanie s cztowiek i naczelne, a z gryzoni myszy.

Po podaniu MPTP w mozgach zwierzat, oprocz spadku poziomu dopaminy,
dochodzi do degeneracji zakonczen dopaminergicznych w prazkowiu i zmniejsze-
nia liczby neurondéw w czg§ci zbitej istoty czarnej, obserwuje sie reakcje zapalna
— pobudzenie komorek astrogleju, mikrogleju, wzmozona ekspresje antygenow
zgodnosci tkankowej klasy I i II, podwyzszony poziom cytokin min. IL-1, IL-6,
TNF alfa, wzmozong ekspresje czasteczek adhezyjnych ICAM-1, oraz naciek
limfocytow T (Kohutnicka i wsp. 1998, Kurkowska i wsp. 1999).

3. Deksametazon

Deksametazon (dxm), jest lekiem z grupy glikokortykoidéw, o bardzo szero-
kim dziataniu przeciwzapalnym. Hamuje aktywacjg limfocytéw, ekspresje czaste-
czek adhezyjnych, produkcje szeregu cytokin, prostaglandyn, ekspresje MHC
klasy II (Minghetti i wsp. 1999). Wptywa réwniez na pobudzenie komoérek mikro-
gleju, zmniejsza wywolany do$wiadczalnie stres oksydacyjny i chroni komorki
nerwowe przed takim uszkodzeniem. Podany obwodowo, fatwo przechodzi przez
barier¢ krew—mozg i penetruje do przestrzeni miedzykomoérkowej. Wyniki badan
dotyczacych wpltywu dxm i innych steroidéw na przezycie neurondéw w réznych
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modelach doswiadczalnych sa niejednokrotnie sprzeczne, prawdopodobnie z po-
wodu stosowania za malej rozpigtosci dawek leku, fub zbyt krétkiego podawania
(np. jednokrotnie). W naszej pracy chcieliSmy wykazac, ze dxm moze dziatac pro-
tekcyjnie w stosunku do neuronow uszkodzonych MPTP prawdopodobnie poprzez
dziatanie hamujace proces zapalny.

4. Material i metody

Eksperymentalny model zwierzgcy choroby Parkinsona zostat przeprowadzo-
ny na myszach szczepu C57B/10, samcach w wieku 8-12 miesiecy o masie ciata
$rednio 30-40 g, hodowanych w zwierzetarni w warunkach standardowych, ze
swobodnym dostgpem do pozywienia i wody.

Model choroby byt indukowany iniekcjami dootrzewnowymi MPTP (1-metylo-
-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny), toksyny powodujacej wybidrecze uszkodze-
nie uktadu nigro-striatialnego oraz wystapienie objawow parkinsonowskich.

W pracy oceniono:

— metodami immunohistochemicznymi — ubytek neurondéw dopaminergicznych,
aktywacje komorek mikrogleju, astrogleju, infiltracjg limfocytéw do oun,

— metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) — poziomy do-
paminy w prazkowiach mysich mézgéw po iniekcjach MPTP oraz po poda-
niu dxm (w réznych dawkach i schematach podawania),

— metodami Western-Blot — ilo$ciowo zawarto$¢ w prazkowiach biatka CR3
(marker mikrogleju), GFAP (astrocyty) oraz prekursorowego biatka amyloidu
(APP — ocena aktywnosci gleju) jako markeréw przebiegajacego zapalenia
w uktadzie nigro-striatialnym.

Grupy zwierzat:

1) Kontrolna — otrzymata 0,9% NaCl w czterech iniekcjach dootrzewnowych
w takim schemacie jak MPTP.

2) MPTP - otrzymata MPTP-HCI (Sigma) rozpuszczone w 0,9% NaCl w ilosci
10 mg/dawke w 4 dawkach dootrzewnowych podawanych co 1 godzing, do
acznej dawki 40 mg/kg.

3) DXM-C - otrzymata wylacznie dxm (Jelfa) w dawkach 0,1 mg/kg, 1 mg/kg
lub 10 mg/kg od 1 do 7 doby obserwacji codziennie.

4) DXM-0,1; DXM-1; DXM-10 — otrzymaty dxm w trzech dawkach j.w. oraz
MPTP wg schematu j.w. Dxm podany jest na godzing przed 1 iniekcja
MPTP oraz codziennie do konca obserwacji.

5) DXM-T — otrzymata MPTP oraz dxm w wybrane;j plotekcyjnle dziatajace;j
dawce; pierwsza dawka dxm podana jest 24 godziny po podaniu MPTP.

