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Streszczenie

Choroby neurodegeneracyjne, a wsrdd nich choroba Alzheimera (AD), naleza do najpowazniej-
szych schorzen wspéiczesnego spoleczenstwa. Cecha procesu chorobowego jest stopniowe i nie-
odwracalne zaburzenie homeostazy organizmu. Stopniowemu zwyrodnieniu i obumieraniu neu-
ronéw towarzyszy powstawanie ztogéw amyloidowych, splotdow nadmiernie ufosforylowanego
biatka tau, zaburzenie homeostazy jonéw Ca?*. Wystgpuja réwniez fagocytoza i aktywacja wy-
dzielania czynnikéw zapalnych, takich jak: cytokiny, reaktywne rodniki tlenowe czy tlenek azotu.
Hiperaktywacja mikrogleju i astrocytéw indukuje apoptoz¢ komoérek nerwowych oraz prowadzi
do uszkodzenia bariery krew-mézg. Procesy te pociagaja za soba naptyw komérek immunologicz-
nie kompetentnych z obwodu i ich aktywny udzial w lokalnym odczynie zapalnym. Zaburzenie
mechanizméw kontroli procesu zapalnego prowadzi do zaburzen w funkcjonowaniu organizmu
i rozleglej degeneracji struktury mézgu. Charakterystycznymi objawami AD jest stopniowy za-
nik pamigci powiazany z zaburzeniami proceséw poznawczych, takich jak poprawne liczenie,
orientacja przestrzenna czy uposledzenie mowy. Sledzac sekwencje zjawisk prowadzacych do de-
mencji o typie alzheimerowskim mozliwosci terapeutyczne mozna wigza¢ z modulacja aktywno-
$ci sekretaz odpowiedzialnych za powstawanie amyloidogennych peptydéw AR, ., hamowaniem
agregacji lub deagregacja peptydéw AP, regulacja odpowiedzi zapalnej. Pomimo intensywnych
badan oraz wysokich naktadéw finansowych, nie udato si¢ dotychczas opracowaé skutecznego
i pozbawionego szkodliwych dziatan srodka farmaceutycznego dla chorych na AD. Nowe per-
spektywy efektywnej terapii wiazane sg z transplantacja komoérek nerwowych oraz terapia geno-
wa. Prowadzone sg réwniez badania nad zastosowaniem biatek uszkadzajacych strukture B amy-
loidu. Ze wzgledu na wieloprzyczynowy i wielokierunkowy charakter zmian lezacych u podstaw
AD bardziej efektywne wydaje si¢ stosowanie w terapii kilku lekéw lub leku o wielokierunko-
wym dziataniu. Doswiadczenia prowadzone post mortem, a takze neurochemiczne i anatomiczne
badania mézgu stwarzaja nowe mozliwosci zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw cho-
réb mézgu. Jednak ograniczony dostep do mézgdéw jak i wyprowadzonych, pierwotnych linii ko-
moérkowych bedacych najodpowiedniejszym modelem badawczym, sktonito badaczy do poszu-
kiwania modeli pozwalajacych na monitorowanie zjawisk wystgpujacych w AD. Wydaje sig, ze
sposréd wielu modeli wprowadzonych do badan biomedycznych, zwierzgta transgeniczne spet-
niaja wieloletnie dazenia do odzwierciedlenia mechanizmu procesu chorobowego. Pomimo du-
zej réznorodnosci stosowanych modeli badawczych czg¢sto trudno jest znalez¢ jednoznaczna od-
powiedz nie tylko na pytanie jak przebiega proces neurodegeneracji, ale réwniez w jaki spos6b
i jakimi czynnikami mozna go spowolnié, zatrzymac¢ lub mu zapobiegaé oraz w sposéb jedno-
znaczny wykazaé skutecznos$¢ proponowanej terapii. Jest to wciaz wyzwanie do prowadzenia in-
terdyscyplinarnych badan.
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Summary

Neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD) are the most common disease of
modern society. The gradual and irreversible disturbances in homeostasis are characteristic fe-
atures of the disease process. The cardinal features of AD include the formation of extracellu-
lar protein deposits in the brain that consist predominantly of aggregates of 3 amyloid protein
(senile plaques), neurofibrilary tangles (hyperfosforylated tau protein) in the intracellular com-
partments, disturbances in calcium homeostasis, and degeneration/loss of synapses and neurons.
An inflammatory process in the central nervous system is believed to play an important role in
the pathway leading to neuronal cell death. The inflammatory response is mediated by activa-
ted microglia, resident immune cells of the central nervous system. Chronic activation of the mi-
croglia and astrocytes may cause damage of the brain-blood barrier and neuronal damage thro-
ugh the release of potentially cytotoxic molecules such as proinflammatory cytokines, reactive
oxygen species, NO, and complement proteins. These alterations cause influx of immunocom-
petent cells from the periphery and their active participation in the local inflammatory reaction.
Disturbances in the control mechanism of the inflammatory processes leads to perturbations in
function and extensive brain degeneration. A characteristic symptom of AD dementia, is asso-
ciated with dysfunctions of cognitive memory such as calculation, space orientation, and speech
impairment. By tracking the sequence of events leading to the Alzheimer’s type of dementia, the
therapeutic possibilities can be combined with modulation of secretase activation responsible for
the formation of amyloidogenic forms AP, .. inhibition of aggregation or § amyloid deaggre-
gation, and regulation of the inflammatory response. Several strategies for drug intervention in
both the treatment and prevention of AD has been pursued, but so far there is no fully effective
cure without side effects. Transplantation of nerve cells and genetic therapy are looked upon as
new perspectives. Research is being conducted on the application of proteins deforming B-she-
et structures. Due to the pluricausal and multidirectional type of biological changes characteri-
stic of AD, it seems likely that multidrug therapy or multidirectional medicine would be more
efficient. Post-mortem experiments as well as neurochemical and anatomical brain studies helps
to reveal new facts about the mechanisms underlying brain diseases. However limited access to
fresh brain tissues or primary cell lines, which would be the best experimental models, compel
researchers to look for other experimental models allowing investigation of disease occurrence.
It seems that transgenic animals fulfill the requirements of relecting the disease process. In spite
of the wide range of applied experimental models it is difficult to find clear answers to such qu-
estions as what are the exact stages of neurodegenerative process? How and what kind of factor
could stop, slow down, or prevent this alterations? These questions are still open.
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(objawéw) choroby Alzheimera (Alzheimer’s disease assessment scale); ADAS-CGIC - skala oceny
globalnej (objawdw) choroby Alzheimera (Alzheimer’s disease assessment scale - clinical global
impression of change); ADAS-cog - skala oceny zaburzen funkcji poznawczych (Alzheimer’s disease
assessment scale - cognitive subscale); AICD - wewnatrzkomérkowa domena biatka APP (APP
intracellular domain); ApoE - apolipoproteina E; APP - biatko prekursorowe amyloidu (amyloid
precursor protein); AB - amyloid 3; AB,, - 40-aminokwasowy peptyd amyloidu [3;

AB,, - 42-aminokwasowy peptyd amyloidu 3; AB,, - 43-aminokwasowy peptyd amyloidu {;

BACE - enzym trawiacy biatko APP w pozycji B (beta-site APP cleaving enzyme);

FRET - fluorescencyjny rezonans energetyczny (fluorescence resonance energy transfer);
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GDS - skala oceny rozpadu poznawczego (global detrioration scale); HTLV-1 - ludzki retrowirus T -
limfocytotropowy (human T-cell lymphotropic virus); IADL - skala oceny ztozonych czynno$ci zycia
codziennego (instrumental activities of daily living); IFN-y - interferon v; Ig - immunoglobulina;

IL - interleukina; iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase);

LPS - lipopolisacharyd z Escherichia coli, serotyp 055: B5; MAPK - kinaza biatkowa aktywowana
mitogenem (mitogen-activated protein kinase); MHC - gtéwny uktad zgodno$ci tkankowej (major
histocompatibility complex); MMSE - test oceniajgcy podstawowe wymiary aktywno$ci poznawczej
(mini-mental state examination); NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (neuronal factor kB);

NFT - sploty neurowtékienkowe (neurofibryllary tangles); NK - komorki cytotoksyczne (natural
killers); NKT - naturalne cytotoksyczne limfocyty T (natural killers T); NMR - jadrowy rezonans
magnetyczny (nuclear magnetic resonance); NOS - syntaza tlenku azotu (nitric oxide synthase);
0,” - jon ponadtlenowy; OH" - jon hydroksylowy; PRP - kompleks polipeptydowy bogaty w proling
(proline-rich polypeptide complex); PS - presenilina (presenilin); ROS - wolne rodniki tlenowe
(reactive oxygen species); SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (superoxide dysmutase);

SPECT - fotonowa tomografia emisyjna (single photon emission computed tomography);

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu o (tumor necrosis factor ov);

wit. D, - 1,25-dwuhydroksywitamina D,

1. CHoRoBA ALZHEIMERA JAKO PRZYKLAD SCHORZENIA
NEURODEGENERACYJNEGO

Choroby neurodegeneracyjne, a wsrdd nich najczesciej wy-
stgpujace choroby Alzheimera (AD) i Parkinsona, naleza
do najpowazniejszych schorzen wspétczesnego spoteczen-
stwa. AD wystgpuje gtéwnie u oséb starszych, po 65 roku
zycia. Szacuje sig, ze na t¢ chorobg cierpi okoto 20 milio-
néw oséb, co jest odzwierciedleniem wydtuzenia okresu
zycia — starzenia si¢ spoteczenistwa. Okoto 5% ludzi w wie-
ku 65-74 lat, 20% 7480 roku zycia, a 33—-50% w wieku 90
lat jest chorych na AD. Z prognoz demograficznych wyni-
ka, ze w Polsce w 2011 roku bedzie 237-285 tys. 0séb po-
wyzej 65 roku ze zdiagnozowana AD [161]. Cecha proce-
su chorobowego jest stopniowe i nieodwracalne zaburzenie
homeostazy organizmu. Neurodegeneracji — stopniowemu
zwyrodnieniu i obumieraniu neuronéw towarzyszy powsta-
wanie niefizjologicznych form biatek zdolnych do agrega-
cji i opornych na dziatanie enzymdw proteolitycznych, oraz
uszkodzenie szlakow przekazywania sygnatéw. W organi-
zmach chorych mozna zaobserwowaé réznorakie formy
patologiczne: zbudowane z B-amyloidu (A) blaszki star-
cze, sploty neurofibrylarne ztozone z nadmiernie ufosfory-
lowanego biatka tau, ciatka Picka lub Lewiego i inne wtre-
ty zawierajace np. o-synukleing. Dochodzi do nadmierne;j
indukcji astrocytéw oraz komérek mikrogleju. Zachodzi
réowniez fagocytoza oraz uaktywnia si¢ wydzielanie wielu
czynnikéw zapalnych, takich jak: cytokiny, reaktywne rod-
niki tlenowe czy tlenek azotu. Hiperaktywacja mikrogleju
i astrocytow indukuje apoptoze komérek nerwowych oraz
prowadzi do uszkodzenia bariery krew—mozg tak istotnej
dla integralnosci oraz prawidtowego funkcjonowania ukta-
du nerwowego. Procesy te pociagaja za soba naptyw komo-
rek immunologicznie kompetentnych z obwodu i ich ak-
tywny udziat w lokalnym odczynie zapalnym. Zaburzenie
mechanizmoéw kontroli procesu zapalnego prowadzi do roz-
legtej degeneracji struktury mézgu oraz powaznych zabu-
rzefl w funkcjonowaniu calego organizmu. Do czynnikéw
ryzyka wystapienia AD zalicza si¢: zaawansowany wiek,
mutacje gendw presenilin, polimorfizm apolipoproteiny E
(ApoE), zmiany aktywnos$ci enzymoéw, takich jak: o-anty-
chymotrypsyna, butyrylocholinoesteraza K czy kompleks
dehydrogenazy ketoglutarowej [27,38].

Procesy neurodegeneracyjne sa trudne do zdefiniowania,
gdyz ich objawy oraz obserwowane zmiany histologiczne
i fizjologiczne sa do siebie zblizone, co skutecznie utrud-
nia postawienie jednoznacznej diagnozy, a co za tym idzie
zastosowanie odpowiedniej terapii. Niezbgdne jest zatoze-
nie, iz proces neurodegeneracyjny to wieloprzyczynowe,
ogolne zwyrodnienie mézgu, u ktérego podstaw lezy agre-
gacja zdegenerowanych biatek [157].

Charakterystycznymi objawami AD jest stopniowy za-
nik pamigci powiazany z zaburzeniami proceséw po-
znawczych, takich jak poprawne liczenie, orientacja
przestrzenna czy uposledzenie mowy. Srednio i mocno
zaawansowane stadium choroby cechuje poglebiajaca sie
dysfunkcja proceséw poznawczych oraz funkcjonalnych,
ktére prowadza do niesamodzielnosci i catkowitej zalez-
nosci od opiekuna. W trakcie rozwoju choroby niszczo-
ny jest uktad odpornosciowy, spada masa ciata, zwigksza
si¢ ryzyko infekcji ptuc i gardta. Wigksza zachorowalnosé
obserwuje si¢ u kobiet niz u mezczyzn, co jest zwigzane
z prawdopodobnym zaangazowaniem estrogendéw w roz-
woéj AD [39,99].

