MARIA BARCIKOWSKA-LITWIN

SRODTKANKOWE ZLOGI
AMYLOIDOWE | ZWYRODNIENIE
NEUROFIBRYLARNE

JAKO PODLOZE OTEPIENIA

W CHOROBIE ALZHEIMERA

BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

—d

ROZPRAWA HABILITACYJNA mmﬁmglﬁ




Maria Barcikowska-Litwin

SRODTKANKOWE Z1LOGI AMYLOIDOWE
I ZWYRODNIENIE NEUROFIBRYLARNE
JAKO PODLOZE OTEPIENIA
W CHOROBIE ALZHEIMERA

BADANIA IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Rozprawa habilitacyjna

Zaklad Neuropatologii
Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
Polskiej Akademii Nauk

Warszawa 1995



Rodzicom, Corce i przyjaciotom,
ktorych zacheta przyczynita sie
do powstania tej pracy



Dzigkuje serdecznie Panu Profesorowi Mirostawowi Mossakowskiemu
i Pani Docent Irminie Zelman za liczne cenne wskazowki i opieke w trakcie

powstawania niniejszej. pracy.

Jestem zawsze zobowiqzana Pani Profesor Irenie Hausmanowej-

-Petrusewicz za wyjqtkowq role jakq odegrala w moim zyciu lekarza.

Panu Profesorowi Henrykowi Wisniewskiemu zawdzigczam pasje

i odnalezienie si¢ w pracy naukowej.



STRESZCZENIE

Celem przedstawionej rozprawy bylo ustalenie czy odkladajace si¢ $rodtkankowo
zlogi amyloidowe oraz zwyrodnienie neurofibrylarne neuronéw - dwa kluczowe zjawis-
ka patologiczne w chorobie Alzheimera, wykazujg cechy charakterystyczne dla tej cho-
roby czy tez sa niezalezne od typu procesu patologicznego oraz czy charakter i dynamika
towarzyszacego im odczynu glejowego pozwolg na okreslenie roli gleju w procesie od-
kiadania amyloidu w neuropilu. Podjgto rowniez probg okreslenia zmian strukturalnych
mogacych stanowi¢ podloze narastajacego otgpienia, bgdacego osiowym objawem kli-

nicznym w chorobie Alzheimera.

Badania przeprowadzono na 385 mozgach osob z niedorozwajem i na 54 mézgach
0s6b z rozpoznang klinicznie choroba Alzheimera oraz na mézgach z 26 przypadkow
choroby Parkinsona, 10 przypadkoéw z zespolem parkinsonowskim i wspolistniejacym
otgpieniem, z 5 przypadkow zespolu Downa, z 7 przypadkéw choroby Creutzfeldta-Ja-
koba i 2 z choroby Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera. Przedmiotem analizy byly po-
nadto 132 mézgi os6b zmarlych z powodu udaru i 25 przypadkéw o0séb zmartych w po-
deszlym wieku bez cech otgpienia. Podstawowa metoda badawcza, poza rutynowymi
technikami neuropatologicznymi, byl szeroki wachlarz odczynéw immunohistochemicz-
nych, opartych gtéwnie o technikg ekstrawidynowo-biotynowa, przy uzyciu niekomer-

cyjnych i przemyslowych przeciwcial.



Ze wzgledu na koniecznosé porownania charakterystycznych dla choroby Alzheimera
zmian neuropatologicznych w badanym materiale opracowano metodg dla retrospektyw-
nej diagnozy otgpienia na podstawie istniejacej dokumentacji lekarskiej. Pozwolilo to na
wykorzystanie mozgow z liczacej kilkadziesiat lat kolekgji Jervisa a takze materialu au-

topsyjnego pochodzacego z roznych klinicznych zbioréw archiwalnych.

Przeprowadzono badania majace na celu ustalenie, ktore z komdrek osrodkowego
ukladu nerwowego produkuja biatko prekursorowe dla amyloidu, stanowiace zrodlo
agregujacych w neuropilu fragmentow B-amyloidu. Badania te wykonano przy uzyciu
przeciwecial przeciw 8 syntetycznym fragmentom biatka prekursorowego. Wykazaly one,
ze bialko prekursorowe amyloidu wystgpuje powszechnie w komorkach osrodkowego
ukladu nerwowego - neuronach i gleju a takze w elementach strukturalnych $ciany na-
czyniowej. Jego obecnos¢ stwierdzono takze w komorkach narzadow wewngtrznych za-
rowno u ludzi jak i innych ssakow. Badania te nie pozwolily jednakze na jednoznaczne
okreslenie, ktora z komoérek wykazujacych obecnos$¢ prekursora amyloidu jest najwaz-

niejszym zrodtem wiokienkowego amyloidu, odkladajacego si¢ w neuropilu.

Scharakteryzowano obraz immunomorfologiczny ogniskowych i rozlanych zlogow
amyloidu w neuropilu w mézgach 0sob z chorobg Alzheimera i u ludzi w podeszlym
wieku bez cech otgpienia. Okrelono rowniez wzajemne zaleznosci pomigdzy wystgpo-
waniem blaszek starczych i obecnoscia neuronéw ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym
w korze nowej i w hipokampie, a takze przeprowadzono oceng czgstosci wystgpowania
zmian amyloidowych w poszczegdlnych warstwach kory w chorobie Alzheimera i zespo-
le Downa w poréwnaniu z tzw. starzeniem fizjologicznym moézgu. Stwierdzono, ze
blaszki starcze w przypadkach choroby Alzheimera wystgpuja w sposdb typowy w gor-
nych warstwach kory w przeciwiefistwie do starzenia si¢ fizjologicznego, w ktorym

obejmuja one raczej jej dolne warstwy. Amyloid widkienkowy tworzacy blaszkg starcza



wystgpuje zarowno w mézgach 0sob z chA jak i u 0sob bez cech otgpienia. W neuropilu
amyloid wyst¢puje w postaci zlogow ogniskowych i rozproszonych, identycznych histo-
logicznie i immunohistochemicznie w chA i w starzeniu przebiegajacym bez cech otepie-

nia.

Istotna roznica pomigdzy mézgiem chorego z otgpieniem i bez cech demenciji dotyczy
liczby i lokalizacji ztogow amyloidowych a takze ich wspotwystgpowania z neuronami
o cechach zwyrodnienia neurofibrylarnego. Wydaje si¢, ze najwazniejsza roznica pomig-
dzy mozgiem chorego ze stwierdzonym klinicznie ot¢pieniem a tym, ktory starzeje sig
bez objawow otgpiennych jest poza okreslong liczba amyloidowych blaszek starczych
w korze wystgpowanie zwyrodnienia neurofibrylamego neuronéw.t Nawet bardzo duza
liczba blaszek amyloidowych w neuropilu bez rownoczesnej patologii bialek cytoskele-
tonu, nie przejawia si¢ otgpieniem. Obecnosé patologicznych bialek cytoskeletonu
W neuronie stanowi przyczyng ubytkow neuronalnych i uszkodzen synaptycznych pro-

wadzacych w efekcie do klinicznie rozpoznawanego zespolu alzheimerowskiego.

Przeprowadzono réwniez oceng immunoreaktywnosci patologicznych bialek cytoske-
letonu w chorobie Parkinsona to znaczy w przebiegu procesu zwyrodnieniowego nie ma-
jacego cech mozgowej amyloidozy w poréwnaniu z choroba Alzheimera i ze starzeniem
fizjologicznym. Przedmiotem szczegélnego zainteresowania bylo poréwnanie czasowej
sekwencji pojawiania si¢ bialka tau 1 i ubikwityny. Zmiany neurofibrylame w jadrach
barwnikowych: istocie czarnej i jadrach miejsca sinawego w chorobie Parkinsona i cho-
robie Alzheimera wystgpuja takze bez zlogow amyloidu. W jadrze miejsca sinawego
w obu tych procesach zwyrodnieniowych stwierdza si¢ wyrazne oproznienie ubikwityni-
zacji zmian neurofibrylamych w porownaniu z kora potkul mézgu, a takze z jadrem

srodkowym gérnym pnia. By¢ moze jest to wyrazem ochronnej roli bialka tau 1 sprzg-



zonego z patologicznymi biatkami cytoskeletonu w strukturach regulujacych podstawo-

we czynnosci ustroju.

Przeprowadzono analiz¢ odczynow glejowych w chorobie Alzheimera i w procesach
zwyrodnieniowych innych niz amyloidoza, w tym takze w pasazowalnych amyloidozach
mozgowych (choroba Creutzfeldta-Jakoba i Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera). Rola
gleju astrocytarnego w amyloidozach mézgowych jest wicloraka. Komérka astrogleju
jest jednym ze zrodet bialka prekursorowego dla amyloidu. Bierze ona rowniez udzial
w wytwarzaniu wlokien B-amyloidu. Astroglej odgrywa rolg¢ komérki fagocytujacc)
amyloid i neurony ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym, a takze izoluje zlogi amyloidu,
ktorym przypisuje si¢ wlasciwosci toksyczne. Komorka mikroglejowa jest takze jednym
ze zrodel prekursora amyloidu w mozgu. Bierze ona udzial w tworzeniu ogniskowych
zlogow amyloidu, glownie ich rdzenia. Obserwuje si¢ takze uogdlniony rozplem komo-
rek mikrogleju w niektorych obszarach osrodkowego ukladu nerwowego nie wykazuja-
cy wyraznego zwiazku z obecnoscia zZtogow amyloidowych. Zjawisko to wystgpuje za-
réwno w amyloidozach transmisyjnych jak i w chorobie Alzheimera. Szczegolnie istotny
dla ksztaltowania uszkodzen tkankowych w chorobie Alzheimera wydaje si¢ udzial mi-
krogleju w fagocytozie zmian amyloidowych, modyfikuje on bowiem lokalizacj¢ ztogow

amyloidu i wplywa na ich liczbg.
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WSTEP

Rosnaca liczba 0s6b cierpiacych na chorobg Alzheimera (chA) stanowi z roku na rok
coraz wigkszy problem dla spoleczeiistw i rzadow wielu paiistw. Dzigki rozwojowi me-
dycyny oraz systematycznie poprawajacym si¢ warunkom ekonomicznym wydluza si¢
przecigtna dlugosé zycia. Tym samym zwigksza sig liczba ludzi w podesztym wieku,
a wérdd nich liczba 0sob z zespolami otgpiennymi.

Wiyniki badai epidemiologicznych dotyczacych wystgpowania otgpienia sa zblizone
w roznych krajach. W Europie czgsto$¢ demencji w grupie wiekowej 65-74 lat wynosi
1-2%, pomigdzy 75 a 84 rokiem Zycia - 4% i po ukoiiczeniu 85 lat choruje 10% popula-
¢ji (Fratighoni 1993). Badania w programie EURODEM wykazaly czgstosé wystepo-
wania otgpienia w grupie wiekowej 75-79 lat na 5.7%, 80-84 lata - 12,4%, a pomig¢dzy
85-89 na 21 % (Sulkava i wsp. 1983). Wyniki badan epidemiologicznych z Rochester
w Minnesocie prowadzone w systemie longitudinalnym (USA) $wiadcza o wyraznym
narastaniu otgpienia wraz z wiekiem (Bachman i wsp. 1993, Kokinen i wsp. 1993).
W USA Mortimer i Hutton (1985) opublikowali, ze otgpienie pojawia si¢ u 30 % ludzi
po 80 roku zycia. W Polsce badania epidemiologiczne przeprowadzil w poznaiskim
Wender (1988). Okreslil on czgstos¢ pojawiania si¢ objawow demencji na 2,2% w gru-
pie powyzej 45 roku zycia i na 6% populacji powyzej 65 lat.

Najczgsciej (w 55% przypadkow) otgpienie spowodowane jest przez zwyrodnienie
typu alzheimerowskiego; w 25% przyczynq otgpienia s3 zmiany naczyniopochodne,
w 15% sa to przypadki mieszane - w ktorych wspolistuieja oba te procesy, w 8% - przy-
czyna demencji sa inne czynniki, takie jak zaburzenia metaboliczne, hormonalne, uszko-
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dzenia toksyczne i zmiany ogniskowe w osrodkowym ukladzie nerwowym (oun) - guz
tub krwiak (Jellinger 1995).

Choroba Alzheimera jest schorzeniem polegajacym na glgbokich zaburzeniach moz-
liwosci poznawczych, ktorym towarzyszy narastajace upoSledzenie pamigci Swiezej
i dawnej, zubozZenie mowy, zaburzenia orientacji przestrzennej i apraksja bez towarzy-
szacych im typowych zaburzeii $wiadomosci. Choroba przebiega w kilku etapach. Roz-
poczyna si¢ niecharakterystycznymi objawami; najczgsciej sa to niewielkiego stopnia za-
burzenia pamigci $wiezej i orientacji, trudnosci w skupieniu uwagi, depresja albo pode;-
rzliwosé, ktorym czgsto towarzyszy niewielkie spowolnienie ruchowe. Niekiedy poja-
wiaja si¢ pierwsze zaburzenia mowy. W drugim etapie poglebiaja si¢ zaburzenia czyn-
nosci mowy, chory przestaje by¢ samodzielny, nie prowadzi samochodu, nie odroznia
banknotow, wystepuje niech¢é do mycia sig, do zmiany ubrania, je jednym sztu¢cem lub
reka, narasta podejrzliwosé. Chory moze zgubi¢ si¢ w mniej znanych sobie okolicach,
bywa pobudzony, cierpi na bezsennos¢, przestaje poznawaé znajomych ale rozpoznaje
dom i bezposredniego opiekuna. W badaniu neurologicznym w tym okresie poza zespo-
lem parkinsonowskim stwierdza si¢ obecnos¢ objawow deliberacyjnych. Trzeci etap
rozpoczyna si¢ niekontrolowaniem oddawania moczu, potem stolca, zanika mowa, cho-
ry musi by¢ karmiony, rozwija si¢ pelny zespol parkinsonowski, chory przestaje chodzi¢
i ginie najczgsciej z powodu zapalenia pluc, unieruchomiony w 16zku przez ostatni rok
zycia. Taki typowy obraz kliniczny jak rowniez wykonanie badan diagnostycznych bio-
chemicznych, tomografii komputerowej, rezonansu magnetycznego i EEG pozwala na
postawienie rozpoznania prawdopodobnej choroby Alzheimera. Pewna diagnoza w ta-
kich przypadkach jest jednak mozliwa wylacznie na podstawie badania neuropatologicz-

nego. Z drugiej jednak strony stwierdzenie zmian patologicznych typu alzheimerowskie-



80 W mo6zgu 0s6b, u ktorych nie rozpoznano klinicznie cech otgpienia takze nie pozwala
na rozpoznanie chA.

Pewna diagnoza chA jest wigc mozliwa wylacznie wtedy kiedy na podstawie obrazu
klinicznego, opartego o badania neurologiczne, psychiatryczne i oceng neuropsycholo-
giczng rozpoznano otgpienie, a w badaniu neuropatologicznym stwierdzono w moézgu
blaszki starcze (BS) z towarzyszaca im nickiedy kongofilng angiopatia (KA) i zwyrod-
nienie neurofibrylarife (ZN), w natgzeniu i umiejscowieniu charakterystycznym dla chA.

Blaszki starcze i zwyrodnienie neurofibrylarne w mozgu, zostaly opisane na przeto-
mie XIX i XX wieku. BS opisah po raz pierwszy Bloq i Marinesco (1892) a ZN w roku
1907 roku Alzheimer (dzigki uzyciu przez nich impregnacji srebrowej).

Pierwszy przypadek choroby Alzheimera dotyczyl 51 letniej kobiety, u ktorej kli-
nicznie rozpoznano otgpienie, a wjej mozgu badanie histopatologiczne wykazalo obec-
nos¢ blaszek starczych i z‘v:y’rodnienia neurofibrylarnego. Alzheimer (1907) sugerowal,
Ze obserwowane przyzyciowo otgpienie bylo u chorej zwigzane bezposrednio z obec-
nosciq BS i ZN w mozgu, struktur patologicznych o nieznanym poprzednio znaczeniu.
Sadzil on, ze zanik kory mézgu zwiazany byl z wystgpowaniem srebrochlonnych bla-
szek starczych i neurondéw z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego. Pomimo, ze
Amaducci i wsp.(1991) sugerowali, ze pierwszy oryginalny przypadek choroby Alzhei-
mera byl w istocie przypadkiem leukodystrofii metachroinatycznej hipoteza ta mimo
niewatpliwych cech prawdopodobieiistwa nie wplyngla na zmiang nazwy schorzenia.

W 1911 roku Simchowicz opisal trzecia zmiang patologiczng wystgpujaca w moz-
gach ludzi z przyzyciowymi objawami demencji - zwyrodnienie ziarnisto-wodniczkowe
neuronow warstwy piramidowej hipokampa. Bylo ono traktowane nastgpnie przez nie-
ktorych autoréw jako jeden z istotnych diagnostycznych elementéw patomorfologicz-

nych chorobyAlzheimera (Ball 1977, Ball, Lo 1977, Tomlinson, Kitchener 1982).



Rowniez w roku 1911 Fuller przedstawit pelng charakterystykg morfologiczng blasz-
ki starczej. Dopiero jednak Divry (1927) okreslit amyloid jako podstawowa substancjg,
wchodzaca w sklad BS.

Termin kongofilnej angiopatii oznacza gromadzenie si¢ ztogéw amyloidowych
w $cianach tgtnic, a w przypadkach szczegdlnego nasilenia procesu patologicznego row-
niez i w zylach. Zjawisko to scharakteryzowat dokladnie Fischer juz w 1910 roku. Zwy-
rodnienic amyloidowe malych t¢tniczek zostalo okreslone przez Scholza (1938) jako
"Drusige Entartung der Arterien und Capillaren" i nastgpnie przez Morela (1946) jako -
"Dyshoric angiopathy".

KA wystepuje jako cecha charakterystyczna takze w przypadkach amyloidozy wro-
dzonej z krwotokami typu holenderskiego i isladzkiego (Wattendorff i wsp. 1982, Pals-
dottir i wsp. 1989).

Jeden z pierwszych klinicznych opisow choroby Alzheimera w piSmiennictwie pol-
skim pochodzi z roku 1913. Byt to przypadek przedstawiony przez Bomsteina na posie-

dzeniu naukowym neurologdw i psychiatrow w szpitalu na Czystym w Warszawie.

Wystepowanie zlogéw amyloidu i zwyrodnienia neurofibrylarnego

w przebicgu starzenia sig fizjologicznego

Zjawiskiem zastugujacym na podkreslenie jest fakt, ze zlogi amyloidu a znacznie rza-
dziej zwyrodnienie neurondéw typu alzheimerowskiego wystgpuja w mozgach w prze-
biegu tzw. fizjologicznego starzenia sig - w liczbie rosnacej z wiekiem, zwlaszcza po 80
roku zycia (Coria i wsp. 1988, Arriagada i wsp. 1992). Nie roztrzygnigto, dotychczas
czy obecno$é neuropatologicznych zmian typu alzheimerowskiego jest przejawem sta-
rzenia si¢ mozgu tzw. fizjologicznego (Terry i wsp. 1987, Jellinger 1995), czy tez jest
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wyrazem procesu patologicznego (Alafuzoff i wsp.1987b, Mann i wsp.1987, Kaztman
iwsp. 1988, West i wsp. 1994). Wystepowanie w mézgu starczym amyloidu nie pozwa-
la odpowiedzie¢ na pytanie, czy jest to amyloid typowy dla wicku starczego,\czy tez
charakterystyczny dla chA (Spillantini i wsp.1989). Wiadomo bowiem, Ze jest to zwia-
zek w obu przypadkach identyczny takze pod wzgledem immunohistochemiczaym.
Wyprodukowane przez Daviesa (Hyman i wsp. 1988, Love i wsp. 1988) przeciwcialo
Alz 50 traktowane poczatkowo jako roznicujace amyloid starczy od alzheimerowskicgo,
okazalo si¢ pozniej (Ksi¢zak-Reding i wsp. 1988ab, Nukina i wsp.1989) nie byé prze-
ciwcialem skierowanym przeciw swoistemu dla chA amyloidowi a przeciw patologicz-
nemu bialku cytoskeletonu - tau, wystgpujacemu w wieiicu BS w przypadkach, w kto-
rych neurony wykazuja cechy zwyrodnienia neurofibrylamego.

Przewaza obecnie poglad, ze blaszki starcze stwierdzane w mézgach ludzi starych nie
powoduja objawéw choroby do momentu, w ktdrym nie dojdzie do przekroczenia pro-
gowej liczby tych zmian w o$rodkowym ukladzie nerwowym (oun); jej przekroczenie
powoduje pojawienie si¢ klinicznego zespolu otgpiennego (Blessed i wsp. 1968, Dayan
1970ab, Morris i wsp. 1989, Bruce i wsp. 1992).

Wobec powszechnodci zjawiska, nicktorzy autorzy uwazaja, ze bialko amyloidowe
Jest substancjq "ze zuzycia", zbg¢dna w komoérce lub niemozliwa do przetworzenia
i usuwana do neuropilu (Esch i wsp. 1990, Palmert i wsp. 1990ab). W tym kontekscie
liczne przypadki, w ktorych stwierdza si¢ znaczne nagromadzenie BS, bez klinicznych
cech otgpicnia nalezaloby traktowaé jako przypadki przedkhmiczne (Ulrich 1982,
Crystal i wsp. 1988).

Blaszki starcze i neurony z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego poza starzeniem
fizjologicznym i chA, opisywano rowniez w innych chorobach zwyrodnieniowych oun

przebiegajacych nawet bez cech otgpienia (Wisniewski i wsp. 1979). Amyloid stwier-



dzono takze w mozgach starczych ssakow takich jak: psy (Osetowska 1966, Wisniewski
i wsp. 1970a, Ishihara i wsp. 1991), niedzwiedzie (Cork i wsp. 1988) czy malpy naczel-
ne (Selkoe i wsp. 1987).

W opinii wielu autorow istotne znaczenie ma nie tylko liczba zlogéw amyloidowych
w oun ale rowniez topografia ich wystgpowania (Hirano, Zimmerman, 1962, Mann
1991). Nie udalo sig jednak dotychczas okresli¢ typowej mapy BS i ZN, ktora bylaby
charakterystyczna dla mézgu chorego z otgpieniem. Wigkszo$¢ autorow uwaza, ze zajg-
cie przez proces patologiczny hipokampa (Akiyama i wsp. 1990, Kalus i wsp. 1989)
powoduje zaburzenia pamigci (Ball i wsp. 1983, 1985, Hyman i wsp. 1984, 1986, Arms-
trong i wsp. 1992ab, Davies i wsp. 1992, Barski i wsp. 1992, Jcllinger 1994). Wiadomo
jednak, Ze uszkodzenie kory nowej moze niekiedy wyprzedza¢ pojawienie si¢ zmian
w hipokampie (Mann i wsp. 1985).

Od 1993 roku stosuje si¢ w celach neuropatologicznej diagnostyki chA kryteria stop-
niowania narastania zmian typu alzheimerowskiego opracowane przez Braak i wsp.
(1993). Stopniowanie to opiera si¢ na korelacji zaawansowania cech otgpienia stwier-
dzanych w badaniu klinicznym i nasilenia zmian neuropatologicznych w zakresie hipo-
kampa i kory srodwechowej z podporka. Autorzy metody uwazaja, Ze najwczesniejsze
zmiany pojawiaja si¢ w korze srodwechowej i hipokampie a nastgpnie dopiero w korze
nowej - w platach skroniowych i czotowych (Braak i wsp. 1993).

Znane sq jednakze przypadki otgpienia z wybiorczym zajgciem platéw czolowych
(Foster i wsp 1983, 1984), skroniowych (Wilcock 1983), potylicznych (Leuba, Kraftsik
1994) a nawet wylacznie jader podkorowych (Mc Geer i wsp. 1984, Masliah i wsp.
1989, Braak, Braak 1990). Przypadki te budza watphwos¢ czy rzeczywiscie hipokamp
i kora $rodwechowa s jedynymi strukturami, ktorych zajgcie przez amyloidowe zlogi

prowadzi do zaburzen pamigci (Hyman i wsp. 1987). Migdzy innymi badania Papaso-



zomenosa (1989) oraz Giannakopoulosa i wsp. (1994) i Vercecken'a i wsp. (1994) wy-
kazaly, ze w przypadkach, w ktorych otgpienie trwalo bardzo krétko zwyrodnienie neu-
rofibrylame wystgpowalo wylacznie wjadrach migdalowatych. Liczni autorzy wskazuja
takze, ze zwyrodunienie alzheimerowskie moze dotyczyé rowniez innych struktur oun;
na przyklad jader szwu, albo jader miejsca sinawego (Tomlinson i wsp. 1981, Bondareff
i wsp. 1987). Istotne znaczenic moze mie¢ takze zajgcie przez proces patologiczny jadra
Meynerta, wraz z podporka i warstwa komorek piramidowych hipokampa. Wraz z zaa-
wansowaniem procesu patologicznego neurony z cechami ZN znajdowano we wszyst-
kich strukturach istoty szarej oun.

Przedmiotem zainteresowania wielu autoréw jest takze zroznicowanie nasilenia
zmian alzheimerowskich w obrgbie kory nowej, ze wzgledu na istnienie i polozenie
krotkich polaczen migdzyneuronalnych, ktdrych przerwanie prowadzi bez watpienia do
uposledzenia przekazywania sygnaléw neuronalnych. Stwierdzono przy tym, ze najwig-
cej zmian amyloidowych grupuje si¢ w rowkach, a znacznie mniej na szczycie zakretow
(Gentelman i wsp. 1992, Markowitsch, Tulving 1995).

Oprocz nieustalonej jak dotad typowej dla chA topografii charakterystycznych zmian
patologicznych nie rozstrzygnigto roéwniez, jakie jest progowe ilosciowe nasilenic BS
i ZN niezbgdne dla ujawnienia si¢ wyraznych niedoboréw pamigci. Znanych jest jednak-
ze wspdlczesnie kilka skal majacych stuzyé temu celowi.

Migdzy innymi od 1985 roku obowiazuja neuropatologiczne kryteria Khachaturiana,
definiujace rozpoznanie chA. Wedlug nich dla rozpoznania chA w poszczegolnych prze-
dzialach wieku liczba blaszek starczych przypadajacych na na 1 mm? powierzchni kory
powinna by¢ wigksza niz: 2 - 5 w grupie ponizej 50 roku zycia, 8 w wicku 50-65 lat, 10

pomigdzy 66 do 75 roku zycia, 15 powyzej 75 roku zycia.



Kryteria Khachaturiana (1985) przyjeto dla zmian ujawnionych przy pomocy im-
pregnaciji srebrowej. Nie moga by¢ one obecnie uznane za jedyne, w zwiazku z rozwo-
jem znacznie czulszych technik immunohistochemicznych. Obecnie, oprocz kryteriow
Khachaturiana, stosowane sa takze kryteria CERAD (Consortium to Establish a Registry
for Alzheimer's Disease). Sa one rowniez oparte o metody klasyczne. Nie ma natomiast
nadal ogélnie przyjgtych wartosci liczbowych, ktore charakteryzowalyby chA w oparciu
o badania immunohistochemiczne (Wisniewski i wsp. 1989ab, Vallet i wsp. 1992). Sq
jednakze podejmowane proby powiazania ilosciowej definicji chA z wynikami badail
immunohistochemicznych. Jedna z nich jest skala Paulusa i wsp.(1992).

Ciagle otwartym a wymagajacym wyjasnienia zagadnieniem jest podstawowe pytanie,
czy istotnie przyczyna otgpienia jest gromadzenie si¢ amyloidu w moézgu (Katzman
i wsp. 1988), czy tez otgpienie pojawia si¢ tylko wowczas, gdy oprocz amyloidu wyste-
puja rowniez neurony z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego (Wilcock, Esiri 1982,
Bierer i wsp. 1995). Nie wiadomo nadal czy blaszki starcze i ZN moga wystgpowac od-
dzielnie w chA, czy tez istnieje czasowa zalezno$é migdzy ich pojawieniem sig.

Wysunigto liczne hipotezy opisujace prawdopodobny przebieg proceséw patologicz-
nych prowadzacych w efekcie do otgpienia. Jedna z nich lansowana migdzy innymi
przez Wisniewskiego i wsp. (1989¢) zaklada, ze amyloid odklada si¢ pierwotnie w moz-
gu a nastepnie wtornie, przez jego mechaniczng obecnosé w neuropilu, lub poprzez dzia-
lanie toksyczne (Yanker i wsp. 1989) dochodzi do $mierci neuronu, poprzedzonej pato-
logicznym wyrodnienieniem bialek cytoskeletonu przejawiajacym si¢ w postaci zwyrod-
nienia neurofibrylamego (ZN). Rownoczesnie zakladano odwrotny przebieg wydarzei,
to znaczy patologiczny proces mialby zaczynaé si¢ od zwyrodnienia neurofibrylarnego
neuronéw, a efektem uszkodzenia komorek nerwowych byloby odkladanie si¢ amyloi-

du w neuropilu (Masters i wsp. 1985a, Bancher, Jellinger 1994).