Do badan immunohistochemicznych i Western-blot zwierzeta byty uSmiercane

w 3 i 7 dniu po podaniu MPTP; do badan poziomu dopaminy HPLC zwierzeta
usmiercano 7 dni podaniu MPTP (po 6 zwierzat w grupie).
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Badania immunohistochemiczne

Przygotowanie tkanek

Myszy po glebokim uspieniu wodzianem chloralu, podanym i.p. w dawce
400 mg/kg masy ciala, zostaly sperfundowane przezsercowo. Po otworzeniu klatki
piersiowe] perforowany zostal prawy przedsionek, z jednoczesnym podawaniem
do lewej komory serca 0,9% roztworu NaCl z heparyng (10 jednostek/10 ml 0,9%
NaCl). Perfuzja byta prowadzona za pomoca pompy perfuzyjnej IVAC 531 (USA)
z predkoscia przeptywu 5 ml/min. Przez 5 minut podawany byt 0,9% roztwor NaCl
z heparyna, a nastepnie roztwor perfuzyjny; w zaleznosci od dalszego przeznacze-
nia tkanek, na 0,9% roztwdr NaCl lub na 2% roztwdr paraformaldehydu (Merck)
z lizyng (Sigma) w 0,1 M buforze fosforanowym, ktérym perfundowane byto
zwierze przez 10 minut. Myszy byly zdekapitowane, z wyjeciem mozgu z czaszki
i umieszczeniem go w 2% roztworze paraformaldehydu w temperaturze 4°C
na okres 4-6 godzin. Mézgi nastepnie przenoszono do 20% roztworu sacharozy
(Sigma) w 0,1 M buforze fosforanowym na okres 24 godzin i w koficu zamrazano
w schlodzonym do temperatury cieklego azotu izopentanie. P6Zniej byty przecho-
wywane w temperaturze —70°C. Do barwieni immunohistochemicznych tkanka
mozgowa byla krojona nastepnie na kriostacie w plaszczyznie horyzontalnej na
skrawki grubo$ci 20 um i umieszczana na szkietkach pokrytych agarows. Skrawki
przechowywano w temperaturze — 20°C.

Barwienia immunohistochemiczne
Stosowane przeciwciala:
— wskazniki mikrogleju
* przeciwcialo przeciw skladowej dla C3 dopetniacza — CR3 (1:2500,
Serotec)
— wskazniki astrocytow
* przeciwciato przeciw kwasnemu widkienkowemu biatku gleju — GFAP
(1:5000, Dako)
— wskaznik komoérek dopaminergicznych
* przeciwciato przeciw hydroksylazie tyrozyny — TH (1:2000, Chemicon)
— wskaznik reakcji zapalnej
* przeciwcialo przeciw biatku prekursorowemu amyloidu APP (1:50,
Boehringher Mannheim Biochemicals)
* przeciwcialo przeciw antygenom zgodnosci tkankowej MHC I (1:100 Se-
rotec) 1 MHC II (1: 500 Serotec)
— wskaznik limfocytow
* przeciwciata przeciw CD3, CD4 i CD8 (Serotec)

Barwienia przeciwciatami

Skrawki przechowywane w temperaturze — 20°C, po wyjeciu z zamrazarki
byly suszone przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie namaczane
w PBS przez 10 minut.
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Po namoczeniu na kazdy skrawek zostala natozona odpowiednia surowica blo-
kujaca niespecyficzne wiazania — krélicza (Vector Lab) dla przeciwcial szczurzych
i konska (Vector Lab) dla przeciwcial mysich z ktora tkanki miaty by¢ inkubowa-
ne przez 30 minut. Nastgpnie zostaly przeptukane 3 razy po 10 minut w roztworze
Tritonu X 100 w PBS i natozone zostalo przeciwcialo pierwotne. Tkanki byty
inkubowane w temperaturze pokojowej przez 90 minut i plukane w PBS 3 x5 mi-
nut. Nastepnie natozone zostalo przeciwciato wtérne na 60 minut z komleksem
awidyna-peroksydaza, nastepnie wybarwiane roztworem DAB 3 minuty, odwad-
niane 1 zatapiane w DePeX.

Opracowywanie preparatow w mikroskopie swietlnym

Ocena ilosciowa komoérek i zmiany morfologii zostata przeprowadzona w mi-
kroskopie $wietlnym Studar Lab. W celu oceny uszkodzenia ukladu dopaminer-
gicznego liczone byty komoérki zabarwione przeciwciatami przeciwko TH, a w celu
okre§lenia naptywu limfocytow komodrki CD3+, CD4+ oraz CD8+. Komorki
liczone byly z sze$ciu pol widzenia o powierzchni 0,04 mm? kazde. W czasie
liczenia zakryte zostaly opisy preparatdow, aby nie mozna bylo stwierdzi¢ z jakiej
grupy pochodzi tkanka. Ocene aktywacji mikrogleju i APP przeprowadzono za
pomoca jakosciowej obserwacji zmian morfologii i liczby komérek.

Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca programu STATISTICA.
Grupy pordéwnane zostaty testem Manna-Whitneya.

Western-Blot

Izolacja biatek z homogenatow tkankowych prowadzona byla z wykorzy-
staniem TRIreagent (Sigma) zgodnie z dolaczong procedura. Bialtko oznaczano
ilo§ciowo metoda Bradford. Naniesiono po 10 pg biatka z kazdej probki i pod-
dano je elektroforezie w 10% zelu SDS/poliacrylamidowym. Po przeprowadzeniu
transferu bialek na btone nitrocelulozowa wykonano inkubacje z odpowiednimi
przeciwciatami pierwotnymi i wtérnymi. Wynik reakcji okreslany byl z wykorzy-
staniem systemu detekcyjnego ECL (Amersham). Na kazdy zel naniesiono probki
z kazdego punktu czasowego oraz kontrolg naiwna — myszy kontrolne po iniekcji
soli fizjologicznej. Wynik analizy densytometrycznej wyrazany jest przez stosu-
nek procentowy gestosci optycznej probek badanych do kontroli naiwnej.

HPLC

Wypreparowane z mozgow prazkowia zostaly zwazone, homogenizowane
w 1000 pl zimnego 0,IN HCIO, i wirowane przez 15 minut z szybkoscia 13000/mi-
nute w celu oddzielenia biatek. Supernatanty zostaly oddzielone i przefiltrowane
(filtr 0,2 pm; Whatman, USA) i zbadane na zawarto$¢ DA.

Oznaczenie DA
Dopamina (substancja standardowa dostarczona przez RBI), jej metabolit
DOPAC (kwas 3,4 dihydroksyfenyloctowy; RBI), HVA (kwas homowalinilinowy;
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Sigma), SHT (5-hydroksytryptamina; SIGMA), 5-HIAA (kwas 5-hydroxyindol-
octowy; Sigma), zostaly oznaczone przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
i cieczowe] (HPLC) z oznaczaniem elektro-chemicznym i elektroda szklano-
-weglowa. Natezenie elektrochemiczne wynosi 0,8 V w odniesieniu do referen-
cyjnej elektrody Ag/AgClL.

Uklad chromatografu sktada si¢ z automatycznego wiryskiwacza autoprobek
(Knauer Basic Marathon), pompy (Mini-Star K-500, Knauer), wykrywacza elektro-
chemicznego (L-3500A, Merc).

Faza mobilna zawiera 58 mM fosforanu sodu (SIGMA), 31 mM kwasu cytry-
nowego (Sigma), ImM octanu kwasu sulfoninowego (Aldrich), 27 pM kwasu
etylenediaminetetraacetylowego (EDTA, Sigma) w dejonizowanej, 18,3 mM
wodzie zawierajacej 1% acetonitrilu (Merc) i 12% metanolu (Merc).

Izolacja monoamin dokonywana jest przy uzyciu kolumny C-18 (250 mmx
4 mm odwrotna faza, Nucleosil, 5 pm wielkos¢ cze$ci, Macherey-Nagel, Germa-
ny), przeplyw fazy plynnej utrzymywany byt na poziomie 0,8 ml/min.

Prébki oceniane zostaly poprzez poréwnanie do standardowych roztworow
o znanych stezeniach uzywajac oprogramowania HPLC, oceniane byto pole pod
szczytami krzywej.

Dane zgromadzono i przeanalizowano przy uzyciu programu Eurochrom 2000
for Windows (Knauer).

Poréwnania poziomow neurotransmiterow pomigdzy grupami dokonane zo-
staly przy uzyciu analizy wariancji i testu Duncana.

Oznaczenia dokonane zostaty na detektorze elektrochemicznym firmy Merck.

5. Wyniki
Uszkodzenie ukladu nigrostritialnego (n-s)

Tak, jak wykazano we wcze$niejszych pracach (Bieganowska i wsp. 1993) po-
dawanie MPTP spowodowalo obniZenie zawarto$ci dopaminy oraz jej metabolitow
(DOPAC) w prazkowiach, bez wplywu na poziom innych katecholamin (tab. 1).

Poziom dopaminy w grupie kontrolnej zwierzat wynosit 15609,9 ug/g tkanki
(SD +/-1227), malat w prazkowiach po podaniu MPTP o 78% w poré6wnaniu do
kontroli (p<0,001).

