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Streszczenie

Peptydowe produkty degradacji podstawowego dla patofizjologii choroby Alzheimera (Alzhe-
imer’s disease, AD) biatka APP (Amyloid Precursor Protein, APP), choé dobrze juz poznano,
jednak nadal budza zainteresowanie i sg przedmiotem intensywnych, wszechstronnych badan.
Zainteresowanie budza zwlaszcza nowo odkrywane liczne, amyloidogenne formy peptydéw Ap.
W pracy oméwiono problematyke formowania, biodystrybucji, transportu, translokacji oraz
usuwania z réznych przestrzeni ptynéw mézgu, takich jak ptyn wewnatrzkomérkowy (Intra-
cellular Fluid, ICF), ptyn mézgowo-rdzeniowy (Cerebrospinal Fluid, CSF), plyn $rédmiazszowy
(Interstitial Fluid, ISF), surowica czy mocz, tych fizjologicznie istotnych peptydéw. Oméwiono
tez m.in. mechanizmy translokacji przez bariere krew-mézg (Blood-Brain - Barrier, BBB) i po-
konywania bariery krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy (Blood-Cerebrospinal Fluid Barrier, BCSFB)
oraz zarysowano nowg koncepcje mechanizmu usuwania fibrylujacych peptydéw w oparciu
o0 aktywno$¢ tzw. uktadu glimfatycznego mézgu. Poruszono problemy diagnostyczne, ktére
maja zrédto w naturze fizyko-chemicznej samych biatek czy fibrylujacych peptydéw, jak np:
niskie ich stezenie w ptynach ciata, krétki czas zycia, badZ ktére wynikaja z probleméw tech-
niczno-eksperymentalnych jak np.: wysoka adsorpcja czy niska rozpuszczalno$é Ap, tau czy
amyliny. Przedstawiono problematyke biomarkeréw i parametréw diagnostycznych, ktére
mogga coraz lepiej odzwierciedlaé wstepne etapy rozwijajacej sie choroby lub monitorowac jej
rozwdj jak np.: iloraz stezei form AB1-42 i AB1-40 w ptynach ciata (AB42/AB40) lub iloraz ten
w kombinacji z catkowitym stezeniem biatka tau, a takze inne nowe markery: peptydy AB1-38,
biatka stresu oksydacyjnego, peptydy towarzyszace procesom zapalnym, czynnik komplemen-
tu H (complement factor H), alfa-2 makroglobuliny (alpha-2-macroglobulin) czy klusteryny
(clusterin). Opisano rézne formy patologicznych depozytéw amyloidowych odnajdywanych
w swoistych regionach mézgu chorych na AD, oméwiono ich sktad i dokonano analizy pod
katem ich znaczenia w rozwoju AD. Analizie poddano , fibrylujace peptydy” i ich formy mo-
nomeryczne, ktére w warunkach patologicznych potrafia ,,wymkna¢” sie spod prawidtowych
mechanizméw kontrolnych komérki i w fizykochemicznie zmienionej postaci uczestniczyé
w rozwoju choroby, w tym przypadku choroby AD. W pracy zarysowano tez liczne watpliwosci
i postawiono liczne pytania dotyczace oméwionych zagadnien.

horoba Alzheimera - biatko prekursorowe amyloidu - APP - peptyd AB - proces fibrylacji - amyloid
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Summary

Various peptides products of enzymatic cleavage of key for Alzheimer’s disease Amyloid Pre-
cursor Protein (APP) are well known, but still are matter of scientific debate.

The A type products are especially challenging for experimental and medical research.
This paper outlines several, still poorly known, biological and medical processes such as pepti-
des biology, i.e., formation, biodistribution, translocation, transport and finally removal from
brain compartments and body fluids like Intracellular Fluid (ICF), Cerebrospinal Fluid (CSF),
Interstitial Fluid (ISF), blood serum or urine.

In addition, the following studies concerning AD patients might prove challenging and si-
multaneously promising: peptides translocation through Blood-Brain - Barrier (BBB) and
Blood-Cerebrospinal Fluid Barrier (BCSFB) and their removal from the brain according to
anew concept of glymphatic system; - diagnostic difficulties that stem from physico-chemi-
cal properties and the nature of proteins or fibrillating peptides itself like low concentration,
short half-live and from experimental-technical problems as well like high adsorption or low
solubility of AP, tau or amylin.

The study of diagnostic parameters is very important, as it may better reflect early changes
before the disease develops; one such parameter is the Ap42/AB40 ratio, or the ratio with the
total tau concentration combination and other new biomarkers like AB1-38; other factors
include oxidative stress and inflammation process proteins, complement factor H, alpha-
-2-macroglobulin, or clusterin.

The study of various forms of pathological amyloid deposits that emerge in different but
specific brain regions AD patients seems to be crucial as well.

The composition of the first initial pathological, pre-fibrillating monomers of fibrillating pep-
tides and their role in AD development and disease progression have been described as well.
They are even more challenging for science and simultaneously might be more promising
in early diagnosis for AD patients. As always in science, research leads to endless discoveries
and further inquiry. Fundamental problems in this field most probably are still far from being
definitively comprehended, and multiple crucial questions await better answers. What we
really need is to study more and deeper into this matter.
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fibrylujacego fragmentu biatka APP (A total), AB1-42 — 42 aminokwasowy peptyd typu Af3, AB1-40 —
40 aminokwasowy peptyd typu AB, ACTF - pozamembranowy peptyd APP, AD - choroba Alzheimera,
ADAM - metaloproteinazy cynkowe, ADDLs — oligomery peptydu AP, AGEs — koncowe produkty
wzmozonej glikacji, AICD - cytoplazmatyczny, wewnatrzkomdrkowy odcinek biatka APP, APP — biatko
prekursorowe amyloidu, sAPPa i sSAPP(3 — rozpuszczalne N-koricowe produkty trawienia APP, APLP1
i APLP2 - biatka podobne do biatka APP, APPL i APL-1 — homologi biatka APP, BACE — sekretaza f3,
BCSFB - bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy, BBB — bariera krew-mdzg, CSF — ptyn mézgowo-
-rdzeniowy , CTF - C-koricowe fragmenty APP, €99 — 99 aminokwasowy peptyd aCTF, C83 - 83-amino-
kwasowy peptyd aCTF, DM2 - cukrzyca typu 2, FAD - rodzinna posta¢ AD, ISF - ptyn $rédmiazszowy,
LRP-1 - biatko transportujace lipidy, NEP — neprylizyna, OUN - osrodkowy ukfad nerwowy, PAVS
- przestrzen pozanaczyniowa, Pgp - glikoproteina P, PS - preseniliny, RAGE - receptor koricowych
produktéw zaawansowanej glikacji, SAD - sporadyczna postac AD, ThS - tioflawina S, TJs - $ciste pota-
czenia komorkowe, VC - kompartment naczyniowy mézgu, VSMC - komérki miesni gtadkich naczyn.
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Wsrep

Przyjmuje sie, ze peptydowe produkty trawienia biatka
APP (Amyloid Precursor Protein, APP), tj. fibrylujace pep-
tydy typu AP, sg nierozerwalnie zwigzane z rozwojem
choroby Alzheimera (AD). W tej grupie wazny wydaje
sie peptyd AP1-42, ktéry wystepuje u chorych na AD
w dwdch postaciach. Pierwsza - to forma rozpuszczal-
nego peptydu, ktdry jest obecny w ptynach ciata, takich
jak: ptyn wewnatrzkomérkowy (Intracellular Fluid, ICF),
plyn mézgowo-rdzeniowy (Cerebrospinal Fluid, CSF), ptyn
$rédmigzszowy (Interstitial Fluid, ISF), surowica czy mocz.
Analiza jego stezeti w plynie mézgowo-rdzeniowym cho-
rych na AD pozwala wpisa¢ go na liste biomarkerdéw tej
choroby. Druga forma to fibryle. Ich obecno$¢ w depozy-
tach amyloidowych w postaci plak starczych, odnajdywa-
nych w mézgach chorych, badanych post mortem, przyjeto
traktowa¢ jako ceche patognomoniczna choroby, choé
w rzeczywisto$ci zmiany towarzysza takze innym choro-
bom neurozwyrodnieniowym [4,31].

Obecnie przyjmuje sie, ze peptyd AP1-42 w formie
fibryli jednak w ogéle nie odpowiada za rozwdéj choroby
AD. Wiadomo tez, ze formowane fibryle nie sa czynni-
kiem wywotujgcym i przyczyniajacym sie do rozwoju
i postepu tego i innych schorzen, w tym chordéb neuro-
degeneracyjnych czy cukrzycy typu 2 (Diabetes Mellitus
type 2, DM2). To pierwsze formy fizykochemicznie zmie-
nionego peptydu, powstajace na szlaku fibrylotwérczym
i formy nieco wieksze, bo konglomeratéw czasteczek
monomeru peptydu, ale jeszcze nie fibryle, sg neurotok-
syczne i odpowiadajg za liczne, rézne uszkodzenia komé-
rek, prowadzace do ich $mierci [37,41].