Od kilku lat grupa Terrego (Samuel i wsp 1994ab) lansuje poglad, ze powodem ote-
pienia nie jest zanik neurondw w nastgpstwie odkladania si¢ amyloidu i zmian w cytos-
keletonie komorki lecz wylacznie znaczne zmniejszenie liczby neuronalnych polaczei
synaptycznych (Masliah i wsp. 1990, 1991, 1992, Lassman i wsp. 1992). Wiadomo, ze
w przebiegu chA gmie okolo 40% zakoiiczen presynaptycznych w IL, III i V warstwie
kory czolowej, skroniowej i ciemieniowej. Najwyrazniejszy zwigzek spadku liczby sy-
naps i nasilenia otgpienia wykazano w przypadku zmian w korze czolowej (Masliah
i wsp. 1992, Scheff, Price 1993). Ci sami autorzy dowodza, ze zmiany patologiczne sy-
naps wyprzedzaja pojawianie si¢ histopatologicznych wykladnikoéw typowych dla chA.
Stwierdzono Scisly zwiazek pomigdzy nadmierng ekspresjq neuronalng dla amyloidu
i patologicznych bialek cytoskeletonu w hipokampie i w korze srodwechowej a 20%
spadkiem liczby zakorczeii presynaptycznych wyznaczonych immonohistochemicznie
przez synaptofizyng (Masliah i wsp. 1994ab, Heinonen i wsp. 1994).

Ubytek liczby polaczen synaptycznych, w tym przede wszystkim cholinergicznych,
laczy sig Scisle z tak zwana "cholinergiczng" teorig-choroby Alzheimera. Bowen (1976) «QC/&\L
wykazal, ze w przebiegu choroby Alzheimera spada w mozgu zawartosé acetylotransfe-
razy cholinowej i acetylocholiny, sugerujac zwigzek tego zjawiska ze zwyrodnieniem
neurofibrylamym w neuronach jadra Meynerta (Whitchouse i wsp. 1981, Wilcock i wsp.
1982, Cooper 1994, Samuel i wsp. 1994ab). W oparciu o teori¢ "cholinergiczng" chA.
Potter i wsp. opracowali przyzyciowy test w chA. Udowodnili oni nadwrazliwo$é Zreni-
cy na tropikamid u pacjentow z grupy ryzyka, nawet na 4 lata przed zachorowaniem
(wg. Barinaga 1994).

Bardzo istotny jest takze fakt, ze w chorobie Alzheimera poza spadkiem stezenia ace-
tylocholiny wystgpuje ponadto deficyt innych substancji przekaznikowych takich jak:

noradrenalina, serotonina, dopamina, GABA i innych biologicznie aktywnych zwigzkow



jak: somatostatyna, neuropeptyd Y, substancja P (Clevens, Beal 1989). Podejmowane,
W oparciu o te spostrzezenia proby leczenia substytucyjnego przyniosty dotychczas tyl-
ko ograniczore wyniki (Davies, Powchik 1995). Obok uzupelniania poziomu acetylo-
choliny w oun, prébowano posrednio odzialywa¢ na produkujace ja komorki.

Pewne nadzieje w tym zakresie wiaze si¢ z grupa substancji uznanych za czynniki
wzrostu. Jest znanym faktem, ze neuronalny czynnik wzrostu - NGF (Nerve Growth
Factor) bierze udzial w rozwoju i zachowaniu biologicznej integralnosci szeregu ugru-
powarn neuronalnych w tym osrodkowych neuronéw cholinergicznych (Clarris i wsp.
1994, Olson i wsp. 1994), a ich zanik wiazany jest z niedostatkiem NGF. Warto przy
tym podkredlié, z¢ NGF wykryto pierwotnie w neuronach hipokampa i kory nowej,
w polach projekcji komorek jadra Meynerta. Interesujace wydaje si¢ rowniez przypom-
nienie ze juz w 1928 roku Cajal zwrécit uwagg na obecnos¢ czynnikow troficznych
w zlogach amyloidu blaszki starczej. W blaszce starczej poza NGF stwierdzono rowniez
obecnosé innych substancji troficznych takich jak naskorkowy czynnik wzrostu - EGF
(Epidermal Growth Factor) [Birecree i wsp. 1988), mézgowy czynnik troficzny -
BDNYF (Brain Derived Neurotrophic Factor), neurotrofiny 3 i 4 (Drago i wsp. 1994)
a takée fibroblastyczny czynnik troficzny - bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)
[Cummings i wsp. 1993]. Niewatpliwie ztozony i w wielu aspektach niejasny udzial
czynnikOw wzrostu w patogenezie chA wymagaé bedzie jeszcze dalszych wielostron-
nych badaf zanim bgdzie mozna podjaé realne proby ich wykorzystania w leczeniu pa-
cjentow,

Ostatnie lata przyniosty koncepcje wigzania zaniku neurondw w chorobie Alzheimera
z toksycznym dzialaniem tlenku azotu (NO) (Seiler 1993), a jeszcze wczesnicj z tok-
sycznym wplywem aminokwasow pobudzajacych i zaburzeniami wewnatrzkomérkowe;j

homeostazy jonow wapnia (Mattson i wsp. 1991, 1992, Beal 1992, Weiss i wsp. 1994,
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Ellison 1995). Wiadomo przy tym, ze rozpuszczalny fragment 3-amyloidu jest czynni-
kiem obronnym przeciw dzialaniu kwasu glutaminowego a takze bezposrednio cbniaja-

Cym poziom jonéw wapnia wewnatrz komorki (Bodovitz i wsp. 1995).

Amyloid - budowa i wystepowanie

Przy zalozeniu, ze przyczyng chA Jest odkladanie si¢ wiokienkowego amyloidu
w osrodkowym ukladzie nerwowym najprostsza drogq do zrozumienia patogenezy cho-
roby Alzheimera wydawalo si¢ poznanie struktury czasteczki amyloidu mozgowego
(Kidd i wsp. 1985ab) i drég;jego degradacji. Pod wzgledem budowy chemicznej amylo-
id jest glikozylowanym biatkiem (glikoproteidem), zawierajacym dodatkowo glikozami-
noglikany (Dyrks i wsp. 1988, Snow i wsp. 1987, 1988). Jego wlasciwosci fizykoche-
miczne, wyrazajace si¢ dwulomnoscia w $wietle spolaryzowanym po zabarwieniu czer-
wiemg Kongo i fluorescencja po wybarwieniu tioflawing S wykorzystywano i wykorzys-
tuje si¢ w jego charakterystyce histochemicznej. W badaniu ultrastrukturalnym wiokien-
ka amyloidu maj $rednicg 8-10 nm. Strukturalnie charakteryzuje si¢ on konformacja B.

Glenner i Wong (1984a) postuzyli sie biatkiem amyloidowym pochodzacym z opo-
nowych naczyn mézgowych dla okreslenia skladu aminokwasowego amyloidu. Zsek-
wencjonowane przez nich biatko amyloidowe skladajace si¢ z 40-42 aminokwasow zos-
talo nazwane B-peptydem A4 (B-amyloid) (Glenner i Wong 1984 ab). Jest ono, czgsciq
acznie wigkszej czasteczki biatka prekursorowego (Amyloid precusor protein - APP).
Funkcja biologiczna bialka prekursorowego amyloidu nie jest dotychczas wyjasniona.
Hipotetycznie przypisuje sie mu wplyw na proliferacje komorek, udzial w migdzyko-

morkowe;j adhezji, oddzialywanie na odrost neurytow (sprouting), na plastycznos¢ sy-

11



naps oraz uczestnictwo w przekazywaniu sygnaldow komorkowych (Smith, Anderton
1994). W okresie kolejuych trzech lat sklonowano cDNA a nastgpnie gen komorkowy
dla APP (Goldgaber i wsp. 1987, Kang i wsp. 1987, Robakis i wsp. 1987 ab, Tanzi
i wsp. 1987 ab). Gen dla APP zostal zlokalizowany na chromosomie 21. Znane jest
przynajmniej kilkanascie roznych izoform APP; powstajacych w wyniku réznicowego
cigcia i skladania pierwotnego transkryptu genu dla APP. Sa to izoformy okreslone licz-
ba aminokwasow jako APP-365, APP-563, APP-695, APP-714, APP-751 i APP-770,
przy czym nie wszystkie z nich zawieraja B-amyloid jako cz¢s$¢ skladowa,

Beta-amyloid wystgpuje w neuropilu w postaci wlokienkowej po uwolnieniu z blon,
w ktorych umocowana jest czasteczka APP. Agregacja wiokienek B-amyloidu nastgpuje
tylko wowczas kiedy dojdzie do uszkodzenia komorkowej blony lipidowo-bialkowej

i uwolnienia blonowej czgéci APP. Dwadziescia osiem aminokwasow wchodzacych

w sklad czasteczki B-peptydu znajduje si¢ na zewnatrz blony, a 11-14 aminokwasow
stanowi jego czg¢s¢ wewnatrzblonowa.

Dzigki badaniom Yankera i wsp. (1989,1990) i innych autorow wsrod, ktorych wy-
mienié nalezy: Carette i wsp. (1993), Sopher i wsp. (1994), wiadomo, ze toksyczny
fragment B-amyloidu odpowiada odcinkowi zawartemu pomigdzy 25 a 35 aminokwa-
sem czasteczki. Uwaza si¢ przy tym, ze B-amyloid poza dzialaniem toksycznym wyka-
zuje wlasciwosci troficzne (Calligaro i wsp.1993, Pauwels i wsp. 1993). Na podstawie
badan Pike'a i wsp. (1993), oraz Soto i Frangione'go (1995) wiadomo, ze B-amyloid
wchodzacy w sklad rdzenia blaszki starczej zbudowany jest z 42-43 aminokwasow pod-
czas gdy amyloid tworzacy $rodscienne zlogi naczyniowe (kongofilna angiopatia) utwo-
rzony jest w przewazajacej liczbie przypadkow przez laficuchy krétsze o dlugosci 39-40

aminokwaséw. Wydluzenie amyloidowego laficucha aminokwasowego zwigksza jego
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zdolnos¢ do wytracania si¢ w postaci wldkienkowej (Mullan i wsp. 1993). Badania mi-
kroskopowo-elektronowe naczyit ze zlogami amyloidu w kongofilnej angiopatii wyka-
zaly dwojaki amorficzny i widkienkowy charakter amyloidu naczyniowego. Jego $rods-
cieune gromadzenie prowadzi wtornie do zwyrodnienia komorek srodblonka (Wisniew-
ski i wsp. 1992). Komorka stanowiaca zrodlo amyloidu jest komorka migsniowki glad-
kiej (Shaji i wsp. 1990, Frackowiak i wsp. 1994, Wisniewski i wsp. 1995). Wskazuja na
to badania prowadzone na pozaustrojowej hodowli migsniowki gladkiej naczyn psow.
Wisniewski i Wegiel (1994) uwazaja, ze przemiana amyloidu amorficznego we wio-
kienkowy odbywa si¢ w blonie podstawnej naczyi. Nie ma jednakze danych pozwalaja-
cych na jednoznaczne przyjecie, ze amyloid produkowany przez komérki sciany naczy-
nia jest jedynym zrédlem amyloidu blaszek starczych. Wiadomo natomiast, ze wtdrnie
do kongofilnej angiopatii moga rozwija¢ si¢ zmiany patologiczne takie, jak rozlane

uszkodzenie istoty bialej typu Binswangera (Y oshimura i wsp. 1992).

Bialko prckursorowe amyloidu (APP):

pochodzenice i przetwarzanic

Jak wspomniano poprzednio gen odpowiedzialny za produkcjg¢ amyloidu znajduje sig
na chromosomie 21 (Kang i wsp. 1987). Okazalo si¢ jednak, ze tylko u chorych z ro-
dzinna postacia chA o wczesnym poczatku, mutacje genu dla APP znajdujacego si¢ na
dlugim ramieniu chromosomu 21 sq przyczyna wystapienia choroby (Dyrks i wsp. 1988,
George-Hyslop i wsp. 1987, Tanzi i wsp. 1987ab, Van Broeckhoven i wsp. 1987).
W niektorych przypadkach gen "wspomagajacy" moze znajdowa¢ si¢ takze na chromo-
somie 1 (SMT 2), 14 (S 182) lub 19 (Apo E). Dla innych, bez poréwnania czgstszych,

sporadycznych przypadkéw chA nie znaleziono w ogole genu odpowiedzialnego za po-
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jawienie si¢ tej cechy choroby (Tanzi i wsp 1987ab). Poza choroba Alzheimera
o0 wczesnym poczatku dziedzicznos¢ amyloidozy mézgowej udowodniono dla wrodzo-
nej amyloidozy przebiegajacej z krwotokiem mdzgowym typu holenderskicgo (heredita-
ry cerebral hemorrhage with amyloidosis of the Dutch type, HCHWA-D) i islandzkiego
(hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis of Icclanding type, HCHWA-I).
HCWA-I i HCHWA-D charakteryzuja si¢ odkladaniem zlogow amyloidu w scianach
naczyn, ktérych uszkodzenie jest przyczyna spontanicznych wylewow krwawych. We
wrodzonej amyloidozie typu islandzkiego (128 przypadkow z 8 znanych rodzin) zlogi
amyloidu znajduja si¢ w naczyniach wszystkich kalibrow, w lokalizacji zarowno korowej
jak i oponowej. Masywne krwotoki mozgowe pojawiaja si¢ juz okolo 40 roku zycia.
W badaniu neuropatologicznym tych przypadkéw nie stwierdza sig blaszek starczych ani
neuronow z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego (Gudmundsson i wsp. 1972, Wat-
tendorf i wsp. 1995). We wrodzonej amyloidozie typu islandzkiego zlogi amyloidowe
utworzone s3 z cystatyny C - bialka stanowiacego inhibitor lizosomalnych proteaz cyste-
mowych. Blad genetyczny lezacy u podloza zespolu polega na zamianie leucyny przez
glutaming, co zwigzane jest z mutacja kodonu 68 genu normalnej cystatyny (Ghiso
i wsp. 1986). W amyloidozie typu holenderskicgo, w przeciwieistwie do islandzkicj
krwotoki pojawiaja si¢ pomigdzy 50 a 60 rokiem zycia, a badanie neuropatologiczne
ujawnia obecos¢ blaszek starczych w neuropilu (Maat-Schieman i wsp. 1992, 1994).
Poznana zostala rowniez mutacja genu dla APP, w ktorej wystgpuje zamiana glutaminy
na kwas glutaminowy na pozycji 22 -amyloidu (Wattendorff i wsp. 1982). W chorobie
Downa, w przypadkach o dlugim przezyciu pojawiaja si¢ zawsze alzheimerowskie
zmiany neuropatologiczne w postaci blaszek starczych i zwyrodnienia neurofibrylarego
w moézgu (Jervis i wsp. 1948, Wisniewski i wsp. 1985, Mann 1989a). Mozna bylo wigc

zalozy¢, ze wobec trisomii chromosomu 21 (Delabar i wsp. 1987) gen dia amyloidu wy-
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st¢puje w tych razach potrdjnie (Rumble i wsp. 1989). W chorobie Alzheimera uszko-
dzenie byloby natomiast "lagodniejsze" wobec nie wystgpowania trzech kopii genu. Hi-
potezie tej zaprzeczaja jednak sporadyczne przypadki chA, w ktorych demencja pojawia
si¢ znacznie pozniej i u ktorych nie stwierdza si¢ mutacji w obrgbie genu APP na chro-
mosomie 21 (Podlisny i wsp. 1987).

Genetyczne podloze procesu udowodniono przede wszystkim dla przypadkow ro-
dzinnych chA, u ktérych objawy otgpienia pojawiaja si¢ pomigdzy 30 a 40 rokiem Zycia
(Breitner, Folstein 1984, Devine-Gage i wsp. 1988). W ostatnim okresie poznano dalsze
mutacje genu APP na chromosomie 21: 1/ APP (kodon 717) z zamiana waliny na izo-
leucyng, opisana przez Goate i wsp. (1991) jako rodzinna choroba Alzheimera - FAD 1,
(Familial Alzheimer disease); 2/ APP (kodon 717) z zamiang waliny na fenyloalaning -
FAD 2 (Murell i wsp. 1991, Mann i wsp. 1992a); 3/ APP (kodon 717) z waling zasta-
piona przez glicyng - FAD 3 (Chartier-Harlin i wsp. 1991).

Kolejny etap badaii fenotypowych stanowily poszukiwania mRNA dla B-amyloidu
(hybrydyzacja in situ) prowadzone przez Ponte i wsp. (1988), a takze przez Cohen'a
i wsp. (1988), Kitaguchi i wsp. (1988), Tanzi i wsp. 1988) i in., ktore wykazaly wyste-
powanie mRNA dla B-amyloidu niemal we wszystkich komérkach osrodkowego ukladu
nerwowego w tym w neuronach i komorkach glejowych oraz w strukturalnych skladni-
kach $ciany naczyniowej: srodblonkach i w migsnidwce.

Badania immunohistochemiczne prowadzone przy zastosowaniu swoistych przeciw-
cial przeciwko réznym fragmentom prekursora amyloidu, nie pozwolily na jednoznacz-
ne wskazanie komorki, ktéra bylaby odpowiedzialna posrednio lub bezposrednio za jego
produkej¢. W badaniach tych wykazywano zwiazek amyloidu zaréwno z komoérka ner-
wowa (Masters i wsp. 1985b, Neve i wsp. 1988, Armstrong i wsp. 1995), jak i mikrogle-

jem 1 astroglejem (Joachim i wsp. 1991, Mc Geer i wsp. 1988ab, Haass i wsp. 1992).
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Przy czym biatko prekursorowe dla B-amyloidu wystgpuje powszechnie zaréwno
w osrodkowym ukladzie nerwowym, jak i w innych narzadach i tkankach (Joachim
i wsp. 1989a, Spillantini i wsp. 1989).

Hipoteza wskazujaca komorkg nerwowa jako glowne zrodlo patologicznego biatka
prekursorowego, ktore ostateczniec odklada si¢ w neuropilu w postaci wldkienkowego
amyloidu, byla wysuwana juz poprzednio (Neve i wsp. 1988). Uzycie technik genetycz-
nych pozwolito na wyhodowanie myszy transgenicznej z genem amyloidu na chromo-
somie 16. Obserwacje poczynione w tym modelu wskazujq jeszcze raz na neuron jako
zrodlo prekursora (Kawabata i wsp.1991, Mann i wsp. 1992a). Jednakze tylko w mate-
riale Games i wsp.(1995) uzyskano przekenywujace zlogi amyloidu w neuropilu, iden-
tyczne z blaszkami starczymi u ludzi.

Z drugiej strony istnieja liczne dane wskazujace na nie neuronalne pochodzenie bialka
prekursorowego amyloidu. Glenner (1985) przyjmuje pochodzenie amyloidu z surowicy
krwi, szereg autordw za jego glownego producenta uwaza komorke mikroglejowa (Mc
Geer i wsp. 1988ab, Wisniewski i wsp. 1990, 1991b, Banati i wsp. 1993, Bucland i wsp.
1993) albo astroglejowa (Abraham i wsp. 1988). Na ile hipoteza, ze komorka mikrogleju
jest miejscem wytwarzania wlokien amyloidowych jest dyskusyjna (Ohgami i wsp.
1991), na tyle nie podlega dyskusji fakt, ze jest ona zrodlem enzyméw proteolitycznych
i cytokin, ktérych niewlasciwe dzialanie moze doprowadzi¢ do odkladania wldkienko-
wego amyloidu w neuropilu (Shea 1995). Poszukiwania bialka prekursorowego w su-
rowicy krwi prowadzone juz w latach osiemdziesiatych (Glenner, Wong, 1984ab) podej-
mowano migdzy innymi w oczekiwaniu, ze pozwolq one na opracowanie przyzyciowe-
go, diagnostycznego testu z surowicy krwi (Bush i wsp. 1992, Zlokovic i wsp. 1993).
Oznaczanie st¢zenia B-amyloidu w plynie moézgowo-rdzeniowym, chociaz budzace za-

strzezenia natury etycznej, bedzie mialo zapewne w przyszlosci istotne znaczenie diag-
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nostyczne (Pahnert i wsp. 1990b). Wobec istnienia bariery krew-mozg oznaczanie bia-
lek charakterystyczuych dla patologii alzheimerowskiej w plynie mézgowo-rdzeniowym
wydaje si¢ bowiem bardziej zasadne (Pahnert i wsp 1990b, Ghiso i wsp. 1989, Van Nos-
trand i wsp. 1992).

Nie ma dowodéw na to, ze chA spowodowana jest zakazeniem wirusowym
lub innym czynnikiem zakaznym. Waga tego zagadnienia pojawila si¢ z chwila poznania
innej amyloidozy moézgowej PrP-dodatniej, w ktorej udowodnione zostalo dzialanie
przekazywalnego czynnika "infekcyjnego" (Gajdusek 1966, Liberski 1993). Istnieje wie-

le podobienstw w patogenezie obu amyloidoz, podobnie jak i w obrazie fenotypowym

chA (nieprzekazywalna amyloidoza B-amyloidowa) i chorobami nalezacych do amyloi-
doz przekazywalnych, spowodowanych przez prion, do ktérych nalezy u ludzi choroba
Creutzfeldta-Jakoba (CJD) i choroba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera, (GSS) (Cook
i wsp. 1994). Opisano przy tym przypadki wspolwystgpowania choroby CID i choroby
Alzheimera (Liberski i wsp. 1987, Barcikowska i wsp. 1995), a takze wiele przypadkow
CJD i chA rozpoznanych blgdnie przyzyciowo, ze wzglgdu na znaczne podobienistwo
kliniczne obu zespolow.

W 1988 roku wykazano, ze w sklad bialka prekursora amyloidu wchodzi tzw. biatko
Kunitza - inhibitor proteazy (Castano, Frangione 1988, Kitaguchi i wsp. 1988, Poute
iwsp. 1988, Tanzi i wsp. 1988). Odkrycie to zwrdcilo uwagg na rol¢ inhibitorow prote-
az w przetwarzaniu bialka prekursorowego. APP-751 i APP 770 zawierajz dodatkowo
56-76 aminokwasowe wstawki, czgsciowo homologiczne z inhibitorem proteazy sery-
nowe;j typu Kunitza (Hyman i wsp. 1992, Ladror i wsp. 1994). Juz wczesniej przy uzy-
ciu metod immunohistochemicznych wykazano obecno$é a-anty chemotrypsyny
w blaszce starczej a takze w komorkach nerwowych i glejowych (Gloor i wsp. 1986,

Abraham i wsp. 1988, Shaji i wsp. 1991, Miyakawa i wsp. 1992b). Badania Kitaguchi
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i wsp. (1988, 1990) wykazaly, ze duza cz¢$¢ fragmentu koficowego NH, APP-751
i APP-770 jest identycna z inhibitorem proteazy serynowej - neksyny-11 (Tanzi i wsp.
1988, Von Nostrand i wsp. 1989, 1990, Oltersdorf i wsp. 1989, Shea 1995).

Badania immunohistochemiczne wykazaly wyst¢gpowanie w zlogach amyloidu takze
innych bialek, w tym katepsyny (Cataldo i wsp. 1994), komponentu P (Coria
i wsp.1987) i frakcji komplementu (Eikelenboom i wsp. 1982), a takze acetylocholines-
terazy (Gomez-Ramoz i wsp. 1992).

Ustalenie, ktore z ukladow enzymatycznych powodujq wtdrne wytracanie si¢ amylo-
idu w postaci widkienkowej poprzez szczegolne "wycigcic" z blony komorkowej
B-amyloidu ma podstawowe znaczenie dla wyjasnienia patogenezy chA. Wigkszos¢ au-
toréw uwaza, ze we wlokienkowej agregacji amyloidu najistotniejsze znaczenie ma hy-
drofobowy koficowy C-fragment B-amyloidu w przeciwienstwie do hydrofilnego frag-
mentu N-koficowego B-amyloidu (Smith, Anderton 1994, Yang i wsp. 1994). Pewna ro-
l¢ w procesie agregacji odgrywa takze glikozylacja B-amyloidu zachodzaca w trakcie je-
go przemian (Mattson i wsp. 1995). Znane sa dwie drogi przetwarzania APP, pierwsza
fizjologiczna zwana drogg a-sekretazy (Shoji i wsp. 1992, Sisodia 1992), prowadzaca
do uwalniania rozpuszczalnego APP a druga patologiczna, zwana droga B-sekretazy,
ktorej efektem jest odkladanie wlokienkowej postaci amyloidu w neuropilu (Selkoe
1994, Smith, Anderton 1994). Rozpuszczalny "produkt” prawidlowej degradacji APP
wystepuje w surowicy i plynie moézgowo-rdzeniowym zaréwno u ludzi zdrowych jak
i w chA, w tym ostatnim przypadku w mniejszej ilosci (Pirttila i wsp. 1994). Uwalnianie
fragmentu B-amyloidu zachodzi prawdopodobnic na drodze alternatywnej, prowadzacej
do wytworzenia dwu nowych bialek w obrgbie B-peptydu; B-amyloidu i biatka P3.

Bialko P3 zawiera aminokwasy od 17 do 40 wchodzace w sklad B-amyloidu (Bodovitz
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1 wsp. 1995). Poza przedstawionymi powyzej wewnatrzczasteczkowymi przemianami
APP istnieje rdwniez droga jego fizjologicznej wewnatrzkomoérkowej degradacji zacho-
dzacej w ukladzie hzosomalno-endosomalnym (Cole i wsp. 1989, Schwagerl i wsp.
1995, Zhao i wsp. 1995).

W ostatnim okresie pojawily sig sugestie, ze bialko prekursorowe amyloidu jest jed-
nym z bialek szoku termicznego. W chorobie Alzheimera obserwuje sig podwyzszenie
ich poziomu (Ciallella i wsp. 1984). W niedokrwieniu mozgu stwierdza si¢ podwyzsze-
nie zawartosci biatka prekursorego amyloidu w neuronach i w gleju (Roberts i wsp.
1991, 1994, Mc Kenzie i wsp. 1994, Graham i wsp. 1995), towarzyszy ono wzrostowi
poziomu bialek szoku termicznego (Tanno i wsp. 1993). Z badan na materiale ludzkim
wiadomo z kolei, ze po urazie zlogi amyloidu widkienkowego (B-amyloidu) pojawiaja
si¢ juz po 4 godzinach nawet u ludzi bardzo mlodych.

W badaniach nad patogeneza amyloidozy moézgowej zasadnicze znaczenie mialo wy-

kazanie przez Rosesa i wsp. (1994) udzialu apolipoproteiny E (Apo E) w przemianach

prekursora B-amyloidu. Gen dla Apo E znaleziono na chromosomie 19 (Roses i wsp.
1994). Apolipoproteina E produkowana jest przez makrofagi i astrocyty (Yaimada i wsp.
1995); znajduje si¢ ona takze w neuronach (Han i wsp. 1994) i w obrebie zlogow amylo-
idu. Zwiazana jest rowniez z patologicznymi bialkami cytoskeletonu, charakterystycz-
nymi dla chA (Namba i wsp. 1992, Saunders i wsp. 1993, Hansen i wsp. 1994, Huang
i wsp. 1994, Strittmater i wsp. 1994). Poczatkowo uwazano Apo E jedynie za czastecz-
kg wspolistniejaca z B-amyloidem. Pozniej przypisywano jej udzial w transporcie amylo-
idu przez barier¢ krew-mozg (Wisniewski, Frangione 1992). Obecnie wiadomo ze apoli-
poproteina E sprz¢zona z fragmentem C-koficowym B-amyloidu bierze aktywny udzial
w jego agregacji (Wisniewski i wsp. 1995) a obecnos$¢ izoformy Apo E4 wydaje sig by¢
jedynym znanym molekulamym czynnikiem ryzyka dla chA. Gen dla apo E wystepuje
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w trzech izoformach, tworzac nastgpujace mozliwe pary alleli 2/2, 2/3, 3/4, 3/3, 4/4. Pa-
ra alleli 2/2 wydaje sie spelniaé w pewnym sensie funkcje ochronne. Nie stwierdza sig
prawie zupelnie zapadalnosci na chA wéréd ludzija posiadajacych (Oyama i wsp. 1995).
Natomiast u 0sob, ktore maja dwa allele 4/4 prawdopodobieiistwo zachorowania na chA
wzrasta czternastokrotnie. Udowodniono zwigzek Apo E z chA i z zespolem Downa
(Royston i wsp. 1994ab). Wydaje sig, Ze jest on swoisty, nie stwierdzono bowiem cha-
rakterystycznego powiazania rozkladu alleli dla genu Apo E ani z innymi chorobami
zwyrodnieniowymi, z amyloidoza np. HCHWA-D (Haan i wsp. 1994) ani tez z choroba

Creutzfeldta-Jakoba - amyloidoza PrP, (Nakagawa i wsp. 1995).