Deksametazon w dawce 1mg/kg m.c. wykazal dziatanie protekcyjne dla neuro-
noéw uszkodzonych MPTP.

W grupie zwierzat ofrzymujacej dxm 1 mg/kg przed intoksykacja MPTP
(DXM-1+MPTP), poziom dopaminy byt wyzszy o okoto 20% (p<0,002) niz
w grupie MPTP. Niestety protekcyjny efekt byt tylko czg$ciowy, gdyz poziom
dopaminy byl w tej grupie dalej niZzszy niz w grupie kontrolnej o okoto 60%
(p<0,01). Dxm 1 mg/kg podawany 1 dzieh po intoksykacji (DXM-T+MPTP)
dawal podobny efekt. Spadek dopaminy wynosit 58% w poréwnaniu do kon-
troli, dajac wigksza zawarto$¢ dopaminy w prazkowiach o 20% w poréwnaniu do
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Tabela 1. Stezenie katecholamin w prazkowiach w grupie kontrolnej, po intoksykacji MPTP
i podawaniu deksametazonu

Grupy zwierzat: kontrola, MPTP (otrzymata MPTP), DXM (otrzymata deksametazon w dawkach
0,1 mg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg ), DXM-+MPTP (mmyszy otrzymaty deksametazon przed
intoksykacja MPTP)

NA Dopamina | DOPAC | SHIAA HVA 5-HT

kontrola 118,0 | 155742 | 2101 3145 958 410
(+44,8) | (#2227) | (+505,3) | (2746,1) | (£251,6) | (£147,9)

MPTP 199,0 4101* 1256* 2786 381 321
(£93,0) | (#587) | (£362,1) | (£567,1) | (£112,5) | (£95,2)

DXM 0,1 mg/kg 115,1 14900 2340 | 3624,59 891 376

#35,8) | *1250) | (487,6) | (£830,0) | (+123,6) | (£122,9)

DXM 0,1 mg/kg +MPTP| 1557 | 3947+ | 58027+ | 392894 | 247,71 | 29841
' (+89,6) | (£1080) | (2118,6) | (£980,1) | (+86,8) | (£126,6)

DXM 1 mg/kg 119,0 13366 2191 3077 1102 304
#80,2) | (£736) | (£339,7) | (#803,8) | (£97,1) | (x66,6)

DXM 1 mg/kg + MPTP | 133,0 | 7283%/** | 1160* 3004 475 357
(#49,6) | (£658) | (£229,0) | (#981,5) | (275,3) | (101,7)

DXM 10 mg/kg 1864 | 9439* | 1273,76* | 3089,66 | 354,42 | 319,72

@77.8) | (2928) | (x483,3) | (£1075,6)| (+93.9) | (£96,9)

DXM 10 mg/kg +MPTP | 233,6 2300* | 776,29* | 444543 | 282,47 | 391,19
(*115,6) | (178) | (£229,9) |(£1546,03) (+654) | (£84,3)

Znamienno$¢ statystyczna byla oceniona tylko dla dopaminy I DOPAC
* znamienno$¢ w pordwnaniu do kontroli p<0,02, ** do grupy MPTP, p<0,001

grupy MPTP. Inne dawki dxm: 0,1 mg/kg 1 1 mg/kg nie wykazaty korzystnego
dziatania na poziom dopaminy. Ponadto dxm w dawce 10mg/kg dawat toksyczny
efekt na komoérki dopaminergiczne powodujac spadek poziomu dopaminy w kon-
trolnych grupach, ktorym nie podawano MPTP (wyk. 11 2).

Liczba komorek dopaminergicznych w czeéci zbitej istoty czarnej byta po-
rownywana réwniez w grupach kontrolnych, MPTP, oraz grupie otrzymujacej
dxm 1 mg/kg. W wynikach stwierdziliémy, w poréwnaniu do kontroli, spadek
komérek dopaminergicznych we wszystkich grupach otrzymujacych MPTP.
O 61% w grupie MPTP, natomiast w grupach DXM-1+MPTP i DXM-T+MPTP
spadek dopaminy byt mniejszy — 42% w poréwnaniu do kontroli. Podsumowujac
w grupach otrzymujacych dxm spadek liczby komodrek dopaminergicznych byt
o0 okoto 19% mniejszy w porownaniu do grupy MPTP (p<0,01) (wyk. 3).