Oprécz wieku i obcigzen rodzinnych jako czynniki ryzy-
ka wymienia sig:

» dlugotrwale, wysokie cis$nienie,

e przebyte urazy glowy,

* duze stgzenie homocysteiny.

Wyréznia si¢ dwa typy AD. We wczesnym stadium cho-
roby pierwsze symptomy sa zauwazalne przed 60 rokiem
zycia, co stanowi 5—-10% wszystkich przypadkow i jest po-
stacia postgpujaca znacznie szybciej niz postaé starcza.
Wystepuje w rodzinach, gdzie obserwuje si¢ autosomalna,
dziedziczna mutacj¢ dominujaca. Dotychczas zidentyfiko-
wano cztery geny zwigzane z AD. Sa to geny biatka pre-
kursorowego B-amyloidu (APP) na chromosomie 21, pre-
seniliny 1 (PS1) na chromosomie 14, preseniliny 2 (PS2)
na chromosomie 1 oraz ApoE (allel e4). Podejrzewa si¢
rowniez, iz w etiopatogenezie AD moga mie¢ znaczenie
geny: o.2-makroglobuliny, sktadnika dehydrogenazy o-ke-
toglutaranu, wariantu K butyrylocholinoesterazy oraz nie-
ktére geny mitochondrialne. W czgsciej wystepujacej, poz-
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Ryc. 1. Schemat sekwencji zdarzen prowadzacych do degeneradji systemu
nerwowego i demengji

nej postaci AD rola gendéw jest bardziej posrednia i mniej
poznana. Moga one by¢ zwiazane z podwyzszonym praw-
dopodobieristwem tworzenia ptytek starczych oraz splotéw
neurofibrylarnych [27,154].

Odkrycie mechanizmoéw lezacych u podstaw proceséw neuro-
degeneracyjnych to wyzwanie dla wspétczesnej nauki. Mimo
ogromnego postepu wiedzy wigkszos¢ z nich nadal ma cha-
rakter hipotetyczny. Nalezy poszukiwac ulepszonych oraz no-
woczesnych metod diagnozowania i leczenia coraz bardziej
rozpowszechniajacych si¢ choréb neurodegeneracyjnych.

Na podstawie badafi majacych na celu wyjasnienie me-
chanizméw powstawania AD, prowadzonych w ostatnim
dziesigcioleciu, mozna wysunaé dwie gtéwne hipotezy:
hipoteze kaskady B-amyloidu oraz hipoteze degeneracji
cytoszkieletu. Hipoteza kaskady B-amyloidu zaktada, ze
proces neurodegeneracji to ciag zdarzen na poziomie bio-
chemicznym pociagajacych za soba nieprawidtowe prze-
twarzanie biatka prekursora B-amyloidu (APP) [12].

W hipotezie kaskady AP wyr6znia sie specyficzna sekwen-
cj¢ zdarzen prowadzaca do degeneracji systemu nerwowe-
go i demencji [134].

Wedtug hipotezy kaskady AP pierwotnym wydarzeniem
w etiopatogenezie AD jest odktadanie si¢ ztogéw AB, .
w postaci blaszek amyloidowych (starczych) w korze mé-
zgowej chorych. Pozostate zmiany neuropatologiczne: zwy-
rodnienie wtékienkowe neuronéw typu Alzheimera (NFT),
zwyrodnienie synaps oraz zanik neuronéw maja charakter
wtérny i sa nastepstwem gromadzenia si¢ AB. Argumentem
na wystepowanie zaburzeii w wytwarzaniu A przed po-
wstawaniem NFT jest to, iz mutacje genéw dla APP, PS1
oraz PS2 zwigkszaja wydzielanie AP.

N i %g

cytoplazma AICD 2

Ryc. 2. Mechanizm fizjologicznego przetwarzania APP [174]

Hipoteza degeneracji cytoszkieletu jako proces wyjscio-
wy zaktada zmiany cytoszkieletu neuronéw prowadza-
ce do degeneracji aksonéw, zaburzen przesytania sygna-
tow itp. [57].

1.1. Mechanizm powstawania peptydéw Af3

Peptydy AP sa produktami katalizowanej przez prote-
azy (ot-, B- i y-sekretazy), degradacji APP, bedacego inte-
gralnym biatkiem membranowym. Biatko APP ma krétki
czas potowicznego rozpadu i jest szybko metabolizowa-
ne. Niektére izoformy APP (APP_  oraz APP_ ) powsta-
jace w wyniku alternatywnego sktadania genéw (splicing),
maja blisko N-korica domeng inhibitora Kunitza. Gen APP,
o bardzo zmiennym transkrypcie, sktada si¢ z 18 eksonéw
o facznej dlugosci ponad 170 kDa. Region odpowiedzialny
za sekwencje AP obejmuje czes$é eksonu 16 i 17. Koduje
40-43 reszt aminokwasowych usytuowanych w transmem-
branowej 1 zewnatrzkomoérkowej czgsci APP. Biatko pre-
kursorowe AP sktada sie z duzej, zewnatrzkomérkowej do-
meny, hydrofobowej domeny transbtonowej oraz krétkiego,
cytoplazmatycznego C-konicowego fragmentu sprz¢zone-
go z biatkami cytoszkieletu. Pierwsze 17 reszt aminokwa-
sowych sekwencji AP (reszty 597-613 APP) znajduje si¢
na zewnatrz btony, natomiast pozostate 26 reszt (614-639
APP) nalezy do czgsci transbtonowej APP. N-koricowy od-
cinek sekwencji AP to bogata w cysteing domena wiazaca
heparyne (VHHQK). APP jest biatkiem konserwatywnym.
Sekwencja aminokwasowa jest niemal identyczna u réz-
nych gatunkéw poczynajac od Drosophila melanogaster
a na cztowieku konczac. Sekwencja AP cztowieka rézni
si¢ jedynie trzema resztami aminokwasowymi od wystg-
pujacego u gryzoni: piata reszta — R u ludzi, G u gryzoni;
dziesiata — Y u ludzi, F u gryzoni oraz trzynasta reszta —
H u ludzi, R u gryzoni [52,66,154].

Budowa i funkcjonowanie sekretaz nie sa jeszcze w petni
zbadane. Sekretaza-o tnac APP pomigdzy 687 a 688 amino-
kwasem w zewnatrzkomoérkowej czg$ci domeny, prowadzi
do powstania pozostajacego w btonie, 83 aa, C-koricowego
fragmentu CT,,, oraz rozpuszczalnego, neuroprotekcyjne-
go sAPPa. a-sekretaza ma cechy zakotwiczonej w blonie
metaloproteazy a jej funkcja moze by¢ kontrolowana po-
przez kinazg bedaca pod wptywem receptora muskaryno-
wego. Funkcje a-sekretazy moga petnic biatka z rodziny
dezintegryn, metaloproteaz lub enzym aktywujacy czyn-
nik martwicy nowotworéw o. Powstajace pod wptywem
o-sekretazy biatko CT,, jest substratem y-sekretazy, ktéra
poprzez proteolize w Srodku domeny transbtonowej powo-
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Tabela 1. Biatka powstajace w procesie proteolizy APP oraz ich znane i przypuszczalne dziatanie [115,134]

Dziatanie
Biatko Powstawanie
znane prawdopodobne
SAPPQL ciecie APP przez ot-sekretaze mdukga aktywnosci wapniozaleznych  ochrona neurondw o .
kanatow potasowych wptyw na proces krzepniecia krwi
sAPPB ciecie APP przez B-sekretaze - ochrona neuronéw
(T, ciecie APP przez oi-sekretaze - hamowanie proceséw neurodegeneragji
L hamowanie aktywnosci
, ciecie APP przez B-sekretaze acetylocholin oe)slterazy -
p3 ciecie (T, przez y-sekretaze nieznane
AICD ciecie (T, przez y-sekretaze ;r:;rs)ll(lg%zjna regulacja np. -
AB proteoliza SAPPp przez y-sekretaze obnizenie aktywnosci synaptycznej -

@& -

Pytka amyloidowa
APP sAPP ﬁ ,. I .
= ,G Sekletaza y - sekretaza
N DEE gﬁe
=, tytoplazma

C AICD !

Ryc. 3. Mechanizm przetwarzania APP prowadzacy do powstania
patogennych postaci AB,, . [174]

40-43

duje powstanie 3 kDa biatka p3 oraz wewnatrzkomoérko-
wej domeny amyloidu CT,, ., (AICD) i/lub CT,| (ryc. 2).
Reakcje te nie prowadza do powstania patogennych posta-
ci AP [57,77,79].

W procesie prowadzacym do powstania amyloidogennych,
patologicznych postaci peptydéw, B-sekretaza przecina
APP pomigdzy N-konicowymi resztami aminokwasowymi
671-672 prowadzac do powstania rozpuszczalnego frag-
mentu SAPPf oraz CT,,. Nastepnie, pod wptywem y-sekre-
tazy z CT,, powstaja 4 kDa AB, /AR, /AB,, oraz wewnatrz-
komoérkowa domena APP — AICD (ryc. 3, tab. 1).

[B-sekretaza jest biatkiem nalezacym do rodziny proteaz
aspartylowych. Sktada si¢ z pojedynczej domeny trans-
membranowej, sekwencji sygnalowej oraz peptydowego
regionu na N-koricu. W domenie zewngtrznej wystgpu-
ja dwie reszty kwasu asparaginowego Asp,, oraz Asp,,
ktére sa niezb¢dne do prawidlowej aktywnosci enzymu.
Wewnatrzkomorkowa B-sekretaza wystepuje przede wszyst-
kim w aparacie Golgiego i endosomach. Gen kodujacy jest
umiejscowiony na chromosomie 11. Mutacje tego genu nie
wplywaja na czgstotliwos¢ wystgpowania AD. y-sekreta-
za ma cechy proteazy aspartylowej i odznacza si¢ bardzo

niewielka swoistoscig w stosunku do sekwencji substratu.
Mutacje APP obejmujace reszty aminokwasowe w poblizu
miejsca dziatania enzymu nie wptywaly hamujaco na wy-
twarzanie AP. Uwaza sig, iz bardzo wazna role w komplek-
sie biatkowym 7y-sekretazy odgrywaja dwa wysoce homo-
logiczne biatka zwane presenilinami (PS1 i PS2) [80,142].
Sa one biatkami transblonowymi majacymi 7-9 odcinkéw
przenikajacych przez btong komdrki. Wystgpuja gtéwnie
w komorkach nerwowych, gdzie moga pelni¢ funkcje re-
ceptorow btonowych lub kanatéw wapniowych. Ponadto
powoduja one wzrost podatnosci na apoptozg oraz reguluja
homeostazg wapniowa w retikulum endoplazmatycznym.
Najsilniejsza ekspresje presenilin obserwuje si¢ w komor-
kach hipokampa oraz komdrkach Purkiniego. Sugeruje sig,
ze PS1 moze spetnia¢ funkcje kofaktora y-sekretazy lub tez
dziata¢ jako y-sekretaza uczestniczac w ten sposéb w kon-
troli przetwarzania APP. Mutacje w genach presenilin sa
zwiazane z powstawaniem 40, 42 i 43 aminokwasowych
postaci peptydéw amyloidu P [48,57,133,174].

Wydaje sig, ze dziatanie y-sekretazy nie jest swoiste i moze
mie¢ ona wpltyw réwniez na inne biatka czy enzymy bio-
race udziat w r6znego rodzaju szlakach metabolicznych.
Wigkszos$¢é AP powstajacego pod wptywem dziatania y-
sekretazy ma 40 reszt aminokwasowych, ale powstaje tez
niewielka pula dtuzszych 42 lub 43 aminokwasowych,
i bardziej hydrofobowych wariantéw — AB,, oraz Ap,..
Odznaczaja si¢ one wigksza sktonnoscia do oligomeryza-
cji i agregacji w poréwnaniu z AB, . Mimo ze AB,, oraz
AR, powstaja w mniejszej ilosci w poréwnaniu z jego krét-
szg forma, to wlasnie te biatka sa podstawowymi formami
budujacymi ptytke amyloidowa [86,108,116].

Neurotoksycznos$¢ patologicznych postaci AP, ,. jest
zwigzana m.in. z powodowaniem zaburzen w homeosta-
zie Ca*, interakcja z lipidami btony komérkowej oraz ak-
tywacja swoistych receptoréw Akumulacja AB,, .. zaréw-
wydarzen prowadzacych do neurodegeneracp, takich jak:
uszkodzenie neurondéw, aktywacja astrocytéw i komoérek
mikrogleju (odczyn zapalny), zaklcenie réwnowagi jono-
wej w neuronach, uszkodzenia oksydacyjne, zmiany w ak-
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tywnosci kinaz/fosfataz, tworzenie si¢ NFT, dysfunkcja
neuronéw i w konicu $Smier¢ komérki. AB,, wystepujacy
w niewielkich (1-10 nM) ilosciach w ptynie mézgowo-
rdzeniowym ludzi zdrowych oraz w ptynie znad hodow-
li izolowanych komérek nerwowych petni prawdopodob-
nie role w fizjologicznych funkcjach osrodkowego uktadu
nerwowego. Dziatanie Af,, nie jest jeszcze w pelni po-
znane [135,138].