Mechanizmy biodystrybucji formowanych peptyddéw
w obrebie mézgu, mechanizmy ich translokacji, m.in.
przez bariere krew-mézg (Blood-Brain - Barrier, BBB)
i ostatecznie ich usuwania z tego narzadu i z organizmu
sg przedmiotem badan. Niedawno zaproponowano nowy
model usuwania takich fibrylujacych peptyddéw, opierajac
sie na mechanizmach funkcjonowania tzw. uktadu glim-
fatycznego w mézgu. Jego dysfunkcja moze prowadzié
do zaburzenia usuwania peptydéw i odpowiadaé za nad-
mierne ich gromadzenie w réznych strukturach mézgu,
co w konsekwengji sktada sie na obraz choroby [25].

W pracy zaprezentowano problematyke formowania,
biodystrybucji, usuwania z réznych przestrzeni i pty-
néw mézgu peptydowych produktédw trawienia biatka
APP, w tym fizjologicznie istotnych peptyddéw, np. typu
AP. To one, w warunkach patologicznych, potrafia jed-
nak ,,wymkna¢” sie spod prawidtowych mechanizméw
kontrolnych komérki i w fizykochemicznie zmienionej
formie uczestniczyé w rozwoju choroby, w tym przy-
padku choroby AD.

TRANSLOKACJA | WYMIANA PEPTYDOW AB W PEYNACH MOZGU

W wyniku degradacji prekursorowego biatka APP przez
rézne typy sekretaz powstajg réznorodne peptydy, w tym

m.in. peptydy AP. Wiadomo, ze peptydy te powstaja nie
tylko na zewnatrz komérki neuronalnej, ale tez i w obre-
bie komérki, tj. wewnatrzkomérkowo. Wszystkie pep-
tydy powstajace w wyniku degradacji peptydu AR, (AB
total), tj., sekwencji aminokwasowej catkowitego fibry-
lujacego fragmentu biatka APP, moga sie znaleZ¢ w ISF,
CSF w surowicy krwi czy w moczu [21,59,64].

Pula réznorodnych produktéw degradacji biatka APP,
w tym i peptydéw AP, trafia do tzw. przestrzeni poza-
naczyniowej (Paravascular Space, PAVS), czyli obszaru
mézgu, wypetnionego zewnatrzkomérkowym ply-
nem $rédmiazszowym ISF, ktdry stanowi jeden z kilku
kompartmentéw wodnych mézgu. Obszar pozanaczy-
niowy to przestrzen, ktéra wykreslaja dwie funkcjo-
nujace w mézgu bariery: bariera utworzona z komédrek
$rédblonka i bariera utworzona przez komdérki glejowe.
Powstaje on na styku komérek mézgu i krwi, a tworza
go: sie¢ kanaléw okotonaczyniowych (perivascular chan-
nels), czyli przestrzen okotonaczyniowa (Perivascular
Space, PEVS), ktéra towarzyszy naczyniom krwiono-
$nym o nieco wiekszej $rednicy i jest umiejscowiona
wzdtuz tych naczyn, oplatajac naczynia zaréwno tetni-
cze, jak i zylne, a takze obszar lokujacy sie miedzy tymi
naczyniami, czyli obszar parenchymy mézgu, wypet-
niony réznymi typami komérek mézgowych, w tym
i astrocytami. Sie¢ ta, niejako ,,towarzyszaca” gestej sieci
kapilarnych naczyn krwiono$nych w mézgu, stanowi
element przewodzacy i obszar wymiany ptynéw nowo
opisanego tzw. uktadu glimfatycznego mézgu [25,28].

Wysoce wyspecjalizowane struktury blonowe oddzielajg
od siebie cztery kompartmenty wodne mézgu, ktérymi
sg plyny: ICF, ISF, CSF i krew w kompartmencie naczynio-
wym (Vascular Compartment, VC). Stanowig one: ICF -
68%, ISF - 12%, CSF-10%, a VC okoto 10% ptynéw mézgu
[57,62]. Sktad ptynu ICF zalezy od typu komérki, w ktérej
wystepuje i od budowy btony komérkowej, ktéra stanowi
bariere oddzielajaca wnetrze komérki od jej $rodowiska,
a zdeterminowany jest aktywno$cig pompy sodowo-
-potasowej (Na+-K+-ATPase) [56,57].

Natomiast ptyn ISF jest jedna z postaci ptynu zewnatrzko-
mérkowego organizmu (Extracellular Fluid, ECF) i stanowi
w mézgu okoto 2,5% ptynu ECF. Ptyn ISF jest swego rodzaju
tacznikiem miedzy ICF a obszarem wewnatrznaczyniowym.
Wypenia takze puste przestrzenie wszystkich tkanek ciata,
w tym przestrzenie w tkance nerwowej oraz w tkance mie-
$niowej. Powstaje na skutek aktywnos$ci metabolicznej tka-
nek i jako przesacz krwi. W obrebie osrodkowego uktadu
nerwowego ISF w mézgu stanowi ekwiwalent ISF w innych
narzadach i tkankach. Jednak w mézgu, istniejaca w pew-
nych jego obszarach bariera krew-mézg, w tym przypadku
bariera krew-ISF, petni funkcje kontrolne w sposéb szcze-
g6lny, niespotykany w innych narzgdach. Inne narzady,
poza o$rodkowym ukltadem nerwowym (Central Nervous
System, CNS) i okiem, cho¢ zawierajg ISF, to jednak nie maja
ekwiwalentu ptynu CSF mézgu, a ich drenaz limfatyczny
rézni sie znaczaco od drenazu limafatycznego ISF z CNS.
W ludzkim mézgu jest wytwarzany w tempie okoto 0,11-
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0,29 ml/minute/g mdzgu, a catkowitg jego objeto$é szacuje
sie na okoto 280 ml [62,63].

Plyn CSF jest to pozakomérkowy wodny roztwér jondw,
substancji odzywczych, substancji neuroreaktywnych
i neurotransmiterdw, a takze substancji regulatorowych
i szkodliwych substancji metabolicznych usuwanych
z mézgu [50,61]. W odrdznieniu od uktadu krwiono-
$nego, ktdry jest otwarty i funkcjonuje w calym ciele,
uktad przenoszacy ptyn CSF jest ograniczony, gdyz
wypetnia przestrzeni: podpajeczynéwkowa, kanat srod-
kowy rdzenia kregowego i uktad komorowy mézgu [61].

Plyn CSF jest formowany dwuetapowo: najpierw jako
przesacz komdrek §rédbtonka naczyti splotu, a nastep-
nie w drugim etapie jest wydzielany aktywnie, gdyz jest
produktem sekrecji gtéwnie komérek nabtonkowych
splotu naczyniéwkowego, a takze komdrek wysciétki.
Okoto 75-80% wydzielanego CSF powstaje w obrebie
pajeczynéwki w splotach naczyniéwki w wyniku filtra-
¢ji i wydzielania, a okoto 20-25% ptynu jest pochodzenia
pozanaczyniéwkowego.

Komérki nablonkowe naczyniéwki sg wysoce spolary-
zowane. Ze wzgledu na pelnione funkcje transportowe
btony komdrkowe obydwu koticéw komérki, tj. kotica
apikalnego i bazolaternego, maja niezwykle rozwinieta
powierzchnie. W miejscach apikalnych potaczen komé-
rek znajdujg sie $ciste potaczenia komérkowe (TJs), ktére
uniemozliwiaja swobodny przeptyw substancji przez
btone komérki, tworzgc bariere, tj. bariere krew-CSF
(Blood-Cerebrospinal Fluid barrier, BCSFB). Powstaje
ona wskutek obecnosci TJs na apikalnym koricu komérek
nabtonkowych splotu naczyniéwkowego, a nie z powodu
obecno$ci warstwy $rédbtonka naczyn kapilarnych rze-
sek, jak w przypadku BBB [5,14,49].

Bariera krew-mdzg jest systemem niewystarczajacym i dla-
tego tez nie jest jedyng bariera funkcjonujaca w mézgu.
Druga, zewnetrzng wobec $cian naczyti krwiono$nych,
bariere tworza zatem komérki glejowe, tj. astrocyty.
Wydaje sie, ze w wytwarzaniu ptynu ISF i wymianie jego
sktadnikéw w mézgu aktywnie uczestniczy kompleks astro-
cytarno-naczyniowy. Tempo wytwarzania ISF w mézgu
wyznaczono na podstawie analizy tempa usuwania znacz-
nikéw podanych do parenchymy mézgu. Sadzi sie, Ze jest
ono 100-krotnie nizsze od tempa wytrwarzania CSF [5,25].

To wiladnie w przestrzeni PAVS mdzgu moze nastgpié
dwukierunkowy proces wymiany sktadnikéw ptynu
ISF i ptynu CSF. Wymianie podlegaja takze obecne
w ISF peptydy AP. Na tym etapie moga ulega¢ degrada-
cji za posrednictwem komérek mieéni gtadkich naczyn
(vascular smooth muscle cells, VSMC), perycytéw czy
astrocytéw, a takze wewnatrz - i zewngtrzkomorko-
wej degradacji neuronalnej. Peptydy AP sa usuwane
z mbzgowego ISF jako formy rozpuszczalne, a takze
dzieki aktywno$ci systemu biatek chaperonowych w ISF,
np. apolipoproteiny E (apoE), apolipoproteiny J czy
a2-macroglobuliny, ktére wspétdziatajg w transporcie

AP. Role odgrywaja takze komérki mikrogleju i makro-
fagi okotonaczyniowe [2].