Reakcja zapalna

Wyniki barwien immunohistochemicznych w grupach zwierzat otrzymujacych
MPTP+DX Img/kg wykazaly zahamowanie czgsci reakcji zapalnej rozwijajace;j
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zawarto$¢ dopaminy ug/g tkanki

CONTROL MPTP DXM-0,1 DXM-1 DXM-10
*statystycznie zmnamienne w poréwnaniu do kontroli p<0,02;
**statystycznie znamienne w poréwnaniu do grupy MPTP p<0,001

Grupy myszy: kontrola (0,9% NaCL), MPTP (otrzymata tylko MPTP), DXM-0,1; DXM-1;
DXM-10 (otrzymaty dxm w dawkach 0,1 mg/kg, 1 mg/kg lub 10 mg/kg),
DXM-C (otrzymata tylkodxm),
DXM+MPTP (otrzymata MPTP i dxm przed intoksykacjg).

Wykres 1. Zawarto§¢ dopaminy w prazkowiach w 7dobie po intoksykacji MPTP
oraz efekt podawania dxm przed i po intoksykacji

18000
16000 ]
14000
12000 |
10000
8000 -
6000 |
4000 -
2000
0 — .
CONTROL DXM-1 MPTP DXM-1 DXM-T
+MPTP +MPTP

*statystycznie znamienne w poréwnaniu do kontroli p<0,05;
**staystycznie znamienne w poréwnaniu do grupy MPTP p<0,02

zawarto$¢ dopaminy (ug/g tkanki)

Grupy myszy: kontrola (0,9% NaCl), MPTP (otrzymata tylko MPTP),
DXM-1 (otrzymata dxm 1 mgrkg),
DXM-1+MPTP (otrzymata MPTP i dxm 1 mg/kg przed intoksykacjg),
DXM-T+MPTP (otrzymata MPTP i dxm 1 mg/kg z pierwszg dawka,
24 godziny po intoksykacii).

Wykres 2. Zawarto$¢ dopaminy w prazkowiach 7 dnia po intoksykacji MPTP
z podawaniem dxm przed 1 24 godziny po MPTP
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500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

Liczba komorek/mm?

CONTROL DXM-1 MPTP DXM-1+ MPTP DXM-T +MPTP

1

* znamiennie statystycznie w poréwnaniu do kontroli p<0, 01
** w poréwnaniu do grupy MPTP p<0,002

Grupy myszy: kontrola, MPTP (otrzymata tylko MPTP), DXM-1 (otrzymata tytko dxm 1 mg/kg),
DXM-1+MPTP (otrzymata MPTP i dxm 1 mg/kg przed intoksykacja),
DXM-T+MPTP (otrzymata MPTP i dxm 1 mg/kg z pierwszg dawka 24 godziny
po intoksykacji).

Wykres 3. Liczba komoérek dopaminergicznych (TH-pozytywnych) w czesci zbitej istoty czarnej
po MPTP i przyjmowaniu dxm | mg/kg

sie w uktadzie n-s po intoksykacji MPTP. Ekspresja wskaznikow mikrogleju: CR3
i antygenoéw zgodnosci tkankowej MHC klasy I po intoksykacji MPTP wyraznie
wzrosta w 3 dobie, natomiast w grupach DXM-1+MPTP i DXM-T-+MPTP (otrzy-
mujacych dxm) stwierdziliSmy zmniejszenie ekspresji CR3. Zmiany te byly nie-
wielkie, ale widoczne w prazkowiach i znacznie mniej zaznaczone w substacji
czarnej (SN). Réwniez ekspresja MHC klasy I zostala zupelnie zahamowana
w prazkowiach grup otrzymujacych dxm, z (podobnie jak CR3) mniejszym efek-
tem w substancji czarnej. Ekspresja antygenow MHC klasy II pojawita si¢ od
7 dnia po intoksykacji MPTP w komorkach o morfologii gleju tylko w substancji
czarnej (SN) oraz w okotonaczyniowej lokalizacji w SN i prazkowiach. Zastoso-
wanie dxm (grupy DXM-1+MPTP i DXM-T+MPTP) zupelnie hamowalo ekspre-
sje antygenéw MHC klasy II.

Reakcja astrogleju byla badana z uzyciem barwien immunohistochemicznych
oraz immunoblottingu z zastosowaniem GFAP.

W immunohistochemicznych barwieniach stwierdziliémy wzrost ekspresji
GFAP w SN oraz prazkowiach w 3 i 7 dobie po intoksykacji MPTP, bez efektu
leczenia dxm. Jakkolwiek analiza Western-Blottem wykazata, ze dxm w dawce
1 mg/kg zmniejszat ekspresje GFAP w prazkowiach o okoto 30-40% w 3 i 7 dobie
po intoksykacji MPTP w grupach otrzymujacych dxm zaréwno przed jak i1 po
intoksykacji (wyk. 5).