W mézgu obecne sa réwniez proteazy inne niz sekretazy,
ktére prawdopodobnie uczestnicza w powstawaniu i regula-
cji peptydéw AB. Moga to by¢ katepsyna D i E, Zelatynaza
A lub B, trypsyno- lub chymotrypsynopodobne endopep-
tydazy, aminopeptydazy, neprylizyna, kompleks o:2-ma-
kroglobuliny i proteaz serynowych lub enzym degradujacy
insuling. Mimo prowadzonych w szerokim zakresie badan
nad mechanizmem powstawania fizjologicznych i patolo-
gicznych postaci AP nie poznano dotychczas wszystkich
enzymoéw bioracych w nim udziat [132,163].

1.2. Rola wewnatrzneuronalnych splotow w procesach
neurodegeneracyjnych

Biatko tau jest fosfoproteina wiazaca mikrotubule.
Prawdopodobnie odpowiada za ich taczenie si¢ i stabili-
zacje. W komérkach nerwowych biatko to wystgpuje w ak-
sonach. W stanach patofizjologicznych transportowane jest
do ciata komorki oraz dendrytéw [92].

W dojrzalym mézgu cztowieka wystgpuje szes¢ izoform
biatka tau, ktére sg produktem alternatywnego cigcia
mRNA pojedynczego genu lezacego na chromosomie
17q21. Izoformy réznia si¢ wystgpowaniem lub brakiem
29 lub 58 aminokwasowych fragmentéw w poblizu N-kon-
ca oraz przy C-koricu 31 aminokwasowej, konserwatywnej
sekwencji kodowanej przez ekson 10. Ta ostatnia zawie-
ra w sobie fragment odpowiedzialny za wiazanie mikro-
tubuli. Jej wptyw na gromadzenie i wiagzanie si¢ mikro-
tubuli jest wprost proporcjonalny do ilosci powtérzen tej
sekwencji w biatku tau [88]. Procentowa zawartos¢ po-
szczegblnych izoform biatka tau r6zni si¢ pomiedzy gatun-
kami. Ze wzrostem fosforylacji obniza si¢ zdolnos¢ biatka
tau do wiazania si¢ ze szkieletem komérkowym. Za obni-
zenie poziomu fosforylacji odpowiedzialne sa fosfatazy.
Zahamowanie hiperfosforylacji biatka tau polega na ha-
mowaniu aktywnos$ci enzymow, takich jak: kinazy synte-
zy glikogenu 3 (GSK3), cyklinozaleznej kinazy 5 (CDKY),
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem (MAPK), ki-
nazy biatkowej aktywowanej stresem (SAP) lub aktywa-
cji gléwnej fosfatazy wystgpujacej w mézgu — biatkowe;j
fosfatazy 2A (PP2A) [70,140,144,167].

W chorobie Alzheimera pierwszym mechanizmem zwia-
zanym z biatkiem tau jest jego hiperfosforylacja a nastep-
nie ubikwitynacja. Hiperfosforylowane izoformy biatka
tau tworza sploty wewnatrzneuronalne (NFT) zbudowa-
ne ze sparowanych wtokien helikalnych (SPF). Po $mier-
ci komoérek NFT bedace wezesniej w cytosolu, sa obecne
w przestrzeni migdzykomorkowej w postaci tzw. ,,duchéw
splotéw”, ktore sa zbudowane przede wszystkim z ubikwi-
tynylowanych, powtarzajacych si¢ fragmentéw sekwencji
biatka tau. Mimo iz mechanizm powstawania NFT nie jest
do korica poznany, sugeruje sie, iz zwigkszona iloS¢ reszt
fosforanowych wzmaga ich odtaczanie si¢ od mikrotubu-

li, przez co zwigksza si¢ ilo$¢ niezwigzanej fosfoproteiny.
Ta postac jest o wiele odporniejsza na degradacj¢ i bar-
dziej sktonna do agregacji niz posta¢ zwigzana z mikrotu-
bulami. Obecnos¢ NFT, ztogéw amyloidowych oraz uby-
tek neuronéw powaznie uposledzaja funkcje pamigciowe
i powoduja rozwdj otgpienia [65,76,126].

Mechanizm powstawania NFT jest w pewnego rodza-
ju opozycji do procesu formowania si¢ ptytek amylo-
idowych. Ilos¢ oraz miejsca tworzenia si¢ zlogéw AP sa
bardzo r6znorodne i zalezne od cech osobniczych. W hipo-
kampie oraz w korze mézgowej ztogi te powstaja pdzniej
niz NFT, co nie jest zgodne z hipoteza kaskady amyloidu.
Hipotetyczny model taczacy A z ufosforylowanym biat-
kiem tau zaktada, iz APB,, powoduje zaburzenia transportu
migdzysynaptycznego, ostabienie sygnatu, ktéry wstrzy-
mywat aktywacje kinaz i/lub inhibicje¢ fosfataz, co prowa-
dzi do nadmiernej fosforylacji okreslonych reszt biatka tau.
Zmiany konformacyjne tej fosfoproteiny prowadza do po-
wstawania zaburzenn w transporcie aksonalnym, a w kon-
cu do ograniczenia funkcjonowania i zywotno$ci neuronu
ijego apoptozy [51,89,113].

1.3. Rola stresu oksydacyjnego oraz metabolizmu
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS)

Stres oksydacyjny opisywany jest jako stan, w ktérym ko-
morkowa obrona antyoksydacyjna jest nieskuteczna wobec
nadmiernego wydzielania oksydantéw. Moze on wystepo-
wac lokalnie. Przezwycigzenie obrony antyoksydacyjnej
w okreslonych organach lub tkankach nie wptywa na ak-
tywnos$¢ antyoksydacyjna catego organizmu. Mechanizmy
obrony antyoksydacyjnej sa swoiste dla poszczegdlnych
ROS. Podstawowe konsekwencje stresu oksydacyjnego to:
fragmentacja lipidéw lub ich zmiany strukturalne, denatu-
racja bialek, zaburzenia w mechanizmach replikacji DNA
oraz deformacje organelli komérkowych, a co za tym idzie
calych komoérek. Stres wywotany przez wolne rodniki tle-
nowe prowadzi nie tylko do wystapienia reakcji zapalnej,
ale rowniez uruchamia zalezng od NF-kB transkrypcje ge-
néw dla réznych czynnikéw zapalnych [9,22].

ROS sa niezbgdnymi mediatorami wielu waznych reakcji
biologicznych. Moga réwniez niszczy¢ makroczasteczki
wywotujac stres oksydacyjny. Odgrywaja one istotna rolg
m.in. jako wtérne przekazniki uczestniczace w kontroli
ekspresji genéw. Ponadto stanowia podstawowe narzedzie
walki komérek fagocytarnych, ktére wykorzystuja oksy-
danty do zabijania organizméw patogennych. Wolne rod-
niki maja na zewngtrznej orbicie elektronowej pojedyn-
czy niesparowany elektron. Naleza do nich atom wodoru,
czasteczka tlenu zawierajaca dwa niesparowane elektrony
w tym samym spinie, ale na dwoch osobnych orbitalach,
NO’, jon ponadtlenowy O,", rodnik hydroksylowy OH-,
rodnik peroksynitrowy ONOO-. Reakcje, w ktérych biora
udzial ROS sg katalizowane giéwnie przez jony metali, ta-
kie jak Fe**, Cu*". Wyjatkowa wrazliwo$¢ mézgu na uszko-
dzenia spowodowane ROS wynika z obecnos$ci wielonie-
nasyconych kwasow ttuszczowych oraz duzego stgzenia
jonow Fe**, Cu®*, Zn** wyst¢pujacych w substancji czarnej
i prazkowiu. Oba te czynniki zwigkszaja takze wrazliwos¢
bton komérkowych mézgu na proces peroksydacji lipi-
dow. Ze wzgledu na duzg zalezno$¢ funkcjonowania moé-
zgu od metabolizmu tlenowego poziom aktywnosci odde-
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chowej lokalnych mitochondriéw jest znacznie wyzszy niz
w innych tkankach. Zwigksza to ryzyko niekontrolowane-
go wyptywu ROS z tych organelli. Aktywacja mikrogleju
prowadzi do zwigkszonego wytwarzania i uwalniania cy-
tokin oraz NO, tatwo wchodzacego w reakcje z rodnikami
tlenowymi tworzac ONOQO-, ktérego sprotonowana postac
rozpada sig do NO, i OH". Obrona przed rodnikami pole-
ga na przeksztalceniu ich za pomoca dysmutazy do H,O,
rozktadanego przez katalazg. Wigkszos¢ ROS jest niesta-
bilna i ma krétki okres péttrwania oraz dazy do przeka-
zania niesparowanego elektronu do najblizszej czasteczki
lub potaczenia z innym wolnym elektronem. Reakcje ka-
talizowane m.in. przez wolne rodniki sa wyjatkowo wazne
w procesach zachodzacych w komoérkach eukariotycznych.
NO petni role neuroprzekaznika w oSrodkowym uktadzie
nerwowym, gdzie bierze udzial w procesach rozwoju moé-
Zgu, uczenia si¢ i pamigci oraz w regulacji czynnosci ru-
chowych i pobierania pokarmu. W obwodowym uktadzie
nerwowym wspoétuczestniczy w rozkurczach migsni gtad-
kich przewodu pokarmowego, narzadéw miednicy oraz drég
oddechowych. Tlenek azotu dziata jako migdzykomoérko-
wy przekaznik regulujacy napigcie naczyn krwionosnych,
aktywujacy plytki krwi oraz uczestniczacy w kontroli od-
powiedzi immunologicznej. Ochronne dziatanie NO prze-
jawia si¢ hamowaniem degranulacji komoérek tucznych,
blokowaniem wytwarzania toksycznego jonu ponadtleno-
wego oraz hamowaniem adhezji ptytek krwi i neutrofiléw
do srédbtonka naczyni krwionos$nych. Tlenek azotu regu-
luje procesy wydzielania cytokin oraz prowadzi komorke
na droge apoptozy lub jej zapobiega. Hamuje ekspresj¢ se-
lektyn typu P i E, przez co ogranicza wedréwke limfocy-
tow Th1 do miejsca zapalenia [26,35,46,73,150].

Badania prowadzone na myszach transgenicznych dowio-
dty, iz w mézgu zwierzat z amyloidoza i patologiczng po-
stacig preseniliny 1 obserwuje si¢ czterokrotnie wigk-
szg aktywnos$¢ indukcyjnej syntazy tlenku azotu (iNOS).
Toksyczne dziatanie AP przejawia si¢ zdolnoscia do ak-
tywowania czynnika transkrypcyjnego NF-kB nadzoruja-
cego ekspresj¢ iNOS i wytwarzanie NO. Stezenie iNOS
zwigksza si¢ w mézgu pod wptywem procesu zapalnego
bedacego nastgpstwem powstawania ztogéw amyloido-
wych. Hiperaktywacja tego enzymu prowadzi do uwal-
niania duzych ilosci NO zdolnych do nieodwracalnego
zaburzenia funkcji komoérek. Co wigcej, pobudzone astro-
cyty i mikroglej otaczajace ztogi amyloidowe wytwarzaja
IL-1PB, TNF-a oraz ROS, ktére aktywuja ekspresje iNOS
[35,40,90,96].

Ochronnemu dziataniu NO czgsto towarzyszy wydziela-

nie matej ilosci ROS, ktére powoduja:

* inaktywacje bialek zawierajacych grupy tiolowe,

 utlenianie produktéw glikacji biatek,

» zahamowanie glikolizy przez inaktywacj¢ dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego,

e peroksydacje lipidow prowadzaca do zaburzenia poten-
cjalu jonowego btony komoérkowej,

¢ uszkodzenie DNA [68,82].

Migdzy niskoczasteczkowymi zwiazkami o wtasciwosciach
antyoksydacyjnych, enzymami rozktadajacymi je oraz tem-
pem wytwarzania ROS istnieje réwnowaga dynamiczna,
ktéra wptywa na metabolizm i aktywnos¢ wolnych rodni-
kéw. Nawet drobne zaburzenia tej rownowagi prowadza

do wyjatkowo niebezpiecznego i trudnego do opanowa-

nia stresu oksydacyjnego. Do enzyméw czuwajacych nad

prawidiowym poziomem ROS naleza:

* peroksydaza glutationowa,

* reduktaza glutationu,

* dysmutazy ponadtlenkowe umiejscowione w cytopla-
zmie (FeSOD oraz Cu/Zn SOD),

e dysmutazy ponadtlenkowe macierzy mitochondrialnej
(MnSOD),

e katalaza,

* mieloperoksydaza,

e kompleks oksydaz NADPH [131].

1.4. Kaskada cytokin

Cytokiny to grupa ponad 100 niskoczasteczkowych gliko-
protein o wlasciwosciach i funkcjach zblizonych do hor-
mondw, a dziatajacych juz w st¢zeniach pikomolowych. Ich
wielokierunkowe oddzialywanie objawia si¢ poprzez regu-
lacje wzrostu, procesow proliferacji, pobudzania aktywno-
Sci komérek uktadu odpornosciowego oraz hemopoetycz-
nego. Wpltywaja one nie tylko na leukocyty, ale réwniez
na inne komorki organizmu, stymulujac powstawanie go-
raczki, regulujac morfogeneze komérek i tkanek, czy tez
dzialajac cytotoksycznie. W zaleznos$ci od stanu organizmu
cytokiny aktywuja odpowiedZ komérkowa lub humoralna
oraz buduja wyjatkowo efektywny, ale takze bardzo zto-
zony i wrazliwy system powiazan pomigdzy komoérkami
uktadu immunologicznego oraz migdzy samymi cytokina-
mi, tzw. sie¢ cytokin. Poszczegdlne komdrki maja na swo-
jej powierzchni receptory okreslonych cytokin, dlatego tez
ich dziatanie jest wysoce selektywne. Nie kazda komoérka
jest w stanie reagowac na dana cytoking, nie kazda takze
moze tg cytoking wytwarzaé. Funkcjonowanie sieci cytokin
uwarunkowane jest wieloma czynnikami, m.in.: lokalnym
stezeniem oraz rodzajem wydzielanych cytokin (,.koktajl
cytokin”), rodzajem komorek, ich wspétdziataniem i obec-
nymi na nich receptorami cytokin [1,125].