Charakterystyka zmian amyloidowych

w chorobie Alzheimera

Rozwdj badai immunohistochemicznych nad patogeneza chA stworzyl mozliwos¢
opisania innych form amyloidu w mézgu niz poznane uprzednio w oparciu o jego ujaw-
nianic metodami impregnacji srebrowej. Klasyczay podzial (van Braunmiihl 1956) za-
kladal nastgpujace etapy rozwoju blaszki starczej. Najwczesniejszym zjawiskiem bylo
pojawienie si¢ w neuropilu blaszki starczej, zwanej blaszka pierwotng, stanowigcej sku-
pisko luzno lezacych wiokien amyloidu. Kolejng fazg stanowilo przeksztalcenie sig
pierwotnej blaszki w klasyczng blaszkg starcza, skladajaca si¢ z rdzenia zbudowanego
z amyloidu, otoczonego wieiicem patologicznie zmienionych wypustek nerwowych. Za-
kladano, przy tym, ze neuryty komérek nerwowych otaczajace rdzei blaszki byly wtor-
nie penetrowane przez wlokna amyloidowe i wraz z nimi tworzyly wieniec blaszki.
Ostatnim etapem ewolucji blaszki starczej byla tzw. blaszka wypalona, stanowigca wy-

lacznie grudk¢ amyloidu pozbawiona wiefica neurytycznego. Poza neuropilow lokali-
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zacja, amyloid stwierdzono w scianach naczyii réznego kalibru (KA). Barwienie czer-
wienia Kongo pozwalalo na wykazanie w swictle spolaryzowanym wlokienkowej struk-
tury biatka amyloidowego, identycznej w BS zlokalizowanych w neuropilu i w $cianach
naczymn.

Inny podzial BS przedstawil Ulrich i wsp. (1987) wykorzystujac do jego sformulo-
wania pewne spostrzezenia immunocytochemiczne. Wyrézniaja oni cztery rodzaje bla-
szek starczych, okreslanych jako typ - A, B, C, D. Blaszki A, B, C zawieraja sie¢ wypus-
tek astrocytarych, odgraniczajacych je od neuropilu. Blaszka A nie barwi si¢ surowi-
cami przeciw kigbkom neurofibrylamym, dodatnia reakcj¢ z tymi przeciwcialami dajg
natomiast blaszki B i C. Blaszka D przypomina blaszk¢ wypalong opisana w oparciu
o techniki impregnacji srebrowe;.

Zastosowanie przeciwcial przeciw (3-amyloidowi pozwolilo wyrézni¢ inne morfolo-
giczne postaci amyloidu w oun (Yamaguchi i wsp. 1988ab). Nowym spostrzezeniem by-
lo wykazanie tzw. amyloidu rozproszonego, uwazanego czgsto w oparciu o metody im-
pregnacyjue za zjawisko artefaktyczne. Nie ma on bowiem ksztaltu uformowane;j blasz-
ki starczej. Jest rozlanym zlogiem barwiacym si¢ przy uzyciu przeciwcial przeciw
f-peptydowi. Niektorzy autorzy nazywajq amyloid rozlany zlogiem amorficznym, nie-
wlokicnkowym. Nie jest on widoczny w $wietle spolaryzowanym w barwieniu czerwie-
nig kongo ani w fluorescencji z zastosowaniem tioflawiny S. Wedlug Probsta (1987)
Yamaguchi i wsp. (1988ab, 1990), Rozemuller'a i wsp. (1989a), Joachim i wsp.
(1989c), Yamazaki i wsp. (1991, 1992), Miyakawa i wsp. (1992a) stanowi on poczat-
kowa fazg odkladania si¢ amyloidu w oun. Wtérnie dochodzi do zformowania si¢ z nie-
80 blaszki starczej. Amyloid rozproszony wystepuje najczesciej w korze srodwechowej,
w warstwie drobinowej mézdzku (Kosik i wsp. 1987, Yamazaki i wsp. 1992), a takze

w korze nowej w jej warstwie podoponowej. Zlogi amyloidu rozproszonego, w wigk-
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szosci niewlokienkowego, stwierdzono rowniez poza korq mozgu i jadrami podstawy
(Gearing i wsp. 1993). Opisywano je rowniez w istocie bialej (Brun, Englund 1986, Eng-
lund i wsp. 1988, Yamaguchi i wsp. 1988a). Amyloid rozproszony wystgpuje w sposob
typowy w przypadkach zespolu Downa (Amstrong 1994, Royston i wsp. 1994ab). Jest
on rowniez charakterystycznym zjawiskiem patologicznym w moézgach psow (Morys
i wsp. 1994a). Ztogi amyloiu rozproszonego sq widoczne w barwieniach immunohisto-
chemiczaych przy uzyciu surowic przeciw f3-amyloidowi, nie wykazuje si¢ ich natomiast
ani w barwieniu czerwienia kongo ani tioflawing S. Wisniewski i Wegiel (1994) uwazajy,
ze amyloid amorficzny jest amyloidem "lagodnym", nie prowadzacym do uszkodzen
tkankowych a jego forma wiokienkowa stanowi forme¢ "zlosliwa", odpowiedzialng za

szereg zjawisk patologicznych rozwijajacych si¢ w oun.

Zwyrodnienic neurofibrylarne

w chorobie Alzheimera

Opisana powyzej klasyczna blaszka starcza zawiera w swoim skladzie dwa rodzaje
nieprawidlowych bialek: rdzen zbudowany z amyloidu i tworzace wieniec wypustki
nerwowe wypelnione patologicznymi biatkami cytoskeletonu.

W oparciu o klasyczne barwienia stwierdzono, ze cz¢$¢ neurytyczna blaszek jest czgs-
to utworzona przez wypustki komérek nerwowych wykazujacych cechy zwyrodnienia
neurofibrylamego (Duyckaerts i wsp. 1988). Juz impregnacje srebrowe Bielschowskiego
(1904), Gallyasa (1970) czy Yamamoto, Hirano (1986) pozwolity dos¢ dokladnie scha-

rakteryzowaé zmiany patologiczne w obrgbie cytoskeletonu komoérki nerwowe;.
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W wyniku dezintegracji i patologicznego ufosforylowania mikrotubul i neurofilamentow
stanowigcych skladnik prawidlowego cytoskeletonu komérki nerwowej dochodzi do po-
Jawiania si¢ w jej cytoplazmie zmian o cechach zwyrodnienia neurofibrylarego.

Zwyrodnienie neurofibrylarne wystgpuje glownie wewnatrzkomorkowo, obserwuje
si¢ je takze w umiejscowieniu zewnatrzkomérkowym. Obraz mikroskopowo-elektrono-
wy ZN zostal szczegolowo scharakteryzowany juz w latach sze$édziesiatych i siedem-
dziesiatych (Kidd 1963, Wisniewski i wsp. 1970b). Znane z mikroskopu $wietlnego
wewngtrzneuronalue zmiany wlokienkowe (NFT - neurofibrillary tangles) skladaja sie
w znacznej czgsci z parzystych spiralnie skrgconych widkienek (PHF - paired helical fi-
laments), opisanych po raz pierwszy przez Kidda w 1963 a nast¢pnie szczegélowo scha-
rakteryzowanych przez Rassol i wsp. (1984). Poczatkowo, sadzono, ze sq one wylacznie
widkienkami lewoskr¢tnymi (Wisniewski, Wen 1985ab), pozniej stwierdzono, ze mogq
by¢ one takze prawoskretne (Wisniewski i wsp. 1986) lub "proste" (Appelt, Balin 1993).
Sa one najczgsciej w sposob niezorganizowany rozmieszczone w cytoplazmie komorki
(Ruben i wsp. 1995).

Przez dluzszy okres czasu panowalo przeswiadczenie, ze patologiczne biatka szkiele-
towe sq nierozpuszczalne (Igbal i wsp. 1986ab, Wisniewski i wsp. 1987), co stanowilo
przeszkodg w poznaniu ich skladu chemicznego. Pomimo to prowadzono badania nad
ich strukturg a ich pierwsze wyniki opublikowano juz w 1987 roku (Neve i wsp. 1988).
Zapoczatkowane w roku 1987 przez Iqbala badania pozwolily na okreslenie warunkow
ich rozpuszczalnosci. Stworzylo to warunki zasadniczego postgpu w ich charakterystyce.

Poswigcone im badania immunohistochemiczne prowadzone sg przy uzyciu przeciw-
cial skierowanych przeciw bialkom sprz¢zonym z parzystymi, spiralnie skrgconymi fila-

mentami lub tez wchodzacemu w ich sklad, bialku tau 1 (Delacourte, Dcfossez 1986,
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Grundke-Igbal i wsp. 1986ab, Goedert i wsp. 1988, Wischik i wsp. 1988ab) i ubikwitynic
(Mori i wsp. 1987, Perry i wsp. 1987, Love i wsp. 1988).

Przedledzono sekwencje zmian prowadzacych do uksztaltowania ZN. Wedlug Ban-
chera i wsp. (1987) ich pojawienie si¢ poprzedzone jest faza "0" charakteryzujaca si¢
homogennym barwieniem komorki nerwowej surowica przeciw bialku tau 1. Kolejno
dochodzi do uksztaltowania si¢ ZN w ksztalcie plomykowatych wlokienek, wypelniaja-
cych cytoplazmg komorki nerwowej. W tym okresic wiokicnkowy charakter zmian wi-
doczny jest rowniez w odczynie z surowicami anty tau 1. Dodatni odczyn z przeciwcia-
lami anty tau 1 wykazuja takze neurytyczne wiefice blaszek starczych, opisane po raz
pierwszy w oparciu o impregnacj¢ srebrowa przez Morela i wsp.w roku 1946 oraz czgs¢
tzw. cieni ZN (ghost tangles). Cienie ZN stanowiq pgczki widkien opisane przez Gorce-
vica i wsp. (1986), Wooda i wsp. (1986) polozone pozakomdrkowo, najprawdopodob-
niej na skutek rozpadu blon zwyrodnialych neuronow (Yamaguchi i wsp.1991a).
W poznym okresie procesu chorobowego barwiq si¢ one takze przy uzyciu markerow
immunohistochemicznych astro- i mikrogleju (Ikeda i wsp.1992ab, Cras i wsp. 1995),
a takze dla B-amyloidu (Yamaguchi i wsp. 1991b).

Charakterystyczne jest ponadto wystgpowanie w neuropilu tzw. nitek neuropilowych
tau- i ubikwityno-dodatnich (Braak i wsp. 1986, 1994ab). Sg one prawdopodobnie, zwy-
rodnialymi wypustkami komorek nerwowych o swoistej budowic bialkowej wytwarzaja-
cymi gesta sie¢ w neuropilu (Braak i wsp. 1994ab). Neuryty zawierajace PHF wystgpuja
nickiedy w skupieniach wokol naczyn (Delacourte, Defossez 1986).

Wyodrgbniono 6 izoform bialka tau, skladajacych si¢ z 352-441 aminokwasow. Cha-
rakterystyczng cechgq tau jest obecnos¢ trzech lub czterech podwojnie ulozonych, powta-
rzajacych si¢ sekwencji, z ktorych kazda zawiera sekwencj¢ Pro-Gly-Gly. Sekwengje te

tworza domeny wiazace mikrotubule (Igbal i wsp. 1987). W celu poznania struktury i roli
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bialka tau 1 w PHF wyprodukowano liczne przeciwciala przeciw poszczegélnym jego
{ragmentom. Fragment bialka tau 1, odporny na dzialanie pronazy, wydaje si¢ byé naj-
mocniej zwigzany z PHF (Kosik i wsp. 1984, 1986, 1988, Wischik i wsp. 1988ab). Dzig-
ki technice hybrydyzacji in situ ustalono, ze mRNA dla tau 1 wystgpuje w neuronach, nie
zawsze jednakze w tych, w ktérych wykazuje si¢ obecnosé PHF np. w komérkach Pur-
kinjego), a takze w komorkach glejowych (Kosik i wsp. 1989).

Wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze w czasie ewolucji zmian neurofibrylarnych
dochodzi do ich sprzgzenia z ubikwityna, ktéra, jak si¢ przypuszcza, wypiera bialko tau 1
(Murti i wsp. 1988, Mori i wsp. 1987). Sugerowana rola ubikwityny -jako biatka biorg-
cego czynny udzial w syntezie DNA do konca nie jest jednoznacznie wyjasniona (Hers-
chko, Cicchanower 1986, Fried i wsp. 1987, Jentsch i wsp. 1990). Przypuszcza sig, ze
ubikwityna moze by¢ jednym z inhibitoréw proteaz (Abe i wsp. 1994, Savedia, Kiernan
1994). Przeciwciala przeciw ubikwitynie wyznaczajg ZN, a takze cienie ZN i nitki neuro-
pilowe (lkeda i wsp. 1992ab). Obraz immunohistochemiczny z przeciwcialami anty
ubikwitynowymi jest podobny do uzyskiwanego przy uzyciu surowicy przeciw bialku
tau 1. Przypuszcza si¢ rOwniez, ze ubikwityna moze pelni¢ rolg biatka stymulujacego
amyloidogenezg¢ (Alizadeh-Khiavi i wsp. 1991). Nalezy braé jednak pod uwage¢ mozli-
wos¢, ze wystgpowanie ubikwityny moze nie mie¢ cech swoistoéci. Jest to tym bardziej
prawdopodobne ze wzgledu na jej obecnosé w licznych innych chorobach zwyrodnie-
niowych oun (Kosik 1990).

Patologiczne zmiany cytoskeletonu komorki nerwowej mogg pojawiaé sig jako zja-
wisko towarzyszace gromadzeniu amyloidu w neuropilu, w sposob charakterystyczny
dla chA. Moga one wystgpowac niezaleznie od amyloidozy. Opisano je w szeregu proce-
sow chorobowych np. w wodoglowiu wrodzonym (Wisniewski i wsp. 1987). Stwierdzo-

1o je w duzej ilosci w parkinsonizmie z wyspy Guam (Guiroy i wsp. 1987), w encefalo-
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patii bokserow (Hof i wsp. 1992), w parkinsonizmie pozapalnym, w chorobie Hallervor-
dena-Spatza (Wisniewski i wsp. 1979) i w podostrym stwardniajacym zapaleniu mozgu -
SSPE (Wisniewski i wsp. 1991a). PHF wystgpujq rowniez w stosunkowo niewielkiej
ilosci w mozgach ludzi starych nie wykazujacych cech otgpienia. Opisywano je ponadto
w mézgach zwierzat: malp (Wisniewski i wsp. 1979), owiec i koz (Braak i wsp. 1994ab).

Wydaje si¢, Ze otgpienie pojawia si¢ czgsciej w przypadkach rownoczesnego wyste-
powania blaszek starczych i neuronéw z cechami zwyrodnienia neurofibrylarmego (Crys-
tal i wsp. 1988, Dickson i wsp. 1988, Arriagada i wsp. 1992). Terry i wsp. (1987) udo-
wodnili, ze w wieku starczym powyzej 80 roku zycia, znacznie czgsciej spotyka sig ce-
chy amyloidozy mozgowej niz zwyrodnienie neurofibrylarne.

Strukturami os$rodkowego ukladu nerwowego, w ktorych ze szczegolng predylckcja
wystepuje ZN sa: hipokamp (Ball i wsp. 1985), jadro miejsca sinawego (Ishino i wsp.
1975), i jadro Meynerta. Nierzadko spotyka si¢ je w wypustkach neuronoéw w istocie bia-
lej mozgu, zwlaszcza w przypadkach znacznego nasilenia procesu patologicznego (Wis-
niewski i wsp. 1989d).

W oparciu o badania immunohistochemiczne od dawna poszukiwano wspolnego
ogniwa amyloidu blaszek i ZN, uwazajac, ze mogloby by¢ nim wspolne biatko wystepu-
jace w strukturze obu zmian (Kidd i wsp. 1985a, Igbal i wsp. 1986a, Joachim i wsp.
1991). W 1987 roku Defossez i Delacourte wysungli koncepcjg, ze pierwotnie uszkodzo-
ne neurofilamenty przetwarzaja si¢ w dalszej ewolucji w amyloid typu alzheimerowskie-
g0. Wspolwystepowanie NFT i B-amyloidu w jednej komorce zostalo opisane przez Spil-
lantini i wsp. (1990). Udowodniono przy tym, ze sekrecyjna forma amyloidu stymuluje
kinazg bialkowa, wplywajacq na wzmozenie patologicznej fosforylacji biatka tau 1. Mog-

loby to stanowié wsparcie hipotezy sugerujacej istnienie biochemicznego pomostu po-
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migdzy patologia amyloidowa a zwyrodnieniem neurofibrylarnym neuronéw (Lewis

i wsp. 1988, Greenberg i wsp. 1994, Mena i wsp. 1995).

Patomechanizm choroby Alzheimera -

préba podsumowania istniejgcych hipotez

Nieznana komorka lub nieznane komorki o$rodkowego uktadu nerwowego stanowia
zrodio prekursora amyloidu APP. Moga by¢ nimi - neuron, komoérka astroglejowa, mi-
kroglej, komorki $ciany naczynia, lub nawet surowica krwi. Defekt genetyczny prowadzi
do patologicznej przemiany biatka prekursorowego amyloidu. W efekcie w neuropilu

odkiada si¢ wlokienkowa, nierozpuszczalna forma amyloidu prawdopodobnie przy

udziale B-sekretaz. Na skutek toksycznego dzialania amyloidu na neuryty, dochodzi do
patologicznych przemian bialek szkieletowych neuronu (zaburzenie fosforylacji bialka
tau, i zwolnienie przeplywu aksonalnego). Prowadzi to do $rodkomorkowego a wtdrnie
zewnatrzkomoérkowego gromadzenia si¢ NFT. Bialka te w dalszej kolejnosci ulegajq
ubikwitynizacji, a ubikwityna wykazuje migdzy innymi dzialanie stymulujace wytwarza-
nie amyloidu (amyloid enhansing factor). Rozpad i ubytek licznych neuronéw pociaga za
sobq zniszczenie polaczen migdzyneuronalnych a takze wtomie - niedobor neurotransmi-
terow, w tym glownie acetylocholiny i spadek liczby synaps. W tym okresie w badaniach
radiologicznych widoczny jest juz zanik mozgu a w obrazie klinicznym chory wykazuje

cechy otgpienia.
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CELE PRACY

Celem przeprowadzonych badai bylo ustalenie czy odkladajace si¢ srodtkankowo
zlogi amyloidowe oraz zwyrodnienie neurofibirylarne, dwa kluczowe zjawiska patolo-
giczne w chorobie Alzheimera, wykazuja charakterystyczne dla niej cechy czy tez sq nie-
zalezne od typu procesu chorobowego oraz czy charakter i dynamika towarzyszacego un
odczynu glejowego pozwoli na okreslenie jego roli w procesie odkladania si¢ amyloidu

w neuropilu.
Cele szczegolowe:

1. Opracowanie metody dla retrospektywnej diagnozy otgpienia na podstawie istnie-

jacej dokumentacji lekarskiej.

2. Poszukiwanic komorki produkujacej lub przetwarzajacej bialko prekursorowe
amyloidu droga barwiefi immunohistochemicznych przy uzyciu przeciwcial prze-
ciw 8 syntetycznym fragmentom prekursora, w mozgach osob z chorobg Alzhei-
mera i ludzi bez cech otgpienia, a takze w mozgach zwierzat. Ocena obecnosci

prekursora w tkankach poza o$rodkowym ukladem nerwowym u ludzi i zwicrzat.

3. Charakterystyka morfologiczna ogniskowych i rozlanych zlogéw amyloidu,
w neuropilu w oparciu o immunohistochemiczne barwienia przeciw B-peptydowi
w mozgach 0sob z chorobg Alzheimera i u ludzi bez cech otgpienia. Okreslenie
wzajemnych zaleznosci pomigdzy blaszkami starczymi a wystgpowaniem neurofi-

brylarnego zwyrodnienia neurondw w korze nowej i w hipokampie, a takze ocena
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czgstosci wystgpowania zmian amyloidowych w warstwach kory w chorobie Alz-
heimera i zespole Downa w poréwnaniu ze starzeniem si¢ fizjologicznym. Ocena
wspolistnienia zmian amyloidowych w przebiegu procesow zwyrodnieniowych nie

majacych charakteru pierwotnej amyloidozy mézgowej (choroba Parkinsona).

Charakterystyka zmian neurofibrylarnych w innych procesach zwyrodnieniowych,
w tym w chorobie Parkinsona oraz w starzeniu fizjologicznym, nie spowodowa-
nych przez amyloidoz¢ mézgowa, w celu poznania czasowej sekwencji pojawiania

si¢ biatka tau-1 i ubikwityny.

Okieslenie morfologicznych roznic pomigdzy procesem typu alzheimerowskiego

a fizjologicznym starzeniem oun bez cech otgpienia.

Wyjasnienie roli gleju gwiazdzistego i mikrogleju w patogenezie choroby Alzhei-
mera. Poréwnanie znaczenia gleju w chA i procesach zwyrodnieniowych innych
niz amyloidoza (choroba Parkinsona), a takze w pasazowalnych amyloidozach
moézgowych, jakimi sg choroba Creutzfeldta-Jakoba i Gerstmanna-Strausslera-

-Scheinkera.
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MATERIAL

1. Wypracowanie metod do retrospektywnej diagnozy otgpienia przeprowadzono na
podstawie analizy klinicznych historii chorob 0sob z opéznieniem rozwoju, zmarlych po
65 roku zycia. Spowodowane ono bylo roznymi przyczynami takimi jak: nieznany de-
fekt genetyczny (39 chorych), uszkodzenie okoloporodowe (16), stany po przebytym
zapaleniu mézgu i opon (10), inne (5). Z badanej grupy wylaczono przypadki z zespolem
Downa. Dokumentacja i mézgi siedemdziesigciu chorych pochodzily z kolekeji Jervis'a*.
Chorzy ci byli badani co 3 lata, w trakcie obserwacji w domu opieki. W kolekgji Jervisa
znajdowalo si¢ 107 mozgow osob zmartych w wieku powyzej 65 roku zycia ale tylko
w siedemdziesigciu przypadkach zgromadzona dokumentacja byla kompletna. Przyczyna
zgonu w analizowanej grupie chorych byl nowotwor zlosliwy w 11 przypadkach, obus-
tronne zapalenie pluc w 14, choroby ukladu krazenia w 24, udary mézgowe w 6 i inne
w 15. Otgpienie, oceniane retrospektywnie, korelowano z wynikami oceny neuropatolo-
gicznej. Badanie neuropatologiczne przeprowadzono w kazdym przypadku na skrawkach
pobranych z plata czolowego (pole Brodmana - 11-12), skroniowego (pole 21-21), koty
ostrogowej (pole 17, 18, 19) oraz kory hipokampalnej wraz z podporka i korg $rodwe-

chowa.

*/Kolekcja Jervisa powstala w latach 1931-1975 w zamknigtym zakladzie psychiatrycznym w Willow-
brook, przeznaczonym dla populacji Nowego Jorku. W jej sklad wchodzilo 2300 mézgéw pochodzacych

od 0sb z opoznieniem rozwoju, czgciowo wraz z ich dokumentacja,
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2. Rozszerzone badania neuropatologiczne mozgdw chorych z opdznieniem rozwoju
z przyczyn innych niz choroba Downa, zmartych w wieku 23 do 90 lat, przeprowadzono
w 385 przypadkach. W badanej grupie niedorozwdj byl spowodowany przez uszkodze-
nie okoloporodowe - w 89 przypadkow, niedorozwdj rodzinny (nieznany czynnik gene-
tyczny) w 51 przypadkach, zaburzenia wewnatrzwydzielnicze w 16 przypadkach, wro-
dzony niedorozwdj w 23 przypadkach. W 158 przypadkach etiologia byla nieznana.
W 112 przypadkach w wywiadzie notowano napady drgawkowe. Poziom ilorazu inteli-
gencji, pochodzacy z danych zawartych w dokumentacji pozwolit na podzielenie bada-
nych przypadkéw na trzy grupy; w grupie pierwszej iloraz inteligencji ksztaltowal sie
ponizej 35 punktow, w drugiej pomigdzy 35 a 49 punktami, a w trzeciej powyzej 50
punktow. Badanie neuropatologiczne w kazdym przypadku przeprowadzono na frag-
mentach tkankowych pobieranych z péolkuli lewej obejmujacych; 1. zakret czolowy pros-
ty (pole Brodmanna 11-12), 2. zakrgty gomy i $rodkowy plata skroniowego (pole
21-21), 3. zakrgt przysrodkowy (pole 4), 4. bruzdg ostrogows (pole 17), 5. hipokamp
z okolica parahipokampalna (pole 28 i 34), 6. przednig cz¢séé jader podstawy wraz z ja-

drem Meynerta, 7. pieii mozgu, a w niektorych przypadkach 8. - mozdzek.

3. Badania po$wigcone poszukiwaniu komérki, stanowiacej zrodlo bialka prekurso-
rowego amyloidu przeprowadzono na pigciu mézgach pacjentow z klinicznie rozpoznang
choroba Alzheimera, trzech mozgach chorych w zblizonym wieku, u ktorych nie stwier-
dzono klinicznie otgpienia, oraz w dwu przypadkach ludzi mlodych, ktérzy zmarli
w wieku 14 i 27 lat z powoddw réznych niz schorzenia mozgu. Poszukiwanie komorki
stanowigcej zrodlo prekursora prowadzono réwniez w innych tkankach - w tym w plu-
cach, sledzionie, watrobie i migsniu prazkowanym, pochodzacych od ludzi zdrowych
i 0s0b z otgpieniem. Przeprowadzono takze badania uzupehiajace materiatu zwierzgce-
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go, w tym uzyto mozgi: mlodej malpy, szczura dwumiesigcznego, kota, a takze trzech
starych psow (15-25 lat). Poza mozgiem badano takze inne narzady u malpy i szczura.
W przypadku malpy byly to: pluca, Sledziona, watroba. W przypadku szczura: pluca,

$ledziona, watroba, jadra, oko, serce i migsien poprzeczuie prazZkowany.

4, W celu morfologicznego scharakteryzowania rodzajow zlogéw amyloidu w oun,
uzyto 9 mézgoéw osob z rozpozunana klinicznie choroba Alzheimera (64-86 lat). W celu
ilociowej oceny wystgpowania zmian amyloidowych w poszczegolnych warstwach kory
mozgu uzyto 5 mozgow osob w wieku 83-93 lata nie wykazujacych cech otgpienia, 4
mozgi 0sob z choroba Alzheimera w wieku 75-88 lat oraz 5 m6zgow chorych z zespo-

lem Downa w wieku 51-60 lat.

5. Oceniano czgstos$é wystgpowania zmian amyloidowych i neuronéw z cechami zwy-
rodnienia neurofibrylarnego w placie czolowym, w korze srodwgchowej, w hipokampie
i podporce, oraz w mozdzku w stu przypadkach osob (68 kobiet i 32 mgzczyzn), zmar-
lych z powodu udaru mézgu, obciazonych uogolniona miazdzyca naczyi ($rednia wieku
+85,5 lat), w tej liczbie osiemnastu chorych na podstawie obrazu klinicznego oceniono

jako osoby z zespolem psychoorganicznym (otgpienie).

6. W celu odpowiedzi na pytanie czy otgpienie jest spowodowane przez iaczne wyste-
powanie amyloidu i zmian neurofibrylarnych uzyto 5 mozgow z chA (62-88 lat) i 5
moézgoéw osob starych (72-88 lat) nie wykazujacych cech otgpienia. Oceniano korg czo-

lowg i okolice parahipokampalug wraz z hipokampem.
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7. Oceng wystgpowania zmian neurofibrylarnych w istocie czarnej przeprowadzono
w mozgach 10 przypadkow w wieku +74,4 lat z rozpoznana klinicznie chA , 10 przy-
padkow w wieku 70,5 lat z chP i 6 przypadkow osob w wieku £79,8 lat bez cech otg-
pienia.

Poréwnanie liczby neuronéw ze zwyrodnienieniem nerofibrylarnym i czasu ubikwity-
nizacji tych zmian w jadrze miejsca sinawego przeprowadzono w 7 przypadkach choroby
Alzheimera w wieku 62-95 lat, w 3 przypadkach choroby Parkinsona w wieku 59-90 lat,
w 3 przypadkach starczego parkinsonizmu (75-85 lat) oraz w 3 przypadkach o0séb nie
wykazujacych otgpienia (85 lat).

Czgstos¢ wystgpowania patologicznych bialek cytoskeletonu i ich immonoreaktyw-
nos¢ oceniono w grupie 10 przypadkow, w ktorych Klinicznie stwierdzono wspélistnienie
otgpienia i zespolu parkinsonowskiego. Byly to mozgi 7 kobiet i 3 mgzczyzn, w wieku
+67,4 dla przypadkow rozpoznanych pierwotnie jako choroba Alzheimera i +78,2 lat dla
0s0b z poczatkowo rozpoznang choroba Parkinsona. Sredni czas trwania choroby wyno-

sit £5,5 lat w przypadkach z chA i+9,8 lat dla 0s6b z chP.