W mézgu cztowieka transport AP moze nastepowaé bez-
poérednio do krwiobiegu, wydaje sie, ze jest to sposéb
dominujacy, ale peptydy te moga tez by¢ przenoszone
drogg okotonaczyniowa (perivascularna) Sugeruje sie, ze
sita napedowg sa w tym przypadku pulsacje mézgowych
naczyn krwiono$nych, a kazda forma ich dysfunkcji
zaburza proces usuwania peptyddéw i sprzyja ich odkta-
daniu sie w §cianach naczyn krwiono$nych, co zaobser-
wowano w przebiegu AD [2].

Inng mozliwa droga transportu peptyddéw jest dwukie-
runkowa wymiana sktadnikédw ptynéw ISF i CSF z krwig
w kompartmencie naczyniowym mézgu. W procesie
dwukierunkowej wymiany sktadnikéw ptynu ISF i krwi
przez bariere BBB role odgrywaja komérki §rédbtonka
naczyn kapilarnych, ktére odpowiadaja m.in. za trans-
port peptydéw AP do krwi. Natomiast z krwi, przez
bariere BBB, peptydy te sa transportowane do ISF, m.in.
przez receptor RAGE (Receptor for Advanced Glycation
End products, RAGE).

Proces wymiany sktadnikéw plynu CSF i sktadnikéw
krwi takze jest dwukierunkowy. Sktadniki ptynu CSF
wedruja do krwi badZ po pokonaniu bariery krew-ptyn
moézgowo-rdzeniowy (Blood-Cerebrospinal Fluid Bar-
rier, BCSFB), badZ w wyniku drenazu CSF do krwi lub do
naczyn limfatycznych. Z mézgu peptydy AP sg transpor-
towane przez BBB dzieki aktywnos$ci biatka LRP (Lipo-
protein Receptor Related Protein-1, LRP-1), ktére jest
zwiazane z powierzchnig komérek naczyh miesni gtad-
kich. Transport sktadnikéw z krwi do CSF przez bariere
BCSFB odbywa sie za posrednictwem RAGE. Peptydy AP
sg transportowane z krwi do mézgu przez BBB transcy-
toze, dzieki aktywno$ci receptoréw, z ktérych RAGE jest
biatkiem podstawowym dla tego transportu. Szybko$¢
transportu jest okoto 5-6 razy nizsza w poréwnaniu do
przenoszenia aminokwaséw neutralnych [2,15].

TRANSPORT PEPTYDOW AP PRZEZ BARIERE KREW M0ZG (8BB)

Wysoce wyspecjalizowane komdérki §rédbtonka (endo-
telialne) kapilar mézgowych sg gtéwna jednostka ana-
tomiczng BBB. Tworza bariere dyfuzyjna, transportujac
liczne substancje do i z mézgu. Stanowia tez swoisty
tacznik miedzy wnetrzem mézgu a jego otoczeniem.
Cechg szczegdlna tych komdrek jest ich wysoka polar-
no$¢ z powodu obecnosci specyficznych potaczen
komdrkowych typu potaczeri $cistych (tight junctions),
ograniczajacych zjawisko dyfuzji, np. biatek i innych
zwigzkéw. Wazna cechg jest tez aktywno$¢ enzyméw
degradujacych, ponadto ograniczona, zredukowana
pinocytoza i obecno$¢ selektywnych transporteréw
wyplywu komérkowego (efflux transporters). Wazng
role w utrzymaniu prawidtowych funkcji BBB pelnia
takze astrocyty i perycyty. Z endotelialnymi komér-
kami BBB pozostaja réwniez w kontakcie komédrki
mikrogleju i neurony.
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Wiadomo, ze peptydy AP z CSF do$¢ szybko wedruja
do krwi, a pokonanie bariery BBB utatwia biatko LRP-
1. Obnizone stezenie LRP-1 u chorych na AD wigzano
z utrudnionym usuwaniem peptydéw AP, ich akumu-
lacja i w konsekwencji z rozwojem choroby. Kolejnym
biatkiem, ktérego aktywno$¢ wigzano z transportem
peptydéw AP z komérek §rédbtonka do krwi jest gliko-
proteina Pgp (P-glycoprotein, Pgp). Zaburzenia aktyw-
nosci tego biatka, jako transportera peptydu AP, czy jego
dysfunkcje takze wigzano z rozwojem AD. Okazato sie, ze
obydwa biatka transportowe dziataja niezaleznie od sie-
bie. Do grupy biatek, ktére tez wigzg sie z transportem
peptydéw AP nalezg réwniez: biatko prionowe (cellular
prion protein) i transportery wielolekowe (multidrug
transporters ABC), tj. biatka ABCA1, ABCB1 i ABCG2
[15,46].

Zaburzony odplyw i usuwanie peptydéw AP z CSF moze
by¢ jedna z przyczyn zaburzenia homeostazy stezenio-
wej i wzajemnych proporcji tych peptydéw w mézgu.
Sugeruje sie, ze moze to skutkowad rozwojem choroby
AD. Stany patologiczne, takie jak: procesy zapalne, oty-
to$¢, DM2 czy wylew krwi do mézgu zaburzaja prace
transporteréw BBB. Wymienione czynniki sg przyczyna
szeroko rozumianej dysfunkcji BBB, ktéra takze wigze sie
z rozwojem AD [15,25,52].

Dysfunkcja BBB polega na uszkodzeniu czy wrecz na
zniszczeniu tej struktury, co prowadzi do patologicz-
nych przeciekéw cyrkulujgcych w krwiobiegu substan-
cji, w tym substancji neurotoksycznych do przestrzeni
mozgowej. Mechanizm dysfunkcji moze by¢ rézny. Moze
polegad na zaburzeniu funkgji transporteréw, co zaburza
dostarczanie i dostepno$¢ substancji odzywczych i regu-
latorowych do i z CSF i do krwi. Moze polegal tez na
aktywacji mediatoréw procesu zapalnego w komdrkach
$rédbtonka i stresu oksydacyjnego. Wszystkie wymie-
nione zjawiska: neurotoksyczno$¢, stan zapalny i stres
oksydacyjny sa obserwowane w obrebie BBB w prze-
biegu AD. Niezmiernie istotnym czynnikiem zmienia-
jacym i pogarszajacym czynno$¢ i wydolno$é BBB sa
akumulowane w przebiegu AD w obrebie OUN peptydy
AP [15].

PEPTYDY AP W SUROWICY KRWI

Krazace we krwi peptydy AP wystepuja w formach zwia-
zanych z licznymi biatkami krwi, np.: albuming, ApoE
czy ApoJ, czy sLRP-1, z czego ta ostatnia, rozpuszczalna
forma LRP-1, wigze najwiecej AP. Wigzanie z biatkami
utatwia usuwanie peptydu, gdyz hamuje jego oddzia-
tywanie z RAGE. Z krwi peptydy AP sa transportowane
i usuwane gtéwnie przez watrobe, w czym uczestniczy
receptor LPR1. Podwigzanie przewodéw watrobowych
prowadzito do wzrostu stezenia peptydéw AP w surowicy
krwi i do mniejszego ich wyptywu z mézgu. Mniejsze
ilodci peptydédw AP sa usuwane przez nerki i §ledzione.
Jednym z istotnych probleméw byto to czy cyrkulujace
w organizmie peptydy AP moga uczestniczy¢ w formo-
waniu mézgowych depozytéw. Na modelach zwierze-

cych wykazano, ze obecne w krwiobiegu fragmenty APP:
krétszy, tj. 28-aminokwasowy i fragmenty dluzsze, tj. 40
- i 42 - aminokwasowe mogly pokonywa¢ bariere BBB
naczyh kapilarnych [15].

PepTvDY AP W PLYNACH CIAEA. PoSzuKIWNIA BIOMARKEROW
DIAGNOSTYCZNYCH AD

W plynie CSF znajdujg sie liczne i rézne produkty tra-
wienia biatka APP. W tej grupie peptydéw poszukuje sie
markerdw, ktére moga mie¢ znaczenie diagnostyczne
réznych chordb neurodegeneracyjnych, w tym i AD.