W AD hiperaktywacja komérek mikrogleju wywotuje
stan zapalny, w ktérym dochodzi do uszkodzenia bariery
krew—mézg. Aktywowane komérki mikrogleju wytwarza-
jac duze ilosci cytokin wptywaja stymulujaco na astrocy-
ty. Pobudzaja je do wytwarzania biatek prozapalnych, ROS
oraz NO. Sprzyja to powstawaniu nierozpuszczalnej postaci
biatka AB wykazujacego neurotoksyczne wtasciwosci.

IL-10 ma wtasciwosci immunosupresyjne. Uczestniczy
w wygaszaniu odpowiedzi immunologicznej typu komor-
kowego i wytwarzaniu immunotolerancji. Reguluje wytwa-
rzanie ROS i NO przez makrofagi oraz ekspresj¢ czasteczek
MHC klasy II na monocytach. Jest odpowiedzialna za utrzy-
manie dynamicznej homeostazy migdzy aktywnoscia pro-
i antyzapalna komorek uktadu immunologicznego przez co
chroni przed ich hiper- lub hipoaktywacja [152]. W patoge-
nezie AD podkreslona jest rola IL-10, jako cytokiny o wia-
Sciwosciach antyzapalnych mogacej niwelowac dziatanie
cytokin prozapalnych. Obnizona sekrecja IL-10 obserwo-
wana byta u pacjentéw z AD, jednak nie byto wyraZznej za-
leznosci od stopnia zaawansowania choroby [8,149].

IL-6 jest wytwarzana w mdzgu przez astrocyty i mikro-
glej, a gléwnymi czynnikami indukujacymi jej wytwarza-
nie sa IL-1 oraz TNF. Przypuszczalnie stymuluje ona réz-
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nicowanie si¢ neuronéw. W warunkach fizjologicznych
zabezpiecza mézg przed toksycznymi czynnikami zapal-
nymi oraz niedoborami tlenu. Ze wzgledu na neutropowe
wiasciwosci IL-6, jej nadmierne wytwarzanie prawdopo-
dobnie wptywa aktywujaco na ekspresje genéw APP. Przez
hamowanie podzialu komdrkowego oraz immunostymu-
lujace wlasciwosci moze wptywaé na rozwdj niektérych
nowotworéw. Przeciwciata przeciwko tej cytokinie stosu-
je si¢ z duzym powodzeniem w leczeniu reumatoidalnego
zapalenia stawow [49,153].

Wazrost sekrecji IL-1 przez aktywowane komorki gleju
wiazany jest z postgpem AD [85,102,123]. Poziom wydzie-
lanej IL-1f obnizony byt u pacjentéw leczonych donepe-
zilem [50]. Wedlug ostatnio wysunigtej hipotezy, na pod-
stawie wynikéw uzyskanych w modelowych badaniach na
myszach transgenicznych z nadekspresja IL-1p, przypusz-
cza sig, ze ta cytokina moze stymulowaé usuwanie ztogéw
AP w procesie fagocytozy [81].

Istotna role w patogenezie AD odgrywaja IFN-y oraz
TNF-o. Efekt dziatania IFN-v jest dwukierunkowy. Z jed-
nej strony poprzez aktywacje wydalania kwasu glutamino-
wego, wraz z NO powstajacym w stresie oksydacyjnym,
powoduje apoptoze neuronéw. Z drugiej strony, tak jak
i TNF-a hamuje wytwarzanie APP, przez co chroni komor-
ki nerwowe przed toksycznymi produktami jego przetwa-
rzania [19,40,120,138]. TNF-o. wytwarzany jest przez ko-
morki mikrogleju w odpowiedzi na czynnik zapalny. Na
istotng role¢ TNF-o w patogenezie AD wskazuje 25-krotny
wzrost poziomu tej cytokiny w ptynie mézgowo-rdzenio-
wym chorych wzrastajacy w zaleznosci od nasilenia proce-
su chorobowego. TNF- synergistycznie z IFN-y stymuluje
rozpoczecie i prawidlowy przebieg reakcji uktadu odpor-
nosciowego. Bialka rodziny TNF reguluja wydzielanie NO
oraz innych cytokin, takich jak np.: [IFN-y przez limfocy-
ty, IL-1, IL-6, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, EGF, NGF czy
IFN- przez makrofagi. Myszy pozbawione receptoréw
TNF byly o wiele bardziej podatne na uszkodzenie neuro-
néw powstajacych np. wskutek niedokrwienia mézgu, co
sugeruje neuroprotekcyjne wilasciwosci tych biatek. Tak
jak w przypadku wczesniej opisanych cytokin prébuje si¢
zastosowac w terapii TNF w polaczeniu z innymi cytoki-
nami lub z chemioterapia [34,96,110,130].

Ze wzgledu na ztozony i nie do korica poznany mechanizm
oddziatywan w obrebie sieci cytokin, zastosowanie ich w te-
rapii jest wyzwaniem wspotczesnej nauki. Frapujace wlasci-
wosci immunomodulatorowe cytokin stwarzaja wiele mozli-
wosci zastosowan w lecznictwie, jednak delikatna réwnowaga
istniejaca pomigdzy indukowaniem i hamowaniem wydziela-
nia poszczegélnych cytokin stwarza utrudnienia w ich stoso-
waniu. Plejotropowos¢ cytokin powoduje, ze moga one mie¢
dziatania niepozadane. Mimo tych ograniczen IFN stosowany
jest w leczeniu wirusowego zapalenia watroby typu C. Prébuje
sig rowniez wykorzystac fragmenty IL-1 oraz biatka homolo-
giczne do IL-1 w regulacji proceséw zapalnych, IL-10 w ha-
mowaniu reakcji odrzucenia przeszczepu czy G-CSF w te-
rapii niedoboréw neutrofilow [13,125,130].

1.5. Funkcja i metabolizm jonéw Ca**

Oprécz ztogéw amyloidowych i NFT tworzonych przez
hiperfosforylowane biatko tau istotng role w patologii AD

odgrywaja jony Ca?*. Stezenie tych jonéw w komoércee jest
regulowane przez pompy wapniowe, potasowe lub przez
przytaczanie do biatek. Istotng rolg odgrywaja réwniez ka-
naty jonowe regulowane przez receptory neuroprzekazni-
kéw, np. kwasu glutaminowego. Uszkodzenie receptoréw
prowadzi do zaburzenia funkcji mitochondriéw, aktywacji
proteaz oraz lipaz. Organellami komérkowymi przechowu-
jacymi jony sa mitochondria, retikulum endoplazmatyczne,
ciatka wydalnicze, lizosomy oraz jadro. Ca** jest wtérnym
przekaZnikiem sygnatu dziatajacym zaréwno na btony ko-
morkowe jak 1 wewnatrz komorki. Tak zwane fale wapnio-
we, czyli lokalnie przemieszczajace si¢ skupiska podwyz-
szonego stezenia Ca** w cytosolu sa charakterystyczne dla
stanu pobudzenia. Jest on niezbedny w szybkich odpowie-
dziach komoérki, takich jak skurcz i rozkurcz [24].

Transport Ca?* odgrywa wazna role¢ m.in. w apoptozie
oraz w uszkodzeniach mézgu charakteryzujacych si¢ nie-
dokrwieniem prowadzacym do Smierci komérek nerwo-
wych. W szczurzych tkankach hipokampu §mier¢ komérek
moze by¢ zahamowana przez wzrost wewnatrzkomorko-
wego gradientu Ca”*. AP powoduje aktywacje transportu
jonéw do komérki. Wykazano, iz syntetyczne fragmenty
aminokwasowe A, . oraz AB,_ .. zwigkszaja spoczynko-
we stezenie Ca** oraz podwyzszaja wapniozalezna odpo-
wiedZ na depolaryzacje btony komérkowej. AP moze pet-
ni¢ funkcje kanatu jonowego kontrolujacego wptyw jonéw
do komoérki. W btonach komérek nerwowych chorych na
AD zaobserwowano zwigkszona aktywnos¢ wymiennika
sodowo-wapniowego, a w badaniach post mortem podwyz-
szona mobilizacje biatka aktywowanego Ca** — kalpainy.
Z podwyzszonym stgzeniem Ca** wiaze si¢ obnizenie sta-
bilnosci mRNA dla iNOS [24,98].

U chorych na AD, na poziomie komérkowym zachodza
zmiany morfologiczne typowe dla proceséw apoptotycz-
nych: uwypuklenie dwuwarstwowej blony lipidowej z wy-
tworzeniem charakterystycznych pgcherzykdow, powstawa-
nie ciatek apoptotycznych, kondensacja chromatyny czy
reorganizacja cytoszkieletu komérkowego. Reorganizacja
struktury wewnatrzkomoérkowej prowadzi do degenera-
cji neuronéw. Proces ten jest obserwowany podczas stre-
su termicznego lub oksydacyjnego. W AD obserwuje si¢
rowniez powstawanie ciatek Hirano, czyli parakrystalicz-
nych eozynofilnych filamentéw o grubosci 7 nm zbudo-
wanych z aktyny, tubuliny, winkuliny, tropomiozyny, bial-
ka MAP, a-aktyniny, kofiliny. AP indukuje polimeryzacje
aktyny poprzez biatka szoku cieplnego (HSP — heat shock
protein) i aktywacje kaskady kinaz. W wyniku tego pro-
cesu na powierzchni komérek powstaja widkna stresowe,
ktérych tworzenie hamowane jest przez inhibitory MAPK
oraz y-sekretazy [23,111].

1.6.0bjawy i diagnostyka AD

We wezesnym stadium AD objawy choroby sa trudno za-
uwazalne, czg¢sto mylone z typowym zachowaniem zwia-
zanym z wiekiem. W ostatnim stadium choroby rozwija-
jacej sie przez kilka lat pacjent traci kontakt z otoczeniem,
nie radzi sobie z wykonywaniem podstawowych czynnosci,
wymaga stalej pomocy ze strony opiekunéw [27,161].

Przyczyny demencji mozna ustali¢ za pomoca jadrowego
rezonansu magnetycznego (NMR), fotonowej tomografii
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emisyjnej (SPECT) lub pozytronowej tomografii emisyjne;j
(PET). Pomimo intensywnych badan i rozwoju nauk me-
dycznych AD jest przewaznie zbyt p6Zno diagnozowana.
‘Wczesne rozpoznanie utrzymatoby lub podwyzszyto jakosé
zycia chorych, obnizyloby koszty spoteczne oraz zmniej-
szytoby cigzar opieki ze strony rodziny [91,93].

Nie ma swoistego biochemicznego czy genetycznego mar-
kera wezesnego rozpoznania AD. W diagnostyce schorzen
neurologicznych najczgsciej stosowane sg oznaczenia w pty-
nie mézgowo-rdzeniowym, co oprécz utrudnionego pobie-
rania materiatu, u chorych na AD jest dodatkowo ograni-
czone obnizonym wydzielaniem tego ptynu. Kontroluje sig
poziom oraz stosunek peptydow AB,: AB,. i AB,: AB,,
— wskaznikéw liczby blaszek starczych; ilos¢ biatka tau
oraz stopien jego fosforylacji jako markera splotéw neuro-
fibrylarnych. Istotne dla diagnostyki AD jest to, ze postac
hiperfosforylowana wystgpujaca w mézgu ma zmniejszo-
na rozpuszczalnos¢ w stosunku do postaci fizjologicznej.
W przeciwienstwie do zdrowych, starzejacych si¢ ludzi
w plynie rdzeniowo-mézgowym u chorych na AD wzrasta
poziom ApoE wraz z postgpem choroby, co moze dawac
podstawy do traktowania go jako markera monitorujacego
nasilanie si¢ stanu chorobowego. Zastosowanie zestawu kil-
ku markeréw oraz metod neuroobrazowania moze znacznie
podwyzszy¢ czutos¢ diagnostyki AD [47,93,135].

W osoczu krwi chorych na AD zidentyfikowano 18 bia-
ek sygnatowych, ktérych analiza biologiczna wskazuje, iz
sq one charakterystyczne dla proceséw, takich jak: dysre-
gulacja hematopoezy oraz odpowiedzi immunologicznej,
apoptozy oraz innych zmian presymptomatycznych AD.
Obecnos¢ tych biatek we krwi pozwala na stwierdzenie
z prawie 90% doktadnoscia, ze pacjent cierpi na fagodne
zaburzenia pamigci, ktére w ciggu najblizszych 2—6 lat do-
prowadza do AD [122].