Nacieki limfocytarne po podaniu MPTP zaobserwowali$my przede wszystkim
w SN (mniej w prazkowiu). Liczba limfocytow-T (CD3 pozytywnych) wzrastata
w grupach otrzymujacych MPTP w poréwnaniu do kontroli. Dxm podawany
w obu schematach (przed lub po intoksykacji) prawie zupelnie hamowat na-
ptyw limfocytow do uszkodzonego ukladu n-s. Liczba komdrek CD-3 pozy-
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300 - EICD3
250 - W CD4
200 - BcD8

150 -
100 4
50 A

Liczba komérek/mm 3a

CONTROL DXM-1 MPTP DXM-1+MPTP DXM-T+MPTP

Grupy myszy: kontrola, MPTP (ofrzymata tylko MPTP), DXM-1 (ofrzymata tylko dxm 1 mg/kg),
DXM-1+MPTP (otrzymata MPTP i dxm1 mg/kg przed intoksykacja),
DXM-T+MPTP (otrzymata MPTP i dxm w pierwszej dawce 24 godziny
po intoksykac;ji).

Wrykres 4. Naptyw limfocytow (CD3+, CD4+ i CD8+) w czgsci zbitej istoty czarnej w kontroli
i 7 dni po intoksykacji

2 600
2
£ . 500 - Bl control
©
3
] 400 - B DEX-1
N, .—
25
0‘3‘ *g‘ 300 - HMPTP
ﬁ(_ ~x
©} 200 EMPTP+DEX 1mg/kg
O
B
£ 100 OMPTP+DEX-T (24 hrs
% after intoxication)
N
O 4
3 day 7 day
znamiennie statystycznie w poréwnaniu do kontroli (*) lub do MPTP grupy
(** p<0,01)

C — kontrola, MPTP grupa — (MPTP), grupa otrzymujaca dxm przed MPTP (DXM-1)
i grupy otrzymujace dxm (DXM-T).

Wykres 5. Zawarto$¢ GFAP w prazkowiach 3 i 7 dni po intoksykacji MPTP oznaczona
immunoblotingiem

tywnych byla 10 razy mniejsza niz w grupie po MPTP i tylko nieco wyzsza niz
w kontroli (p<0,05).

Liczby limfocytow CD4 i CD8 korelowaty do komoérek CD3 1 réwniez znacz-
nie zmniejszaty sig w grupach otrzymujacych dxm (wyk. 4).
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6. Whnioski

W przedstawionej pracy udowodniliS$my, ze dxm w dawce 1 mg/kg m.c dziata
protekcyjnie dla neuronéw dopaminergicznych w mysim modelu choroby Parkin-
sona wywolywanym MPTP. Szczegolnie interesujace sa dane swiadczace o moz-
liwo$ci przeciwzapalnego mechanizmu neuroprotekceji deksametazonu.

Zastosowanie steroidéw w modelach neurodegeneracji z zastosowaniem MPTP
bylo juz opisywane w literaturze, ale bez jednoznacznych wynikéw.

Aubin i wsp. (1998) wykazali, ze pojedyncza dawka dxm (3-30 mg/kg) po-
dawanego przed intoksykacja MPTP nie ma wplywu na degeneracje uktadu n-s.
Rojas i.Rios (1997) zaobserwowali niewielki spadek poziomu dopaminy po dxm
(5 mg/kg) podawanym przed MPTP w schemacie 3 lub 5 dni.

Pierwsze obserwacje moga wskazywac, ze dxm nie wchodzi w interakcje
z MPTP przez blokowanie dziatania farmakologicznego — stad jedna dawka ste-
roidu nie byla wystarczajaca do otrzymania efektu protekcyjnego. Kolejne dodat-
kowe iniekcje ze sterydem (jak w doswiadczeniu Rojasa i Riosa) powinny okazaé
sie skuteczne.

W naszym do$wiadczeniu zwierzgta otrzymywaty dxm codziennie do kofica
(7 dzien) obserwacji ze wzgledu na oczekiwany przez nas protekcyjny efekt zwia-
zany z przedluzonym stosowaniem sterydow.