8. Poréwnanie reakcji mikrogleju w chA i chP przeprowadzono na 10 mézgach pa-
cjentow z chA (74,4 lat), 10 z chP (£70,5 lat) i 6 mézgach chorych bez cech otgpienia
(£79,8 lat). Przedmiotem oceny byla istota czamna, kora czolowa i hipokamp z podporka
i korg $rédwechowa. Odczyn mikrogleju oceniono takze w 7 przypadkach z chorobg
Creutzfeldta-Jakoba (w tym jeden przypadek z amyloidozq mieszana B- i PrP- dodatnia)
oraz w 2 przypadkach choroby Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera. Reakcje gleju astro-
cytarnego oceniono na podstawie badan 3 przypadkow z rozpoznanym zespolem psy-
choorganiczuym poréwnanych z 3 moézgami osob bez cech otgpienia, zmarlych po 80

roku zycia. Zalozeniem doboru materialu byla ocena reakcji GFAP w obrgbie
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blaszki starczej przy zblizonej liczbie zlogow amyloidu w mézgach oséb w tym samym

wieku, roznigcych si¢ tylko obecnoscia objawow otgpienia.

9. W trzydziestu dwu mozgach chorych (£85,8 lat) ze zmianami amyloidowymi i
z neuronami ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym, ktorzy zmarli z powodu udaru moézgu
oceniono udzial gleju w fagocytozie obu typow zmian. W kazdym z przypadkow bada-
no: plat czolowy, hipokamp z okolicq parahipokampalna i obszar martwicy z pograni-

czem nieuszkodzonych tkanek.

Mozgi, stanowiace material badany w pracy pochodzily z kilku zrodel. Z Klinik Neu-
rologicznych, 1 i II Wydzialu Lekarskiego Akademii Medycznej w Warszawie a takze
z Kolekgji Jervisa, Institute for Basic Research for Developmental Disabilities w Nowym
Jorku (IBR). Dwa przypadki GSS pochodzily: pierwszy z Instytutu Neurologii Uniwer-
sytetu Wiedefiskiego, drugi za$ z Laboratorium Badan Centralnego Ukladu Nerwowego,
NIH Bethesda w Waszyngtonie.

Informacje dotyczace stanu klinicznego chorych czerpano z historii chorob. Dane
o stanie $wiadomosci i zaburzen pamieci pochodzily takze z archiwizowanej dokumenta-
cji klinicznej. Czgsto bylo to badanie psychologa, wywiad od rodziny albo ocena zdol-
noéci do samoobslugi okreslana przez postronnych informatorow. Przyjgto, ze chorego
mozna bylo uwazaé za otgpialego jezeli przed hospitalizacja nie byl zdolny do samo-
dzielnego zycia, a prowadzacy neurolog rozpoznawal zespol psychoorganiczny. Dziccige
mozgow pochodzito od chorych zdiagnozowanych w Poradni dla Oséb z chorobg Alzhe-
imera. Dla wylaczenia z badanej grupy przypadkow otgpienia wielozawalowego (OW)
postuzono si¢ nastgpujacymi kryteriami; nie wlaczano do badai przypadkow, w ktorych

dane z wywiadu i/lub stan neurologiczny wskazywaly na przebyty poprzednio udar moz-
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gu, a obraz tomografii komputerowej wskazywal na uszkodzenia naczyniopochodne
1 okreslany byl przez radiologa jako encefalopatia miazdzycowa. Starano si¢ rowniez
wylaczy¢ przypadki z wyraznym obciazeniem czynnikami sprzyjajacymi Zaawansowanej
patologii naczyniowej, w tym przypadki z cukrzyca, nadcisnieniem, z choroba wieficowq
lub przebytym zawalem migsnia serca.

Mozgi stanowiace przedmiot badai byly przechowywane w 10% formalinie, Srednio
przez 3 lata. Wyjatek stanowily przypadki z kolekcji Jervisa, obejmujacej mozgi kolek-
cjonowane od 1931 do 1975 roku. Mézgi z materialow archiwalnych Akademii Me-
dycznej pochodzily z sekcji wykonywanych w latach 1974-1995.

Badane fragmenty tkankowe moézgu i narzadéw wewngtrznych utrwalano w 10 %
formalinie i nastgpnie zatapiano w sposob typowy w parafinie. Wszystkie mozgj poddane
byly wstgpnej ocenie neuropatologicznej w oparciu o barwienia rutynowe (hematoksyli-

na-cozyna) i impregnacj¢ srebrowa metodami wg.Bodiana/PAS lub Bielschowskiego

w modyfikacji Yamamoto).
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METODY

1. Badania immunohistochcmiczne

Parafinowe bloczki tkankowe, krojono seryjnie na skrawki grubosci 7 mikrometrow
dla potrzeb morfometrii. Pozostaly material badano na skrawkach nieseryjnych. Ruty-
nowo wykonywano barwienie hematoksyling-eozyna (HE), oraz przy zastosowaniu me-
tody Kliivera-Barrery, a takze impregnacj¢ srebrowa wedlug metody Bodiana/PAS, albo
Bielschowskiego w modyfikacji Yamamoto. Z zasady wykonywano rowniez barwienie

tioflawing S i czerwienia kongo. Tioflawina S jest fluorochromem, po wybarwieniu kto-

rym B-amyloid wykazuje w mikroskopie fluorescencyjnym charakterystyczne ziclo-
no-zolte swiecenie. Amyloid zabarwiony czerwienia kongo daje jaskrawo-zielone $wie-
cenic w $wietle spolaryzowanym. Odczyny immunohistochemiczne wykonywano na
skrawkach parafinowych, metoda ekstrawidynowo-biotynowa. W celu mocniejszego
przytwierdzenia skrawka tkankowego do szkielka podstawowego, przed rozpoczgciem
barwienia preparaty ogrzewano do temperatury 37°C w ciagu 24 godzin. Po odparafi-
nowaniu i uwodnieniu skrawki poddawano dziataniu metanolu z 0,06% L0, przez 20
minut, w celu zablokowania endogeunej peroksydazy, po czym preparaty plukano w bu-
forze fosforanowym przez 30 minut. W celu uniknigcia wiazan krzyzowych przez 30
minut dzialano na tkanke 20% cielgcg surowicg (GIBCO). Po usunigciu surowicy bloku-
jacej dzialano przeciwcialem pierwotnym. Wilgotna, szczelng komorg, zawierajaca ba-

dany material zostawiano na noc w temperaturze +4°C. Po wyplukaniu w buforze fosfo-
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ranowymm (PBS) przez okres 30 minut, skrawki inkubowano z wtérnym przeciwcialem
przez okres 60 min. w temperaturze pokojowe;j (Hsu, Raine 1981). Uzywano wtornych
biotynylowanych przeciwcial przeciw immunoglobulinom mysim dla przeciwcial mo-
noklonalnych i kréhczym dla przeciwcial poliklonalnych. (Amersham 1:200). Skrawki
ponownie plukano w PBS i dzialano na nie ekstrawidyna (ExtrAvidin-Peroxidase, SIG-
MA). Reakej¢ barwna wywolywano przy uzyciu diaminobenzydyny z 0,01% 1LO,,
zmieniajac czas dzialania w zaleznoéci od rodzaju przeciwciala pierwotnego. Po prze-
rwaniu reakcji plukaniem woda biezaca, preparaty podbarwiano wodnym roztworem
hematoksyliny, nastgpnie odwadniano, i pokrywano balsamem kanady;jskim.

Dla potrzeb prowadzonych badan uzywano liczne przeciwciala znajdujace si¢ w pro-
dukcji przemyslowej oraz oryginalnych, pozyskiwanych laboratoryjnie. Wykorzystywane
przeciwciala zestawiono w tabelach 1 i 2. Przeciwciala przemystowe obejmowaly in-
munohistochemiczne znaczniki astrogleju, (GFAP-kwasne bialko wldkienkowe gleju),
mikrogleju (anty ferrytyna, HLA-DR - antygen zgodnoéci tkankowej - CR3/43, LCA -
powszechny antygen leukocytarny, LN 1 - ludzki antygen B-limfocytow, i lektyna RCA
1 - ricinus communis - racznik pospolity), makrofagow (o 1-anty chemotrypsyna, o, anty
trypsyna i anty muramidaza), elementow $ciany naczyniowej (SMA - antygen migsniow-
ki gladkiej, fibronektyna), miehny (zasadowe bialko mieliny - MBP), cial Lewy'cgo
(ubikwityna) (Tab. 1).
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Tabela 1. Przeciwciala przemystowe zastosowane w badaniach immunohistochemicznych

Cel barwienia Nazwa przeciwciala i Pochodzenie | Rozcienczenie
Astrocyty GFAP DAKO 1:1000
Mikroglej Anty ferrytyna SIGMA 1:1000
Mikroglej HLA-DR DAKO 1:50
Mikroglej LCA DAKO 1:5000
Mikroglej LN 1 ICN bez rozcien.
Mikroglej RCA1 (lektyna) DAKO 1:200
Makrofagi a 1-anty chemotrypsyna DAKO 1:1000
Makrofagi a-anty trypsyna DAKO 1:1000
Makrofagi Anty muramidaza DAKO 1:1000
Miesniowka naczyn | SMA DAKO 1:200
Sciana naczyn Anty fibronektyna DAKO 1:500
Mielina MBP SIGMA 1:1000

ZN, ciala Lewy'ego | Anty ubikwityna SIGMA 1:30

Wykorzystywane przeciwciala oryginalne wyprodukowane laboratoryjnie pochodzily

w wigkszosci z Institute for Basic Research (IBR), Staten Island. Dla uwidocznienia bla-

szek starczych uzZywano przeciwciala monoklonalne skierowane na B-peptyd, wyprodu-
kowane przez dr K. S. Kima (Kim i wsp. 1988): monoklonalne przeciwcialo 4G8 - prze-
ciw epitopom polozonym w laicuchu od 17 do 24 aminokwasu B-peptydu, i 6E10 prze-
ciw epitopom na pierwszych 17 aminokwasach B-peptydu, a takze surowice przeciw pa-
tologicznym biatkom cytoskeletonu, parzystym spiralnie skrgconym filamentom (PHF)
(1.Grundke-Igbal i wsp. 1985). Stosowano rowniez przeciwcialo monoklonalne anty tau

1 (Binder i wsp. 1985) skierowane przeciw PHF, monoklonalne przeciwciato 3.39 prze-
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ciw epitopom na 50-65 aminokwasie laficucha ubikwityny (Grundke-Igbal i wsp. 1985),

wyznaczajacym PHF i ciala Lewy'ego (Tab. 2).

Tabela 2. Oryginalue przeciwciala stosowane w barwieniach mmunohistochemicznych

Nazwa przeciwciala | Pochodzenie Rozcienczenie Element

monoklonalnego wybarwiony

4G8 IBR 1:4000 B-amyloid
Epitop 17-24

6E10 IBR 1:10000 B-amyloid
Epitop 1-17

Anty tau 1 IBR 1:10000 PHF

3.39 IBR 1:10000 Ubikwityna

Epitop 50-65

Przeciwciala poliklonalne i monoklonalne skierowane przeciwko poszczegdlnym
fragmentom prekursora $-amyloidu produkowano poslugujac si¢ otrzymanymi w Labo-
ratorium Peninsula w Belmont, syntetycznymi peptydami. Umiejscowienie poszczegol-
nych peptydow na czasteczce prekursora przedstawia rycina 1.

Dla ulatwienia wiazania epitopu z przeciwcialem lub w celu odslonigcia epitopu sto-
sowano rozne dzialania przygotowawcze. Migdzy innymi dzialano fosfataza alkaliczng
(SIGMA) w przypadku przeciwciala przeciw bialku tau 1, proteinaza K (SIGMA), i he-
parynazg siarczanows. W badaniach nad prekursorem amyloidu dzialano na badang
tkank¢ dehydrogenaza glutaminowa. W celu zniwelowania dodatkowych nieswoistych
barwien, skladajacych si¢ na tlo, a takze ulatwienia wiazania epitop - przeciwcialo uzy-

wano detergentow - tritonu lub tween'u. Przed inkubacja z przeciwcialem pierwotnym
g Ja z p p Yy
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skierowanemu przeciw B-peptydowi dzialano na skrawki przez 30 minut stgzonym kwa-
sem mrowkowym (Kitamoto i wsp. 1987).

W przypadku jednoczesnego stosowania dwoch réznych przeciwcial, przy barwie-
niach podwéjnych, uzywano 0.005% roztworu soli kobaltu jako drugiego barwnika.

Swoistos¢ barwien immunohistochemicznych kontrolowano przy uzyciu nastgpuja-
cych préb; w przypadku przeciwcial oryginalnych przeprowadzano probg barwiac suro-
wica przedimmunizacyjng, jak réwniez opuszczajac pierwotne przeciwcialo. W odczy-
nach ujawniajacych B-amyloid wykonywano kontrol¢ dodatnia z zastosowaniem skraw-
kéw pochodzacych ze zweryfikowanego przypadku choroby Alzheimera.

Dla potrzeb mikroskopii elektronowej zastosowano technik¢ nnmunocytochemiczng

z wykorzystaniem zlota koloidalnego do wyznaczenia widkienek amyloidu.

2. Badania morfometryczne

2.1. Badania morfometryczne dla ilosciowej oceny blaszek starczych i zwyrodnienia
neurofibrylamego w moézgach chorych z opéznieniem rozwoju, przeprowadzano przy
pomocy automatycznego analizatora obrazu (Quantimet 970, Cambridge Instrument),
wspolpracujacego z mikroskopem Axiophot. W przypadku kory nowej i hipokampa
oceniano odpowiednio 9 i 6 nie zachodzacych na siebie pol. Zliczano $redniq liczbg bla-
szek starczych przypadajacych na 1 mm? automatycznie, po obrysowaniu recznym
i usunigciu z analizowanych automatycznie pol profili innych niz blaszki, charakteryzuja-
cych si¢ zblizonym odcieniem szarosci. W przypadku neuronéw ze zwyrodnieniem neu-
rofibrylarnym postugiwano si¢ mikroskopem $wietlnym Zeissa, przy powigkszeniu 400x.
Obrazy mikroskopowe rzucano na papier i obrysowywano neurony z cechami zwyrod-
nienia neurofibrylarego. Dla kazdego przypadku obrysowywano 25-40 nie zachodza-
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cych na siebie pél. Z otrzymanych rysunkow obliczano srednia liczbe badanych struktur

na powierzchni 1 mm?, uzywajac polautomatycznego analizatora obrazu (Videoplan, Ze-

issa).

2.2. Dla poréwnawczej oceny stosunku liczby zlogow amyloidu i ich wystgpowania
w obrebie poszczegdlnych warstw kory do liczby neuronéw z cechami zwyrodnienia
neurofibrylamego w grupach przypadkow z otgpieniem i bez otgpienia, liczono patolo-
giczne struktury w pigciu kolejnych nie zachodzacych na siebie polach w powigkszeniu
100 x i okreslano $rednig liczb¢ badanych struktur przypadajacych na 1 mm? . Badania
przeprowadzano na seryjunych skrawkach oddzielnie dla kory czolowej i hipokampa.
W ten sam sposob liczono neurony ze zwyrodnieniem ncurofibrylamnym i blaszki starcze
a takze ciala Lewy'ego w jadrze miejsca sinawego i istocie czamej. Przy zastosowaniu tej
samej metody okreslano $rednia liczb¢ komérek mikroglejowych w istocie czamej

w przypadkach choroby Alzheimera, choroby Parkinsona i w przypadkach kontrolnych.

2.3. W celu okreslenia wspolwystgpowania B-amyloidu i astrogleju w blaszce starczej,

obrysowywano blaszki starcze z dodatnim odczynem przeciwko B-amyloidowi a nastgp-
nie rzucano na ten sam schemat blaszki dodatnie w odczynie przeciwko GFAP w 10 nie
zachodzacych na siebie polach. Oba nakladane obrazy pochodzily z sasiednich skrawkow
krojonych seryjnie co 7 mikrondw, na ktorych naprzemiennie wykonywano oba odczyny
immunohistochemiczne. Badano po 20 skrawkow z plata czolowego w powigkszeniu
100x, a uzyskane wartosci liczbowe przeliczano na liczbe badanych struktur przypadaja-

cych na 1 mm?
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3. Badania znamiennos$ci statystycznej

3.1. Dla potrzeb znalezienia wlasciwych narzgdzi retrospektywnej oceny otgpienia na
podstawie dokumentacji (przez dwie niezaleznie badajace osoby) uzywano: test phi dla
plci, test Cramera dla przyczyny $mierci, test Pearsona dla wieku w chwili $mierci, sto-
sowano takze test 2 i analizg¢ wielokrotnej regresji dla korelacji kliniczno-patologicznych.

3.2. Dla oceny statystycznej znamiennosci zroznicowania, topograficznego wystgpo-

wania zlogéw amyloidu w obrgbie poszczegolnych warstw kory wykorzystano test stu-

denta-t, i *, analizowane w systemie SAS, a takze analiza wielowariantowa.

3.3. Uzywano rowniez test ANOVA dla wielokrotnych poréwnan majacych na celu
ustalenie statystycznej znamiennosci wynikéw dotyczacych liczby komérek mikroglejo-
wych w obrgbie istoty czamej w przypadkach choroby Alzheimera i choroby Parkinsona

w poréwnaniu z grupg przypadkéw starczych.
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WYNIKI

1. Przydatno$¢ dokumentacji lekarskiej dla oceny ot¢pienia

w badaniach retrospektywnych

Badania przeprowadzono na podstawie dokumentcji pochodzacej z kolekeji Jervisa.
Kolekgj¢ t¢ stanowila szczegolna populacja pensjonariuszy domu opieki, do ktorego tra-
fili z powodu opoéznienia rozwoju. Material kliniczny oceniano czgsciowo (30%) dwu-
krotnie, Wykonywal to w kazdym przypadku neurolog a w grupie 21 historii choréb,
niezaleznie od niego psycholog. Zadanie polegalo na postawieniu rozpoznania otgpienia
na podstawie historii choroby i zawartych w niej informacji na temat stanu fizycznego
i psychicznego chorych. Na podstawie retrospektywnej oceny u 16 0s6b w badanym ma-
teriale rozpoznano otgpienie. Okazalo si¢, ze zgodnos¢ ogélnego wrazenia co do mozli-
wosci retrospektywnego rozpoznania demencji przez neurologa i psychologa wynosi
srednio 83,6%. Brak 100% zgodnosci oceny wynikal z niskiej ;jakosci badanej dokumen-
tacji, jej niejednorodnosci, zmiennosci w zaleznosci od czasu w jakim powstala. Innym
problemem by} fakt, ze oceniani pacjenci wykazywali znacznego stopuia zaburzenia wy-
nikajace z uposledzenia ogolnego stanu zdrowia, w tym zaburzenia ukladu krazenia, co
czgsto ograniczalo ich wydolnos¢ ruchows a przez to mozliwosci ich funkcjonowania by-
ly gorsze, nizby to wynikalo z uposledzenia funkcji poznawczych. Na podstawie oceny
calego materiatu (Tab. 3) nalezy stwierdzié, ze retrospektywne rozpoznanie otgpienia by-

lo mozliwe u pensjonaiuszy zdrowych fizycznie (25 0sob), u ktorych pojawily si¢ zabu-
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rzenia ruchowe i spadek ilorazu inteligencji co najmniej o 10 punktow, ktorym towarzy-

szyly nieprawidlowosci zachowania.

Tabela 3. Kliniczne przejawy uposledzenia stanu zdrowia i funkcji psycho-spolecznych

ocenianych na podstawie analizy historii chor6b

Wskaznik kliniczny Degradacja
Tak Nic F.E.
Pogorszenie sprawnosci ruchowej 14 47 9
Wystapienie drgawek 3 61 6
Leczenie psychotropowe 13 53 4
Spadek ilorazu inteligenciji o 10 pkt. 18 45 1
Zaburzenia zachowania 23 37 10
Nieprzystosowanie spoleczne 12 46 9
Zaburzenia mowy 5 62 3
Nieumiejetno$¢ jedzenia 6 62 2
Utrata nawykow sanitarmych 17 47 6
Nieumiejetnos¢ ubierania si¢ 14 49 7
Utrata umiej¢tnosci pisania i czytania 1 21 48
Utrata zatrudnienia 29 16 20
Rozpoznanie otepienia na podst. dokumentacii 16 54 0

Wyjasnienie skrotéw; F.E .- floor effect- niemozno$¢ oceny pogorszenia funkcji wobec ich skrajnie
niskiego poziomu wyjsciowego. Uwaga ! W przypadkach, w ktérych suma danych jest mniejsza

niz 70, oznacza to luki w posiadanej dokumentacji.
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Zaden typ stwierdzonych zmian neuropatologicznych nie byl w sposob Znamienny

skorelowany z ocenianym retrospektywnie otgpieniem (Tab. 4).

Tabela 4. Czgstos¢ wystgpowania kongofilnej angiopatii, blaszek starczych i neuronéw
z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego w 70 przypadkach osob

opo6znionych w rozwoju

Wynik badania Liczba Procent badanej
neuropatologicznego* przypadkow populacji
Kongofilna angiopatia 22 31,4

BS, hipokamp 17 243

BS, kora nowa 28 40,0

ZN, hipokamp 18 25,7

ZN, kora nowa 2 2,9

* Ocena na podstawie impregnacji srebrowej wg, Bielschowskiego w modyfikacji Yamamoto.

Liczba mézgéw, w ktorych stwierdzono obecnosé blaszek starczych (31,4 %) w po-
pulacji pacjentow z opdznieniem rozwoju byla taka sama jaka wedlug danych z pismien-
nictwa wystgpuje w populacji ludzi w tym samym wieku, bez opdznienia rozwoju. Bylo

to prawdziwe takze dla grupy 385 przypadkow zmarlych w wieku pomigdzy 23 a 90 lat.

2. Poszukiwanie komorki - "producenta” bialka prekursorowego

amyloidu

Badania przeprowadzono uzywajac poliklonalnych przeciwcial skierowanych przeciw

syntetycznym fragmentom bialka prekursorowego amyloidu (APP) (Ryc. 1).
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2.1. Wystgpowanie poszezegdlnych fragmentow prekursora dla amyloidu

w korze nowej mozgu

Dla kory nowej mézgow o0sob z rozpoznana klinicznie choroba Alzheimera uzyskano
nastgpujace wyniki. Przeciwcialo przeciw peptydowi nr 1 (epitopy pomigdzy 747-770
aminokwasem APP) barwilo aksony i mieling, (Ryc. 2.), przeciw peptydowi nr 2 (epito-

py pomigdzy 724-746 aminokwasem APP) nie dawato dodatniego odczynu z zadna ko-

morka w korze mézgu. Przeciwciala skierowane przeciw B-peptydowi (672-695 ami-
nokwasy APP) wyznaczaly amyloid w oponach migkkich i w Scianach naczyi (Ryc. 3.).
W neuropilu widoczne byly zmiany amyloidowe zarowno rozlane (Ryc. 4) jak i ognis-

kowe (Ryc. 5). Obserwowano takze dodatnie barwienie w tanacytach i komoérkach splo-

tu naczyniowkowego. Przeciwcialo przeciw B-peptydowi wyznaczalo takze ziama lipo-
fuscyny w neuronach (Ryc. 6). Surowice przeciw peptydowi nr 3 (647-671 aminokwasy
APP) barwily naczynia oponowe, oraz wypustki astrogleju wokél blaszek starczych.
Dodatniq reakcj¢ z przeciwcialem przeciwko peptydowi nr 5 (495-516 aminokwasy
APP) obserwowano glownie w aksonach (Ryc. 7) i w scianach naczyii. Ten typ barwie-
nia wystgpowal w powierzchownych warstwach kory ograniczajac si¢ do jej [ i 11 warst-
wy. Surowice przeciw peptydowi nr 4. (MR-27) (384-405 aminokwasy APP) barwily
komorki mikroglejowe wraz z wypustkami (Ryc. 8ab), zarowno w mézgach chorych
z chA, mozgach starczych, jak i w mozgach mlodych ludzi, bez amyloidu. W mézgach
chorych z chA komoérki mikroglejowe stwierdzano prawie zawsze wewnatrz zlogow
amyloidu. Przeciwcialo skierowane przeciw peptydowi 8 (353-367 aminokwasy APP)
wyznaczato wiokna tkanki lacznej i fibroblasty zgromadzone wokot naczyin w sposob
identyczny do surowicy przeciw fibronektynie (Ryc. 9). Przeciwcialo wyprodukowane

przeciwko peptydowi 7 (299-319 aminokwasy APP), odmiennie do 8 barwilo migs-
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Rycina 1. Antygeny syntetycznego peptydu



Rycina 2.

Przypadek chA. Barwienie immunohistochemiczne przy uzyciu surowicy
przeciw peptydowi 2 bialka prekursorowego amyloidu. Wybarwione zmie-
linizowane aksony. Pow. 200x

Rycina 3.

Przypadek chA. Barwicnie przy uzyciu przeciwciala skierowanemu prze-
ciw peptydowi-B. Widoczny dodatnio wybarwiony podoponowy obszar
drobinowej kory, opona i naczynia oponowe. Pow. 200x

Rycina 4.
Przypadek chA. Rozlane zlogi amyloidu uwidocznione przez przeciwcialo
przeciw [3-amyloidowi. Pow. 200x

Rycina 5.

Ogniskowe zlogi amyloidu wybarwione surowica przeciw B-peptydowi.
Strzalka wskazuje naczynie ze srodsciennymi zlogami amyloidu - cechy
kongofilnej angiopatii. Pow. 200x

Rycina 6.

Przypadek chA. Neurony z ziarnami lipofuscyny wyznaczonymi przez su-
rowice przeciw B-peptydowi (strzalki). Widoczny takze ogniskowy depo-
zyt amyloidu - blaszka prymitywna. Pow. 400x

Rycina 7.
Przypadek kontrolny, mlody (27 lat). Surowica przeciw peptydowi 5.
Widoczne dodatnie dla barwienia aksony. Pow. 200x
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niowke naczyin w sposob zblizony do anty aktyny (SMA) (Ryc. 10). Poza blong srod-
kowa naczyn dodatni odczyn wykazywaly takze neurony oraz komorki makrogleju.
Przeciwciala (dwa przeciwciala poliklonalne: MR13 i MR14) przeciwko pcptydowi nr 6
(98-116 aminokwasy APP) dawaly dwa réine obrazy. MR 13-6 wybarwilo dodatnio as-
trocyty, ich wypustki i ciala komorek nerwowych (Ryc. 11abc). Po preinkubacji z dehy-

drogenaza glutaminowa barwienie to nie pojawialo si¢. MR 14-6 natomiast, dawalo do-

datni odczyn z jadrami komorek nerwowych a niekiedy rowniez glejowych (Tab. 5).

Tabela 5. Wyniki badai immunohistochemicznych przy uzyciu przeciwcial

skierowanych przeciw fragmentom bialka prekursorowego dla amyloidu

Badany fragment Kora nowa Mozdzek
prekursora
Peptyd 1 Aksony, mielina Ujemny
(747-770)
Peptyd 2 Ujemny Komorki Purkinjego
(724-746)
B-peptyd Zlogi amyloidu ogniskowe Zlogi amyloidu, naczynia
(672-695) i rozproszone, naczynia,
tanacyty, splot naczyniow-
kowy i lipofuscyna
Peptyd 3 Naczynia, astroglej Neuryty
(647-671) (warstwa drobinowa kory)
Peptyd 4 Mikroglej Mikroglej
(384-405)
Peptyd 5 Naczynia Ujemny
(495-516)
Peptyd 8 Fibroblasty Ujemny
(353-367)
Peptyd 7 Migsniowka naczyn Wypustki neuronow
(299-319)
Peptyd 6 Astrocyty, jadra neuronow Wypustki neuronow
(68-116) i mikrogleju (warstwa ziarnista kory)
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Badania przeprowadzone w moézgach zwierzgcych byly negatywne poza obecnoscia

zlogow B-amyloidu u 15-letniego psa. Stwierdzono takze dodatnie barwienie dla mikrog-

leju malpy przy zastosowaniu przeciwciala przeciw peptydowi 4.

2.2. APP w mézdzku w chorobie Alzheimera

Przeciwcialo przeciwko peptydowi nr 2. barwilo ciala i dendryty komérek Purkinjego
(Ryc.12). Surowice przeciw B-peptydowi wyznaczaly naczynia oraz amyloid w warstwie
drobinowej, ziarnistej i w istocie bialej. Przeciwciala skierowane przeciw epitopom pep-
tydu nr 3 barwily wypustki komorek nerwowych w warstwie drobinowej. Surowica
przeciw peptydowi 4, dawala wynik dodatni z komérkami mikroglejowymi zwigzanymi
ze zlogami amyloidu a rzadziej niepowigzanymi z nimi, we wszystkich warstwach kory
(Ryc. 13ab). Przeciwcialo przeciw peptydowi 7 barwilo wypustki komérek nerwowych
w warstwie drobinowej (Ryc. 14). Surowica skierowana przeciwko peptydowi 6 takze
wyznaczala wypustki komorek nerwowych, ale zastosowanie preinkubacji z dehydroge-

naza glutaminowa niwelowalo odczyn.