Chorobie Alzheimera towarzyszy rozwdj procesu zapalne-
go w mdézgu. Mozna go obserwowaé oznaczajac aktyw-
nos$¢ o-1-antychymotrypsyny oraz st¢zenia IL-1 i IL-6.
Nastepny marker — peroksydacje lipidéw indukowana przez
wolne rodniki aktywujace proces szoku tlenowego, mozna
monitorowac przez badanie w moczu poziomu 8-izopro-
staglandyny F2a powstajacej z kwasu arachidonowego. Jej
podwyzszony poziom koreluje z iloscia pochodnej trom-
boksanu B2 i jest charakterystyczny dla otgpienia typu AD.
Ostatnie doniesienia sugeruja, iz podwyzszony poziom ka-
likreiny 6 (proteazy serynowej) w pltynie mézgowo-rdze-
niowym, osoczu, krwi oraz ekstraktach z tkanki mézgo-
wej jest charakterystyczny dla pacjentéw z AD. Oznaczany
w mozgu stosunek wolnej 8-hydroksy-2-dezoksyguanozy-
ny (produkt ataku rodnikéw tlenowych na DNA) do zwia-
zanej z DNA byl ponad stukrotnie wyzszy u chorych na
AD niz w grupie kontrolnej. Szczegélnie w przypadkach
wystgpowania demencji w rodzinie warto zastosowac srod-
ki prewencji, takiej jak np.: dieta niskottuszczowa, aktyw-
no$¢ psychofizyczna, przyjmowanie niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych czy statyn [117,145,146].

2. STOSOWANE | POTENCJALNE SRODKI TERAPEUTYCZNE

Obserwujac sekwencjg zjawisk prowadzacych do demen-
cji o typie alzheimerowskim, mozliwosci terapeutyczne
mozna wigza¢ z modulacja aktywnosci sekretaz odpo-

Ryc. 4. Hipotetyczna sekwencja patologicznych zmian zachodzacych
wAD

wiedzialnych za powstawanie amyloidogennych pepty-

déw AB,, ., hamowaniem agregacji/deagregacji peptydéw

AP, regulacja odpowiedzi zapalnej (wydzielanie cytokin,

ROS, ochrona neuronéw przed uszkodzeniem powodowa-

nym Af). Pomimo intensywnych badari oraz wysokich na-

ktadéw finansowych, nie udato si¢ dotychczas opracowac

skutecznego i pozbawionego dziatan niepozadanych srod-

ka farmaceutycznego dla chorych na AD. Podstawowymi

elementami w terapii AD sa:

* spowolnienie postgpu choroby,

* kontrola nad zachowaniami, dezorientacja oraz stana-
mi niepokoju,

* modyfikacja srodowiska domowego,

* wsparcie cztonkéw rodziny oraz opiekundw.

Wspomagajace w procesie leczenia sa: zmiana stylu zy-
cia (stuchanie muzyki relaksujacej oraz stosowanie technik
relaksacyjnych, regularne spacery etc.), stosowanie lekéw
wspomagajacych oraz suplementéw (antyutleniacze), takich
jak witamina E czy wyciag z Ginkgo biloba [94,100].

Jedyna dotychczas zaaprobowana i szeroko stosowana me-
toda leczenia jest stosowanie inhibitoréw cholinoesterazy.
Esteraza acetylocholinowa to enzym, ktéry rozktada acety-
locholing. Zahamowanie jego dziatania, powoduje w mézgu
wtdrne podwyzszenie stezenia acetylocholiny bedacej naj-
wazniejszym przekaznikiem bioracym udzial w procesach
pamigciowych. Leki o aktywnosci inhibitoréw acetylocho-
linesterazy powoduja podwyzszenie st¢zenia acetylocholi-
ny w synapsach, co polepsza transport cholinergiczny oraz
tagodzi zaburzenia proceséw poznawczych. Ich efektyw-
nos$¢ jest niestety uzalezniona od dawki. Analizujac dane
uzyskane w badaniach klinicznych wykazano korzystny,
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aczkolwiek tagodny wptyw na parametry poznawcze oce-
niane w tescie ADAS w trakcie 6—12 miesigcy stosowania
terapii. Objawowe leczenie polegajace na podwyzszeniu
poziomu acetylocholiny w mézgu znane jest juz od korica
lat osiemdziesiatych dwudziestego wieku. Poczatkowo sto-
sowanymi lekami byly: takryna i welakryna, ktére pojawi-
ly si¢ na rynku amerykariskim. Wieloosrodkowe badania
kliniczne wykazaty, iz leki te, zwtaszcza w duzych daw-
kach, skutecznie tagodza zaburzenia poznawcze. Niestety,
przestaty by¢ uzywane ze wzgledu na ich bardzo duza he-
patotoksyczno$c¢ [16,54]. W 1997 r. wprowadzono lek no-
wej generacji — donepezil (Aricept) bedacy wybidrczym
inhibitorem esterazy acetylocholinowej pozbawionym juz
wlasciwosci uszkadzania miazszu watroby. Hamuje on je-
dynie esterazg acetylocholinowa nie wptywajac na butyry-
locholinesteraze. Randomizowane, wieloosrodkowe badania
poréwnywane z grupa, ktérej podawano placebo dowio-
dty skutecznosci leczenia donepezilem w okresie 52 tygo-
dni, w toku sg badania wieloletnie. Dzigki jego dzialaniu
czg$¢ chorych wydtuza okres wzglednej samodzielnosci
o dwa lata, co, zwazywszy na zaawansowany wiek oséb
z AD, jest okresem znaczacym. Objawy niepozadane to
krétkotrwale nudnosci, czasami zwolnienie czynnosci ser-
ca, zawroty glowy, koszmarne sny [54,136,163]. Kolejnym
inhibitorem, ktéry pojawit si¢ na rynku i byt zarejestrowa-
ny z tym samym wskazaniem jest rivastigmina (Exelon).
Lek przyjmuje si¢ dwa razy dziennie. Powolne podwyz-
szanie dawek zmniejsza objawy niepozadane, jakimi sa:
zaburzenia przewodu pokarmowego, bdle i zawroty gtowy
oraz nadmierne pobudzenie. Wyniki badan wskazuja, ze
poza poprawa mozliwosci poznawczych lek wptywa takze
korzystnie na zaburzenia zachowania i wykonywanie co-
dziennych czynnosci. Od donepezilu rézni si¢ tym, ze ha-
muje takze dziatanie butyrylocholinoesterazy, co réwniez
podwyzsza poziom acetylocholiny w mézgu. Podawanie
rivastigminy i donepezilu jest ograniczone wystgpujacy-
mi dziataniami niepozadanymi oraz zmniejszajacym si¢
wraz z czasem stosowania korzystnym oddzialtywaniem
[44,143]. Ostatnio pojawit si¢ na rynku trzeci, wybiérczy
inhibitor esterazy acetycholinowej pochodzenia roslinnego
— galantamina (Reminyl), ktéra dodatkowo moduluje allo-
sterycznie dziatanie receptora nikotynowego. Wptywa ona
réwniez pozytywnie na mozliwosci poznawcze chorego.
Istnieje coraz wigcej danych wskazujacych, ze hamowa-
nie esterazy acetylocholinowej hamuje takze amyloidoge-
neze¢ [25]. Obecnie inhibitory esterazy acetylocholinowe;j
przyjmuje bardzo wielu chorych. Tym samym wiedza na
temat ich przydatnosci po dlugim okresie stosowania, czy
ich wplywu na przebieg choroby bedzie coraz petniejsza.
Objawy niepozadane bywaja niekiedy tak uciazliwe, ze
zmuszaja do rezygnacji z kuracji. Czgsto tez chory nie po-
dejmuje leczenia z powodéw ekonomicznych. Przydatnosé
tych lekéw w przedtuzaniu fazy tagodnej i Srednio zaawan-
sowanej, pozwalajacej na samodzielng lub prawie samo-
dzielng egzystencjg jest niewatpliwym postgpem w lecze-
niu AD. Korzystne dziatania w szczegdlnosci na pamigc
poznawcza zaobserwowano u pacjentow chorych na AD
podczas 2-letnich otwartych badan klinicznych nad galan-
taming [32]. Prowadzone sa badania nad poznaniem me-
chanizmoéw dziatania inhibitorow esterazy acetylocholiny
iich wplywu na:

e przemiane APP w A,

* cytotoksycznosé indukowana AP,

e promowanie dziatania o-sekretazy,

e hamowanie aktywnosci -sekretazy.

Obecnie dazy si¢ do zahamowania agregacji peptydow
amyloidowych lub fosforylacji biatka tau oraz inaktywa-
cji GSK-3p (kinazy 3 syntezy glikogenu) [59].

Rola cholesterolu w centralnym systemie nerwowym jest
czg¢sto niedoceniana lub pomijana. Poziom cholesterolu
w moézgu jest szes¢ razy wyzszy niz w watrobie i we krwi
tacznie. Waznym biatkiem bioracym udzial w metaboli-
zmie oraz dystrybucji cholesterolu w neuronach jest Apo
E. Promuje ona powstawanie i agregacje ptytek amyloido-
wych oraz oddzialuje ze sktadnikami cytoszkieletu indu-
kujac powstawanie splotéow neurowtdkienkowych. ApoE
kodowana jest przez gen na chromosomie 19 i wystgpuje
w postaci trzech izoform: €2, €3 i €4 rézniacych si¢ reszta-
mi cysteiny i argininy w pozycjach 112 i 158. Cholesterol
powstajacy in vivo w neuronach i mikrogleju z udziatem
ApoE warunkuje plastycznos¢ synaps. Podwyzszony po-
ziom cholesterolu moze by¢ czynnikiem ryzyka AD i moze
by¢ obnizany przez zastosowanie statyn hamujacych dzia-
anie reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu
A. Sa one stosowane w hamowaniu powstawania miazdzy-
cy oraz w chorobach uktadu krwionosnego. Reguluja pro-
ces fosforylacji biatka tau oraz metabolizm ROS i dlate-
g0 moga by¢ alternatywna metoda terapii r6znego rodzaju
schorzen neurodegeneracyjnych, w tym AD. Zastosowanie
statyn moze zmniejsza¢ wydzielanie AP poprzez regulacje
réwnowagi pomiedzy aktywnoscia o- oraz - i y-sekreta-
zy, a takze moze wptywac na hamowanie proceséw zwia-
zanych ze stanem zapalnym. Wydaje si¢ réwniez, iz moga
one usuwaé AP z mézgu poprzez oddziatywanie z biatka-
mi pokrewnymi receptorowi LDL (LRP) w s$cianach na-
czyi krwionosnych. Badania epidemiologiczne wykazaty
zmniejszenie czgstotliwosci wystepowania AD u chorych
poddanych terapii statynowej. Nie miata ona jednak wpty-
wu na tempo rozwoju demencji [29,114,121,124,164,171].

Badania nad mozliwoscia zastosowania immunotera-
pii w AD sa konsekwencja pozytywnych wynikow prac
nad stworzeniem transgenicznych modeléw zwierzgcych.
Wykazatly one, iz immunizacja chroni przed powstawaniem
neuropatologicznych objawéw typowych dla AD, a w nie-
ktérych przypadkach udato si¢ spowodowac rozpuszczenie
plytek amyloidowych. Zastosowanie aktywnej jak i bier-
nej immunizacji obniza czgsto$¢ wystgpowania zmian pa-
tologicznych charakterystycznych dla AD oraz przywra-
ca funkcje poznawcze u transgenicznych myszy, mimo ze
sam mechanizm dziatania przeciwciat nie jest jeszcze do
korica poznany. Na przyktad, u myszy szczepu CRNDS im-
munizowanych AR, w 50% zahamowane byto powstawanie
ztogéw amyloidowych w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Najbardziej efektywne w badaniach in vivo i ex vivo oka-
zalo sig przeciwcialo IgG, , wykazujace duze powinowac-
two do receptora Fc mikrogleju. Istnieje kilka hipotez na
poparcie korzystnych efektéw immunoterapii w chorobie
AD. Jedna z nich zaktada wigzanie si¢ przeciwciat do fi-
bryli AP i przez to prezentowanie ich fagocytujacemu mi-
kroglejowi. Inne wyjasnienie poparte jest obserwacja, iz
dhugoterminowe podawanie przeciwcial monoklonalnych
m266 powoduje wzrost A w osoczu z jednoczesnym za-
hamowaniem powstawania nowego A. Przeciwciata m266
powodujac degradacje AP we krwi, zaburzaja homeosta-
z¢ mi¢dzy osrodkowym uktadem nerwowym a osoczem,
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Tabela 2. Stosowane Srodki terapeutyczne i mechanizm ich dziatania [42]

Stosowane srodki terapeutyczne

Znany i potencjalny mechanizm dziatania

Inhibitory cholinoesterazy

aktywacja neuroprzekaznikéw

kontrola cholesterolu
ochrona przed degeneracja zyt

Statyny dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne
antagonista Ap
Inhibitory B- i y-sekretaz antagonista AB

Immunoterapia hamowanie powstawania zmian neuropatologicznych
Ginkgo biloba dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne
Memantyna dziatanie neuroprotekcyjne

Niesteroidowe leki przeciwzapalne

dziatanie przeciwzapalne

Witaminy Ci E

dziatanie antyoksydacyjne

co prowadzi do wydalania AP z mézgu. Kolejna hipoteza
zaktada, ze przeciwciata hamuja fibrylogeneze i chronia
komorki przed cytotoksycznym dziataniem A poprzez
oddziatywanie z resztami 4-10 Af,,. Po pomySlnych wy-
nikach immunoterapii uzyskanych na myszach, krélikach,
Swinkach morskich oraz matpach rozpoczeto 11 fazg ba-
dan klinicznych na ochotnikach. Zastosowano szczepion-
ke AN-1792 przeciwko AD koniugowana z QS-21- srod-
kiem wspomagajacym odpowiedZ immunologiczna na
antygen zastosowany w szczepionce. Jednak stosowanie
immunizacji AP u ludzi zostato zawieszone przede wszyst-
kim z powodu indukcji proceséw zapalnych w osrodko-
wym uktadzie nerwowym. U 6% ochotnikéw bioracych
udziat w badaniach rozwingty si¢ objawy zapalenia moé-
zgu. U myszy domiejscowe podawanie szczepionki powo-
dowato rozpuszczanie ztogéw amyloidowych. Zauwazono
jednak powstawanie krwotokéw, co stanowito uboczny pro-
ces zwigzany z immunizacja. Pomimo to, stosowanie prze-
ciwciat monoklonalnych skierowanych przeciwko ré6znym
fragmentom A moze zaowocowaé uzyskaniem lepszych
szczepionek. Przeciwciata anty-Af3 moga hamowac ciecie
APP przez sekretazy via blokowanie konformacyjne [55,
56,69,71,97,118,137,158,166,168].