Dootrzewnowe iniekcje MPTP powoduja szybki naptyw toksyny do mozgu. Naj-
wyzsze stgzenie toksyny osiagane jest 2 godziny po intoksykacji, a po 24 godzinach
jest ona praktycznie niewykrywalna. Toksyczny jon MPP+ jest produkowany gtow-
nie w astrocytach i ulega akumulacji w neuronach dopaminergicznych, gdzie ha-
muje tancuch oddechowy i syntezg ATP. Stad MPTP wywierajac toksyczny efekt
w ciagu pierwszych 24 godzin, nie niszczy od razu neurondw. Liczba uszkodzonych
neuronow wzrasta w ciagu pierwszych kilku dni, osiagajac najwieksza liczbe nekro-
tycznych komorek w 7 dobie po intoksykacji (Kohutnicka i wsp. 1998). Jak wcze-
$niej opisano podawanie jednorazowe dxm (3-30 mg/kg) przed intoksykacja MPTP
nie wplywa na zawartos¢ dopaminy w prazkowiu (Aubin i wsp. 1998). W przypad-
ku prezentowanym przez nas przy przedtuzonym (7 dni) podawaniu dxm, z poczat-
kiem 24 h przed lub po intoksykacji MPTP, stwierdziliSmy taka sama protekcje
komoérek dopaminergicznych §wiadczaca o wlasnym neuroprotekcyjnym dziataniu
steroidu nie zwiazana z interakcjami z MPTP.

Inna interesujaca obserwacja zwiazang z dxm jest bezposredni zwiazek efektu
z dawka sterydu. Bruccoleri i wsp. (1999) opisali model zwierzecy toksycznego
uszkodzenia oun zwigzany z systemowym podawaniem trimethyliny (TMT). TMT
powoduje u myszy specyficzne uszkodzenie neuronéw w komorkach warstwy
ziarnistej z towarzyszaca astroglioza i odpowiedzig prozapalna cytokin. Dxm po-
dawany przed i po intoksykacji w dawce 0,2 mg/kg i 10 mg/kg nie powodo-
wal zmniejszenia uszkodzenia ani nie wykazywat dziatania neuroprotekcyjnego.
W naszym badaniu efektywna okazata sig tylko dawka 1 mg/kg, dawki 0,1 mg/kg
oraz 10 mg/kg nie dzialaly protekcyjnie, a ta druga wywierala wrecz dzialanie
toksyczne na neurony. Stad dawka dxm okazuje si¢ bardzo wazna w mechanizmie
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dzialania, dajac rozne efekty (od protekcji do dziatania toksycznego). Nie jest to
dzialanie nieoczekiwane, gdyz sterydy moga wywolywac rozne efekty w zalez-
noéci od ich koncentracji, co moze by¢ zwiazane z réznymi typami receptorow
kortykoidowych (Mensah-Nyagan i wsp. 1999).

Neuroprotekcyjne wplywy glukokortykoidéw na przezywalno$¢ neurondéw sg
bardzo skomplikowane. Sugeruje si¢ tu: inhibicje czynnikéw transkrypcyjnych
NF-kappaB, co ma zwieksza¢ wrazliwo$¢ neurondw na stres oksydacyjny (Braun
i wsp. 2000). Poza hamowaniem NF-kappaB i AP-1 glukokortykoidy dzialaja
przez wiasne receptory, znane jako receptory kortykoidow typu 11 I1. Dxm dziata-
jac przez receptory kortykoidoéw typu II prawdopodobnie powoduje spadek liczby
neuronow w hipokampie szczurdow (Sousa i wsp. 1999). Powoduje réwniez zaha-
mowanie produkcji IGF-1 (insulin-like growth factor-1) (Woods i wsp. 1999).

Neurony hipokampa, prazkowia, gatki bladej zlokalizowane w brzuszno-przy-
srodkowej czgsci prazkowia sa szczegolnie wrazliwe na sterydy i szybko podle-
gaja apoptozie (Mitchel 1 wsp. 1998). Toksyczny efekt wzrasta wraz z dawka ste-
rydow ijest zwiazany z receptorami kortykoidéw. Poza apoptotycznymi zmianami
dxm powoduje subletalne uszkodzenie neuronéw powodujac ich przejsciowa dys-
funkcje (Haynes i wsp. 2001).

W naszym badaniu obserwowali§my rowniez toksyczny efekt dxm w dawce
10 mg/kg, ale dawki 0,1 mg/kg i 1 mg/kg nie powodowaty spadku dopaminy
w prazkowiach.

Z drugiej strony dxm moze wykazywaé rowniez szereg dziatan neuroprotek-
cyjnych. Wykazano, ze przez receptory kortykoidow typu I moze zwicksza¢ sig
przezywalnos¢ neurondw.