2.3. APP w siatkéwce szczura

Przeciwcialo przeciw peptydowi nr 1. wybiérczo wybarwialo komérki Mullera. Su-

rowice przeciw B-peptydowi dawaly dodatni odczyn we wszystkich warstwach siatkow-

ki. Przeciwcialo przeciw peptydowi 7 barwilo wylacznie migsnidowke naczyi (Ryc. 10).
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Rycina 8a-b.

Przypadek chA, kora plata skroniowego. Strzalki na obu rycinach
wskazujq komorki mikrogleju wyznaczone przez surowicg skicrowang
przeciw peptydowi 4. Pow. 400x

Rycina 9.

Starczy przypadek kontrolny. Przeciwcialo skicrowane przeciw peptydowi
8 prekursora amyloidu. Sciana naczynia wybarwiona w sposob typowy dla
fibroncktyny. Pow. 400x

Rycina 10.

Przypadek starczy, kontrolny. Przeciwcialo przeciw peptydowi 7 bialka
prekursorowego amyloidu barwilo $ciany naczyn w sposob typowy dla
przeciwcial przeciw migéniowee gladkicj naczyf. Pow. 400x

Rycina lla-c.

Przypadek chA. a. surowica skicrowana przeciw peptydowi 6-13, wybar-
wione astrocyty. Pow. 200x; b. widoczne dodatnic dla surowicy astrocyty
w warstwic drobinowej kory (strzalka). Pow. 200x; ¢. dodatnic dla barwic-
nia przy uzyciu surowicy przeciw petydowi 6-13 prekursora amyloidu ciala
neuronow. Pow. 400x






Rycina 12.

Fragment mozdzku z przypadku chA. Barwicnie przy uzyciu surowicy
skicrowanej przeciw peptydowr 2 prekursora amyloidu. Dodatnio wybar-
wione cialo komorki Purkinjego. Pow. 400x

Rycina 13a-b.

Przypadek chA, mozdzek - przeciwcialo przeciw petydowi 4 prekursora
amyloidu. Widoczne wybarwione dodatnio komorki mikroglcju (strzalki).
a. komorki mikroglcju w warstwie komorck zwojowych. Pow. 200x;
b. komorki mikrogleju wewnatrz zlogu amyloidowego w warstwic drobi-
nowej kory mozdzku. Pow. 200x

Rycina 14.

Przypadek chA, fragment kory mozdzku. Wybarwione wypustki komo-
rck nerwowych w warstwic drobinowej. Surowica przeciw peptydowi 7
bialka prekursorowego dla amyloidu. Pow. 400x






2.4, APP w narzadach, poza osrodkowym ukladem nerwowym

Nie udowodniono obecnosci badanych fragmentow APP w komorkach ukladu sia-
tcczkowo-$rodblonkowego w narzadach wewngtrznych (makrofagi w plucach, komdrki
Browicz-Kupfera w watrobie) ani u 0sob z chA ani w narzadach pochodzacych z przy-
padkow bez cech otgpienia ani takze w badanych narzadach szczura i malpy. Przy uzy-
ciu dostgpnych przeciwcial udowodniono barwienie dodatnie jedynie w komérkach

miazszu Sledziony i fibroblastow torebki, a takze torebki watroby.

3. Charakterystyka form morfologicznych zlogéw amyloidu w oun

Uzycie swoistych surowic przeciw B-amyloidowi pozwohlo na opisanie nowych, nie
zanych przedtem form morfologicznych zlogéw amyloidowych w oun. Opisano dwa
rodzaje depozytow amyloidu: 1/ amyloid rozproszony (Ryc. 4); i 2/ amyloid wystgpuja-
cy ogniskowo w postaci blaszek starczych w neuropilu (Ryc. 5) lub tez w $cianach na-
czyn (Ryc. 15).

Do amyloidu rozlanego albo amorficznego zaliczono amyloid podoponowy (Ryc. 16)
zajmujacy drobinowa warstwg kory. Obserwowano tez amyloid "wstazkowy" wystgpu-
Jacy podwyscidtkowo, stanowiacy nagromadzenie substancji dajacej dodatni odczyn
przy uzyciu przeciwcial przeciw -amyloidowi. Bardziej rozproszony amyloid roézniacy
si¢ od amyloidu wstazkowego, wystgpowal w okohcy parahipokampalnej, przede wszys-

tkim w korze srodwgchowej. W badaniach immunohistochemicznych przy uzyciu prze-

ciwcial przeciwko B-peptydowi, uzyskano w tym przypadku blade, delikatne i rozlane

zabarwienie tkanki. Amyloid amorficzny stwierdzano takze w jadrach podstawy.
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Na podstawie swoistych badan immunohistochemicznych potwierdzono wystgpowa-
nie znanych dotychczas form amyloidu ogniskowego takich jak: blaszka prymitywna,
klasyczna i blaszka wypalona (Ryc. 17ab).

Blaszka prymitywna - jest strukturg, ktora nie ma "amyloidowego" rdzenia, skladajac
si¢ jedynie z luznych pasm wlokieniek amyloidowych, widocznych wyraznie w odczy-
nach immunohistochemicznych. Wydaje si¢ przy tym, ze wlokienka amyloidowe otacza-
ja nieuszkodzone neurony. Tego rodzaju ogniskowe zlogi amyloidowe wystgpuja mig-
dzy innymi w korze nowej. Natomiast w jadrach podstawy obecne sq niemal wylacznie
blaszki prymitywne. Sa one obecne w skorupie, galce bladej, oraz w jadrze ogoniastym.
W przypadku amyloidozy PrP dodatniej w chorobie CJD, w ktorej stwierdzono obec-
nos$é blaszek B-amyloidowych, byly to w wigkszosci rowniez blaszki prymitywne (Ryc.
18).

Blaszka klasyczna rozni si¢ od prymitywnej obecnoscia masy amyloidowej w postaci
rdzenia, zajmujacego czg$C centralng blaszki, otoczonego wieiicem neurytycznym.
Blaszki starcze klasyczne wystgpowaly glownie w korze nowej i hipokampie wraz z oko-
lica parahipokampalng (Ryc. 19ab).

Nieco rzadziej, niz opisane powyzej blaszki, czgsciej jednak niz w klasycznych im-
pregnacjach srebrowych, uwidocznialy si¢ w barwieniu immunohistochcmicznym blaszki
wypalone. Stanowily one struktury zlozone wylacznie z amyloidowego rdzenia bez
wienca neurytycznego. Blaszki wypalone obserwowano przewaznie w V i w VI warst-
wie kory i to czgsto w tych obszarach, w ktorym nie stwierdzano innych postaci zlogow
amyloidu (Ryc.17b).

W istocie bialej reakcje immunohistochemiczne przeciwko B-amyloidowi wykazywa-
ly ziarniste struktury, na ogo! rozproszone (Ryc. 20), a niekiedy tylko przyjmujace po-

sta¢ drobnych skupisk polozonych pomigdzy nicuszkodzonymi zmielinizowanymi wiok-
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Rycina 15.
Przypadek chA. Cechy kongofilnej angiopatii, widoczny takze amyloid
w neuropilu. Barwienie immunohistochemiczne przy uzyciu przeciwciala

przeciw 3—amyloidowi (mab. 4G8). Pow. 400x

Rycina 16.

Przypadek chA. Zlogi amyloidu w neuropilu warstwy I kory, widoczne na-
czynia z cechami kongofilnej angiopatii (strzalki) i amyloid w oponie
mig¢kkiej (mab. 4G8). Pow. 200x

Rycina 17a-b.

Przypadek chA. Barwienie przy uzyciu przeciwciala mab. 4G8. a. klasycz-
na blaszka starcza (duza strzalka), mala strzalka wskazuje zlog prymityw-
ny. Pow. 200x, b. blaszki starcze wypalone. Pow. 200x

Rycina 18.
Przypadek amyloidozy PrP dodatniej. Barwienie przeciw P-peptydowi.
Z16g B-amyloidu wokol blaszki PrP (strzalka). Pow. 400x

Rycina 19a-b.

Klasyczna blaszka starcza. Rdzen amyloidowy otoczony wiencem.
a. barwicnic 4G8, przeciw B-amyloidowi, widoczne obie czg¢sci skladowe
blaszki. Pow. 400x; b. ta sama blaszka, barwienie przy uzyciu surowicy
przeciw bialku tau 1. Widoczne bardzo wyrazne tau dodatnie neuryty
w blaszce. Obok neurony z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego.
Pow. 400x

Rycina 20a-b.
Przypadek chA. Barwienie immunohistochemiczne przeciw -amyloidowi.

Widoczne zlogi B-amyloidu w istocie bialej plata czolowego. a. Pow.
200x; b. Pow. 400x






nami nerwowymi.Obserwowano "ukladanie" si¢ ziaren amyloidowych wyraznie wzdluz
wilokien nerwowych.

Ocena wystgpowania ztogow amyloidu w moézdzku, przeprowadzona na 100 chorych
zmartych z powodu udaru moézgu po 80 roku zycia wykazala, ze obrazy immunohisto-
chemiczne ujawniaja tu wszystkie znane formy amyloidu. Najczgsciej byl to jednak amy-
loid rozproszony, ukladajacy si¢ kolumnowo w warstwie drobinowej kory (Ryc. 21).
Obecne byly rowniez ogniskowe struktury amyloidowe: blaszki starcze prymitywne
i klasyczne (Ryc. 22ab), a takze amyloid okolonaczyniowy. BS prymitywne i klasyczne
wystgpowaly na ogol w warstwie drobinowej, w warstwie komérek zwojowych (zltogi
typu "gwiazdowego") (Ryc. 23) oraz w warstwie ziarnistej wewnetrznej (Ryc. 24). Przy

szczegOlnym nasileniu zmian, byly one obecne rowniez w istocie bialej.

4. Topografia amyloidu w oSrodkowym ukladzie nerwowym
w przypadkach starczych (w tym z pierwotnym opéznieniem

rozwoju) i w chorobie Alzheimera

4.1. W populacji 100 chorych po 80 roku zycia zmarlych z powodu udaru stwierdzo-
no obecnos¢ amyloidu w mozgu w 75 przypadkach, w 15 sposrod ktérych w oparciu
o dane z wywiadu i analizg przebiegu klinicznego mozna bylo retrospektywnie rozpoz-
na¢ zespot otgpienny. Nie stwierdzono klinicznych cech otgpienia pomimo obecnosci
blaszek starczych w korze czolowej u 60 chorych (Tab. 6). U 12 chorych blaszki starcze
wspolistnialy z neuronami wykazujacymi cechy zwyrodnienia neurofibrylarmego wyste-
pujacymi w korze czolowej i hipokampie; 4 chorych w tej grupie wykazywalo objawy

demencji.
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Zwracalo uwagg znacznie czgstsze wystgpowanie amyloidu w postaci BS niz kongo-
filnej angiopatii. Tylko w 22 mdzgach rozpoznano amyloidozg¢ naczyn (w tym w 3 przy-
padkach chorych z otgpieniem w obrazie klinicznym). Nie dostrzezono istotnej roznicy
miedzy wystgpowaniem zmian starczych w korze nowe;j i starej. Istniata jedynie niewiel-
ka tendencja do czgstszego wystgpowania amyloidu w hipokampie (Ryc. 25) u chorych
z zespolem otgpiennym. Roznica nie byla jednak istotna statystycznie. Amyloid w mozd-
zku wystgpowal zdecydowanie czgéciej u chorych z otgpieniem (w 23% przypadkow).
W 4 przypadkach ogniskowym zlogom amyloidowym w korze mézdzku nic towarzy-
szyla kongofilna angiopatia. Nie stwierdzono znamiennosci we wspolistnieniu kongofilnej
angiopatii w oun u chorych z rozpoznana klinicznie cukrzyca, nadcisnienieniem ani tez

udarem spowodowanym wylewem krwi do mézgu.

Tabela 6. Wystgpowanie zmian neuropatologicznych typu alzheimerowskiego

Struktura Angiopatia Blaszki Zwyrodnienic
anatomiczna kongofilna starcze ncurofibrylarne
Kora czolowa 22* 75 12
Hipokamp 24 74 17
Mozdzek 27 31 0

*liczba przypadkow

Jak wynika z tabeli 6, w wieku powyzej 80 roku zycia amyloid wystgpowal zarowno

w korze nowej (czotowej) jak i w hipokampie (pozajednym przypadkiem). Kongofilna

angiopatia byla zjawiskiem znacznie rzadszym niz ogniskowe zlogi amyloidu w neuropilu.
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Rycina 21.
Przypadek zaawansowancj chA. Zlogi amyloidu rozproszonego w warst-
wic drobinowej kory moézdzku (strzalka). Barwienie immunohistochemicz-

ne przeciw -amyloidowi (mab. 4G8). Pow. 400x

Rycina 22a-b.

Przypadek chA. Surowica przeciw -peptydowi. Warstwa drobinowa kory
mozdzku. a. strzalki wskazuja ogniskowe zlogi -amyloidu. Pow. 400x;
b. zIog ogniskowy w warstwie drobinowej kory mozdzku. Pow. 400x

Rycina 23.
Barwienie przeciw f-amyloidowi. ZIog ogniskowy w warstwic komorek
zwojowych mézdzku. Pow. 400x

Rycina 24.
Ogniskowe zlogi B-amyloidu w warstwic ziarnistej wewngtrznej kory
mozdzku. Pow. 400x

Rycina 27a-b.

Przypadek chA. Dwa sasiednie skrawki pochodzace z hipokampa. a. bar-
wienie przeciw B-amyloidowi uwidacznia dwa klasyczne zlogi ogniskowe
amyloidu. Pow. 400x; b. barwienic skierowane przeciw bialku tau 1, z tego
samego przypadku. Widoczne liczne nitki neuropilowe, neurony z cechami
zwyrodnienia ncurofibrylarncgo 1 neurytyczny komponent (strzalki) obu
klasycznych zlogdw uwidocznionych na rycinie 27a. Pow. 200x






Rycina 25. Obecnos¢ blaszek starczych, kongofilne; angiopatii w mézgach chorych zmartych
w wieku powyzej 80. roku zycia w grupie przypadkéw z otepieniem i bez otgpienia

KORA CZOLOWA HIPOKAMP MOZDZEK

BS - blaszki starcze KA - kongofilna angiopatia

ZNW. - zwyrodnienie nerwowo-widkienkowe chorzy z otepieniem



4.2. W 385 przypadkach (23-90 lat) z pierwotnym opodznieniem rozwoju obserwowa-
10 znamienng przewagg wystgpowania zmian amyloidowych w korze nowej i $rodwe-

chowej w poréwnaniu z hipokampem, przy p< 0.05 (Ryc. 26).

4.3. Roznice w liczbie blaszek starczych w obrgbie poszczegélnych warstw kory
dotyczyly plata skroniowego i potylicznego zaréwno w przypadkach ze stwierdzonym
klinicznie otgpieniem (choroba Alzheimera i zespol Downa) jak i bez cech otgpienia.
W placie skroniowym w przypadkach z otgpieniem najwigksza liczbg¢ blaszek starczych
obserwowano w warstwie 11l kory (chA - 42 % i zD - 53 %), a nastgpnie w warstwie 11
(chA - 27 % i zD - 28%). W grupie przypadkoéw bez otgpienia najwigksza liczbe BS
stwierdzono w warstwie II - (50%) i w V - (50%). W placie potylicznym najwyzsza licz-
bg blaszek stwierdzono w warstwie IV (chA - 29%, zD - 38%) i dalej w warstwie III -
(chA - 32%, zD - 28%) i w Il (chA - 22%, zD - 18%). W placie potylicznym w grupie
chorych bez otgpienia najwyzsza liczb¢ BS stwierdzono w warstwie IV, a w dalszej ko-

lejnosci w warstwach IH (19 %) i V (19%).
S. Patologia bialek eytoskelctonu

S.1. Przeprowadzono poréwnanie liczby zmian neurofibrylarnych w grupie chorych
z klinicznymi cechami otgpienia z danymi uzyskanymi w przypadkach bez cech demen-

cji. Badania morfometryczne wykazaly, ze w grupie chorych bez otgpienia liczba ZN by-

la znacznia nizsza (Tab. 7).
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Badania immunohistochemiczne wykazaly takze wigksza liczb¢ zmian neurofibrylar-
nych przy uzyciu przeciwcial anty tau 1 niz przy uzyciu surowic przeciwko ubikwitynie

(Tab. 8).

Tabela 8. Porownanie liczby ZN uwidocznionych w odczynach immunohisto-
chemicznych z zastosowaniem przeciwcial anty tau 1 i anty ubikwitynie

(5 przypadkow choroby Alzheimera)

Surowice
Anty tau 1 Anty ubikwityna (3.39)

Kora nowa Hipokamp Kora nowa Hipokamp
ZN BS ZN BS ZN BS ZN BS
43,0 17,6 26,8 5,9 1,5 2,2 3,7 1,2
22,5 17,5 20,2 11,0 2,2 0 3,0 2,2
23,2 10,8 34,5 7,3 10,3 4,5 28,7 3,5
29,0 16,1 38,9 12,7 9,0 10,2 10,7 7,9
0 0 21,4 2,7 0 0 4,0 0,3

Wyniki przedstawione w tabelach wskazuja, Ze parzyste spiralne filamenty w neury-
tycznych czgscich BS (Ryc. 27) pojawiaja si¢ tylko przy wystgpowaniu zwyrodnienia
neurofibrylarnego neurondw, nie wystepujq one natomist jako zjawisko samodzielne bez

zmian neuronalnych. To samo dotyczy dotyczy nitek neuropilowych.
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Rycina 26. Liczba blaszek starczych w réznych okolicach mézgu w poszczegolnych grupach
wiekowych (w latach)




Tabela 7. Porownanie wystgpowania blaszek starczych (BS) i neurondéw z cechami
zwyrodnienia neurofibrylarego (ZN) w chorobie Alzheimera (ChA)

i w przypadkach bez cech otgpienia (NO)

Rozpoz- Wiek Przeciwcialo Przeciwcialo anty tau 1
nanie anty amyloidowe
kliniczne | lata Kora Hipokamp | Kora Hipokamp
BS BS ZN BS 7N BS
ChA 62 57,6* 15,6 43,1 17,6 26,8 5,9
ChA 64 42,6 11,0 22,5 17,5 40,2 11,0
ChA 64 54,7 13,0 23,2 10,8 34,5 7,3
ChA 75 58,8 18,0 29,0 16,1 38,9 12,7
ChA 88 24,9 20,5 0 0 21,4 2,7
NO 72 32,6 9,6 0,1 0,1 0,5 0,3
NO 82 47,7 13,0 0 0 0 0
NO 83 31,1 24,4 0,5 0,1 5,6 6,2
NO 84 57,8 4,9 7.3 2,5 4,0 3,0
NO 88 40,4 8,2 1,8 0 88 52

* liczba zmian na jeden mm?, w dwu poréwnywanych barwieniach. Roznice wartosci
liczbowych wynikaja z obecnosci lub braku wypustek z cechami zwyrodnienia neurofi-

brylamego w obrgbie blaszek starczych.



Rycina 28. Liczba neuronéw z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego (ZN) w roznych okolicach
mozgu w poszczegdlnych grupach wiekowych (w latach)

Srednia liczba ZN na mm?



5.2. W grupie przypadkéw starczych powyzej 80 roku zycia tylko w 12 mézgach
stwierdzono wystgpownie neuronéw z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego i tylko
w tych, w ktorych jednoczesnie obecne byly blaszki starcze. Tylko w 4 sposrod tych

przypadkéw klinicznie rozpoznano zespél otgpienny.

5.3. Badania przeprowadzone w grupic 385 przypadkoéw z niedorozwojem wykazujq
takze, ze neuronalne zmiany wlokienkowe rzadko wystepujg jako objaw izolowany,
a znacznie czgsciej towarzysza nagromadzeniu amyloidu. W 385 mézgach jednoczesne
wystgpowanie ZN i BS stwierdzono w 63,4 % przypadkow. Zwyrodnienie neurofibry-
larne jako objaw izolowany, obecne bylo w 27,8 %, a blaszki starcze bez ZN w 8,6 %.
Blaszki starcze zaréwno jako zjawisko izolowane jak i z towarzyszacym ZN pojawialy
si¢ znamiennie cz¢sciej wraz z wiekiem (p< 0.001). Tej prawidlowosci nie stwierdzono
dla izolowanego wystgpowania neurondw z cechami zwyrodnienia neurofibrylarego.
W jadrze Meynerta ZN byly obecne w 35,2% badanych przypadkéw w wieku 23 - 44
lat. W wieku 45-64 lat w 42,4% a w wieku powyzej 65 lat w 17,9% przypadkow. Zwy-
rodnienie neurofibrylarne komorek nerwowych w hipokampie i okolicy okolohipokam-
palnej najczgsciej obecne bylo w polu 28 Brodmanna. W okresie uogélnienia procesu

zwyrodnienie neurofibrylame neuronéw pojawialo sig takze w korze nowej (Ryc. 28).

S.4. Dla wyjasnienia kwestii zaleznosci wystgpowania ZN i amyloidu posluzono si¢
grupa przypadkow z choroba Parkinsona, stanowiaca proces zwyrodnieniowy, w ktérym
obecnos¢ amyloidu nie nalezy do osiowych elementéw procesu patologicznego. Przy
uzyciu swoistych barwieii immunohistochemicznych oceniono zwyrodnienie neurofibry-
lame obecne w komorkach barwnikowych (Ryc. 29) i w neuronach innych struktur

mozgowia w przypadkach chP, porownujac czgstosé ich wystgpowania z przypadkami
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chA i materialem kontrolnym ludzi starych bez cech otgpienia. Stwierdzono wspolistnie-
nic zwyrodnienia neurofibrylamego ze zmianami amyloidowymi w korze nowej - we
wszystkich przypadkach chA, w 2 na 7 przypadkoéw chP i w 3 na 6 przypadkéw z grupy
bez cech otgpienia. W istocie czarnej zwyrodnienie neurofibrylame neuronéw barwni-
kowych obecne bylo w 10 przypadkach chA, w 2 przypadkach chP i w zadnym z przy-
padkéw bez cech otgpienia. Blaszki starcze w istocie czamej (ryc. 30) stwierdzono w 6
przypadkach chA, w 2 w chP i w zadnym w grupic kontrolnej. Z kolei zastosowanie
przeciwcial przeciw ubikwitynie wykazalo obecnos¢ cial Lewy'cgo w istocie czarnej we

wszystkich przypadkach chP (ryc. 31) i w jednym - chA (Tab. 9).

Tabela 9. Porownawcza ocena wystgpowania blaszek starczych i zwyrodnienia neurofi-

brylamego w chorobie Alzheimera i chorobic Parkinsona

Rozpoznanie | Liczba Blaszki starcze Zwyrodnienie neurofibrylarne
kliniczne przypadkow | Kora Istota czarna | Kora Istota czama
ChA 10 10 6 10 10

ChP 10 7 2 2 2

Material

kontrolny 6 6 0 3 0

5.5. W przebiegu choroby Alzheimera, a rzadziej w chorobie Parkinsona i u 0sob bez
cech obu zespoléw chorobowych zwyrodnienie neurofibrylame bardzo wczesnie pojawia
si¢ wjadrach miejsca sinawego (Ryc. 32). W badaniach immunohistochemicznych jader

pnia stwierdzono, ze komérki jadra sinawego z ZN barwig si¢ odmiennie od komorek
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Rycina 34. Poréwnanie liczby neuronéw z cechami zwyrodnienia
neurofibrylarnego (ZN) uwidocznionych przez surowice
anty tau | i anty ubikwitynie w jadrze miejsca sinawego




jader szwu z tym samym typem patologii cytoskeletonu. Stwierdzono wyrazne opdznie-
nie ubikwitynizacji (Ryc. 33) zmian w neuronach locus coeruleus (LC) w stosunku do
komorek nerwowych jader szwu (ryc. 34). Sklonilo to do poréwnania w tym samym as-
pekcie jadra miejsca sinawego z istota czarmna w badanych przypadkach (chA, chP
i kontrolnych). Przy zastosowaniu surowic anty tau 1 w jadrze miejsca sinawego stwier-
dzono od 1 do 48 neuronow ze zwyrodnicniem neurofibrylarnym na skrawek, przy 1 do
80 neurondw na skrawek w istocic czarej; w odczynie anty ubikwitynie wykonanym na
przylegajacych skrawkach obu struktur wykazano odpowiednio od 0 do 21 neuronéw
W jadrze miejsca sinawego i od 1 do 78 w istocic czarmej. W objetych badaniem przy-
padkach chA i chP $rednia liczba neurondéw ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym uwi-
docznionym w odczynie anty tau 1 w jadrze miejsca sinawego wynosita 206 na skrawek
a w istocie czamej 316 w poréwnaniu z 60 neuronami z ZN w jadrze miejsca sinawego

i244 w istocic czarmej przy uzyciu surowic przeciw ubikwitynie,

5.6. Oceng obecnosci patologicznych bialek cytoskeletonu w mézdzku przeprowa-
dzono na skrawkach pochodzacych od chorych zmarlych z powodu udaru po 80 roku
zycia. W odczynie anty tau 1 nie stwierdzono zmian o charakterze ZN, niezaleznie od
obecnosci zlogow amyloidu. Wykazano natomiast, ze zlogi amyloidowe w swojej czgsci

neurytycznej wybarwialy si¢ surowicami skierowanymi przeciw ubikwitynie (Ryc. 35).

5.7. Zaleno$¢ wspolwystgpowania ztogow amyloidowych i patologii bialek cytoske-
letonu w réznych procesach zwyrodnieniowych oceniano w 10 mézgach chorob, u kto-
rych klinicznie stwierdzono wspolistnicnic otgpienia i zespolu parkinsonowskiego. Ob-
serwowany w tych przypadkach obraz kliniczny nie pozwolil na postawienie nozologicz-

nego rozpoznania. W badaniu neuropatologicznym we wszystkich mézgach stwierdzono
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obecno$¢ BS w liczbie odpowiadajacej kryteriom choroby Alzheimera, w 9 przypadkach
towarzyszylo im ZN. W kazdym przypadku stwierdzono ponadto obecnos¢ cial Lewy'ego

w neuronach istoty czamej a w 3 spo$rod nich rowniez w korze skroniowej (Ryc. 36ab).

6. Udzial astrogleju i mikrogleju w proeesie starzenia oun

6.1. Reakcja gleju wiéknistego na zlogi amyloidu w mézgach oséb z rozpoznang

klinicznic chorobg Alzhcimera

Nie obserwowano na ogél pomnozenia komérek GFAP-dodatnich w zlogach amyloi-
du rozproszonego (Ryc. 37abc). Stwierdzono jedynie zbieznos¢ obecnosci astrogleju
i amyloidu rozproszonego w podoponowej czgsci warstwy drobinowej kory mozgu.
W mézdzku, w ktérym nierzadko obecne s3 rozlane zmiany amyloidowe spostrzega sig
takze pomnozenie komorek gleju widknistego. Bardzo czgsto nie pokrywaja si¢ one jed-
nak z obrazem zlogéw amyloidu. To samo zreszta dotyczy takze kory nowe;.

We wszystkich badanych przypadkach, w ktorych wystgpowaly ogniskowe zlogi
amyloidu w neuropilu, komorki astrogleju ukladaly si¢ na ich obwodzie (Ryc. 38ab). Po-
jawialy si¢ one przy tym znacznie czgsciej wokol blaszek klasycznych cho¢ otaczaly
rowniez blaszki prymitywne. Nalezy przy tym dodaé, ze odczyn GFAP w tkankach za-
wierajacych BS uwidacznia jedynie czgsc, a nie wszystkie zlogi amyloidowe.

Oceng penetracji zlogow amyloidu przez wypustki astrocytarne przeprowadzono na
fragmentach tkankowych z platow czolowych 6 przypadkoéw zmarlych po 80 roku zycia,
przy czym nie stwierdzono istotnej réznicy pomigdzy przypadkami z rozpoznanym Kkli-
nicznie zespolem psychoorganicznym i przypadkami bez cech otgpienia, znamionujacymi

si¢ znaczng obfitoscia blaszek amyloidowych. Odczyny immunohistochemiczne przeciw
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Rycina 29.

Przypadek chP. Istota czarna. W barwieniu przeciw bialku tau 1 widoczne
zwyrodnienie neurofibrylarne w obrgbie komorki barwnikowej istoty
czarnej (strzalka). Pow. 400x

Rycina 30.