Rozpuszczalne formy APP w CSF (sAPP) jako
biomarkery AD

Dzieki wiasciwos$ci biatka APP do wchodzenia w inerak-
cje o charakterze jonowym i hydrofobowym wykazuje
ono zdolno$¢ do asocjacji i do formowania homo - i/
lub heteromerycznych komplekséw z innymi rozpusz-
czalnymi formami APP, takze obecnymi w CSF. Do roz-
puszczalnych form APP (soluble APP, sAPP) naleza sAPPa
i SAPPp, a takze wykryta ostatnio APP w postaci sAPPf
(full-length APP, sAPPf) [6,10]. Analizie poddano catko-
wite stezenie rozpuszczalnych produktéw trawienia APP,
tj. sSAPPt (sAPP total), na ktdre sktadajg sie sSAPPa i SAPP,
jako produkty aktywnosci alfa i beta sekretaz. Wyniki
prac nie prowadzity jednak do istotnych z punktu widze-
nia diagnostyki wnioskéw [6]. Stosujac metody imuno-
precypitacji i chromatografii cieczowej potaczonej ze
spektrometrig masowa (nanoflow Liquid Chromatogra-
phy/tandem Mass Spectrometry, LC - MS/MS), ozna-
czono stezenie poszczegdlnych, rozpuszczalnych form
sAPPa, i SAPP, ktdre pojawiajg sie w CSF 0séb zdrowych
i chorych na AD w wyniku trawienia izoformy APP__
tego biatka przez sekretazy alfa i beta. W przypadku obu
badanych grup produktami trawienia biatka przez alfa-
-sekretazy byly peptydy: sAPPa-Q686 i sSAPPa-K687, ktd-
rych stezenie w CSF wynosito okoto 600-700 ng/ml i byto
3,5-4 razy wyzsze od stezeti form sAPPP. Natomiast pro-
duktami trawienia tej izoformy APP przez B-sekretazy
byly peptydy sAPPB-M671 i sSAPPP-Y681, ktérych steze-
nie wynosito okoto 200 ng/ml. Nie odnotowano jednak
réznic w stezeniach form rozpuszczalnych sAPP w CSF
u 0s6éb zdrowych i u chorych na AD. Druga zastoso-
wana w tym badaniu metoda (AlphaLISA i IBL) takze nie
pozwolita na uchwycenie réznic w stezeniach form sAPP
0séb zdrowych i chorych na AD [6].

Obiecujace wydaja sie wyniki ostatnich badan, gdyz
w CSF 0séb zdrowych zidentyfikowano obecnosé¢ biatka
APP z w petni zachowana domena cytoplazmatyczna, tzn.
w jego pelnej formie, ktéra okreslono jako sAPPf. Roz-
puszczalna forma APP moze wystepowaé w CSF jako poli-
mer w postaci heteromeréw sAPPf/sAPP«, sAPPa/sAPPa
i sSAPPf/sAPPf. Nieznany jest mechanizm formowania sAPPf
w komdrce, a takze droga i mechanizm przedostawania sie
jej do CSF. Wiadomo jednak, ze forma ta w istotny sposéb
interferuje z innymi rozpuszczalnymi APP jak sAPPa czy
sAPPB, takze obecnymi w CSF. Stwierdzono takze, ze jego
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stezenie w CSF u chorych na AD jest podniesione w poréw-
naniu ze stezeniem w CSF u 0séb zdrowych, a co wiecej,
u chorych na AD pozostaje w korelacji ze stezeniem pep-
tydu AP1-42 w CSF. Obecnie trudno przesadzaé czy sAPPf
bedzie miat znaczenie diagnostyczne [10].

Peptydy AB w ISF

Dzieki aktywnosci synaptycznej peptydy AP sa uwal-
niane z neurondéw do $rédmiazszowej przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej ISF. Stezenie tych peptyddéw
w mébzgu i w plynie ISF jest niezwykle wazne dla fizjolo-
gicznego procesu ich metabolizmu i dla patologicznego
procesu amyloidozy. Stezenie peptydéw AR w ISF jest
zmienne i, jak wykazano, jest skorelowane z rytmem
dobowym pracy mézgu. Wzrasta w stanie aktywnosci
synaptycznej mézgu, gdy organizm nie $pi, a obniza
sie podczas snu. Trudno powiedzie¢ jaki wptyw na roz-
wéj AD ma zaburzenie rytmu dobowego pracy mézgu
[8,26,44,54,55].

Ze wzgleddéw etycznych niemozliwe jest oznaczenie ste-
zenia sktadnikéw, w tym peptydéw AP czy biatka tau
w ISF mézgu zyjacych, zdrowych oséb. Jednak badania
takie sa prowadzone u oséb, ktére wymagaja statego
monitorowania pracy mdzgu, np. po ciezkich uszko-
dzeniach tego narzadu. Poszukuje sie korelacji miedzy
typem urazu, stopniem uszkodzenia mézgu, aktywno-
$cig synaptyczna po urazie a stezeniem rozpuszczalnych
peptydéw AP, nie tylko w relatywnie tatwiejszym do
pobrania CSF, ale i w ISF mézgu. Badania takie zmierzaja
do zobrazowania dynamiki zmian stezenia tych pepty-
déw w mdzgu, a tym samym dajg wiedze o natezeniu ich
akumulacji i eliminacji [36].

Waznych wynikéw dostarczyly badania stezenia
peptydéw AP w ISF pacjentéw poddanych statemu
wewnatrzczaszkowemu monitorowaniu stanu i pracy
mézgu z powodu przebytego urazu mézgu. Badane
osoby nie byly chore na zadne formy demencji, w tym
i na AD. Stosujac wewnatrzmdézgowy dialize zebra-
nych ptynéw, okreslono w nich stezenia potencjal-
nych biomarkerdéw stanu i pracy uszkodzonego mézgu
[7,35,58]. W plynie ISF 0séb po ciezkim uszkodzeniu
mézgu zbadano stezenie peptydéw AP. U badanych
pacjentéw Srednie stezenie peptydéw AB1-42 okre-
$§lono na 253 pg/ml, a peptydu AP1-40 na $rednio 5421
pg/ml [36]. Wydaje sie, ze istnieje pewna korelacja
pomiedzy stopniem uszkodzenia mézgu, liczbg dozna-
nych urazéw (jedno - badZ wielokrotnym urazem)
a rozwojem AD. Przemawia za tym wzrost nieroz-
puszczalnych agregatéw fibrylujacych peptydéw po
urazach mézgu. Wykazano, ze w miare postepujacej
poprawy stanu pacjenta w jego ptynie ISF podwyzsze-
niu ulegato stezenie peptydéw AP, a malato w przy-
padku pogarszajacych sie parametréw pracy mézgu.
Zmniejszenie stezenia fibrylujacych peptydéw mozna
ttumaczy¢ ich deponowaniem w formie fibryli. For-
mowane sa tez wéwczas liczne helikalne oligomery,
najbardziej toksyczne formy fibrylujacych peptydéw.

Zmniejszonemu stezeniu peptydéw AP, czyli pogar-
szajacym sie parametrom pracy mézgu, towarzyszy?
takze wzrost stezenia biatka tau w ISF [7,35]. Monito-
rowanie po urazie mézgu zmian stezenia peptyddw AP
w ISF by¢ moze pozwoli na uchwycenie i precyzyjne
okreslenie istniejacych zalezno$ci miedzy stezeniem
peptyddéw a aktywnoécia uszkodzonych aksonéw [36].

Peptydy AR w CSF

W CSF znajduje sie ogromna liczba réznych peptydéw
bedgcych produktami wysoce specyficznego trawienia
biatka APP, w tym peptydy AP. Sa one niezwykle wazne
dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Ponadto
w CSF znajduja sie takze inne peptydy, istotne z punktu
diagnostyki AD, jak np. biatko tau [47,53].

Stezenie peptydéw AP w CSF jest odzwierciedleniem
tempa ich wytwarzania i procesu usuwania (clerance)
z mbzgu. Wyniki badan modeli zwierzecych wskazuja, ze
gtéwnym zrédtem tych peptydéw w mézgu jest raczej
APP neurondw, a nie sg wytwarzane w innych komér-
kach i transferowane z krwiobiegu przez bariere BBB
do mézgu i dopiero tu deponowane [43]. W stanie fizjo-
logicznym w CSF 0séb zdrowych okoto 50% peptydéw
AP to AP1-40, okoto 16% to peptyd AP1-38, a 10% sta-
nowi peptyd AP1-42 [11,29]. U chorych na AD stezenie
peptydéw AP takze obrazuje ich biodynamike, zwiek-
szone wytwarzanie i/lub obnizone tempo ich usuwania
z mdzgu, ale w warunkach odmiennych od prawidlo-
wych, bo patologicznych [43]. Wraz z rozwojem choroby
AD stezenia fibrylujacych peptydéw AP1-42 i AB1-40
w CSF zmieniaja sie, ale najwazniejsze zmiany, z punktu
widzenia klinicznego nastepuja we wstepnych, w zasa-
dzie bezobjawowych etapach rozwoju AD [4,34].

Peptyd AB1-40 w CSF

Stezenie peptydu AP1-40 w CSF u 0séb zdrowych jest kil-
kakrotnie (okoto czterokrotnie) wyzsze niz peptydu Ap1-
42 i jest wyrazane w nanogramach. Wynosi okoto 14,6
ng/ml. U 0s6b chorych na AD stezenia peptydu AB1-40 sa
na ogdt nieco wyzsze, bo wynoszg np. 16,6 ng/ml. Liczni
autorzy potwierdzajg wyzsze stezenie AP1-40 w CSF
u chorych na AD w poréwnaniu ze stezeniem w CSF osdb
zdrowych. Podobna tendencje zaobserwowano takze
w surowicy krwi oséb chorych na AD [32,42,43,47].