Dxm hamuje synteze oxygenazy-1 hemu — biatka odpowiadajacego za patolo-
giczne odkladanie zelaza, uszkodzenie mitochondriéw w przebiegu chordb neuro-
degeneracyjnych (Schipper i wsp. 2000). Zwieksza réwniez ekspresje NGF mRNA
w hipokampie szczurdéw (Saporito i wsp. 1994), stezenia wymiataczy wolnych
rodnikow, takich jak metalothioneiny (Bruccoleri i wsp. 1999), hamujac przy tym
wywolywany eksperymntalnie stres oksydacyjny (Alsharif i wsp. 1994). Ma to
ogromne znaczenie przy neuroprotekcji w stosunku do dziatania MPTP, gdyz jak
pisalismy toksyczno$¢ tego zwiazku moze by¢ zwiazana ze zwiekszona produkcja
wolnych rodnikéw oraz stresem oksydacyjnym.

Dxm jest rowniez jako steryd lekiem przeciwzapalnym, stad wplywa réwniez
na reakcje zapalng w mozgach. Poprzez hamowanie czynnika NF-kappaB moze
regulowac¢ transkrypcjg wielu czastek zapalych (Unlap i Jope 1995). Hamuje syn-
teze COX-2 (cyklooksygenaza-2) i fosfolipazy, zmniejsza synteze wielu pro-
zapalnych cytokin: Il-1beta, II-6, IFNgamma i TNFalfa. Zmniejsza podwyzszona
ekspresj¢ czastek ICAM-1 oraz antygenéw MHC klas 11 IT (Kiefer i wsp. 1991).

Ze wzgledu na zapalny mechanizm dzialania toksycznego MPTP na mézg
— wydaje sie, ze przeciwzapalne dziatanie dxm moze by¢ istotnym mechanizmem
neuroprotekcyjnym (Akiyama i wsp. 2000). W badaniu naszym stwierdzili$émy,
ze dxm zmniejsza aktywacjg mikrogleju, ktoremu w formie aktywnej przypisuje
si¢ znaczacg rolg w patologii chor6b neurodegeneracyjnych. Ma on wptywac na
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procesy regeneracji, ale rowniez moze odpowiada¢ za powigkszenie stref uszko-
dzenia poprzez syntezg czastek prozapalnych — cytokin, prostaglandyn, NO 1 wol-
nych rodnikéw.

Stwierdzono, ze dxm zmniejsza aktywacje mikrogleju poprzez zmniejszanie
jego proliferacji in vitro (Tanaka i wsp. 1997). W zaleznosci od dawki moze po-
wodowac apoptoze makrofagow (Schmidt i wsp. 1997). Poprzez zwigkszenie syn-
tezy receptoréw dla LDL (lipoproteiny o niskiej gestosci) zwieksza degradacje
wielu ich ligandéw (Marzolo i wsp. 2000). W szczurzym modelu glejaka (glioma)
Zauwazono, ze rOwniez zmniejsza licze komorek mikrogleju (Badie i wsp. 2000).

Zmniejszenie aktywnosci mikrogleju moze spowodowac¢ zmniejszenie ubytku
neurondow. W przedstawionym badaniu obserwowali$my spadek ekspresji mikro-
gleju (markeréw CR3, MHC klas I i I, ICAM) w nastgpstwie dziatania deksame-
tazonu. Zmniejszal on rowniez naptyw limfocytow do substancji czarnej (SN).

Dxm podawany dootrzewnowo zmniejsza rowniez calkowitg liczbe limfocy-
tow T 1 modeluje ich funkcje. W naszym modelu stwierdziliSmy, ze naptyw limfo-
cytéw do oun dotyczy rowniez komérek CD4+ i CD8+ (Kurkowska i wsp. 1999).
Nie wiemy do konca jaka jest rola limfocytéw w uszkodzeniu uktadu n-s przez
MPTP, jakkolwiek moga by¢ one stymulowane poprzez aktywny mikroglej do
rozpoczecia reakeji immunologicznych powodujacych Smier¢ neuronow.

Udowodnilismy, ze dxm moze dziala¢ neuroprotekcyjnie dla komorek dopa-
minergicznych w nastgpstwie MPTP, niezaleznie czy byl podawany 24 godziny
przed, czy po intoksykacji. Po obserwacjach mowiacych o rownoczesnym zmniej-
szeniu reakcji zapalnej w oun wydaje sie, ze gldéwny mechanizm neuroprotekcji
leku jest zwiazany z dziataniem przeciwzapalnym (jakkolwiek nie mozZemy
wykluczy¢ bezposredniej neuroprotekeji). WykazaliSmy rowniez, ze efekt deksa-
metazonu zwiazany jest silnie z dawka leku i brak neuroprotekcji moze by¢ spo-
wodowany zarowno zbyt mata, jak i zbyt duza dawka.

Nasze badanie potwierdzito znaczaca rolg steroidéw w procesach neuroprotek-
cji, ale nie dato pelnej precyzyjnej odpowiedzi: jak dtugo, kiedy i w jakich daw-
kach nalezy je podawac.
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