Przypadek chA. Barwienie immunohistochemiczne przy uzyciu surowicy
przeciw B-amyloidowi (mab. 4G8). Widoczne zlogi amyloidu w obrebie
istoty czarnej. Pow. 400x

Rycina 31.
Barwienie przy uzyciu surowic przeciwko ubikwitynie uwidocznia ciala
Lewy'ego w neuronach barwnikowych istoty czarnej przypadku z chP.
Pow. 400x

Rycina 32.
Barwienie imunohistochemiczne przeciw bialku tau 1. Neuron jadra miejs-
ca sinawego z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego. Pow. 600x

Rycina 33.
Jadro miejsca sinawego. Barwienie przy uzyciu surowicy przeciw ubikwi-

tynic (mab. 3.39). Neuron z cechami zwyrodnienia neurofibrylarnego.
Pow. 600x

Rycina 35.
Obecnos$é ubikwityno-dodatnich bialek w obrg¢bie zlogéw amyloidu
w wastwie drobinowej mozdzku. Pow. 200x

Rycina 36a-b.

Barwienie przeciw ubikwitynie wykazuje obecnos¢ cial Lewy'cgo w neuro-
nach III warstwy kory plata skroniowego (strzalki). Przypadek choroby
rozsianych cial Lewy'ego. Pow. 400x






Rycina 37a-c.

Udzial gleju w zlogach amyloidu rozproszonego. Przypadek chA. Kora
srodwechowa. a. amyloid amorficzny (mab. 4G8). Pow. 100x; b. sasiedni
skrawek. Barwienie przeciw GFAP, brak reakc)i w obrgbie amyloidu. Pow.
100x; c. podobnie negatywny wynik w barwieniu anty ferrytynowym, uwi-
daczniajacym mikroglej. Pow. 100x

Rycina 38a-b.

Przypadek chA. Barwienie anty GFAP. a. liczne zlogi amyloidu wyzna-
czone dodatnio przez barwienie. Pow. 200x; b. komorki gleju gwiazdziste-
go widoczne na obwodzie zlogu amyloidowego. Pow. 400x

Rycina 39a-c.

Przypadek chA. a. barwienie przeciwcialem przeciw ferrytnie uwidacznia
obecnosé komorek mikroglejowych wewnatrz blaszki amyloidowej. Pow.
200x; b. barwienie przy uzyciu lektyny RCA 1. Poza mikroglejem skupio-
nym wewnatrz zlogow amyloidowych (duza strzalka), wybarwione row-
niez $rodblonki naczyn (male strzalki). Pow. 200x; ¢. komorki mikrogleju
wyznaczone surowicg przeciw peptydowi 4 prekursora amyloidu, widoczne
wewnatrz zlogu amyloidowego. Pow. 200x
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B-amyloidowi i GFAP wykazaly, ze od 18,7% do 58 %, (+38,5%) ztogow amyloidu
wykazuje obecnos¢ GFAP dodatnich astrocytow. Wérod blaszek z dodatnim odczynem

dla GFAP amyloid stwierdza si¢ od 34% do 56% (+45%). W obydwu badanych grupach

liczba blaszek starczych wybarwiajacych si¢ jednoczesnie surowicami przeciw B-amyloi-

dowi i GFAP wynosi sredno 36% (Tab. 10).

Tabela 10. Poréwnanie liczby blaszek starczych na 1 mm? wybarwionych przy uzyciu

przeciwcial przeciw GFAP i 3-amyloidowi

Wiek Otgpienie Liczba BS na 1 mm?

w latach GFAP B-amyloid GFAP/B-amyloid
83 + 14,9 (55,7%) 14,2 (58,4%) 8,3

86 + 8,3 (43,4%) 19,1 (18,1%) 3,6

85 + 7,2 (33,6%) 7,25 (33,5%) 2,4

86 — 6,9 (38,6%) 8,1 (32,8%) 2,7

90 9,4 (42,3%) 12,9 (31,0%) 4,0

87 — 25,4 (37,8%) 20,4 (47,1%) 9,6

Liczby w nawiasach oznaczajq procent BS dodatnich dla obu barwien jednoczesnie.

6.2. Reakeja mikroglejowa

Komorki mikroglejowe wyznaczane przy uzyciu réznych przeciwcial (lektyna RCA
1, przeciwciala przeciwko: ferrytynie, LN 1, przeciwko fragmentowi 4 APP) grupujq si¢

zawsze po kilka w centrum blaszki. Wigkszos¢ komorek mikrogleju wykazuje zwigzek
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z blaszkami starczymi. Mozna jednakze zauwazy¢ rowniez skapq proliferacj¢ komorek
mikrogleju w obszarach, w ktérych nie s3 one wyrazie powiazane z amyloidem (Ryc.
39abc).

6.2.1. Komorka mikroglejowa zwigzana jest glownie z klasyczna blaszka starcza to
jest taka, ktora wykazuje obecno$é neurytycznego wietica utworzonego przez wypustki
neurondw zawierajacych patologiczne bialka cytoskeletonu (ZN). Decyduje to o obfitos-
ci mikrogleju w strukturach bogatych w ten typ blaszek starczych. Proliferacja mikrogle-
ju w istocie czarnej nie koreluje jednak z obecnoscia ZN w neuronach. Obfite komaorki
mikrogleju stwierdzano ponadto w istocie bialej, wjadrach podstawy, w istocie czarnej
i w jadrze Meynerta, bez zwiazku z amyloidem. W korze nowej pomnozenie komorek
mikrogleju wystepuje w zwiazku ze zlogami amyloidowymi.

Wyrazng proliferacj¢ komoérek mikroglejowych dodatnich w odczynie anty- ferrytyny
i lektyny RCA-1 (racznik pospolity) stwierdzono w istocie czamej w przypadku chA
(Srednio 957,9 komérek na 1 mm?), niezaleznie od obecnosci amyloidowych blaszek
starczych (Ryc. 40ab). Mnigjsza liczb¢ komorek mikroglejowych zaobserwowano w is-
tocie czamej w chorobie Parkinsona (Ryc. 41ab) a najnizsza w grupie przypadkow star-
czych (Ryc. 42ab). Pomnozenie mikrogleju mialo cechy znamiennosci statystycznej
(przy p < 0,001) w przypadkach chA (Ryc.43). Nie stwierdzono statystycznie znamien-
nego zwiazku pomiedzy liczba komérek mikrogleju a liczba BS i ZN w istocie czarnej
(Tab. 11). Podwéjne barwienie z zastosowaniem przeciwcial przeciw GFAP i ubikwity-
nie wykazalo wspotwystgpowanie obu tych bialek w pniu mézgu w przypadkach rozpa-

du zmian neurofibrylarnych (Ryc. 44ab).
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Rycina 43. Liczba komorck mikrogleju w SN
(ANOVA S-test dla poréwn. rownoczesnych)

SN - substantia nigra - istota czarna
chA - choroba Alzheimera
chP - choroba Parkinsona

N - przypadki kontrolne



Rycina 40a-b.

Przypadek chA. Istota czama. Liczne komorki mikroglejowe (strzalki),
uwidocznione w barwieniu immunohistochemicznym przy uzyciu przeciw-
cial przeciw ferrytynie. a. Pow. 400x, b. Pow. 200x

Rycina 41a-b.

Przypadek chP. Miernie nasilona reakcja komorek mikrogleju w obszarze
istoty czarnej (strzalki). Barwienie surowica skierowang przeciw ferrytynie.
a. Pow. 200x, b. Pow. 400x

Rycina 42a-b.

Przypadek starczy, kontrolny. Minimalna reakcja mikroglejowa w obrgbie
istoty czarnej. Barwienie immunohistochemiczne jak wyzej. a. Pow. 200x,
b. Pow. 400x

Rycina 44.

Przypadek chP. a. podwojne barwienie, przeciw GFAP (zielone) i bialku
tau 1 (brazowe) wykazuje obecno$¢ tau dodatnich neurytow w obrebie
zwyrodnienia neurofibrylarnego dodatniego dla GFAP. Pow. 600x; b.
barwienie przy uzyciu przeciwciala przeciw ferrytynie wykazuje obecnos¢
mikrogleju w obrebie zwyrodnienia neurofibrylarnego. Pow. 600x

Rycina 45a-b.

Przypadek amyloidozy PrP dodatniej. Obecno$¢ mikrogleju (strzalki)
w obrebie zlogdw amyloidowych w barwieniu anty ferrytynowym w wars-
twie drobinowej kory mozdzku. a. przypadek CJD. Pow. 400x; b. przypa-
dek GSS. Pow. 400x
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Rycina 46. Procent przypadkéw wykazujgcych obecnosé leukocytéw,
makrofagdw i gemistocytow w obszarze zawatu
w zaleznosci od czasu przezycia

% przypadkow

Dni przezycia

Leukocyly — wmmmmmm Makrofagi e Gemistocyty



Iabela 11. Reakcja komorek mikroglejowych w 1stocie czamej w chorobie Alzheimera
i chorobie Parkinsona w poréwnaniu z grupg starcza (NS), w zaleznosci od
wspolwystgpowania zlogow amyloidu, zwyrodnienia neurofibrylarnego

i ciat Lewy'ego. Badanie neuropatologiczne i morfometryczne
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6.2.3. Uzupelniajaco przeprowadzono porownawczg analiz¢ reakeji mikrogleju w chA
i chP i w amyloidozach, w ktdrych udowodniono zakaznga etiologi¢. Analiza ta miala na
celu charakterystyke¢ odczynu mikroglejowego na amyloid o réznym pochodzeniu.
Mikroglej wystgpowal w blaszkach amyloidowych w GSS i w CID (Ryc. 45ab), a takze
bez zwiazku ze zlogami amyloidowymi. W obu tych zespotach, prohferacja mikrogleju,
poza zlogami amyloidu, byla znacznie bardziej nasilona niz w chA i chP. Pojawiala si¢ w
okolicach nie wykazujacych obecnosci amyloidu - w istocie bialej i w jadrach podstawy.

Stwierdzono wigc dwa rodzaje reakcji mikrogleju w amyloidozach. Pierwszy ma cha-
rakter ogniskowy ijest identyczny w zlogach PrP- i f-amyloidowych. W obu przypad-
kach komoérki mikrogleju potozone sa w centrum ziogu. Drugi - stanowi uogolnione
pomnozenie populacji komorkowej mikrogleju dotyczace glownie kory mozgu i
w mniejszym stopniu - istoty bialej. Drugi rodzaj reakcji stwierdzono w 5 z badanych

przypadkow CJID i w mozgach przypadkow chA.

6.3. Udzial gleju w fagocytozie zmian amyloidowych i neuronéw

ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym

Przeprowadzono analiz¢ 32 mézgow ze zlogami amyloidu, pochodzacych od cho-
rych, ktérzy zmarli w przebiegu zawalu niedokrwiennego. Pigciu pacjentow zmarlo
w pierwszym dniu choroby, dwoch w ciggu 2-3 dni, siedmiu w czasie 6-9 dui, trzech
pomigdzy 16 i 19 duiem, pigciu w okresie 20-30 dni, a trzech w okresie 31-40 dni.
Siedmiu chorych zmarto po 40 dniach od dokonania si¢ udaru. Przedmiotem oceny byl
obszar martwicy tkanki, obrzeze zawalu i zakret hipokampa niezaleznie od jego stosunku

do ogniska zawatowego. W o$miu przypadkach poza BS stwierdzono obecnos¢ ZN.
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Blaszki starcze uwidocznione immunohistochemicznie przy zastosowaniu przeciwcial
przeciw B-amyloidowi barwily sig takze przy uzyciu innych przeciwcial. Swiadczyto to
0 zawartosci w nich obok amyloidu i innych bialek. Procentowy stosunek BS znajduja-
cych si¢ w obszarach nie objetych zawalem, dodatnich w odczynie dla B-amyloidu do
blaszek uwidocznionych przy uzyciu surowic przeciw innym biatkom wynosit odpo-
wiednio: surowica przeciw GFAP barwila 37% blaszek starczych, RCA 1 - 56% , prze-
ciwciala przeciw ferrytynie - 50%, przeciw a-chemotrypsynie - 90%, anty a-trypsynie -
50%, przeciw ubikwitynie w 9%, a anty tau 1 - 25%.

Analiza obszaru martwicy w réznych fazach ewolucji ogniska wykazala obecnosé
elementow komoérkowych uczestniczacych w kolejnych etapach rozbiorki (Ryc. 46).
Leukocyty stwierdzono w ciagu pierwszych 5 dni, makrofagi byly obecne od pierwszego
dnia do okresu przekraczajacego 50 dni, osiagajac najwigksze zaggszczenie po 6 dniach.

Gemistocyty pojawialy si¢ od pierwszego dnia dokonania si¢ udaru. Liczba przypad-
kow, z obecnoscia gemistocytow w obszarze martwicy wzrastala z postgpem ewolucii
procesu rozbiorkowego (Ryc. 47).

Fagocytoza zlogéw amyloidu i neuronéw ze zwyrodnieniem neurofibrylanym prze-
biegala w rozny sposob w zaleznosci od fazy organizacji ogniska martwiczego. W pierw-
szym dniu organizacji ogniska zawalu w tkankach z cechami zwyrodnienia alzheimerow-
skiego stwierdzono obecnos¢ makrofagéw w 40% przypadkow. W tym w 10% przypad-
kéw amyloid wystgpowal wewnatrz makrofagow (Ryc. 48abcd). W okresie 2 - 3 dnia

zawalu w kazdym badanym przypadku stwierdzono w makrofagach obecno$é substancji
wykazujacych dodatni odczyn immunohistochemiczny dla -amyloidu, przy czym ma-
krofagi wystgpowaly w 50% przypadkéw. Od 6 dnia makrofagi byly obecne w 100%
przypadkow. Liczba makiofagéw z dodatnig reakcja dla przeciwcial przeciw B-amyloi-

dowi byla nizsza i nie przekraczala 10% - w 6-9 dniu, a 30% w 16-19 dniu. Pomigdzy 20
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a 30 dniem ewolucji ogniska martwicy w kazdym przypadku obserwowano obecnos¢

B-amyloidu w makrofagach. Nastgpnie liczba przypadkow 7 makrofagami zawierajacymi
wiokna amyloidowe w stosunku do wszystkich przypadkow zawierajacych makrofagi
maleje do 50%, po 50 dniu organizacji ogniska martwiczego (Ryc. 49).

Badanie immunocytochemiczne na poziomie mikroskopu elektronowego z uzyciem
zlota koloidalnego pozwolito na stwierdzenie, ze wlokienka amyloidu w makrofagach
znajdowaly si¢ we wtornych lizosomach.

Ocena reakcji komorek mikroglejowych wewnatrz amyloidowych blaszek starczych
na pograniczu ogniska zawalu wykazala, ze w pierwszych dniach wszystkie BS zawiera-
ly komorki mikroglejowe polozone w centrum zlogdéw. Najmniej blaszek starczych
z mikroglejem, znajdujacym si¢ wewnatrz amyloidu spotykano w okresie pomigdzy 6 a 9
dniem ewolucji ogniska zawalowego. Wystgpowaly one jedynie w 14% przypadkow.
W pézniejszym okresie liczba przypadkow z blaszkami starczymi zawierajacymi mikrog-
lej wzrastata do 75% po 50 dniach od udaru (Ryc. 50).

Dodatni odczyn immunohistochemiczny z przeciwcialami przeciw b-peptydowi wy-
stgpowal rowniez w czgsci gemistocytow (Ryc. 51ab). Wydawalo sig, przy tym, Ze po-
czatkowo wzrastajaca liczba przypadkow z obecnoscia gemistocytow wykazujacych do-
datni odczyn dla amyloidu w dalszych etapach malata. Po 50 dniu od powstania martwi-
cy nie wystepowaly one w ogole (Ryc. 47).

Na odrgbna uwagg zastuguje fakt, ze w przypadkach, w ktorych stwierdzono wspol-
wystgpowanie ztogéw amyloidu i neuronéw wykazujacych cechy zwyrodnienia neurofi-
brylarnego ani makrofagi ani gemistocyty nie wykazywaly dodatniego odczynu z suro-
wicami przeciw tau 1, nie stwierdzono rowniez dodatniej wlokicnkowej reakcji na ubik-

wityng (Ryc. 52ab).
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Rycina 47. Procent przypadkow z widoczng reakcjq gemistocytarng,
w obszarze zawatu bladego, w poréwnaniu z procentem
przypadkdw z gemistocytami zawierajgcymi B-amyloid,
W zaleznosci od czasu przezycia

% przypadkow

Dni przezycia

—— GeMmistocyty +  Gemistocyty A4 dod.



Rycina 48a-d.

a. fragment ogniska martwicy niedokrwiennej z pograniczem w obrgbie
tkanki z obecnoscia zlogow amyloidu. Pow. 200x; b. w wigkszym powigk-
szeniu widoczny pojedynczy zlog w trakcie rozbiorki makrofagowe;j.
Widoczne makrofagi wypelnione materialem dodatnim dla barwienia
przeciw B-amyloidowi. Pow. 400x; c. makrofagi dodatnie dla f-amyloidu
skupiajace si¢ wzdluz naczynia w obszarze ogniska martwicy. Pow. 400x;
d. naczynie tetnicze z cechami kongofilnej angiopatii. Wewnatrz naczy-
nia widoczne komorki z f-amyloidem. Pow. 400x

Rycina Sla-b.
Obszar ogniska zawalu. Barwienie immunohistochemiczne przeciw B-amy-
loidowi. Na obydwu rycinach widoczne gemistocyty zawierajace dodatnie

dla barwienia ziarna (wewnatrzkomorkowo) (strzalki). a. Pow. 200x,
b. Pow. 400x
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Rycina 49. Procent przypadkéw zawierajgcych makrofagi
w poréwnaniu z procentem przypadkow zawierajgcych
makrofagi barwigce sie dodatnio z przeciwciatami
przeciw 3-amyloidowi, w zaleznosci od czasu przezycia

% przypadkow
100 _-

90
80
70
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40
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20

10

2-3 6-9 16-19 20-30 3140 41-50 >50
Dni przezycia

Makrofagi Makrofagi A4 dod.



Rycina 50. Procent przypadkow zawierajacych komorki
mikroglejowe w centrum blaszki starczej
w zaleznosci od czasu przezycia

% przypadkow
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Rycina 52a-b.

Obszar zawalu bladego w mozgu ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym neu-
rondw. a. barwienie przy uzyciu surowicy przeciw bialku tau |. W obsza-
rze martwicy nic stwierdza si¢ tau dodatnich neurondw, ani obecnosci tau
w obszarze ogniska martwiczego (strzalka). Pow. 200x; b. barwienic prze-
ciw ubikwitynie, negatywne w obszarze ogniska martwiczego (strzalka).
Pow. 200x

Rycina 53a-d.

Zwyrodnienie neurofibrylarne w przypadku chA. Warstwa komorek pira-
midowych hipokampa. Barwienie przy uzyciu surowicy przecw bialku tau
1. a. strzalka wskazuje neuron wybarwiony homogennie w fazie "0". Pow.
400x; b. ncurony z cechami zwyrodnicnia plomykowatego (duze strzalki),
cicnie zwyrodnienia neurofibrylarnego (male strzalki). Pow. 400x; ¢. obec-
no$¢ tau 1 dodatnio barwigcych si¢ elementow morfotycznych w obrgbie
oklonaczyniowego zlogu amyloidowego. Pow. 400x; d. barwienie przeciw
ubikwitynie, widoczne liczne plomykowate kigbki wewnatrzneuronalne.
Pow. 400x
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Rycina S4a-f.

Przypadek chA. Kora plata czolowego, sasiednie skrawki. a. barwienie
przeciw B-petydowi, widoczne liczne blaszKki starcze. Pow. 200x,
b. barwienie przeciw bialku tau 1 dodatnie we wszystkich poprzednio
uwidocznionych zlogach, sprawdzonych morfometryczme. Pow. 200x;
c. i d. to samo zjawisko obserwowano w tym przypadku w obrgbie hipo-
kampa. Pow. 200x; e. przypadek starczy bez cech otgpienia. Widoczne
doé¢ liczne blaszki starcze uwidocznione przez surowice przeciw
B-petydowi. Pow. 200x; . w tym samym skrawku barwienic anty tau |-
negatywne. Pow. 200x
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DYSKUSJA

1. Ocena przydatno$ci dokumentacji lekarskiej dla retrospektywnego

rozpoznania otepienia

Wiyniki badai przeprowadzonych w celu retrospektywnego rozpoznania otgpienia, na
podstawie historii choréb pochodzacych z kolekcji Jervisa wskazuja, ze jedyng pewna
cecha o walorach znamiennosci statystycznej, pozwalajaca na wyciagnigcie wnioskow
statystycznych jest spadek o 10 liczby punktow ilorazu inteligencji w skali Wechslera.
Wartosci punktowe skal opisujacych tzw. mozliwosci wykonywania codziennych czyn-
nosci nie wykazywaly znamiennosci statystycznej. Przeniesienie powyzszych wnioskow
na warunki oceny dokumentacji polskiej jest utrudnione z tego chociazby wzgledu, ze
okreslanie liczby punktéw w tescie inteligencii nie jest rutynowo prowadzone u kazdego
chorego. Przydatnos¢ wniosku wynikajacego z analizy dokumentacji obowiazujace;
w Stanach Zjednoczonych jest ograniczona w warunkach polskiej, praktyki zardwno kli-
niczuej jak i ambulatoryjnej. Wydaje si¢ jednak, ze podobna ocena (Tab. 3) powinna byé
wprowadzona przynajmniej w przychodniach specjalistycznych .

Obecnos¢ amyloidu w oun stwierdzono w 31% przypadkow zmartych po 65 roku zy-
cia 0s6b z opoznieniem rozwoju. Odsetek ten nie rozni si¢ od stwierdzonego w populacji
ludzi zmarlych w tym samym wicku, a nie wykazujacych cech opdznienia rozwoju

umystowego (de Wolfe i wsp.1984) (Tab. 4).
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2. Préba okreslenia komorki-"producenta" bialka prekursorowego

dla B-amyloidu

Uzycie do badan metod immunohistochemicznych, chociaz umozliwilo dokladniejsze
poznanie rodzaju i topografii zmian patologicznych w chorobie Alzheimera i w procesie
starzenia osrodkowego ukladu nerwowego, nic pozwolilo jednak na jednoznaczne okres-
lenie jednego rodzaju komorki, ktora bylaby odpowiedzialna posrednio lub bezposrednio
za pojawianie si¢ amyloidu w neuropilu. Zardéwno przedstawione poprzednio spostrzcze-
nia wiasne jak i wyniki badai prowadzonych przez innych autoréw (Anderson i wsp.
1989) przy uzyciu surowic skierowanych przeciw poszczegdlnym syntetycznym pepty-
dom bialka prekursorowego amyloidu nie doprowadzily do rozwiazania tego zagaduie-
nia. Najistotniejszg informacja, jaka przyniosly te badania, bylo stwierdzenie, ze biatko
prekursorowe wystepuje powszechnie w mozgu czlowieka i zwierzat zarOwno w neuro-
nach, komérkach glejowych:jak i w elementach sciany naczyniowej, opon, a takze w ta-
nacytach i komorkach splotu naczyniéwkowego.

Przeciwciala przeciwko poszczegélnym fragmentom prekursora (Ryc. 1) zastosowane
do badan narzadéw wewngtrznych ludzi, szczura i malpy dawaly dodatni odczyn immu-
nohistochemiczny z komorkami siatkowki,sledziony i watroby. Stwierdzone dodatnie
barwienie przy uzyciu przeciwcial przeciw APP w torebce Sledziony i watroby, a takze
w komorkach $ledziony znalazlo potwierdzenie w obserwacjach innych autoroéw (Tanzi

i wsp. 1987ab, Robakis i wsp. 1987ab, Selkoe i wsp. 1988, Weidemann i wsp. 1989).

2.1. Dodatnie odczyny neuronéw, stwierdzone przy uzyciu przeciwcial przeciw
wszystkim badanym peptydom prekursora (Tab. 5), moze by¢ interpretowane w rozny
sposob. Po pierwsze, mozna uzna¢, Ze neuron jest Zrodlem biatka prekursorowego. Kon-
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cepcjg taka przyjmuje szereg autorow, miedzy innymi Masters i wsp. (1985a), Koo i wsp.
(1990), Procter i wsp. (1994) i inni. Z cala pewnoscia wiadomo,ze to wtorme lizosomy
neuronow sq miejscem gdzie znajduje si¢ bialko prekursorowe (Benowitz i wsp. 1989,
Tabaton i wsp. 1992, Cataldo i wsp. 1994). Innym dowodem na obecnosé APP w ko-
morce nerwowej jest takze fakt, ze w przypadku niedokrwienia mézgu dochodzi do jego
wzmozonej ekspresji w neuronach (Stephenson i wsp. 1992, Kalana i wsp. 1993). Nie
mozna jednakze wykluczy¢ przypadkowosci tego zjawiska. Stwierdzono bowiem, ze
w niesprzyjajacych warunkach, a takie stwarza trwajacy proces starzenia, komorki ner-
wowe moga wybarwia¢ si¢ w sposob nieswoisty (Mori i wsp. 1991, Loberg, Torvik
1991). Jednakze przeciw barwieniu przypadkowemu i nieswoistemu charakterowi zja-
wiska $wiadcza wyniki badai technika hybrydyzacji in situ wskazujace na obecno$é
mRNA prekursora w neuronie (Gloor i wsp. 1986, Goedert i wsp. 1987). Uzyskana
w roku 1995 myszka transgeniczna z genem dla bialka amyloidowego na chromosomie
16, stwarza takze bezposredni dowdd neuronalnego pochodzenia bialka prekursorowego

(Kawabata i wsp. 1991, Mann i wsp. 1992b). Haass i wsp. (1991) przy uzyciu przeciw-
cial skierowanych przeciw koficowym fragmentom: C- i -NH,, prekursora amyloidu wy-

kazali obecno$¢ APP nie tylko w neuronach lecz rowniez w gleju gwiazdzistym i w mi-

krogleju.

2.2. Przedmiotem wieloletniej dyskusjijest rola komorki mikroglejowej jako elementu
odpowiedzialnego za pojawianie si¢ wlokienek amyloidu w neuropilu (Dickson i wsp.
1989, Wisniewski i wsp. 1989¢, Wisniewski Wegiel 1992). Koncepcja ta stanowr bezpo-
$rednie odniesienie do amyloidozy obwodowej, w ktorej, za patologiczne gromadzenie
si¢ amyloidu w narzadach wewnetrznych odpowiedzialne sa komorki ukladu siateczko-

wo-$rodblonkowego (uss) (Shirama, Cohen 1973, Sellinger i wsp. 1980). Cechy praw-
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dopodobienstwa tej koncepcji nadaje fakt, ze w oSrodkowym ukladzie nerwowym rolg
us$ odgrywa mikroglej W tym kontekscie szczegolnie interesujace wydaje si¢ stwierdze-
nie obecnodci ;jednego z peptydow prekursora w komorce mikroglejowej (peptyd 4)
(Tab. 5).

W badaniach stanowiacych przedmiot niniejszej pracy udowodniono rowniez obec-
nosé innego fragmentu APP, a mianowicie - peptydu 6 prekursora w komorkach astrog-
leju. Opublikowane przez grupe Selkoe (Haass i wsp. 1992) wyniki wskazuja, ze komor-
ka astrogleju zawiera rowniez inne fragmenty prekursora. Jednakze znaczenie astrogicju
jako zrodla APP jest ciagle niejasne (Doebler i wsp. 1988, Siman i wsp 1989). Topper
i wsp. (1995) przypuszczaja, ze ta funkcja astrogleju moze by¢ stymulowana przez
uszkodzenie mozgu na skutek dzialania aminokwaséw pobudzajacych. Wiadomo row-
niez, ze proliferujacy w korze mozgu astroglej jest zrodiem bialek szoku termicznego
u chorych z chA, a APP jest przez niektorych autorow traktowane jako jedno z tej grupy
bialek (Renkawek i wsp. 1994). Przy omawianiu roli astrogleju w gromadzeniu amyloi-
du nalezy rowniez uwzglednié interakcjg pomigdzy APP i komorka glejowa, wyrazajaca
si¢ wplywem bialka prekursorowego amyloidu na produkcj¢ czynnikow wzrostu, spelnia-

jacych funkcje ochronne w stosunku do komorek nerwowych (Mufson i wsp. 1995).

2.3. Wyniki uzyskane w odczynach z surowica przeciw peptydowi 8 wskazuja na
mozliwe uczestnictwo fibroblastow w amyloidogenezie. Jak wykazano na seryjnych
skrawkach obszar reakcji przeciwko peptydowi 6 pokrywal si¢ z barwieniem przeciw fi-
bronektynie. Kosik i wsp. (1988) twierdzili, ze fibronektyna nie wchodzi nigdy w sklad
zlogow amyloidowych zarowno znajdujacych si¢ w Scianie naczyn jak i w blaszce star-

czej. Jednak juz w rok pozmiej Kawahara i wsp. (1989) opublikowali wyniki bada,
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wskazujace na jej udzial w amnyloidogenezie. Obecnosé fibroblastow w blaszce starczej

potwierdzili takze Narindrasorasak i wsp. (1994).