Peptyd AB1-42 w CSF

W przeciwieristwie do stezenia peptydu AP1-40 w CSF,
ktére w poczatkowym okresie choroby pozostaje na
stalym poziomie, stezenie peptydu AB1-42 zmniejsza
sie i jest odwrotnie skorelowane ze stopniem zaawan-
sowania choroby. Dotyczy to zaréwno choroby okresla-
nej jako tagodne zaburzenia poznawcze (Mild Cognitive
Impairment, MCI), ktéra jest traktowana jako stan
przej$ciowy miedzy prawidtowym procesem starze-
nia si¢ a tagodnym wczesnym otepieniem towarzysza-
cym chorobie AD, jak i rozwinietej, pelnoobjawowej AD.
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Obnizenie stezenia AP1-42 w CSF nastepuje stosunkowo
wcze$nie w rozwoju AD. Dzieje sie to dlugo, wiele lat,
a przynajmniej dwie dekady zanim rozwing sie objawy
choroby. Z tego wzgledu peptyd ten jest uznawany za
niezwykle istotny, cho¢ nie jedyny marker diagno-
styczny AD [18,21].

Przypuszcza sie, ze peptyd AP1-42 jest szybciej niz
peptyd AP1-40 deponowany w mézgu chorych na AD.
Poczatkowo, diagnostycznie nieuchwytny proces groma-
dzenia monomerdéw peptydu z czasem nasila sie i poste-
puje wraz z wiekiem, by w koricu ujawni¢ sie w formie
gromadzonych depozytéw amyloidu [34].

Stezenie peptydu AB1-42 w CSF oséb zdrowych miesci
sie w granicach 600-890 pg/ml, a nawet do 1110 pg/ml.
U 0s6b chorych na AD stezenie wynosi 445 - 614 pg/
ml, a u chorych na inne formy demencji wynosi okoto
717 pg/ml/[13,23,24,32,47]. Oznacza to, ze stezenie pep-
tydu AB1-42 w CSF u 0séb chorych na AD nie tylko nie
wzrasta, ale jest nizsze w poréwnaniu do stezenia w CSF
u 0séb zdrowych. Wydaje sie, ze mniejsze stezenie pep-
tydu AP1-42 w CSF o0séb chorych na AD moze odzwier-
ciedla¢ mniej wydajny proces oczyszczania mdzgu z tego
peptydu, co prowadzi do wzmozonego gromadzenia zto-
géw amyloidu w mézgu chorych. Retencja peptydu AB1-
42 w mézgu w formie amyloidu sprawia, Ze sa obnizone
mozliwosci jego dyfuzji do CSE. Wzrost stezenia rozpusz-
czalnych oligomerdéw peptydéw AP w ptynie zewnatrz-
komérkowym mdzgu zaburza transmisje synaptyczna
i uszkadza neurony [3,11].

Redukcje stezenia peptydu AP1-42 w CSF mozna jedynie
wstepnie traktowad jako wskaznik rozwoju i postepu AD,
gdyz wydaje sie, ze dopiero stosunek pojawiajacych sie
form AP42/AP40 jest bardziej miarodajnym parametrem.
Jest lepszym wskaznikiem rozwoju AD niz samo stezenie
AP1-42. Sugeruje sie nawet potgczenie tego parametru ze
stezeniem biatka tau [32].

Biatko tau w CSF

Stezenie catkowite biatka tau (tau total, tauT) w CSF
0s6b zdrowych wynosi 262 - 326 pg/ml, a u 0séb cho-
rych na AD wyznaczono je w granicach 599 - 816 pg/ml,
a w przypadku innych form demencji na 47 pg/ml. Ste-
zenie formy fosforylowanej biatka tau (Ptau) w CSF os6b
zdrowych wynosi 47 - 61 pg/ml, u 0séb chorych na AD
stezenie to mie$ci sie w granicach 82 - 95 pg/ml. U oséb
chorych na inne postaci demencji stezenie nie zmienia
sie istotnie i pozostaje na stalym poziomie okoto 47 pg/
ml [13,24,33].

Stezenie AB1-42 w surowicy

Stezenia peptydéw AP1-40 i AP1-42 w surowicy krwi
sg znaczaco nizsze (okoto 10-20 razy) niz stezenia tych
peptydéw w CSF (Portelius E. - informacja prywatna).
Wyniki ostatnich badar z zastosowaniem nowej tech-
niki diagnostycznej oznaczania peptydéw AP w surowicy

krwi ludzkiej, opartej na metodzie immunoprecypitacji
i spektrometrii masowej, pozwolity na identyfikacje i na
wyznaczenie stezeri kilkunastu (16) réznych peptydéw
AP w surowicy, ktére sg N - badZ C-koricowymi produk-
tami trawienia APP. Liczne z nich to peptydy typu Ap.
Pochodzenie i obecno$é tych peptydéw w surowicy krwi
nie jest jeszcze wyjasnione. Wydaje sie, ze sa wytwarzane
w réznych komérkach i w narzadach obwodowych, jak
plytki krwi, komdrki watroby, ptuc czy przez komérki
$cian naczyri krwiono$nych, a takze przez potaczenia
nerwowo-mie$niowe w mie$niach szkieletowych. Nie-
stety, nie uchwycono jednak wyraznych korelacji pomie-
dzy stezeniem np. peptydu AP1-42 w surowicy u oséb
zdrowych i chorych na AD. U oséb zdrowych i chorych
na AD wyznaczone stezenie tego peptydu byto bardzo
niskie i mie$cito sie w granicach 10-30 pg/ml. Wydaje
sie, ze stezenie peptydu AP1-42 w surowicy krwi u oséb
zdrowych jest niezalezne od jego stezenia w CSF, ktére
wynosi okoto 1000 pg/ml, natomiast u chorych na AD
jest w przyblizeniu o potowe nizsze i miesci sie w zakre-
sie 400-500 pg/ml [47,53].

Natomiast stezenie peptydu AB1-40 w surowicy oséb
zdrowych miesci sie w przedziatach 168 - 224 pg/ml,
a u chorych na AD jest nieznacznie wyzsze, bo wynosi
okoto 270 pg/ml [42]. Dla peptydu AP1-42 w surowicy
osbb zdrowych stezenie mieéci sie w przytoczonych juz
granicach, okoto 20 - 25 pg/ml, a dla chorych na AD ste-
zenia te sg tylko nieznacznie wyzsze. Sugeruje sie takze,
ze obserwowane réznice nie sg istotne i stezenia pepty-
déw AP1-40 i AP1-42 w surowicy oséb zdrowych i oséb
chorych na AD sg w zasadzie podobne. Podobnie stezenia
innych peptydéw AP, np. AP1-38 w surowicy krwi oséb
zdrowych i chorych na AD pozostaja na niezmienionym
poziomie [47].

Podwyzszone stezenie peptydu AP1-42 wykryto jednak
w surowicy krwi pacjentéw chorych na genetycznie
uwarunkowang postaé rodzinng AD (early onset of fami-
lial AD) [43,53]. Wydaje sie, ze uchwycone wyzsze ste-
zenie peptydu AP42 pojawia sie dugo przed rozwojem
AD, w stadium przedklinicznym tej choroby. Wraz z jej
postepem stezenie to ulega jednak obnizeniu, a za efekt
ten moze odpowiadaé kompartmentacja mézgowych
peptyddw AP1-42 [53].

Wiadomo jednak takze, ze stezenie peptydéw AR w suro-
wicy osdb zdrowych wzrasta wraz z wiekiem [34]. U oséb
chorych na AD, w stadium przedklinicznym i na bardzo
wczesnym etapie rozwoju AD, stezenie to jest wyraznie
podniesione w poréwnaniu do stezenia u zdrowej grupy
kontrolnej. Jednak w miare rozwoju choroby i wraz z upty-
wem czasu cho¢ stezenie to obniza sie, jednak spadek
nastepuje do poziomu obserwowanego u 0séb starszych,
czyli do stezenia i tak wyzszego. Zjawisko niezmiernie
utrudnia interpretacje wynikéw badari i proces diagno-
styczny AD [52]. Sprawa komplikuje sie jeszcze bardziej,
gdy pacjentami sa osoby pobierajace insuline. Wprowa-
dzona do krwiobiegu insulina powoduje wzrost stezenia
fibrylujacych peptydéw, np. peptydu Ap1-42 [27].
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PEPTYDOWE BIOMARKERY AD W PEYNACH CIALA A PROBLEMY
DIAGNOSTYCZNE

Dane dotyczace stezenia peptydéw AP w réznych ply-
nach ciata w przebiegu AD budzity i nadal budza liczne
kontrowersje, gdyz niejednokrotnie sg kraticowo roz-
biezne [15]. Wyznacza sie warto$ci tych stezeti i wydaje
sie, ze przynajmniej do pewnego stopnia uzyskano kon-
sensus. Problematyczna pozostaje jednak interpretacja
wynikdw, a zwlaszcza poszukiwanie wzajemnych relacji
w jakich analizowane peptydy pozostaja w ptynach ciata.
Jest to wazna sprawa, zwlaszcza w kontekscie wykorzy-
stania takich wynikéw do poszukiwania biomarkeréw
choroby [4,15,32]

Ogélnie przyjmuje sie, ze stezenia takze peptydéw AP
w surowicy sg nizsze od wartoéci ich stezenh w CSF. Moga
za to odpowiadaé liczne czynniki, w tym obecno$¢ bia-
tek transportowych peptydéw w surowicy krwi. Okoto
90% peptydéw AP krazacych w surowicy jest zwigza-
nych z albuming, a2-makroglobuling, lipoproteing lub
z innymi biatkami. Kompleksowanie tych peptydéw
maskuje je, utrudniajac detekcje i prawidlowe oznacze-
nie ich faktycznego stezenia w surowicy [34,53].