Wydaje sig, iz zastosowanie zwiazkéw pochodzenia or-
ganicznego, takich jak: kwas rozmarynowy — naturalny
roslinny polifenol o aktywnosci antyoksydacyjnej, prze-
ciwzapalnej oraz antymikrobiotycznej; ekstrakty z alg czy
z 7161 moga chroni¢ komorki przed odpowiedzig zapalna
i procesami cytotoksycznymi wywotanymi A [4,28,75].
Ekstrakt Egb 761 z Ginkgo biloba poprawial pamig¢ oraz
zachowanie u chorych z zaburzeniami poznawczymi zwia-
zanymi z wiekiem oraz chorych na demencj¢. Ma on wta-
Sciwosci antyoksydacyjne oraz prawdopodobnie prze-
ciwzapalne. Hamuje powstawanie ptytek amyloidowych.
Wieloosrodkowe badania na ludziach nie dostarczaja jed-
nak jednoznacznych informacji na temat pozytywnego
wptywu wyciagu z Ginkgo biloba u chorych na AD oraz
inne schorzenia neurologiczne. Prowadzone sa badania
nad zastosowaniem ekstraktu z Zingiber officinale i Alpina
galanga. Zaobserwowano bowiem hamujacy wptyw tych
ekstraktéw na indukowana LPS, cytokinami lub amylo-

idem [ ekspresje genéw czynnikéw prozapalnych, takich
jak TNF-q, IL-1B, COX-2, MIP-o,, MCP-1 oraz IP-10 na
komorkach THP-1 [67,106].

Ze wzgledu na zaangazowanie kaskady antyoksydacyjnej
w ochronie organizmu przed AD wydaje si¢, iz zastoso-
wanie §rodkéw przeciwzapalnych, takich jak: leki antyhi-
staminowe, niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSAIDs),
indometacyna, naproksen czy rofecoksib moga korzystnie
wptywac na hamowanie rozwoju choroby [165]. Badania
prowadzone na pacjentach przyjmujacych leki przeciw-
zapalne wykazaly nizszy stopient zachorowalnosci na AD
w poréwnaniu do ludzi niestosujacych tych srodkéw. Jak
wiadomo w przypadku AD, u podstaw proceséw patologicz-
nych lezy stres oksydacyjny. Wykazano, iz przed $miercia
neuronéw w moézgu, jak i niszczacym wplywem wolnych
rodnikéw chronia substancje o wtasciwosciach antyoksy-
dacyjnych, takie jak flawonoidy, witamina E czy C [6,18].
Stosowane i potencjalne srodki terapeutyczne oraz ich me-
chanizm dziatania przedstawiono w tab. 2. Dowiedziono,
iz terapia estrogenowa zmniejsza ryzyko wystgpienia AD
u kobiet przez zahamowanie powstawania ztogéw A [99].
Memantyna (Namenda) — antagonista receptora N-metylo-
D-asparaginianu (NMDA) korzystnie wptywa na pamig¢,
funkcjonowanie, zachowanie i samopoczucie chorych na
AD. Terapia ta jest stosowana w tagodnych i Srednioza-
awansowanych stadiach choroby. Moze by¢ réwniez sto-
sowana wraz z inhibitorami cholinesteraz [37,112]. Nowe
perspektywy efektywnej terapii wiaza si¢ z transplanta-
cja komoérek nerwowych oraz metodami terapii genowe;j
[21,43,109].

Prowadzone sa réwniez badania nad zastosowaniem bia-
tek niszczacych strukture B amyloidu istotng dla tworze-
niu si¢ fibryli amyloidowych (ryc. 5).

Jako matryce do projektowania tego typu zwiazkéw zastoso-
wano srodkowy, hydrofobowy region pomigdzy 17-20 resz-
tami aminokwaséw (LPFD) w N-koricowej domenie AP.
Ponadto dodano reszty proliny, ktére sa powszechnie znany-
mi blokerami struktury (3 oraz aminokwasy zawierajace ta-
dunek w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci projektowane-
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a) stabilizatory procesu fatldowania biatek

b) zwigzki destabilizujace strukture

@g,w) . CT% ;E

¢ inhibicja kompetencyjna - monomery

» DY

d) inhibicja kompetencyjna - oligomery

M

Ryc. 5. Strategie terapeutyczne majace na celu regulacje zmian
konformacyjnych biatek lub zahamowanie ich agregagji [103,147];
a) stabilizacja prawidtowego procesu fatdowania sie biatek, b)
hamowanie lub odwracanie patogennego procesu fatdowania
sie biatek poprzez zwiazki swoiscie destabilizujace konformacje
B-kartki, c) inhibicja kompetycyjna podczas procesu oligomeryzacji
biatek przez zwiazki wiazace sie do form monomerycznych, d)
inhibicja kompetycyjna procesu agregacji biatek poprzez wigzanie
sie do zagregowanych struktur -kartki — blokowanie dalszego
przytaczania monomerdw, e) zastosowanie zwiazkow aktywujacych
mechanizmy prowadzace do rozpuszczenia powstatych agregatéw
lub zaburzajacych ich stabilnos¢

go biatka. W ten spos6b otrzymany iAB5 hamowat in vitro
powstawanie agregatéw AP, i AP, , a takze rozpad fibryli
juz zagregowanych oraz zmniejszat cytotoksycznos¢ AB,,
w stosunku do ludzkich komérek neuroblastoma i w moé-
zgach szczuréw szczepu Fischer-334. Jego gléwna wada jest
jednak bardzo krétki czas rozktadu in vivo [2,148].

Barierami w zastosowaniu peptydéw w terapii choréb sa: ni-
ski poziom przenikalnosci przez barier¢ krew—mdézg, wraz-
liwos¢ na dziatanie enzymow proteolitycznych, staba roz-
puszczalnos¢ oraz cytotoksycznosé. W poczatkowej fazie
procesu tworzenia si¢ ztogéw amyloidowych szczegdlnie
wazna rol¢ petnia sekretazy. Kontrola lub — chociaz czeg-
Sciowe zahamowanie dziatania - i/lub y-sekretazy — po-
ciagnetoby za soba monitorowanie powstawania réznych
postaci AP [141,172]. W przypadku B-sekretazy poszuku-
je sig silnie dziatajacych inhibitoréw, ktére mogtyby dopa-
sowywac si¢ do miejsca aktywacji tej proteazy serynowej
i jednoczes$nie bez przeszkéd przechodzityby przez barie-
re krew—mozg. Poszukuje si¢ rowniez zwiazkéw blokuja-
cych aktywacje cytotoksycznych proceséw indukowanych

(Kontrola czynnikow ryzyka'

APP

Aktywatory oci |nh|b|tor
B- i y-sekretazy

degradujacych AR, i ABss

Aktywacja enzymow IABm*ﬁu/ABu

usuwania AB,; oraz AB;

Leki przeciwzapalne
i antyoksydacyjne

Ryc. 6. Potencjalne miejsca interwencji terapeutycznej i profilaktyki
AD [58]

Aktywatory I

B amyloid

Szczepionka AP *

oddziatywaniem AP z powierzchnia komérki z uzyciem
blokeréw kanaléw jonowych. Kolejna atrakcyjna metoda
leczenia moze by¢ przeciwdziatanie lub hamowanie powsta-
wania i odktadania si¢ patologicznych postaci AP i kontro-
la polimeryzacji biatka tau (ryc. 6) [7,31].

Celem wspétczesnych badan nad opracowaniem skutecz-
nego Srodka terapeutycznego w AD jest rowniez — zaan-
gazowane w proces neurodegeneracji — biatko tau. Poddaje
si¢ analizie miejsca wiazace oraz przeprowadza si¢ badania
nad obnizeniem ekspresji genéw tego biatka. Pozytywna
rol¢ w hamowaniu reakcji prozapalnych moga tez odegrac
jony metali. Na podstawie badan in vitro oraz na modelach
zwierzecych wykazano, ze lit spetnia kryteria leku prze-
ciw demencji [87,113].

Jako nowe podejscie terapeutyczne proponuje si¢ zastoso-
wanie komoérek macierzystych izolowanych z uktadu krwio-
tworczego. Wiaze si¢ z tym nadzieje, ze przywrdca one
prawidiowe funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwo-
wego. Podstawowa, bardzo przydatng cecha tych komérek
jest samoodnawialno$¢ oraz to, iz wystgpuja w ptodowym
i dojrzalym systemie nerwowym. Hodowle tych komé-
rek moga by¢ prowadzone w warunkach laboratoryjnych
i mogg si¢ réznicowaé do komoérek glejowych lub neuro-
néw. Wykazano, iz po uszkodzeniu mézgu, neurony moga
powstawac z endogennych komérek macierzystych [91].

Poszukiwania skutecznego leku zmierzaja takze w kierun-
ku zahamowania, czy raczej regulacji funkcjonowania zbyt
silnie pobudzonych komérek mikroglejowych. Takie dzia-
tanie moze przejawiaé naczyniowoczynne biatko jelitowe
(VIP), ktére jest neuropeptydem o potencjalnych wtasci-
wosciach przeciwzapalnych. Jego korzystne dziatanie wy-
kazano w chorobach szoku endotoksycznego czy reumato-
idalnym zapaleniu stawéw. W badaniach in vitro i in vivo
wykazano, iz peptyd ten chronit komérki nerwowe przed
apoptoza przez hamowanie wytwarzania czynnikéw zapal-
nych, takich jak: TNF-o, IL-10 czy NO [3].

Prowadzenie badan nad srodkami mogacymi mie¢ znacze-
nie terapeutyczne w AD musi zaktadaé wieloprzyczynowy
oraz wielokierunkowy charakter zmian lezacych u podstaw
tego schorzenia. Dlatego tez pojedynczy, swoisty zwiagzek
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Ryc. 7. Wyprowadzanie linii pierwotnych z tkanek lub narzadéw [155]

moze nie by¢ efektywny w ochronie oraz w terapii AD.
Wydaje sig, iz zastosowanie terapii sktadajacej si¢ z kil-
ku lekéw bedzie bardziej efektywne. Jest ona jednak bar-
dziej skomplikowana i przez to trudniejsza do opracowania.
Najkorzystniejsze efekty datoby zastosowanie leku przeja-
wiajacego wielokierunkowe dziatanie bedacego jednocze-
$nie nieszkodliwym dla organizmu.

Kryteria takiego leku spetnia kompleks polipeptydowy bo-
gaty w proling izolowany z siary owczej — Colostrinina™.
Skuteczno$¢ Colostrininy bez dziatan niepozadanych wyka-
zana zostata w dwuletnich badaniach klinicznych i potwier-
dzona w wieloosrodkowych badaniach prowadzonych w 6
polskich osrodkach klinicznych. Obejmowatly one 15-tygo-
dniowa podwojna Slepa prébe kontrolowang przez place-
bo, a nastgpnie 15-tygodniowy okres podawania badanego
preparatu. U ponad 100 pacjentéw objetych 30-tygodnio-
wym okresem badan, nie stwierdzono dziatan niepozada-
nych. Skutecznos$¢ terapii przejawiajaca si¢ jako poprawa
lub stabilizacja wykazano w testach IADL i ADAScog.
Okreslaja one plaszczyzng funkcjonalng (aktywnosé w zy-
ciu codziennym) — poznawcza (pamig¢, mowa) oraz zdol-
nos$¢ rozumowania [15,83,84].

3. MobELE BADAWCZE

Prowadzenie badan nad etiopatogeneza AD i monitorowanie
dziatania potencjalnych lekéw jest utrudnione wzglgdami
etycznymi. Przeprowadzanie eksperymentéw na chorych,
otrzymywanie i przechowywanie skrawkéw tkanki mézgo-
wej oraz izolowanie komoérek z mézgu post mortem jest
trudne do wykonania. Stwarza to wyzwanie do tworzenia
modeli badawczych umozliwiajacych §ledzenie mozliwie
jak najwigkszej liczby elementéw procesu chorobowego.

3.1. Linie komérkowe
Z organéw 1 tkanek, w tym réwniez z mézgu ludzkiego,

mozna wyprowadzic linie ciagte lub linie pierwotne o okre-
Slonym czasie zycia (ryc. 7).