2.4. Uzyskane przez nas wyniki sugeruja rowniez udzial naczyi i zwiazanych z nimi
perycytow, w produkcji amyloidu wiokienkowego. Peptyd 6 poza astroglejem wyzna-
czal takze perycyty i/lub ich wypustki. Przeciwciala przeciw praktycznie wszystkim ana-
lizowanym peptydom prekursora wybarwialy $ciany naczyii. Znaczna czg$é koncepcji
patogenetycznych amyloidozy moézgu, za jakq szereg autordow uwaza chorobe Alzheime-
ra przypisuje szczeg6lna rolg zmianom naczyniowym. Wisniewski i Kozlowski (1982)
oraz Alafuzoff i wsp. (1985) uwazali, ze uszkodzenie $ciany naczynia a tym samym ba-
riery krew-mézg prowadzi do uaktywnienia si¢ prekursora pochodzacego z surowicy
krwi (Mandybur 1986, 1989, Glenner 1985, Vinters, Partridge 1986, Alafuzoff i wsp.
1987a, Buee i wsp. 1994, Mattila i wsp. 1994). Uwazano przy tym, ze B-amyloid stwier-
dzany w Scianie naczyi jest niemal identyczny biochemicznie (Glenner Wong 1984ab,
Pardridge i wsp. 1987) i immunohistochemicznie (Coria i wsp. 1988, Joachim i wsp.
1988a, Vinters i wsp. 1988ab) z amyloidem tworzacym blaszke starcza. Jednakze wyka-
zano rowniez, pewne subtelne roznice pomigdzy tymi czasteczkami amyloidu, dotyczace
przede wszystkim pozycji metioniny (Prelli i wsp. 1988), i koiica-NH, (Masters i wsp.
1985ab, Buee i wsp. 1993). Wiadomo, ze dlugo$é laficucha aminokwasow, tworzacego
w wigkszosci amyloid rdzenia blaszki starczej, wynosi 1- 42, 43 aminokwaséw, podczas
gdy najczgstsza liczba aminokwasow w czasteczce amyloidu zlogéw sciany naczyniowej
odpowiada wartosci 1-39 aminokwasow (Soto, Frangione 1995).

Rozbiezne sq ponadto opinie co do wspdlistnienia kongofilnej angiopatii i amyloido-
wych blaszek starczych. Obecnos¢ kongofilnej angiopatii uwazana jest przez niektorych
badaczy za warunek niezb¢dny dla rozpoznania choroby Alzheimera (Joachim i wsp.
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1988a). Inni natomiast autorzy negujg t¢ zaleznos¢ (Cosgrove i wsp. 1985, Tomonaga
1986). Wiadomo rowniez, ze kongofilna angiopatia wystgpowac moze niezaleznie od
blaszek starczych (Vinters 1992)

Wedlug opinii badaczy japoiiskich (Miyakawa i wsp. 1974) i amerykaiiskich (Rosenb-
lum, Haider 1988, Perlmutter i wsp. 1991), opartej na badaniach mikroskopowo-elcktro-
nowych zrodlem wiokienkowego amyloidu w $cianie naczynia jest blona podstawna.
Yamaguchi i wsp. (1989ab) opisali wyrazny zwiazek naczyi wlosowatych z wldkienka-
mi amyloidu.

Wydaje sig, ze kwesti¢ amyloidogenezy w $cianie naczyn moézgu roztrzygngly jed-
noznacznie badania Wisniewskiego i Wegla (1994), ktorzy udowodhili, ze za produkcjg
amyloidu odpowiadaja komorki migéniowki gladkiej Sciany naczyniowej. W blonie pod-

stawnej dochodzi natomiast do przetwarzania amyloidu amorficznego w fibrylarny.

2.5. W ostatnim okresie zaniechano poszukiwania epitopow dla tak szerokiego wach-
larza peptydéw wykorzystanych w przedstawionych przez nas badaniach. Zazwyczaj
ogranicza si¢ analizg do kluczowych peptydow, przeciw fragmentowi C-koncowemu,
NH-konicowemu, i przeciw 3-amyloidowi (Benowitz i wsp. 1989). Przyczyng tego za-
wezenia byly ograniczenia metody zwiazane ze zjawiskiem mozliwych wigzan krzyzo-
wych. Cze$¢ badaczy uwaza, ze kluczowe znaczenie dla firylogenezy ma fragment

C-koficowy B-amyloidu (33-35 aminokwas) (Pike i wsp. 1995), inni natomiast sa zdania,

ze rola NH,- koiicowego jest rownowazna lub nawet istotniejsza w procesie odkladania

wlokienkowego B-amyloidu w neuropilu (Smith, Anderton 1994, Yang i wsp. 1994). Jak
wspomniano uprzednio zjawisko fibrylizacji amyloidu ma zasadnicze znaczenie w pato-
genezie choroby Alzheimera (Wisniewski, Wegiel 1994). Przy analizie uzyskanych przez

nas spostrzeZen, dotyczacych lokalizacji komorkowej poszczegolnych peptydow bialka
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prekursorowego, nie mozna pomingé faktu, ze zastosowane metody immunohistoche-
miczne, stanowigc narzgdzie badawcze ulatwiajace swoiste rozpoznanie wielu komorek,
trudnych do uwidocznienia w rutynowych barwieniach histologicznych, moga stanowié
z10dio wynikow falszywych (Pro i wsp. 1980, Yamaguchi i wsp. 1989a). Nicbezpieczeii-
stwo to wynika z pojawiania si¢ dodatnich odczynéw immunohistochemicznych w na-
stepstwie tzw."cross reactivity" czyli przypadkowych wigzaii krzyzowych (Ihara 1986,
Currie i wsp. 1989). Zagrazaja one szczeg6lnie w przypadkach odczynéw ze stosunkowo
"krotkimi" peptydami, zbudowanymi z malej liczby aminokwaséw. Nie mozna wyla-
czy¢, ze w naszych badaniach w tej grupie przypadkow zjawisko wiazan krzyzowych
moglo by¢ powodem falszywego przekonania o powszechnosci wystgpowania prekurso-
ra we wszystkich elementach tkanek mozgu.

Inna trudno$¢ interpretacyjng stanowi fakt, ze stwierdzenie w mozgu chorego prekur-

sora lub nawet B-amyloidu, nie przesadza o rozpoznaniu, to jest o tym czy mamy do
czynienia z amyloidem typowym dla wieku starczego, czy tez charakterystycznym dla
chA (Spillantini i wsp. 1989). Pomimo to nadal podejmowane sa préby opracowania me-
tody lub metod, ktore moglyby umozliwi¢ przyzyciowe rozpoznawanie obecnosci amy-
loidu w osrodkowym ukladzie nerwowym. Uwaza sig, ze badania immunohistochemicz-
ne wycinkow skory (Joachim i wsp. 1989b, Soininen i wsp. 1992), ptytek krwi (Zubenko
i wsp. 1987, Kukull i wsp. 1992), fibroblastow (Sims i wsp. 1987, Adler i wsp. 1991),
limfocytow (Leonardi i wsp. 1989), wycinkow migsni (Zimmermann i wsp. 1988), poza
wartosciami poznawczymi w badaniach nad patogenezq choroby Alzheimera, mogg sta-
nowi¢ wazne zrodlo informacji na temat przypuszczalnej obecnosci amyloidu w moézgu.
Tkanki te jako latwo dostgpne mogq by¢ badane przyzyciowo w sposob nie budzacy za-
strzezen decontologicznych, a uzyskane wyniki stanowilyby istotne narz¢dzie diagnos-

tyczne. Jednak niebezpieczeiistwo wigzai krzyzowych i wynikajacych z nich wynikow
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falszywie dodatnich dotyczy rowniez testow przyzyciowych, ograniczajac ich uzytecz-
nosé. Za szczegllnie kontrowersyjue uznano testy skorne (Heinonen i wsp. 1994, Maury
1995), oraz badanie fibroblastow (Mak i wsp. 1994), plytek krwi (Gardella i wsp.
1992ab, Ghiso i wsp. 1994). Z tym wlaénie ograniczeniem nalezy zapewne wigza¢ fakt,
ze do tej pory zaden ze wspomnianych testow nie znalazl rutynowego zastosowania

praktycznego.

3. Amyloid w procesie starzenia fizjologicznego

i przebiegajacego z otgpieniem

3.1. Dyskusyjna rola amyloidu, jako czynnika roznicujacego pomigdzy starzeniem
"fizjologicznym" a patologicznym, za jakie uznaé nalezy chiA, nie ograniczyla zaintere-
sowania procesami jego powstawania i przetwarzania (Sisodia i wsp. 1990). Wrgcz prze-
ciwnie, badania biologow molekularnych nad patogeneza choroby Alzheimera koncentru-
ja si¢ przede wszystkim na poszukiwaniu genu dla amyloidu.

Istnieja sugestie, ze amyloid jest bialkiem plodowym (Zain i wsp. 1988). Przypuszcza
si¢ przy tym, Ze jego sprawny i prawidlowy metabolizm zabezpiecza przed odkladaniem
si¢ w neuropilu w postaci nierozpuszczalnej o konformacji . Wezesniejsze wyczerpanie
si¢ mechanizméw regulacyjnych metabolizmu amyloidu, np. juz okolo 65 roku zycia
prowadzi do szybkiego odkladania si¢ amyloidu widkienkowego w mozgu i pojawiania
si¢ klinicznych objawow choroby Alzheimera (Weidemann i wsp. 1989). W przemianach
metabolicznych czasteczki amyloidu wiodaca rolg odgrywaja niewatpliwie inhibitory pro-
teaz (Weidenmann i wsp. 1989), ktorych niewydolno$¢ zwigzana z wiekiem jest by¢ mo-
ze glowng przyczyng mozgowej amyloidozy tzn. odkladania sig jego widkienkowej, nie-
rozpuszczalnej postaci w neuropilu. Ciagle jednakze nic ma pewnosci, czy inna forma
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amyloidu, tzw. amyloid rozproszony nic ma rowniez w istocie konformacji § (Masliah
i wsp. 1993). Na podstawic badai mozgow os6b z zespolem Downa wydaje si¢, ze amy-
loid amorficzny wyprzedza pojawianic si¢ zwyrodnienia neurofibrylamego i blaszek star-
czych (Giaccone i wsp. 1989, Mann 1989ab). Wazng przestanka wskazujaca, ze amyloid
amorficzny moze by¢ zjawiskiem pierwotnym jest jego wczesne pojawianie si¢ w mozgu
po urazach. Znane sa przypadki jego obecnosci juz po 4 godz. od urazu (Roberts 1988,
Roberts i wsp.1991). W mézgach 0s6b z rozwinigta chA obserwuje si¢ najczesciej wspo-
listnienie obu rodzajow zlogow amylodu: amorficznego, w postaci rozproszonej i wlo-
kienkowego - w formie blaszek starczych (Tagliavini i wsp. 1988, 1991, Yamaguchi
i wsp. 1989a).

Stosunkowo pospolicie reprezentowana jest opinia, ze liczne przypadki, w ktorych
stwierdza si¢ bardzo obfite zlogi amyloidowe, bez klinicznego wywiadu otgpienia (Day-
an 1970a, Ulrich 1982, 1985, Crystal i wsp. 1988), sq w istocie przedklinicznymi przy-
padkami chA i moznaby zalozy¢, ze gdyby osoby te zyly dluzej, to w obrazie klinicz-

nym zjawilyby si¢ cechy otgpienia (Davics i wsp. 1988, Mackenzie 1994).

3.2. Istotnym elementem patogenetycznym choroby Alzhemmera jest wtorne oddzia-
lywanie amyloidu na komoérki nerwowe osrodkowego ukladu nerwowego. Uwaza sig, ze
obfite zlogi amyloidu w mozgu doprowadzaja do pojawiania si¢ patologii bialek cytoske-
letonu komorki nerwowej - zwyrodnienia neurofibrylarnego neuronéw (Glenner Wong
1984ab, Sclkoe 1987, Joachim 1991). Wydaje si¢ przy tym, ze dopiero wspélistnienic
obu procesow patologicznych: zlogéw amyloidu i zwyrodnienia neurofibrylamego po-
woduje pojawienie si¢ klinicznych objawow otepienia - jak sugeruja to Ball (1977), Jen-
sen i wsp. (1995) i inni. Opisywana przez Terrego i wsp. (1987) populacja ludzi bardzo

starych z licznymi blaszkami starczymi nie wykazywala obecnosci ZN. Pacjenci ci
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w znakomitej wigkszosci nie wykazywali cech otgpienia (Terry i wsp. 1987, Joachim
i wsp. 1988b). Wlasne obserwacje, przedstawione w niniejszym opracowaniu wskazuja
jednoznacznie, ze dla pojawienia si¢ ot¢pienia niezbgdne jest wspolistnienie w osrodko-

wym ukladzie amyloidu i patologicznych bialek cytoskeletonu.

3.3. Rozwoj badan immunohistochemicznych pozwolil na dokladne poznanie topo-
grafii zmian amyloidowych w oun i proby charakterystyki jej znaczenia dla procesu cho-
robowego. Przedmiotem szczegdlnego zainteresowania jest zajgcie przez proces patolo-
giczny hipokampa i okolicy parahipokampalnej. W warunkach doswiadczalnych wyka-
zano, ze obecno$¢ amyloidu w plynie mozgowo-rdzeniowym w komorach bocznych,
wplywa na zwyrodnienie komorek hipokampa i zwiazane z nim zaburzenia pamigci (Nit-
ta i wsp. 1994). W poszukiwaniu przyczyn wczesnego i czgstego zajgcia hipokampa, po-
za jego bezposrednig stycznoscia z plynem mézgowo-rdzeniowym zawartym w komorze
bocznej, uwzglednié nalezy jego wybidrcza wrazliwosé na niedokrwienie. Wiadomo, ze
wlaénie niedokrwienie prowadzi do wzrostu zawartosci APP. To z kolei moze powodo-
waé odkladanie si¢ B-amyloidu w neuropilu (Robinson i wsp. 1993).

Udowodniono przy tym, ze sama juz obecno$é¢ amyloidu w moézgu szczura wplywa
na procesy pamigciowe (Nitta i wsp. 1994, Cleary i wsp. 1995). Dowodéw na kluczowa
rolg hipokampa w zaburzeniach neurotransmiterowych, dotyczacych glownie metabo-
lizmu acetylocholiny, w patogenezie choroby Alzheimera dostarczaja migdzy innymi ob-
serwacje kliniczne. Stwierdzono, ze przy umiarkowanie nasilonym zaniku hipokampa, is-
tnieja szanse poprawy klinicznej po leczeniu preparatami z grupy inhibitorow actylocho-
linesterazy. Przy znacznym zaniku szanse terapeutyczne juz nie istnieja (Riekkinen i wsp.
1995). W naszym materiale w mozgach osob zmartych po 80 roku zycia ztogi amyloidu

o tym samym nasileniu stwierdzano zawsze w korze nowej i w hipokampie. W calym
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materiale tylko jeden przypadek roznil si¢ w tym wzgledzie od pozostalych. Natomiast
w grupie 385 mézgach chorych znacznie mlodszych, amyloid stwierdzono czgicie]
w korze nowej i $rodwechowej niz w hipokampie. Moze to wskazywagé, ze obecnosé
zlogow amyloidowych w hipokampie $wiadczy o wigkszym zaawansowaniu procesu,
przeciwnie niz obecno$¢ neurondéw z cechami zwyrodnienia neurofibrylamego (Braak,
Braak 1991). Jest faktem znanym, ze w poczatkowym okresie chA zwyrodnienie neuro-
fibrylarne neuronéw wystepuje glownie w dendrytach a rzadziej w aksonach. Wydaje si¢
jednak, ze w przypadku choroby Alzheimera, w przeciwieiistwie do przypadkow star-

czych bez otgpienia, wystgpuje przewaga uszkodzen w aksonach hipokampa (Su i wsp.

1993).

Wynik odczynéw immunohistochemicznych fragmentéw B-amyloidu o réznej dlu-
gosci laiicucha aminokwasow wskazuja, ze topografia ich wystgpowania zalezy takze od
ich dlugosci. Przeciwciala przeciw peptydowi zawartemu pomiedzy 37 a 42 aminokwa-
sem f-amyloidu powoduja wybarwienie zlogow w placie czolowym, a daja reakcj¢
ujemng ze zlogami w obrgbie prazkowia, w ktorym wystgpuja gtownie prymitywne
blaszki starcze (Mak i wsp. 1994). Przewagg blaszek prymitywnych w formacjach praz-
kowia potwierdzaja rowniez nasze wlasne obserwacje. By¢ moze, ze sa to zlogi "mlod-

sze" (a wigc prymitywne) albo zbudowane z odmiennego typu amyloidu.

3.4. Od kilku lat przedmiotem dyskusji jest kwestia, czy amyloid poza czysto mecha-
nicznym dzialaniem uszkadzajacym, prowadzacym do uposledzenia przeplywu aksonal-
nego, moze by¢ roGwnoczesnie substancja neurotoksyczng (Yanker i wsp. 1989, Masliah
i wsp. 1993, Pike i wsp. 1995). Doswiadczalnym dowodem na hipotetyczng toksycznosé
amyloidu jest pojawianie si¢ patologicznych zmian cytoskeletonu w komorkach nerwo-

wych badanych zwierzat, ktorym amyloid podawano bezposrednio do oun (Yanker
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i wsp. 1989). W doswiadczeniach tych podkresla si¢ przy tym antagonistyczna do amylo-
idu rolg¢ substancji P wykazujacej w tych warunkach dzialanie cytoprotekcyjne (Crystal,
Davies 1982, Beal, Mazurek 1987). Nie jest jasne jaki jest mechanizm toksycznego od-
dzialywania amyloidu na neuron - czy jego nicodwracalne uszkodzenie odbywa si¢ po-
przez mechanizm apoptozy, czy tez zwyklej reakcji martwiczej (Forloni i wsp. 1993,

Behl i wsp. 1994).

3.5. Jest wysoce prawdopodobne, ze toksyczny wplyw amyloidu, lub tez tylko jego
stymulujace oddzialywanie na powstawanie ZN i wtérny w stosunku do niego zanik neu-
ronu, prowadzi posrednio do zmniejszenia liczby polaczen synaptycznych. Znana jest te-
oria, ze powodem otgpienia w chA jest nie zanik neuronéw, a tylko znaczne ilosciowe
zmniejszenie potaczen synaptycznych (Anderson i wsp. 1983), opisane zreszta juz przed-
tem przez Neary'ego i wsp. (1986).

Zastosowanie mikroskopu konfokalnego (Masliach i wsp. 1993, Kimura i wsp. 1994)
zmodyfikowalo Klasyczny podzial zlogow amyloidu i poglady na temat ich zwiazku
z uszkodzeniami zakoiczen synaptycznych, stanowigcych nastgpstwo jego odkladania
w tkance. Badania wyzej wymienionych autorow zmicnily obowiazujace do tej pory
wyobrazenie o budowie blaszki starczej. Udowodniono bowiem, ze tylko 35 % BS ma
amyloidowy rdzei otoczony wieiicem nicprawidlowych neurytéw. Pozostale 65% BS
nie zawiera rdzenia, zbudowane s3 one z patologicznych, dystroficznych neurytow po-
miedzy, ktérymi znajduja si¢ widkienka amyloidu. Wbrew temu co sadzono poprzednio
czg$é blaszek starczych zawiera dystroficzne neuryty w czgsci centralnej, a wiokna amy-
loidowe na jej obwodzie. Badania te udowodnily w sposéb jednoznaczny, ze patologicz-
ne neuryty wchodzace w sklad blaszki zwigzane s3 z wyraznymi i wezesnymi zmianami

patologicznymi polacze synaptycznych. Podobne sugestie prezentowane sa przez in-
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nych autorow (Wisniewski i wsp. 1981, Masliah i wsp. 1991, Braak, Braak 1994ab, Mo-
ry$ i wsp. 1994b). Podkreslaja oni zgodunie, Ze najbardziej uszkodzonym elementem
tkankowym sa polaczenia synaptyczne i te wlasnie uszkodzenia leza u podloza otgpienia,

poprzez dezintegracj¢ czynnosciowa kory nowej ijej polaczei z hipokampem.

3.6. Na odrgbng uwagg zasluguje topograficzne zroznicowanie wewnatrzkorowego
ukladu blaszek starczych w przypadkach zespolow otgpiennych i starczych przebiegaja-
cych bez otgpienia. Analiza rozkladu blaszek starczych w roznych warstwach kory moz-
gu wykazala, ze najwigksza liczba zlogow amyloidowych w korze skroniowej wystepo-
wala w warstwie III i II, w mozgach przypadkow z otepieniem (choroba Alzheimera
i zespole Downa), w przeciwieiistwie do mozgow przypadkow bez otgpienia, w ktorych
najwigcej BS stwierdzono w warstwie 111 i V. W placie potylicznym najwigcej ztogow
amyloidu w przypadkach chA i zD bylo obecnych w III, IV warstwie podczas gdy
w przypadkach kontrolnych najobfitsze zmiany obserwowano w warstwie IIL IV i V.
Nasze spostrzezenia dotyczace kory skroniowej byly zgodne z obserwacjami innych au-
torow (Duyckaerts i wsp. 1986, Lewis i wsp. 1988). Stwierdzenie najobfitszych zmian
w warstwie IV w korze potylicznej podobne bylo do wynikow Mandybura (1975) i Le-
wisa i wsp.(1988). Zgodnie z sugestia Gibsona (1983) powodem takiego rozkladu liczby
BS wjej poszczegoluych warstwach mogla byé fagocytoza zmian zachodzaca w warst-
wach glgbszych niz I i III, przez pobudzony uklad makrofagow w tej okolicy. Innym
czynnikiem wchodzacym w rachubg moglaby by¢ zaleznosé nasilenia zmian od stopnia
unaczynienia poszczegolnych warstw kory. Wydaje si¢ jednak, ze nie réznicowaloby to
przypadkow z otgpieniem i bez otgpienia, chyba ze przyj¢loby si¢ zalozenie, ze hipote-
tyczny czynnik patogenetyczny wystgpuje w znacznie wigkszej ilosci w surowicy u cho-

rych z chA i zD a poprzez uszkodzong barier¢ naczyniowo-mézgowa wydostaje si¢ do

7



neuropilu obficiej w warstwach kory o bogatszym unaczynieniu (Bell, Ball 1985). Z du-
zym prawdopodobiefistwem mozna przyjac, ze powodem znacznego nagromadzenia BS
w opisanych warstwach kory jest fakt, ze stanowia one obszary obfitego zgrupowania

neuronéw, mikrogleju i astrocytdw, zawierajacych nadmiar APP.

3.7. Nalezy wreszcie zwrdci¢ uwagg na badania Tanaki i wsp. (1993), ktdrzy prze-
prowadzili analizg pordwnawcza zawartosci mRNA dla APP w korze i w istocie bialej.
Stwierdzono, ze zarowno w chA i mézgach ludz starych bez cech otgpienia zawartos¢
mRNA dla APP jest dwukrotnic wyzsza w istocie bialej niz w korze (kora czolowa).
W naszych wlasnych badaniach wielokrotnie obserwowano silue wybarwienie istoty bia-
lej w calosci, a takze obecnos¢ w niej zlogow amyloidu przy znacznym nasileniu procesu

patologicznego (Tab. 3).

4. Zwyrodnienie bialek cytoskeletonu w chorobic Alzheimera

Poza przytoczonymi uprzednio hipotezami, sugerujacymi wtornos¢ pojawiania sig
zwyrodnienia neurofibrylamego w stosunku do odkladania si¢ amyloidu w neuropilu,
istnicja takze teorie, poszukujace innych czynnikow przyczynowych dezintegracji bialek

cytoskeletonu, niezaleznych od obecnosci BS.
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Za glowny sposrod nich uwaza si¢ zaburzenia fosforylacji bialek szkieletowych ko-
morki nerwowej (Tabaton i wsp. 1989, Cook i wsp. 1994, Otvos i wsp. 1994). Nalezy
przy czym doda¢, ze ich patogenctyczne znaczenie nie wyklucza pierwotnego wplywu
amyloidu na uposledzenie przeplywu aksonalnego i wtémych w stosunku do niego
uszkodzeii cytoskelctonu. Wedlug Sternbergera i wsp. (1983) w warunkach prawidlo-
wych, w perikarionie komorki i jej wypustkach dendrytycznych obecne sa nieufosforylo-
wane neurofilamenty, podczas gdy w aksonie wystgpuja neurofilamenty ufosforylowane.
Proces fosforylacji, odbywajacy si¢ glownie przy udziale kinazy bialkowej C (Takahashi
i wsp. 1995) wydaje si¢ pelni¢ role czynnika stabilizujgcego cytoskeleton komorki
(Grundke-Igbal 1986b, Wood i wsp. 1986, Biemat i wsp. 1992). By¢ moze na powsta-
wanie patologicznych bialek szkieletowych moze wplywaé zaburzenie gospodarki wap-
niowej komorki nerwowej. Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze wynikiem za-
burzeii homeostazy wapnia jest pojawianie si¢ biatka tau 1 wewngtrz neuronu (Mattson
i wsp. 1991, Mann i wsp 1992b). Cykl badan nad bialkami sprz¢zonymi z PHF - tau 1
i ubikwityng pozwolily przedstawi¢ hipotetyczny scenariusz powstawania ZN w zalez-
nosci od pojawiania si¢ ich w czasie (Bancher i wsp. 1987). Wedlug Banchera i wsp.
(1987) proces odkladania si¢ patologicznych bialek cytoskeletonu rozpoczyna si¢ od fazy
"0", podczas ktorej w odczynach immunohistochemicznych przeciw bialku tau 1 uzysku-
Je si¢ homogenne wybarwienie perykarionu. Nastgpnym etapem jest pojawianie sig plo-
mykowatych wiokienek, dodatnich w barwieniach surowicami przeciw bialku tau 1,
ostatecznie dochodzi do wybarwiania si¢ duzego odsetka neuronéw ze zwyrodnieniem

neurofibrylarnym surowicami przeciw ubikwitynie (Ryc. 53abcd).

4.1. Wyniki prezentowanej pracy wskazuja na zwigzek zmian neurofibrylamych

z otgpieniem. Iustruja one takze réznorodno$é morfologicznych struktur stanowigcych
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nastgpstwo patologicznej przemiany bialek cytoskeletonu. Wydaje sig, ze sie¢ "nitek ncu-
ropilowych", nakladajacych si¢ na rozproszony amyloid w neuropilu moze w znacznym
stopniu uposledzaé¢ "komunikacj¢" pomigdzy neuronami. Moze tez by¢ przyczyng zubo-
zenia polaczei synaptycznych, a wtornie niedoboru neuroprzekaznikéw, w tym acetylo-

choliny (Kowall, Kosik 1987).

4.2, Wydaje si¢, ze na podstawie prezentowanych wynikow badan wiasnych mozna
przy uzyciu odczynéw z przeciwcialami anty tau 1 podja¢ probg rozréznienia blaszck
starczych zwigzanych z choroba Alzheimera od towarzyszacych "fizjologicznemu" sta-
rzeniu si¢. Tylko bowiem te blaszki, ktorych wieiice zbudowane s3 z neurytéw, zawiera-
jacych PHF, a wigc wystepujace wylacznie w mozgach chorych z otgpieniem, barwia sig
za pomocy surowic anty tau 1. Mechanizm tego zjawiska jest zblizony jak w przypadku
glodnego w swoim czasie przeciwciala Daviesa - Alz 50, ktore rowniez wybarwia wy-
lacznie blaszki alzheimerowskie, nie dajac odczynu immunohistochemicznego z blasz-
kami w moézgach osob bez cech otgpienia (Ryc. 54abcdef). Udowodniono, nastgpnie, ze
Alz 50, skierowane przeciw "biatku 68" jak je pierwotnie nazwano (Wolozin i wsp. 1980,
Wolozin, Davies 1987), jest jednym z przeciwcial skierowanym przeciw tau 1 (Nukina
i wsp. 1987). Proteoliza parzystych spiralnie skr¢gconych wldkienek wykazala jednak, ze
epitopy dla tau 1 i Alz 50 nie sa identyczne (Ksigzak-Reding i wsp. 1988ab). W latach
osiemdziesiatych przypuszczano, ze dzigki obecnosci bialka tau 1 w ptynie mozgowo-
rdzeniowym bgdzie mozna uzyska¢ narzgdzie badawcze do przyzyciowego rozpoznania
chA. Od 1995 roku istnieje komercyjny zestaw diagnostyczny dla oznaczania poziom
biatka tau w plynie mézgowo-rdzeniowym (Vigo-Pafrey i wsp. 1995). Jego wiarygod-
no$é i przydatnosé wymagaé bedzie sprawdzenia w ocenach katamnestycznych duzego

materialu.
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4.3. Odczyny immunohistochemiczne z surowicami przeciw ubikwitynie, uwidacznia-
Ja znacznie mniejsza liczbg ZN zaréwno w korze nowej i w hipokampie. Rola ubikwity-
ny nie jest nadal jednoznacznie okreslona. By¢ moze, jest ona migdzy innymi czynnikiem
wzmagajacym proces tworzenia wlokienek amyloidowych - amyloid enhancing factor
(Alizadch-Khiavi i wsp. 1991, Ali-Khan i wsp. 1992) lub tez jedna z pozalizosomalnych
proteaz. Nie wyklucza sig, ze bierze ona czynny udzial w amyloidogenezie jako jedno
z bialek szoku termicznego (Wang i wsp. 1991).