W surowicy krwi pacjentéw chorych na AD typu pdz-
nego (late onset AD) w tzw. postaci sporadycznej (Spora-
dic Alzheimer’s Disease, SAD), stezenie peptydu AB1-42
pozostawato na poziomie stezenia u oséb zdrowych, bez
objawéw demencji. W tej postaci choroby odktadanie
mézgowych depozytéw amyloidu jest prawdopodobnie
uwarunkowane innymi czynnikami, np. zaburzeniami
procesu syntezy badz sekrecji lub zaburzeniami biatek
wigzacych peptyd AB1-42 [43,53].

Jednak u okoto 10-20% pacjentéw chorych na SAD steze-
nie peptydu AP1-42 byto, z nieznanych powodéw, pod-
niesione. Intrygujace sg takze obserwacje wskazujace
na podniesione stezenie peptydu AP1-42 w surowicy
krwi oséb zdrowych, ale blisko spokrewnionych (krewni
pierwszego stopnia) z chorymi na AD, u ktdrych rozwdj
tej choroby nastgpit duzo péZniej [43].

Wydawaé by sie mogto, ze detekcja réznych biomar-
keréw, w tym peptydéw AP, w réznych ptynach ciata,
a zwlaszcza w surowicy krwi, mogtaby by¢ tatwym do
pozyskania zrédtem waznych informacji o rozwoju cho-
roby. Jednak w przypadku surowicy krwi istotna prze-
szkodg jest to, Ze stezenie peptydéw AP, w tym i Ap1-42
w surowicy, nie pozostaje w korelacji ze stezeniem
tych peptydéw w CSF mézgu. Stezenie peptydu APp1-42
w surowicy krwi nie odzwierciedla tez natezenia zmian
amyloidowych obserwowanych w mézgu chorych na
AD [43]. Peptydy AP, w tym AP1-42, nie sag markerami
swoistymi chorobowo, gdyz ich podniesione stezenie
w surowicy towarzyszy takze innym chorobom neuro-
naczyniowym mézgu [53]. Z tego powodu wartosci tych
stezen nie sa postrzegane jako wtasciwe i miarodajne
markery rozwoju AD. Dlatego tez niezwykle istotne sa
badania zmierzajace do udoskonalenia standaryzowa-

nych metod ich oznaczania w surowicy krwi. Statyby
sie niezwykle waznym parametrem pomocnym w dia-
gnostyce wielu choréb neurodegeneracyjnych, w tym
i w chorobie AD [4,33,43,47].

Liczne wyniki dotychczasowych badati stezen peptydéw
AP w surowicy sa sprzeczne i nie pozwalaja na wysunie-
cie jednoznacznych wnioskéw o ewentualnej korela-
cji stezenia a postepu choroby czy to MCI, czy choroby
AD [34]. Wzajemne relacje pomiedzy stezeniem pep-
tydéw AP w surowicy, ptynie CSF, ISF lub mézgu pozo-
staja nadal raczej enigmatyczne. Obecnie, na podstawie
aktualnej wiedzy, trudno jest wysnud istotne, ostateczne
whnioski. Wydaje sie jednak, ze peptydy AP rozpuszczone
i krazace w surowicy krwi, dzieki istniejgcej barierze
krew-mézg i dzieki funkcjonujacym mechanizmom ich
dwukierunkowego transportu, powinny pozostawac jed-
nak w stanie réwnowagi dynamicznej z pulg peptydéw
mézgowych. Wymaga to jednak dalszych i pogtebionych
badarn [53].

Mozna by sadzié, ze w sytuacji rozwoju stanu patologicz-
nego peptydy te mogtyby sie sta¢ wrazliwymi i swoistymi
markerami, pozwalajacymi na $ledzenie i monitorowa-
nie rozwoju choroby. Jak sie jednak okazuje, poszukiwa-
nia takich biatek markerowych AD w grupie peptyddéw
A nie zostaly, jak dotad, uwieficzone sukcesem, ponie-
waz potowiczny czas zycia tych peptyddéw jest krétki, bo
kilkuminutowy, a ich stezenia w ptynach ciata sg rézne
w zalezno$ci od rodzaju peptydu [4,15].

Kolejne prace dostarczaja nowych informacji, ktére, by¢
moze, pozwola w przysztosci na rozbudowanie metod
identyfikacji takze i markeréw surowiczych. Do badan
wprowadzane sa modyfikatory surowiczych peptydéw
AP, np. przeciwciata skierowane przeciwko peptydom A
(anti-Ap antibody m266) i zwigzki wptywajace na steze-
nie peptyddéw, np. gangliozyd GM1, pochodne czerwieni
Kongo, insulina, LRP, czy glukoza. Dazy sie do wprowa-
dzenia do badan takich zwiazkéw, ktére podane dozylnie
sprawia, iz mézgowe ztogi amyloidu ujawnia swoje ste-
zenie, pozostajac w korelacji z ich stezeniem w surowicy
krwi [53].

Badania sktadnikéw CSF sg niezwykle wazne w moni-
torowaniu choroby, dajac obraz nastepujacych zmian,
ale gtéwnie we wstepnych etapach jej rozwoju. Choé
stosowane metody oznaczania tych sktadnikéw sa sto-
sunkowo czute i swoiste, to jednak, jak sie okazuje, nie
sq wystarczajace [4]. Nalezy pamietaé o trudnosciach
diagnostycznych wynikajacych z natury fizykoche-
micznej fibrylujacych peptydéw. Dotyczy to nie tylko
peptyddw typu AP, ale i innych obecnych w mézgu
peptyddw, np. trzustkowego neurohormonu - amy-
liny, takze odnajdowanego w mézgu, a takze biatka
tau. Peptydy te, ze wzgledu na duze podobieristwo ich
cech fizykochemicznych, uwarunkowanych budowa
aminokwasowa, sprawiaja podobne trudnosci eks-
perymentalne i diagnostyczne. Posta¢ w jakiej pozo-
staja w roztworze jest odmienna od tej, jaka przyjmuja
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w zetknieciu z powierzchnia np. kwarcu, czy polistyrenu.
Zmiany konformacyjne, zwigzane z procesami adsorp-
cji do powierzchni szkta, krysztatu czy réznych rodza-
joéw plastiku powoduja, ze fatwo i nieswoiscie, ale silnie
adsorbuja do takiej powierzchni, co utrudnia zebranie
poprawnych wynikéw. Biatko tau tez jest ktopotliwe dia-
gnostycznie, ale w mniejszym stopniu, najprawdopodob-
niej z powodu ochronnej roli reszt kwasu fosforowego.
Hiperfosforylacja biatka tau znaczaco obniza jego roz-
puszczalno$é [31,35,37,38,39].

Wskainik Ap42/ag40 w DIAGNOSTYCE AD

Zmiany stezenia réznych biomarkeréw w ptynach ciata,
a zwlaszcza w CSF, nastepuja duzo wczesniej przed roz-
winieciem sie pierwszych klinicznych objawéw cho-
roby. Dlatego poznanie tych najistotniejszych markeréw
i uchwycenie najbardziej reprezentatywnych, bo swo-
istych dla danej jednostki chorobowej, jest niezwykle
istotne z punktu widzenia diagnostyki medycznej. Ozna-
czane w CSF stezenie, zwlaszcza AB1-42, zalezy od stanu
fizjologicznego czy juz stanu patologicznego potencjal-
nego pacjenta. W kazdym przypadku jednak wazne jest
poznanie stezen wszystkich peptydéw AP obecnych
w CSF. Parametr taki moze odzwierciedla¢ skutecznos$é
i wydajno$¢ proceséw formowania peptydéw i ich usu-
wania z mézgu, a tym samym odzwierciedlaé niejawny,
ale juz toczacy sie proces chorobowy [32].

Dobrym przyktadem takiego podejscia jest wyznacza-
nie parametru bedacego ilorazem stezet form AB1-42
i AP1-40 w plynach ciata (AP42/AB40). Wydaje sie, ze
lepiej odzwierciedla toczace sie procesy metabolizmu
biatka APP niz samo stezenie peptydéw AB1-42 czy AP1-
40. Mozna w ten sposéb unikna¢ btedéw wynikajacych
z mylnej interpretacji wynikdw, jesli dany pacjent ma,
ze wzgledu na réznice osobnicze, niskie lub wysokie ste-
zenie wszystkich innych peptydéw AP w ptynach ciata,
w tym i w CSF (wyniki falszywie pozytywne badz fat-
szywie negatywne) [32]. Poniewaz wraz ze stopniem
zaawansowania choroby AD zmienia si¢ stezenie pepty-
déw AP, przy czym zmiana dla peptydu AP1-42 nastepuje
duzo szybciej, wydaje sie, ze najlepszym parametrem
opisujacym postep choroby moze by¢ wyznaczenie wza-
jemnych relacji stezeniowych peptyddéw, tj. warto$ci
wskaznika AP42/AB40. Za norme przyjmuje sie wskaznik
0,05, a dla chorych na AD wskaznik jest nizszy [Lewczuk
- informacja prywatna, 32,34].