Linie ciagte to hodowle komoérek izolowanych z guzéw
nowotworowych, zawierajace nieograniczona zdolnos¢
proliferacji. Uzyskane z tego typu komorek linie mozna
wielokrotnie pasazowac. Linie ciagte mozna réwniez wy-
odrebnié z mieszaniny komoérek pochodzenia mézgowego
np. dzigki ich zdolno$ci do wytapywania acetylowanej lipo-
proteiny o niewielkiej gestosci. Czas zycia takich komoérek
w hodowli zalezy od wieku organizmu, z ktérego pobrano
komorki, rodzaju tkanki, jak i od dobowego, sezonowego
lub endokrynnego cyklu narzadu. Starzenie si¢ komorek
w hodowli jest odzwierciedleniem starzenia si¢ populacji
komérkowych in vivo. Dluzsza zywotnoscia odznaczaja
si¢ linie komérkowe wyprowadzone z komérek zarodkow
lub z komérek macierzystych (stem cells). Znacznie krét-
sza zywotno$¢ wykazuja linie komérkowe pochodzace od
osobnika dorostego. Linie komdrkowe, ktére maja ogra-
niczony czas zycia, nazywa si¢ finite cell lines. Rosna one
przez konkretna liczbg pokolen, osiagajac zwykle 20-80
podwojen populacji, potem komérek nie da si¢ juz dtuzej
pasazowac i linia komdrkowa zamiera [78,151].

3.1.1. Pierwotne linie komérek mikrogleju

W badaniach nad etiopatogeneza AD modelem badaw-
czym o istotnym znaczeniu sa pierwotne linie komoérek
mikrogleju. Sa to komorki glejowe pochodzenia szpiko-
wego wystepujace w osrodkowym uktadzie nerwowym,
ktoére po pobudzeniu nabieraja zdolnosci do fagocytozy.
Komérki te sg tkankowo swoiste i biorg udzial w odpo-
wiedzi immunologicznej. Istnieje wiele hipotez wyjasnia-
jacych pochodzenie komérek mikrogleju. Czgs$¢ badaczy
uwaza, ze sg to komoérki wywodzace si¢ z linii monocytar-
nej pochodzenia mezodermalnego. Dowodem na to byty
doswiadczenia ze znakowaniem monocytow krwi obwo-
dowej niemowlat, ktére nastepnie identyfikowano w tkan-
ce nerwowej mézgu. W cytoplazmie tych komdrek wy-
stgpowaty réwniez fragmenty lizozymu oraz enzymow
(esteraza czy peroksydaza). Na powierzchni komérek mi-
krogleju obecne sa markery F4/80, Mac-1, ED1, lektyny
(GSA 1-B4) charakterystyczne dla monocytéw i makro-
fagéw oraz receptor fragmentu Fc. Alternatywnym Zré-
dtem komoérek mikrogleju wydaje si¢ neuroektoderma.
Wywodza si¢ z niej rowniez glioblasty bedace prekurso-
rami astrocytéw i oligodendrocytéw. Komorki prekurso-
rowe oligodendrocytéw i astrocytéw, oraz mikroglej maja
bardzo zblizone cechy histochemiczne. Zaktada sig, ze
mikroglej wyksztalcit si¢ jako odrgbna linia z komdérek
macierzystych neurogleju. Istnieje rowniez poglad przyj-
mujacy heterogenne pochodzenia komdérek mikrogleju.
Cze$¢ jest pochodzenia mezodermalnego, a czg$¢ neuro-
ektodermalnego. W mdézgu mikroglej przyjmuje rézno-
rakie postaci i funkcje uwarunkowane stanem fizjologicz-
nym tkanki [45,129].

Mikroglej moze stanowi¢ nawet 20% catkowitej popula-
cji komérek nieneuronalnych w mézgu. Jego podstawo-
wymi zadaniami sa:

» fagocytoza komdrek apoptotycznych,

* reakcja na obecno$¢ patogennego antygenu,

* kontrolowanie srodowiska tkanki.

Komérki mikrogleju ulegaja transformacji z postaci spo-
czynkowej do aktywowanej. Polega ona m.in. na powigk-
szeniu ciata komorki, obkurczeniu rozgatezien, ekspresji
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biatek adhezyjnych, reorganizacji cytoszkieletu oraz eks-
presji MHC klasy 1 I [129,151].

Po naruszeniu integralnosci tkanki mézgowe;j lub zaburze-

niu homeostazy jonowej uruchamiane jest wiele mecha-

nizméw majacych za zadanie ochrong przed patogenami,

a takze naprawe uszkodzen. Nastgpuje aktywacja ekspresji

gendw odpowiedzialnych za stymulacj¢ astrocytow i mi-

krogleju oraz indukcja wydzielania receptoréw btonowych,

ktére wzmagaja odpowiedZ. Naleza do nich:

* receptory rozpoznajace czasteczki zwiazane z patoge-

nem,

* receptory komplementu (np. CR1, CR3, CR4),

* receptory cytokin (np. TNFRI, TNFRII, IL-1RI,
IL-12R),

e receptory chemokin (np. CCR2, CCR3, CXCR4,
CX3CR1),

* receptory ulatwiajace interakcje z uktadem odporno-
Sciowym, np. z limfocytami T czy immunoglobulina-
mi (np. FcRI — RIIT) [105].

Stymulowany mikroglej zaczyna wytwarzac:

e cytokiny (IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18),

 chemokiny (fraktalkina, IP-10, MIP-1o,, MIP-1, MCP-1,
RANTES, MDC),

» zwiazki cytotoksyczne (iNOS, ROS),

e prostanoidy (PGD2, PGE2, tromboksan B2) [10].

Wynikiem interakcji z uszkodzonymi komérkami nerwo-
wymi, oddziatywar z pobudzonymi astrocytami oraz auto-
stymulacji komoérek mikrogleju jest podwyzszona prolife-
racja, migracja oraz fagocytoza. Nastgpuje ekspresja CD40
oraz MHC klasy I i II. Mikroglej transformuje do komérki
prezentujacej antygen (APC). Ze wzgledu na rolg i zaan-
gazowanie mikrogleju w ochronie tkanki nerwowej mézgu
wydaje sig, iz komarki te moga by¢ gtéwnym celem terapii
choréb o podiozu zapalnym w tym AD [53,127].

3.1.2. Linie komérkowe — HL.-60, THP-1, PC12

Ograniczony dostep do mézgéw, jak i wyprowadzonych,
pierwotnych linii komérkowych sktonit badaczy do poszu-
kiwania linii komérkowych pozwalajacych na obserwowa-
nie zjawisk wystgpujacych w AD.

HL-60 (komérki ludzkiej biataczki promielocytarnej) zo-
staty wyprowadzone z komdrek pochodzacych od pacjen-
ta chorego na ostra biataczke promielocytarna. Jest to linia
dzielaca sig, nieadherentna z czasem podwojenia 3648 go-
dzin. Proliferacja zachodzi z udziatem receptoréw insuliny
i transferytyny, ktére sa ekspresjonowane na powierzch-
ni komérek. Spontaniczne réznicowanie si¢ do dojrzatych
granulocytow moze by¢ wywotywane poprzez DMSO lub
kwas retinowy. Inne czynniki, takie jak: 1,25 dwuhydrok-
sywitamina D3, TPA lub GM-CSF moga indukowac réz-
nicowanie si¢ komérek odpowiednio do: monocytéw, ma-
krofago- lub eozynofilopodobnych komérek. Na komérkach
HL-60 mozna bada¢ zmiany zachodzace podczas réznico-
wania si¢ komérek szpiku [33]. Genom HL-60 zawiera am-
plifikowany protoonkogen c-myc. Stgzenie mRNA c-myc
jest duze w niezréznicowanych komérkach i raptownie spa-
da juz w poczatkowych etapach procesu réznicowania ko-
morek [17]. Komérki HL-60 sa stosowane jako modele do
badani nad mechanizmem migracji monocytéw/makrofa-

gbw przez barier¢ krew—moézg u chorych na AD. Poniewaz,
tak jak komorki PC12, wytwarzaja sekrecyjna posta¢ APP
stosuje si¢ je do badan nadmiernego wytwarzania lub nie-
prawidtowego katabolizmu APP. Zidentyfikowano w nich
izoforme natywnego, 110—135 kDa kompleksu biatkowe-
g0 APPB wystepujacego we wszystkich strukturach doj-
rzalego mézgu [17,33,41].

THP-1 — ludzka linia komdrek biataczki — wyprowadzona
z krwi chtopca chorego na ostra biataczke monocytarna.
Komorki te zawieraja receptory Fc oraz C3b, lecz nie maja
immunoglobulin powierzchniowych oraz cytoplazmatycz-
nych. Monocytarny charakter tej linii zostal okreslony na
podstawie obecnosci aktywnej naftylo-butyryloesterazy ha-
mowanej przez NaF, wytwarzania lizozymu, aktywnosci
fagocytarnej oraz zdolnosci aktywacji odpowiedzi limfo-
cytéw T na ConA. Komoérki THP-1 nie maja jadrowego an-
tygenu zwigzanego z wirusem Epsteina-Barr [159]. Linia
ta zostata uzyta jako model komoérek mikrogleju w bada-
niach nad hamowaniem hiperaktywnosci tych komoérek
przez Zingiber officinale i Alpinia galanga oraz inhibicja
ekspresji genéw czynnikéw prozapalnych [64]. Uzywajac
komérek THP-1 przeprowadzono réwniez badania nad za-
leznoscig miedzy AP, metaloproteinazg 2 (MMP-2) oraz
TGF-1 — immunosupresyjna cytoking powiazana z aku-
mulacja A w modelach mysich oraz bioraca udziat w pro-
cesie niszczenia ztogéw amyloidowych przez aktywowa-
ne komérki mikrogleju. Stosujac komérki THP-1 badano
rowniez korelacje pomigdzy TNF-o, cAMP, biatkiem p38
oraz zbudowanym ze 105 reszt aminokwasowych, C-kon-
cowym fragmentem APP — biatkiem prawdopodobnie bio-
racym udziat w patologicznych zmianach wystepujacych
w AD [30]. Zaobserwowano, ze fibrylarne postaci AP ak-
tywuja kaskade sygnatowa zalezna od kinazy tyrozynowe;j
w komoérkach THP-1 oraz w komérkach mysiego mikro-
gleju. Pociaga to za soba zwigkszone wydzielanie czynni-
kéw neurotoksycznych, wytwarzanie cytokin prozapalnych
oraz ROS [34]. Prowadzono réwniez badania nad mozli-
woscig regulacji wydzielania przez komérki THP-1 akty-
wowane AP, takich czynnikéw jak: IL-1a, IL-13, TNF-a,
IL-6, MCP-1 [156].

Komoérki PC12 to linia wyprowadzona z guza chromo-
chtonnego nadnercza szczura. Podzial oraz indukcja réz-
nicowania tej linii komérkowej hamowane sa przez NGF,
co pozwala na uzywanie komoérek PC12 jako modelowe;j
linii r6znicowania si¢ neuronow oraz w badaniach mecha-
nizméw dziatania NGF. Pod jego wplywem komérki PC12
zmieniajg si¢ fenotypowo z chromochtonnych na komérki
podobne do neuronéw uktadu wspétczulnego. PC12 trak-
towane AP,. .. wykazywaty podwyzszony poziom ROS
oraz biatka p53 [11]. W komérkach PC12 traktowanych
chlorokining (zwiazek niszczacy btony komoérkowe, endo-
somowe i lizosomowe), na powierzchni komoérek oraz en-
dosoméw akumulowat si¢ gangliozyd GM1 bioracy udziat
w aktywacji agregacji AP [173].