Redukcje stezenia peptydu AP1-42 w CSF mozna jedynie
wstepnie traktowaé jako wskaznik rozwoju i postepu AD,
gdyz wydaje sie, ze to dopiero stosunek pojawiajacych
sie form AP42/AP40 jest bardziej miarodajnym parame-
trem. Jest on lepszym wskaznikiem rozwoju AD niz samo
stezenie AP42 [32]. Sugeruje sie nawet potaczenie tego
parametru ze stezeniem biatka tau. Wysunieto zatem
sugestie, ze z duza doza pewnosci, choroba AD moze by¢
odrézniana od innych choréb dementywnych na pod-
stawie parametréw CSF, ktérymi sg: obnizone stezenie
peptydu AP1-42 i podwyzszone stezenie catkowite biatka

tau i/lub hiperfosforylowane biatko tau, gdy fosforylacja
dotyczy treoniny w pozycjach 181 i 231 tego biatka. Pro-
wadzi sie réwniez badania nad wiaczeniem do tej grupy
biomarkeréw CSF, takze innych peptydéw AP odnajdy-
wanych w CSF, np.: AB1-38 czy biatek stresu oksydacyj-
nego lub peptyddéw towarzyszacych procesom zapalnym.
Podobne prace, dotyczace materiatu, ktéry tatwiej jest
pozyskad, tj. surowicy krwi, wymagajg jeszcze czasu
i kolejnych badani. Koncentruja sie one wokét: czynnika
komplementu H (complement factor H), alfa-2 makro-
globuliny (alpha-2-macroglobulin) czy klusteryny (clu-
sterin) [1].

PATOLOGICZNE DEPOZYTY ODNAJDYWANE W PRZEBIEGU CHOROBY
ALZHEIMERA

W chorobie Alzheimera zmiany neuropatologiczne ujaw-
niaja sie pojawianiem w okreslonych rejonach mézgu,
a zwlaszcza w obszarze limbicznym i kory mézgu, réz-
nych form patologicznych depozytéw biatkowych. Z naj-
wazniejszych wymieni¢ nalezy: zewnatrzkomérkowe,
tzw. plytki starcze (senile plaques, amyloid plaque)
i zwyrodnienie neurowtékienkowe (neurofibrylarne)
pod postacia patologicznych agregatéw hiperfosfory-
lowanego i poliubikwitynylowanego biatka MAP-tau
(Microtubule-Associated Proteins, MAP-tau), ktére sg
odktadane wewnatrzkomdrkowo, w cytoplazmie neuro-
néw [18,20,51]. W sktad ptytek starczych, wchodzi, odpo-
wiadajacy za typowa dla amyloidu reakcje z tioflawing S
(Thioflavine S, ThS), amyloidowy rdzet fibryli, a takze
dystroficzne neuryty oraz komérki aktywowanego astro
- i mikrogleju [41,45].

Natomiast biatko tau, w postaci okoto 10 nm fibryli two-
rzy tzw. splatki lub sploty neurofibrylarne (Neurofibril-
lary Tangles, NFTs), ktére po rozpadzie uszkodzonego
neuronu takze lokuja sie poza obrebem komérki. Splatki
NFT moga by¢ wzbogacone w: prawo - lub lewoskretne,
podwdjne helikalne filamenty okre$lane skrétem PHF
(Paired Helical Filaments, PHF), na ktdre sktadaja sie:
ubikwityna, triady biatek neurofilamentéw i rézne pep-
tydy beta-amyloidowe, a takze komérki mikrogleju. Obie
formy depozytéw sg wzbogacone réwniez w szkodliwe
koricowe produkty wzmozonej glikacji (Advanced Glyca-
tion End products, AGEs) [11,41].

Identyfikacja depozytéw amyloidowych w mézgu cho-
rych jest diagnostycznym kryterium rozstrzygajacym
o rozpoznaniu AD, chol zaznaczyé nalezy, ze zlogi
takie sa obserwowane w mézgach oséb chorych takze
na inne choroby, jak np. syndrom Downa (Down’s syn-
drome, DS), pewne formy epilepsji, a takze na cukrzyce
typu 2 [17,20,22,41]. Obecno$¢é splatkéw jest mniej
swoista dla AD, gdyz pojawiaja sie takze w przebiegu
innych choréb neurologicznych, np. postepujacego
porazenia nadjadrowego (progressive supranuclear
palsy), degeneracji korowej (corticobasal degeneration)
i w pewnych odmianach choréb otepiennych, np. ote-
pieniu czotowo-skroniowym (frontotemporal demen-
tia) [18,19].
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Okazuje sie, ze pewne regiony mdzgu, np. ciato praz-
kowane (striatum) obszaru podkorowego (subcorti-
cal) czy obszar wzgdrza wzrokowego (thalamus) sg
szczegblnie podatne na odktadanie sie ztogédw amy-
loidu. W regionach tych proces rozpoczyna sie szcze-
gblnie wczesnie, tj. np. we wstepnym etapie rozwoju
dziedzicznej autosomalnej tzw. rodzinnej postaci cho-
roby AD (Familial Alzheimer’s Disease, FAD). W tym
przypadku nasilone deponowanie amyloidu w strefie
obszaru podkorowego jest, jak sie przypuszcza, zwia-
zane z zaburzeniami metabolizmu biatka APP. Zalezna
od obszaru mézgu obecno$¢ biatka APP i C-konico-
wych fragmentéw trawienia tego biatka ma znaczenie
w przypadku tej postaci AD. Postaci FAD, w wiekszym
stopniu niz formie SAD, towarzyszy tez patologia biatka
tau w obszarze ciala prazkowanego.

Natomiast postaci SAD towarzyszy zréznicowana, bo
nasilona w obszarze korowym, akumulacja peptydéw
AP1-42, co moze by¢ uwarunkowane wzmozona aktyw-
noécia synaptyczng w tym regionie mézgu. W przypadku
tej postaci AD, z metabolizmem peptydéw AP, jest zwia-
zana ekspresja biatka struktury zwanej gesto$cia postsy-
naptyczng kinazy guanozynowej, tj. PSD95 (Postsynaptic
Density protein 95), markera aktywnych, pobudzonych
synaps, znanego jako DLG4 [51].

Pep1vDY AB W AMYLOIDOWYCH PLAKACH MOZGU

Ilo$¢ gromadzonych peptydéw AP jest wypadkowa
kilku proceséw: procesu formowania tych peptydéw
w nastepstwie syntezy, czyli procesu trawienia przez
sekretazy blonowe prekursorowego biatka APP, procesu
dwukierunkowego ich transportu przez BBB, a nastep-
nie procesu ich usuwania i tempa tego procesu. Wydaje
sie, ze w przypadku formy FAD mutacje biatka APP i/
lub presenilin sg przyczyng wytwarzania i gromadze-
nia w nadmiarze ztogéw peptydéw AB. W pozostalych
przypadkach choroby AD gromadzenie ztogéw fibrylu-
jacych peptyddéw jest konsekwencja zaburzonego sze-
roko rozumianego procesu ich usuwania. Na pojecie to
sktadajg sie takie etapy, jak: enzymatyczna degradacja
APP, przeplyw CSF i transport w obrebie CUN przez
bariere BBB [15].

Zachowanie integralnos$ci bariery BBB jest podsta-
wowym warunkiem do prawidlowego przebiegu pro-
cesu mézgowej wymiany peptydéw, w tym peptydéw
AP. Liczne czynniki patologiczne, np. czynniki naczy-
niowe w cukrzycy, choroby serca, w tym nadci$nienie
czy przebyty udar wplywaja na kazdy z powyzszych
etapéw, zaburzajac je i prowadzac do akumulacji pep-
tydéw AP w mdzgu. W rozwoju neurodegeneracyjnych
zmian chorobowych niezwykle wazny jest takze pro-
ces wewngtrzneuronalnego gromadzenia hiperfosfory-
lowanego biatka tau w formie NFTs [11]. Kazda forma
dysfunkcji naczyn zaburza proces usuwania peptydéw
i sprzyja ich odktadaniu sie w $cianach naczyn krwiono-
$nych. Jest to obserwowane w przebiegu AD. W procesie
obnizania stezenia peptydéw w mézgu role odgrywaja

tez inne czynniki, jak np. enzymy degradujace insuline
czy neprylizyna [2].

Zaburzenie ktéregokolwiek ze szlakéw usuwania badz
degradacji rozpuszczalnych peptydéw AP z mbzgu pro-
wadzi do ich akumulacji, wzrostu stezenia, a w konse-
kwencji do ttoku molekularnego w roztworze i do zmian
strukturalnych monomeréw, wprowadzajac je na szlak
formowania toksycznych oligomerdw, a w koricu do for-
mowania wiekszych polimeréw i fibryli, ktére jako nie-
toksyczna forma peptydéw, sa deponowane w postaci
nierozpuszczalnych ztogéw amyloidowych. Sugeruje sie,
ze ztogi te stanowiag forme usuwania fibrylujacych pep-
tyddéw z roztworu [2,16].