3.2. Zwierzeta transgeniczne

Wydaje sig, ze sposréd wielu modeli wprowadzonych do
badan biomedycznych, zwierzgta transgeniczne spetniaja
wymagania, aby do badania réznych schorzen ngkajacych
cztowieka uzyska¢ modele wykazujace taki sam mecha-
nizm procesu chorobowego. Udane préby przenoszenia
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Tabela 3. Wybrane mysie linie modelowe — APP/A3 [95]

Cechy linii
Nazwa
mutacje plytki amyloidowe inne cechy
ekspresja ludzkiego APP (DNA L - degeneracja synaps bez widocznej utrat
PDAPP Z m[l)Jta cjjq APP 9 powstaja w ciagu 6—9 miesiecy kog]()rek jasynap j utraty
V717F
mutacja APP_ pod kontrola L - . . .
Tg2576 prionowego B%motora chomika powstaja w ciagu 9 miesiecy zaburzenia funkcji poznawczej
. powstaja w ciggu 6 miesiecy S - .
APP23 mutacja AP, pod kontrola W naczyniach krwionosnych mézgu nlsk[ stopien pbumlerama neuronéw
promotora Thy1 wysteouie A w hipokampie
ystepuje AB,, ,,
wielokrotne mutacje APP, _oraz L - zaburzenia funkgji poznawczej hamowane
TCRND3 APP " powstaja w diagu 3 miesiecy przez terapie szczepionka przeciwko AB
PSENT, mutacje gendw dla PS1iPS2 zwiekszone wytwarzanie A -
PSENT, . 2
PSAPP mutacia APP, orazPSENT,  Viekszaliczba piytek w pordwnaniu -
zlinia z pojedyncza mutacja
. . dziedziczne krwotoki w mézgu
APPDutch ekspresja APP, .. amyloidoza typu Dutch silna angiopatia amyloidowa
EE:2E4O ekspresja izoform Ap BRI-AB,, majq ptytki amyloidowe angiopatia amyloidowa (BRI-AB, )
2

materialu genetycznego migdzy réznymi komérkami za-
checity do podjecia badan nad opracowaniem metody po-
zwalajacej na otrzymanie osobnika, ktory we wszystkich
komorkach posiadalby obcy material genetyczny. Dotad
opracowujac i stosujac rézne nowe metody wyprowadzo-
no wiele réznych linii myszy lub szczuréw transgenicz-
nych. Zwierz¢ta jednego gatunku cechujace si¢ jednorod-
noscia genetyczna i homozygotycznoscia zostaty nazwane
szczepem wsobnym. Podszczepy to zwierzeta nalezace do
szczepu wsobnego, ale rézniace si¢ od niego na poziomie
genetycznym. Mutacje genetyczne sa wywotywane przez
czynniki przypadkowe lub w ramach planowanych dzia-
fan. Dwie linie szczepu wsobnego réznigce si¢ jednym
zmutowanym genem okreslane sg jako pary koizogenicz-
ne. Przez jednoczesne zastosowanie genetycznych reakcji
krzyzowych oraz selekcji wyprowadza si¢ szczepy konge-
niczne rézniagce si¢ krétkim odcinkiem jednego chromo-
somu. Szczepami kongenicznymi opornymi CR (congenic
resistant) nazwane zostaty dwie linie zwierzat transgenicz-
nych zawierajace mutacje na chromosomie majacym locus
zgodnosci tkankowej. Zwierzgta z takich dwéch szcze-
poOw odrzucaja wzajemnie swoje przeszczepy tkankowe.
Serig szczepéw wsobnych rekombinacyjnych (recombi-
nant inbred strains — RIS) stanowi zbidr szczepéw wyho-
dowanych z losowo skojarzonych par zwierzat. Pary te sa
wybrane z drugiego pokolenia mieszaincéw z krzyzéwki
mig¢dzy dwoma znanymi szczepami wsobnymi charakte-
ryzujacymi si¢ odpowiednio brakiem lub ekspresja bada-
nej cechy. Kazdy nowy szczep RIS jest homozygotyczny
w stosunku do jednego z dwdch alleli wniesionych przez
przodkow we wszystkich loci, w ktérych przodkowie sig
r6znili. W ten spos6b w wyniku losowej rekombinacji nie-
sprzgzonych loci kazdy szczep z danej serii RIS ma wtasna
szczegllng kombinacje materialu genetycznego pochodza-
cego od obu szczep6w rodzicielskich. Szczepy kongenicz-

ne rekombinacyjne (recombinant congenic strains — RCS)
zostaty pomyslane jako narze¢dzia do badania uwarunko-
wanych genetycznie cech ilosciowych kontrolowanych
przez kilka wspdtdziatajacych (addytywnych) genéw. Do
takich cech zalicza si¢ m.in. opornos¢ i podatnos¢ na no-
wotwory [61,95].

Istnieje wiele linii myszy transgenicznych, ktére charak-
teryzuja sie wystgpowaniem ztogéw AP oraz ptytek star-
czych (tab. 3).

W moézgach myszy PDAPP (APP, . mice) wystgpuje po-
sta¢ rozpuszczalna AP, a takze uformowane ztogi amy-
loidowe. Dochodzi do utraty i zaburzenia sygnatu w sy-
napsach oraz zwigkszenia liczby astrocytow i mikrogleju
otaczajacego ztogi. Myszy maja zaburzony proces roz-
poznawania obiektéw, pamig¢ przestrzenna oraz procesy
uczenia si¢. Pomimo wykrywania hiperfosforylacji biat-
ka tau w tym szczepie nie obserwuje si¢ NFT. Linia ta jest
szeroko rozpowszechniona i uzywana do badan nad szcze-
pionkami przeciwko AP.

W kolejnym modelu — Tg2576 wraz z wiekiem zwigk-
sza si¢ poziom AP, oraz AB,,, co prowadzi do powsta-
nia duzych ztogéw AP w korze mézgowej, hipokampie
i mézdzku. Myszy tej linii charakteryzuja si¢ neofobig —
poglebiajacym si¢ strachem przez nieznanymi przedmio-
tami, zaburzeniami pamigci oraz przedwczesna Smier-
cia. Zwigkszona ekspresja SOD1, hemoksygenazy 1 oraz
duze ilosci 4HNE wskazuja na wystgpowanie stresu oksy-
dacyjnego. U myszy tych nie obserwuje si¢ zaawansowa-
nych zmian w biatku tau oraz zmian zapalnych. Nie maja
one jednak NFT, wigc nie sa kompletnym modelem AD.
Linie PDAPP oraz Tg2576 stanowia podstawe w projek-
towaniu réznego rodzaju mutantéw cechujacych si¢ izo-
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Tabela 4. Wybrane mysie linie modelowe — biatko tau/biatka powiazane z biatkiem tau [95]

Cechy linii
Nazwa
mutacje widkna neurofibrylarne inne cechy
ekspresja izoformy 4RON biatka zwyrodnienie wtékien obumieranie neuron6w ruchowych w rdzeniu
JNPL3 ) kregowym
MAPT z mutacja P301L neurofibrylarnych .
zaburzenia ruchu
TR o . . obumieranie neurondw ruchowych w rdzeniu
Tau ekspresja najkrotszej izoformy 4R duza ilos¢ NFT powstaje w przeciaggu kregowym

P30S biatka MAPT z mutacja P301S

5-6 miesiecy

niedowtad koriczyn

niska ekspresja 4R biatka MAPT
Tau,,., z mutacja V337M pod kontrola
promotora PDGF

zwyrodnienie wtékien
neurofibrylarnych

ekspresja 4R izoformy ludzkiego
Tau MAPT z mutacja R406W pod kontrola

zwyrodnienie widkien

zaburzenia pamieci skojarzeniowej

Ré06W promotora CAMKI neurofibrylarnych inkluzje MAPT w przodomdzgowiu
patologiczne postaci MAPT powstajace
4510 model z mozliwoscia regulacji zwyrodnienie wtdkien W przeciagu miesiaca
9 ekspresji genow dla MAPT neurofibrylarnych obumieranie komérek nerwowych

zaburzenia pamieci

model z KO genu MAPT (ekspresja

zwyrodnienie widkien

Htau ludzkiego genomowego MAPT) ?gﬁ?gé{?mym W przeciagu akumulacja hiperfosforylowanej postaci MAPT
mutacja Tg2576 skrzyzowana zwyrodnienie wtékien . . P
TAPP 2INPL3 neurofibrylarmych patologiczne postaci MAPT w przodomdzgowiu
ptytki amyloidowe powstajace w przeciagu
3xTaAD mutacje APP ., MAPT, = oraz zwyrodnienie widkien 6 miesiecy
9 PSENT, v neurofibrylarnych patologiczne postaci MAPT powstajace

W przeciagu 12 miesiecy

formami biatek APP lub AP, lub nadekspresja zwiaza-
nych z nimi genéw.

Szczep APP23 charakteryzuje si¢ prawie 7-krotna nad-
ekspresja APP, obecnoscia rozpuszczalnych ptytek w ko-
rze nowej i hipokampie, astrocytoza oraz mikroglejoza.
Zadna z dotychczas wyprowadzonych linii bedacych mo-
delami mutacji APP lub A nie charakteryzuje sie obumie-
raniem neuronéw typowym dla AD.

Mutacje na chromosomie 17q21.1, mimo Ze nie maja bez-
posredniego powiazania z powstawaniem AD biora udziat
w rozwoju pokrewnych demencji, choroby Picka, postg-
pujacego porazenia nadjadrowego czy degeneracji kory
mozgowej. Transkrypty kodowanego na tym chromoso-
mie, genu MAPT (microtubule-associated protein tau) sa
na rézne sposoby ekspresjonowane w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym. Proces ten zalezy od stopnia dojrzatosci
oraz rodzaju komérek nerwowych.

Mutanty MAPT wykazuja obecno$¢ NFT typowa dla pa-
tologii neurofibrylarnych oraz znaczny ubytek neuronéw
w ogniskach zapalnych mézgu. Mechanizm odpowiedzial-
ny za $mieré neuronéw obserwowana u myszy transge-
nicznych, nie jest jeszcze poznany. Prowadzone badania
wskazuja, iz proces degeneracji neurondw nie jest zapo-
czatkowany przez apoptoze (tab. 4) [60,61,95].

Mysi model rTg4510 odzwierciedlajacy zaburzenia w me-

tabolizmie biatka tau charakteryzuje si¢:

» ekspresja ludzkiego biatka tau P301L ograniczona do
przodomézgowia,

* obecnoscia srebrochtonnych NFT rozwijajacych sig
w ciagu 4 miesigcy,

e uposledzeniem pamigci rozwijajacym si¢ w ciagu 2,5
miesiaca,

» caltkowita atrofia mézgu w ciagu 5,5 miesiaca.

Wyprowadzono réwniez lini¢ charakteryzujaca si¢ powsta-
waniem zaréwno ptytek amyloidowych jak i NFT (JNPL3),
ktéra réwniez cechowala si¢ wysokim poziomem obumie-
rania neuronéw w wechomézgowiu. Linia JNPL3 stworzo-
na ze skrzyzowania linii PSEN1 . APP. . oraz MAPT
wykazuje poglebiajace si¢ z wiekiem: wewnatrzneuro-
nalne wystgpowanie AP, pojedyncze ztogi amyloidowe,
ubytki biatka MAPT, dysfunkcje synaps oraz zaburze-
nia pamigci. Mozliwos$¢ stworzenia modelu mysiego od-
zwierciedlajacego wszystkie zmiany patologiczne zwigza-
ne z AD wydaje si¢ bardzo skomplikowana i ograniczona
zywotno$cia oraz wielowymiarowym mechanizmem od-
dziatywan AP z innymi zmianami patologicznymi cechu-
jacymi AD [61,95].

Mimo iz podstawowymi modelami stosowanymi w ba-
daniach mechanizméw AD sa modele mysie, prowadzi
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sie rowniez doswiadczenia na muszkach owocowkach
(Drosophila melanogaster), nicieniach (Caenorhabditis
elegans) czy minogach morskich (Petromyzon marinus).
Zaletami D. melanogaster sa: niewielki rozmiar organi-
zmow, krétki czas zycia oraz niskie koszta prowadzenia
badan. Model ten jest uzywany przede wszystkim do ba-
dania zmian apoptotycznych oraz zaburzen mitozy w AD.
Ekspresje dzikiego typu oraz mutacje ludzkiego biatka tau
u C. elegans oraz D. melanogaster objawiaja si¢ patolo-
gicznymi zaburzeniami na poziomie synaptycznym oraz
zmianami w zachowaniu. P. marinus charakteryzuje sie
obecnoscia w mézdzku szesciu, duzych, mocno rozgate-
zionych neuronéw, ktére sa wdzigcznym modelem do ba-
dan [60].

3.3. Banki mozgow

Doswiadczenia ostatnich dziesigciu lat wskazuja, ze pod-
stawg dogtebnego zrozumienia funkcjonowania osrodko-
wego uktadu nerwowego jest badanie tkanek mézgowych.
Wyniki do§wiadczen prowadzonych post mortem odegraty
znaczaca role w opracowaniu testu genetycznego na cho-
robe Huntingtona i Parkinsona. Réwniez neurochemiczne
i anatomiczne badania mézgu stwarzaja nowe mozliwosci
zrozumienia mechanizmoéw lezacych u podstaw psychozy
oraz innych choréb mézgu. By méc analizowac stan pato-
logiczny, niezbgdne jest poréwnanie wynikéw z kontrol-

PismiennicTwo

nymi, zdrowymi tkankami mézgowymi pochodzacymi od

dawcow, ktérzy nie mieli urazéw glowy, ataku serca, za-

nikéw pamieci, delirium oraz nie byli uzaleznieni od le-

kéw, papieroséw czy alkoholu. Do badan neurobiologicz-

nych tkanki sg kolekcjonowane od:

e dawcoéw bez zaburzen neurologicznych czy neuropsy-
chiatrycznych,

e dawcoéw ze zdiagnozowanymi zaburzeniami,

* schizofrenikéw lub chorych na manie depresyjne,

* rodzicow, dzieci oraz rodzenistwa chorych.

Istnieja banki specjalizujace si¢ w przechowywaniu tkanek
dawcéw z wybranymi chorobami neurologicznymi. W ban-
kach mé6zgéw sa przechowywane tkanki chorych na: AD,
stwardnienie zanikowe boczne, autyzm, demencjg, depre-
sje, dystoni¢ DYT-1, choroby Huntingtona i Parkinsona,
postepujace porazenie nadjadrowe, zespot Retta czy Turetta
itp. [107,119,160].

Mimo stosowania wielu r6znorodnych modeli badawczych
czgsto trudno jest znaleZ¢ jednoznaczna odpowiedZ nie
tylko na pytanie jak przebiega proces neurodegeneracji,
ale réwniez, w jaki sposéb i jakimi czynnikami mozna go
spowolnié, zatrzymac¢ lub mu zapobiegaé oraz w sposéb
jednoznaczny wykazaé skutecznos¢é proponowanej terapii.
Jest to wciaz aktualne wyzwanie do prowadzenia interdy-
scyplinarnych badan.
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