W sktad depozytéw amyloidowych mézgu wchodza
liczne i réznorodne formy peptydéw AP [45]. Polipep-
tydy te gtéwnie koriczg sie na aminokwasie w pozycji
42, ale pod wzgledem budowy N-korica przedstawiaja
formy wysoce réznorodne. Jak sie okazuje, duzy odse-
tek amyloidu stanowig nowo identyfikowane formy
peptydu AP, tj. N-koticowe produkty trawienia fibry-
lujacej domeny. Wiele z nich jest modyfikowana kwa-
sem piroglutaminowym (5-oksoprolina). Gtéwnie sa
to wspomniane juz formy rozpoczynajace sie od glu-
taminy w pozycji 3, od fenyloalaniny w pozycji 4,
a takze, nieco mniej liczne peptydy rozpoczynajace
sie w pozycji 2 czy 5 odpowiednio od alaniny czy argi-
niny [45,48]. Polipeptyd AP1-42, deponowany w pla-
kach stosunkowo wcze$nie w czasie rozwoju AD, jest
traktowany wrecz jako czynnik inicjujacy kaskade
zmian komdrkowych, zachodzacych w mézgu chorych
i prowadzacych do formowania fibryli amyloidowych,
a nastepnie obserwowanych jako patologiczne ztogi
amyloidu [43].

Na podstawie analizy mysich modeli AD przypuszcza
sie, ze plaki amyloidowe, odnajdywane w mézgach zwie-
rzat i u chorych na AD, w sktad ktérych wchodzi gtéwnie
peptyd AB1-42, nie sg jednak neurotoksyczne. Wydaje
sie, ze stanowia one pul@ ,,zmagazynowanych" rozpusz-
czalnych monomerdéw i oligomeréw peptydu, upako-
wanego w uporzadkowane struktury wyzszego rzedu,
tj. w fibryle amyloidowe. Zgromadzone i zdeponowane
w ten sposéb monomery pozostajg w stanie réwnowagi
z rozpuszczonymi w CSF formami mono - czy oligome-
rycznymi peptydu AP. Stezenie peptydu A w CSF rzu-
tuje na stan osigganej réwnowagi stezeniowej obydwu
pul peptydu: puli rozpuszczalnego AP i zdeponowanego
w formie fibryli [21].

Wiadomo, ze za neurotoksycznos¢ i efekty patologiczne
jest odpowiedzialna forma oligomeryczna nie tylko tego,
ale i innych amyloidogennych peptydéw, ktéra powstaje
w jednym ze wstepnych etapéw procesu fibrylogenezy
[37]. Co wiecej, stwierdzono, ze zmniejszeniu plak amy-
loidowych na skutek stosowanych terapii nie towarzy-
szy poprawa stanu fizjologicznego pacjentéw chorych
na AD. Natomiast u zwierzat eksperymentalnych, mimo
stosowanej terapii prowadzacej do zmniejszenia objeto-
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$ci istniejgcych ztogéw, nadal obserwowano postepujace
uszkodzenie synaps.

Wyniki badati wskazywaly na inny wazny czynnik pro-
mujacy rozwdj i postep choroby. Jest nim wewnatrz-
komérkowa pula rozpuszczalnych peptydéw AP, ktéra
pozostaje w stanie réwnowagi ze wspomniang pula
zewnatrzkomdrkowo deponowanych fibryli. Ponadto
zaobserwowano, ze z zewnatrzkomérkowej puli pepty-
déw AP neurony ,,pobieraja” te peptydy i inkorporuja je
do puli wewnatrzkomérkowej. Zjawisko to moze zapo-
czatkowaé wewnatrzneuronalny proces amyloidoge-
nezy, czyli autoagregacje peptydu. Trudno stwierdzié,
czy w ten sposéb nastepuje wprowadzanie do komérki
ziaren fibrylacji, rozpoczynajacych fibrylogeneze od zja-
wiska tzw. zasiewania roztworu (seeding). Mechanizmy
wzajemnych relacji w jakich pozostaja obie te pule pep-
tydéw sa jeszcze nierozpoznane [21]. Stwierdzono, ze
wewnatrzneuronalna pula peptydu odpowiada jednak za
utrate neuronéw [17]. Zaobserwowano takze, ze zabiegi
terapeutyczne oparte na przeciwciatach, skierowanych
przeciwko peptydom A, prowadzg do poprawy funkeji
poznawczych badanych zwierzat, mimo ze pozostaja bez
wplywu na ilo$¢ zdeponowanego juz amyloidu mézgo-
wego [18].

Nalezy takze zauwazy¢, ze stezenie réznych pepty-
déw AP, obecnych i oznaczanych w CSF, odzwierciedla
jedynie pule ich form rozpuszczalnych i cho¢ pozostaje
w stanie réwnowagi z formami deponowanymi w formie
fibryli, to jednak nie moze stanowi¢ zrédta wiedzy o ich
iloci juz zdeponowanych w amyloidzie [17,60]. Amyloid
moze dziataé takze jako czynnik autoaktywujacy formo-
wanie fibryli, gdyz sprzyja formowaniu odpowiednio
zmienionego, patologicznego $rodowiska w komorce.
Amyloid jest tez czynnikiem aktywujgcym komérki
mikrogleju, a takze jest czynnikiem indukujacym cyto-
kiny wzmagajace stan zapalny, np. interleukine 1 (IL-1)
czy czynnik martwicy nowotworéw typu alfa (Tumor
Necrosis Factor alpha, TNF-a). Czynniki te wspéldziataja
na zasadzie sprzezenia zwrotnego [30].

ZAKONCZENIE

Coraz wiecej wiadomo na temat réznorodnosci form
peptydowych produktéw trawienia biatka APP identyfi-
kowanych w ptynach mézgu, a zwtaszcza w CSF, ich bio-
dystrybucji i mechanizmdéw ich usuwania z mézgu.

Nie znamy jednak jeszcze odpowiedzi na intrygujace
z punktu widzenia naukowego liczne pytania, np. jak
dochodzi do subtelnych zmian konformacyjnych formy

prawidlowej, fizjologicznie czynnej, czasteczki peptydu,
np. peptydéw typu AP i jej przeistoczenie w fibrylarny
depozyt mézgowy. Nie wiadomo tez na jakim etapie
powstawania réznych peptydowych produktéw degra-
dacji biatka APP, w tym i peptydéw typu AP, nastepuja
zmiany formy prawidtowej peptydu w patologiczna, bo
szkodliwa dla neuronéw. Nie wszystko jednak wiadomo
o ich biodystrybucji w ptynach i strukturach mézgu.

Kolejne badania przynoszg nowg wiedze i nowe infor-
macje dotyczace biologii nie tylko tego, ale i innych
peptyddédw bedacych produktami degradacji biatka APP.
Stawiaja tym samym i nowe pytania. Na plan pierwszy
wysuwaja sie pytania o réznorodno$¢ peptyddéw typu Ap
w réznych plynach ciata. Okazuje sie, ze tych peptydéw
jest znacznie wiecej niz jak dotad sadzono. Podstawowe
sg pytania: jakie sa to peptydy, w jakich warunkach $ro-
dowiskowych komérki sa formowane i jaka jest ich rola
w fizjologii na poziomie komérki i organizmu, a takze,
ewentualnie, w patofizjologii réznych schorzen.

Ich biodystrybucja, cho¢by w obrebie mézgu, nadal
pozostaje nierozpoznana. Pytania dotycza takze mecha-
nizméw ich usuwania z tego narzadu. Podobne pyta-
nia dotycza ich obecno$ci w innych, oprécz mézgu,
narzadach organizmu, np. w weztach chtonnych czy
w trzustce. Inna wazna kwestia dotyczy potencjatu fibry-
lotwérczego tych nowo odkrywanych peptydéw, ukry-
tego w strukturze aminokwasowej ich czasteczek oraz
rola powstajgcych oligomeréw i w koticu fibryli w pro-
cesach chorobowych.

Takich pytan jest duzo wiecej, a wiele z nich jest natury
fundamentalnej. Nalezy bowiem podkresli¢, ze nie jest
nawet pewne czy obserwowane zjawisko fibrylacji jest
przyczyna schorzeni, ktérym towarzyszg, czy stanowi
jedynie jeden z trudno uchwytnych, ale tylko objawdw
ich rozwoju. Nawet natura takich schorzen nie jest obec-
nie dostatecznie zdefiniowana. Przyktadem jest wta-
$nie choroba Alzheimera, wigzana z peptydami typu A
i cukrzyca typu 2 wigzana z amyling. Jak sie okazuje obie
jednostki chorobowe taczg nie tylko fibrylujace peptydy,
ale maja liczne, wspdlne mechanizmy asocjacji, co pro-
wadzi do podstawowego pytania: czy jest to jedna, czy
dwie odrebne choroby

Cho¢ coraz wiecej wiadomo o fibrylujacych peptydach,
to jednak nie znaczy ze wystarczajaco duzo, by méc upo-
ra¢ sie z problemami medycznymi w jakie sa one zaanga-
zowane. Obecnie trudno nawet przewidzieé i zarysowad,
choéby w przyblizeniu, granice tego poznania. Jednak
wiedzac wiecej potrafimy pytaé glebiej i celnie;.
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