Nasze wlasne obserwacje wskazuja na opdznienie ubikwitynizacji zwyrodnienia neu-
rofibrylanego wjadrach pnia mozgu w stosunku do kory nowej i hipokampa. Swiadczyé
to moze o wigkszej odpornosci struktur pnia mozgu na procesy zwyrodnieniowe. Ubik-
witynizacja poprzedzajaca $mier¢ komorki pojawia si¢ pozniej w osrodkach regulujacych

podstawowe funkcje organizmu.

4.4. We wlasnych badaniach udowodniono rowniez rzadsze wystgpowanie nieprawid-
lowosci bialek cytoskeletonu komorki nerwowej u ludzi, w wieku starczym (12 przy-
padkow na ogolng liczbg 100, zmarlych po 80 roku zycia). SpostrzeZenic to mozna in-
terpretowaé dwojako, z jednej strony mozna przypuszczaé, ze wszystkie neurony ze
zwyrodnieniem fibrylamym ulegly rozpadowi i zostaly sfagocytowane przez astroglej
(Mandybur 1990) z drugiej zas, ze skqpa liczba zZlogow amyloidu w neuropilu wystgpu-
jaca w zawartosci subklinicznej "nie zdazyla" spowodowaé¢ wtornych zmian patologicz-

nych cytoskeletonu.

1

4.5. Nalezy przy tym podkresli¢, Ze istnieja zespoly patologiczne (choroba Parkinso-
na, post¢pujace porazenie nadjadrowe, podostre stwardniajace zapalenie mézgu, parkin-

sonizm pozapalny, choroba z wyspy Guam i inn.), w ktorych wystepuje zwyrodnienic
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neurofibrylame bez gromadzenia amyloidu w neuropilu (Wisniewski i wsp. 1991a).

Podwaza to koncepcj¢ obezposredniej roli patogenetycznej amyloidu w powstawaniu ZN

(Lewis i wsp. 1988, Tabaton i wsp. 1989).

4.6. Interesujacy i zupehie niezrozumialy jest fakt, ze w mozdzku nie spotyka si¢ nig-
dy PHF sprzgzonych z tau 1, ajedynie wykazujace dodatni odczyn przy uzyciu przeciw-
cial przeciw ubikwitynie (Dickson i wsp. 1990, Suenga i wsp. 1990, Yamazaki i wsp.
1992). Zastanawia rowniez szczegolna odpornosé komoérek Purkinjego na pojawianic sig
w ich cytoplazmie tau-dodatnich PHF. Zjawiska te opisane w oparciu obadania immuno-
histochemiczne nie znalazly dotychczas jednoznacznego wyjasnienia ich mechanizmu.
Jak dotad wzbogacajq jedynie fenomenologi¢ patomorfologii procesow fizjologicznego

i patologicznego starzenia ukladu nerwowego.

5. Co oznacza w $wictle badan immunohistochemicznych

termin "fizjologiczne starzenic si¢"?

5.1. Wydaje sig, ze jedyng istotng roznicg pomigdzy biatkiem prekursorowym amylo-
idu (APP), wystepujacym w chorobie Alzheimera a APP - nagromadzonym w mozgach
0s6b starych nie wykazujacych cech otgpienia stanowi obecnosé w jego czasteczce bialka
Kunitza. Poziom APP zawierajacego biatko Kunitza wykazuje dodatnia korelacj¢ z licz-
ba blaszek starczych (niezaleznie od tego czy sa to mozgi 0sob z chA czy bez cech otg-
pienia), nie ma natomiast takiej korelacji dodatniej z poziomem synaptofizyny. Izoforma
APP - 695 nie zawierajaca biatka Kunitza wystgpuje w mniejszej ilosci w przypadkach
chA i koreluje z poziomem synaptofizyny. Zahn i wsp. (1995) sadza, ze na ile APP za-
wierajace biatko Kunitza bierze udzial w powstawaniu blaszek starczych na tyle izofor-
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ma APP 695 jest zwigzana z patologia synaps. Wedlug innych autorow natomiast zasad-
nicza roznica pomigdzy APP w chA i w a starzeniu fizjologicznym wyraza si¢ zaleznymi

od wieku zaburzeniami metabolizmu APP (Nordstedt i wsp. 1991).

5.2. Mozna by w istocie przyja¢ koncepcjg, ze kazdy moézg, w ktérym pojawi sig
B-amyloid w wyniku okreslonych przemian metabolicznych APP, jest mézgiem ze zmia-
nami, ktére po jakims czasic doprowadza do klinicznego zespolu otgpienia. Taka fazg
ewolucyjng procesu mozna by nazwaé stanem przedklinicznoym. W przeanalizowanym
przez nas materiale istnialy jednak mozgi, w ktorych w ogole nie wystgpowaly zmiany
typu zwyrodnienia alzheimerowskiego. To znaczy nie stwierdzono w nich ani zlogow
amyloidu i/lub zwyrodnienia neurofibrylarnego, ani tez kongofilnej angiopatii. Mizutani
i Shimada (1992) opisali grupg stuletnich starcow, ktorych mozgi byly wolne od jakich-
kolwiek "zmian starczych”. Przedstawione wyniki badan wlasnych uzyskane przy uzyciu
swoistych przeciwcial przeciw 3-amyloidowi pozwalaja pokusi sie o probe syntetycznej,
immunomorfologicznej charakterystyki starzejacego si¢ mézgu w porownaniu z mozga-
mi 0sob z chA. Mézg starczy to moézg zawierajacy nawet czgsto zlogi amyloidu przy
nieznacznej, jednak obecnosci neuronow z cechami zwyrodnienia neurofibrylarego.

Wydaje si¢ przeto, Ze cho¢ znakomita wigkszos¢ poszukiwai badaczy poslugujacych
si¢ coraz doskonalszym warsztatem metodycznym koncentruje si¢ na biologii molekular-
nej amyloidu i bialek zwigzanych z parzystymi spiralnymi wlokienkami patologicznie
zmienionego neuronu, to byé moze rozwiazanie kwestii starzenia si¢ mézgu zwiazane
byloby raczej z odkryciem ukladu enzymatycznego, uwalniajacego procesy koiiczace si¢
pojawianiem opisanych powyzej patologicznych bialek (Anderton 1987). Jezeli przyjmie
si¢ zalozenie, ze w materiale genetycznym czlowicka zawarte sq informacje dotyczace
B-amyloidu wraz z informacjami dla enzymoéw, ktorych dzialanie powstrzymuje kumu-
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lowanie si¢ wlékien amyloidowych w neuropilu, to podstawowe znaczenie mialoby od-
krycie tych wilasnie ukladow enzymatycznych. W tym tez kontekscie niezmiernie intere-
sujace i obiecujace s3 poszukiwania enzymow, najprawdopodobniej z grupy inhibitorow
proteaz (Allsop i wsp. 1991). Ich niedomoga mogtaby prowadzi¢ do odkladania si¢ amy-
loidu wlokienkowego w tkankach mozgu i do wyzwolenia kaskady nie poznanych do
kofica procesow, prowadzacych do klinicznie ujawniajacego si¢ otgpienia. ChA bylaby
wigc tylko przyspieszeniem tzw. "normalnych” procesow starczej dezintegracji tkanek
oérodkowego ukladu nerwowego regulowanych - jak przypuszczaja (Warcham i wsp.
1987, Brayne, Galloway 1988) genetycznie przez zwiazek z chromosomem X. Wyjas-
nienie problemu udzialu okreslonych ukladow enzymatycznych w patogenezie chA wy-

maga badan zardowno w zakresie biochemii jak i przede wszystkim biologii molekulame;.

6. Udzial gleju w procesie starzenia si¢ tkanek mozgu

Redlich (1898) i sam Alzheimer (1907) byli przekonani, ze blaszki starcze sa przeja-

wem patologii komorek glejowych.

6.1. Przedstawione wyniki wlasnych obserwacji wskazuja, Ze srednio tylko 36% BS
barwi si¢ jednoczesnie przy uzyciu przeciwcial przeciwko B-amyloidowi i GFAP. Wsrod
zlogow amyloidu 38% wykazuje jednoczesne barwienie GFAP, a wsrod BS dodatnich
w odczynie z przeciwcialem przeciw GFAP 45% barwi si¢ surowicami przeciw B-amylo-
idowi (Tab. 10). Istnieja wigc zlogi amyloidowe, ktdre nic zawieraja komorek gwiazdzis-
tych i takie, ktore utworzone sq przez GFAP dodatnie wypustki astrocytow, bez wiokien
amyloidu. Zakladajac wigc udzial astrogleju w stymulacji fibrylogenezy amyloidu, nie-
jasna pozostaje sekwencja czasowa poszczegolnych zjawisk. Wydaje si¢ przy tym malo
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prawdopodobna koncepcja izby skupiska GFAP dodatnich widkien glejowych wyprze-
dzaly pojawianie si¢ ztogow amyloidu.

Obserwacje nasze wskazuja, ze reakcja astrogleju na obecnosé amyloidu jest taka sa-
ma w przypadku chA i w przypadkach bez cech otgpienia. Nie ma zadnych danych
wskazujacych na zwiazek przyczynowy migdzy niedomoga komérki astrogleju wynika-
Jaca z wieku, a pojawieniem sig¢ cech otgpiennych w przypadku amyloidozy moézgowej.
Fakt, ze nic kazda BS wykazuje dodatni odczyn z przeciwcialami przeciwko GFAP,
swiadczy jedynie o réznym stopniu penetracji wypustek astrocytéw w obreb zlogow
amyloidowych. Wydaje si¢, ze w ostatnim okresie ewolucji BS wybarwiaja sig wylacznic
przy uzyciu surowic anty GFAP, a amyloid w koficowe;j fazie fagocytozy traci zdolnosé
reagowania z przeciwcialami przeciw B-amyloidowi. Obserwagje dotyczace patologii
moézdzku, w ktorym przewaza amyloid w postaci rozproszonej, wskazuja na réznice re-
akeji astrocytarnej wyrazajacej si¢ w odczynie na GFAP wobec ogniskowej i rozproszo-
nej postaci amyloidu. W ostatnim okresic odmiennos¢ t¢ wyjasniono udzialem astrocy-
tow we wazroscic poziomu glikozoaminoglikanéw. Udowodniono, przy tym, ze udzial
ten jest rozny w poszczegolnych obszarach osrodkowego ukladu nerwowego. Fakt ten
moze sugerowac jednakze, Ze roznica odczynu astrocytarmnego w uformowanej blaszce
starczej zlokalizowanej w korze nowej i w hipokampie oraz w amyloidzie rozproszonym
w mo6zdzku moze zalezec nie tyle od typu amyloidu ile od wlasciwosci podloza, w kto-
rym si¢ on gromadzi. Glikozoaminoglikany, ktorych zrédlem sa astrocyty, biora aktyw-
ny udzial w regeneracji neurytow i pojawiajq si¢ w obszarach reaktywnej gliozy astrocy-
tarnej (Hoke i wsp. 1994, Kimura i wsp. 1995, Oohira i wsp. 1995). Pike i wsp. 1995 po-
twierdzili jednakze udzial astrogleju w powstawaniu zwyrodnienia neurytow w obrgbie

blaszki starczej.
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Nicktorzy autorzy (Mandybur 1990) sugeruja, ze w przeciwieiistwic do ogniskowych
form amyloidu, w rozproszonym amyloidzie nie wystgpuje proliferacja ani astrocytow
(Yamaguchi 1990) ani mikrogleju (Ohgami i wsp. 1991). Poglad ten jest czgsto podwa-
zany. Wedlug Probsta (1987) amyloid rozproszony nie wywolujacy reakgji astrocytarnej
jest wstepna faza gromadzenia jego wldkienck w neuropilu. Dopiero komorka gleju
gwiazdzistego ogranicza rozproszony amyloid. Zostaje on "pocigty” i odgraniczony od
otoczenia wlasnie przez astrocyty. Wowczas przybiera form¢ morfologiczng zlogow
ogniskowych. Tworzenie si¢ wigc blaszek starczych zwiazane jest z czynnosciowa wy-
dolnoscia astrogleju, ktora, jak mozna si¢ spodziewac¢ maleje z wiekiem.

Przypuszcza sig, Ze istotna rola astrogleju w patologii starczej osrodkowego ukladu
nerwowego polega na ograniczeniu zlogu amyloidowego przez tworzenie wokél niego
blizny glejowej. Komorki astrogleju znajduja si¢ na obwodzie BS otaczajac ja pierscie-
niem wypustek (Dickson, Mattiace 1989). Przypuszcza sig, ze tworzenie ogniskowych
zlogow amyloidu w postaci blaszki starczej przy udziale astrocytow a nastgpnie "uprza-
tanie" ich przez astroglej jest swego rodzaju dzialaniem "cytoprotekcyjnym" w stosunku
doneuronu i jego polaczen synaptycznych. Dziatanie to zanika lub jest ograniczone
w niewydolnosci czynnosciowej astrogleju. Wisniewski i Wegiel (1991b) z kolei trakto-
wali przez pewien czas amyloid rozproszony jako faz¢ koficowa obecnosci amyloidu
w mozgu. Przyjmowali oni, Ze najpierw pojawia si¢ BS, a potem na skutek obronnych
funkcji komorek astroglejowych - amyloid rozproszony, ktory jest niejako amyloidem
resztkowym, stanowiacym pozostalo$¢ po probach uprzatnigcia jego zlogow ognisko-

wych.

6.2. Szereg innych badaczy uwaza, zZe rola astrogleju ogranicza si¢ do postulowanego

przez nich fagocytowania zlogow amyloidu (Duffy i wsp. 1980, Beach, Mc Geer 1988,
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Mandybur 1990). Podobng reakcjg astrogleju stwierdzono takze wokol naczyii z kongo-

filng angiopatia (Mandybur 1990).

6.3. Rozwaza si¢ rowniez udzial komorki astroglejowej bezposrednio w produkcji
amyloidu (Delacourte 1990, Haass i wsp. 1991). Wyniki poszukiwaih mRNA dla prekur-
sora amyloidu metoda hybrydyzacji in situ wskazuja na jego obecnosé w niektorych ko-
morkach gleju wiéknistego. Wykazano takze obecnosé mRNA dla a-1-chymotrypsyny
w astrocytach w przypadkach chA. Wedlug Pasternack'a i wsp. (1989) stanowi to dowod

udzialu gleju wloknistego w produkgji wiokien amyloidowych.

6.4. Wykazano dodatkowo, Zze zwyrodnienie neurofibrylarne neuronéw w fazie koi-
cowej takze podlega penetracji GFAP-dodatnich wypustek astrocytow (Probst i wsp.
1982, Yamaguchi i wsp 1987, Goodison i wsp. 1993). W badaniach naszych potwierdzo-
10 to immunohistochemicznie w tzw. "ghost tangles" w jadrach pnia moézgu. W barwie-
niach podwdjuych stwierdzono dodatni odczyn dla GFAP w "cieniach" zwyrodnienia
neurofibrylamego wystgpujacy razem z delikatnymi wiazkami wlokien dodatnich przy
uzyciu przeciwcial anty tau 1 lub anty ubikwityny. Jak juz wspomniano poprzednio,
w przeciwienstwie do kory nowej, w ktorej ubikwitynizacja PHF wystepuje w koncowej

fazie procesu patologicznego, w neuronach jader pnia moze jej nawet nie by¢.

6.5. Spostrzezeniem zaslugujacym na uwagg jest obecnos¢ zachowujacych immuno-
reaktywno$¢ z przeciwcialami przeciwko B-amyloidowi wlokien amyloidowych w ge-
mistocytach (ryc. 56) w przebiegu rozbiorki zawalu bladego obejmujacego tkanki zawie-
rajace zlogi amyloidu i neurony ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym. Przeéledzenie ewo-

lugji reakgji astrocytarnej w przebiegu organizacji ogniska martwicy pozwolilo na stwier-
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dzenie, ze w kolejnych dniach po udarze wztrastala liczba przypadkow, w ktérych w po-
graniczu tkanki martwiczej gromadzily si¢ gemistocyty fagocytujace wlokienkowy amy-

loid. Dopiero po 50 dniach udaru nie spostrzegano gemistocytow zawierajacych w cytop-

lazmic wlokna B-amyloidu. W przeciwienstwie do wlokien amyloidu, nie obserwowano
nagromadzenia w gemistocytach PHF wykazujacych dodatni odczyn z przeciwcialami
anty tau 1, jak i skicrowanymi przeciw epitopom ubikwityny. Sugeruje to wigksza od-
pomoéé wlokna amyloidowego na enzymy lizosomalne gemistocytow niz patologicz-

nych bialek powstajacych w wyniku dezintegracji cytoskeletonu komérki nerwowe;j.

7. Znaczenie mikrogleju w patogenezie amyloidoz

7.1. Wyniki przeprowadzonych przeze mnic badai dowodza scistego zwiazku ko-
morki mikroglejowej ze zlogami amyloidu, potwierdzajac zreszta spostrzezenia innych
autorow (Mc Geer i wsp. 1988ab, 1992a). Zwiazek ten wystgpowal zarowno w transmi-
syjnych (GSS, CID) jak i nietrasmisyjnych (chA, chP z otgpieniem) amyloidozach moéz-
gowych. W niektorych zespolach (CJD, chA) stwierdzono ponadto pomnozenie mikrog-
leju bez zwiazku z obecnoscia amyloidu. Komorka mikroglejowa, dodatnia dla przeciw-
cial przeciw ferrytynie, LN 1, MR-27, oraz w barwieniu lektyng RCA 1, znajdowala sig
zawsze w centrum ogniskowego zlogu, niezaleznie od typu amyloidozy.

Stwierdzenie w naszych badaniach komérek mikroglejowych w blaszkach amyloi-
dowch PrP-dodatnich w amyloidozach transmisyjnych, stanowi posredni dowod, zc zna-
czenie mikrogleju sprowadza si¢ przede wszystkim do fagocytozy zlogow amyloido-
wych (Rogers, Luber-Narod 1988ab). Za przyjeciem tej koncepcji przemawia zasadniczo
rozny mechanizm obu proceséw patologicznych: zwyrodnieniowy i prawdopodobnie

infekcyjny.
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7.2. Rola mikrogleju w patomechanizmie amyloidozy mézgowej byla przedmiotem
bardzo licznych badai (Haass i wsp. 1991,1992, Mc Geer i wsp. 1992b). Obecno$é mi-
krogleju w BS po raz pierwszy opisal Ley w 1922 roku. Liczna grupa badaczy (Dickson
i wsp. 1988, Crystal i wsp. 1988, McGeer i wsp 1988b), do ktérych nalezeli rowniez
Goodman (1953) oraz Wisniewski i wsp. (1989c), wyznawala poglad, ze to wlasnie ko-
morka mikroglejowa odpowiada za produkcje lub nieprawidlowa przemiang widkien
amyloidowych. Biorac pod uwagg fakt udowodnionego zwiazku amyloidozy obwodowe;j
z ukladem siateczkowo-srodblonkowym (Shivers i wsp. 1988), Wisniewski i wsp.
(1989c¢) od lat wyrazali przekonanie, ze mikroglej spelniajacy w oun funkgje uss, odgry-
wa taka samg rol¢ w amyloidozie mézgowej. Wedlug innych autoréw mikroglej nie jest
zwigzany bezposrednio z tworzeniem widkienek amyloidowych, ale bierze udzial w two-
rzeniu amyloidowego rdzenia blaszki (Banati, Gracber 1994, Banati i wsp. 1994). Wia-
domo réwniez, Ze reaktywny mikroglej moze oddzialywaé na procesy zwyrodnieniowe
neurytéw (Rozemuller 1989b). Wisniewski i Wegiel (1991b) oraz Mc Geer i wsp.
(1992a) udowodnili $cisly zwiazek komorki mikroglejowej z wloknami amyloidowymi
na podstawie wnikliwej analizy obrazéw mikroskopowo-clektronowych. Wykazano
rowniez (Wisniewski Wegiel 1989c), ze wlokienka amyloidowe znajduja si¢ wewnatrz
szorstkiej siateczki $rodplazmatycznej, cz¢Sciowo pozbawionej juz rybosoméw co mog-
loby potwierdza¢ mikroglejowe tworzenie wldkienck amyloidowych. Teoria ta napotka-
la wielu oponentow, ktorzy wysuwali podstawowy kontrargument, ze sama obecnosé
wldkienek amyloidowych w ergastoplazmie komérki mikroglejowej nie dowodzi, Ze nie
jest ona przejawem udzialu mikrogleju wylacznie w fagocytozie jego zlogow. Nasze
wlasne spostrzezenia, oparte na badaniach znajdujacych si¢ w fazie organizacji mezo-
dermalnej martwiczych tkanek mozgu, zawierajacych obfite zlogi amyloidowe, sugeruja,

ze fagocytowane wiokna amyloidowe w makrofagach znajduja si¢ wewnatrz lizosomow,
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a nie ziarnistej siateczki $rodplazmatycznej. Badania mikroskopowo-elektronowe wyka-
zaly obecnos¢ wlokienkowego amyloidu wewngtrz wtomych hzosomow fagocytujacego
makrofaga. Nalezy przy tym podkreslié, ze wsrod badanych peptydow prekursora, prze-
ciwcialo przeciw peptydowi 4 /MR 27/ (Ryc. 1) wyraznie wybarwialo komorkg mikrog-
lejowa. Moze to przemawiaé na rzecz jej zwiazku z tworzeniem si¢ amyloidu.

Uwaza sig, ze obecno$é komorek mikroglejowych ;jest bardziej charakterystyczna dla
blaszek klasycznych (Joachim i wsp. 1989b, Maat-Schieman i wsp. 1994), niz dla prymi-
tywnych (Itagaki i wsp. 1989). Wydaje si¢ przy tym, ze jesli nawet znaczenie wystepo-
wania komoérek mikroglejowych w BS niejest do koiica wyjasnione zaréwno w aspekcie
produkcji jak i przetwarzania wlokienek amyloidowych, to kwestia pozadyskusyjng jest
ich udziat w budowaniu rdzenia blaszki. Znacznie mniej wyrazny jest zwigzek mikroglcju
z amyloidem rozproszonym (Yamaguchi 1990). Potwierdzaja to réwniez nasze obserwa-
cje poczynione na mozdzku z przewaga amyloidu rozproszonego. Spostrzezenia morfo-
logiczne znalazly potwierdzenie w badaniach innmunohistochemicznych, przy uzyciu
ELISA'y a takze w obserwacjach mikroskopowo-elektronowych (Thorsteinsson i wsp.

1992).

7.3. Istnieja rowniez dowody na zwrotne oddzialywanie amyloidu na komorkg mi-
krogleju. Udowodniono, migdzy innymi, ze B-amyloid moze wplywaé na proliferacj¢
komorek mikrogleju i wydzielanie przez nie czynnika wzrostu (Araujo. Cotman 1992).
Beta amyloid pobudzajac i wzmacniajac wydzielanie przez mikroglej czynnikow wzrostu

(IL 1 i bFGF), wtornie stymuluje proliferacj¢ astrocytéw (Ferrara i wsp. 1988).

7.4. W 1987 roku Probst przedstawil cickawa hipotezg, laczaca patogenetyczng rolg

komorki mikroglejowej z teoria pierwotnej patologii synaptycznej w chA. Sugeruje on,
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ze Zlogi -amyloidu stanowi¢ moga uboczny produkt przetwarzania bialek synaptycz-
nych przez komorki mikrogleju.

Rola mikrogleju w osrodkowym ukladzie nerwowym wiazana jest rowniez z funk-
cjami immunologicznymi. Zaznaczajq si¢ one szczegdlnie przy uszkodzeniu bariery
krew-mozg, kiedy dochodzi do przejécia limfocytow na teren oun. Zjawisko to zresztq
wystgpuje rowniez bez uszkodzenia mechanizméw barierowych. Postgpujaca z wiekiem
inwolucja grasicy prowadzi do immunologicznej aktywizacji mikrogleju (Hartwig 1995).
W zwiazku z powyzszym sugeruje sig takze udzial komorki mikroglejowej w amyloido-
genezie poprzez jej wplyw na uklad immunologiczny (Itagaki i wsp.1988, Rogers i wsp.

1988b, Pirttila i wsp. 1992).

7.5. Rola zaleznosci w ukladzie astrocyt-mikroglcj w chA rozpatrywana jest przede
wszystkim w aspekcie wytwarzania cytokin, uczestniczacych w patomechanizmie odkla-
dania si¢ wiokienkowej postaci amyloidu w neuropilu a takze w fagocytozie uszkodzo-
nych neuronow (Griffin i wsp. 1994, Maury i wsp. 1995). Obecnosé cytokin: interleuki-
ny 1 i 6 wykazano w ogniskowych zlogach amyloidu, nie wystgpuja one natomiast
w zlogach rozproszonego, amyloidu amorficznego. Przypuszcza sig, ze cytokiny moga
bra¢ udzial w procesie zwyrodnienia neuronoéw polozonych w obrebie zlogéw amyloi-
dowych (Griffin i wsp. 1995, Huberman i wsp. 1995). Komérka mikroglejowa ma row-

niez wzmacnia¢ ekspresj¢ receptorow dla interleukiny 2 (Probst i wsp. 1992).

7.6. Wisniewski i Wegiel (1992) zwracili uwage na rol¢ perycyta w tworzeniu
mozgowych ognisk amyloidowych. W naszych badaniach nad rozbiérkq mezodermalng
obszaru zawalu bladego w tkance ze zmianami typu alzheimerowskiego obserwowano

dodatni odczyn komorek okolonaczyniowych (perycytow, makrofagéw) z przeciwcia-

91



lami przeciw B-amyloidowi. Niektdre z nich widoczne byly rowniez w swietle naczyn
zylnych (Ryc. 48). Sugeruje to bardzej udzial perycytéw w procesach fagocytozy

B-amyloidu.

7.7. Na odr¢bne omowienie zastluguja nasze spostrzezenia dotyczace zréznicowania
reakcji mikrogleju w przypadkach choroby Alzheimera i choroby Parkinsona. Prolifera-
cja mikrogleju w istocie czamej (SN) byla znacznie intensywniejsza w chA niz w chP.
Byla to roznica statystycznie istotna (p<0,01). Pomnozenie komorek mikrogleju w SN
charakterystyczne dla choroby Alzheimera i mniej nasilone w przypadkach chP, a prawic
nie obecne w materiale kontrolnym, $wiadczy o innej jeszcze niz fagocytarna roli mi-
krogleju w chA. W przypadkach chA nawet bez obecnosci blaszek starczych, komorek
mikroglejowych w SN jest znacznie mniej w chP, w ktorej wystgpuje dodatkowo wyraz-
ny rozpad zanikajacych komorek barwnikowych. To pomnozenie mikrogleju w przy-
padkach choroby Alzheimera i jego wyrazna przewaga nad przypadkami choroby Par-
kinsona i materialem kontrolnym uwidocznily si¢ przy uzyciu wszystkich zastosowanych
immunohistochemicznych znacznikéw mikrogleju. Bylo ono wyrazme réwniez we
wszystkich obszarach istoty czamej. Warto podkreslic, Ze nasilenie proliferacji komorek
mikroglejowych w czgsci zbitej istoty czamej bylo bardziej charakterystyczne dla bada-
nych procesow chorobowych, niz tego typu zmiany w korze nowej, czy w hipokamie lub
tez w jadrach pnia mézgu takich jak jadro miejsca sinawego i jadra szwu. Liczba komé-
rek mikroglejowych przypadajacych na milimetr kwadratowy czgsci zbitej istoty czarnej
byla wyzsza w sposdb wysoce statystycznie znamienny (przy p<0,01) osiagajac najwyz-
sze wartosci w grupie chA. Moze to by¢ zwigzane, z dobrze udokumentowanym zjawis-
kiem zwigzku komorki mikroglejowej (ferrytyno- i RCA-1 dodatniej) z blaszkami star-

czymi (Grundke-Igbal i wsp. 1990), ktdre w sposob oczywisty sa najliczniejsze w chA.
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Wydaje sig, jednak, ze proliferacja komérek mikroglejowych w istocie czamej w chA nie
moze by¢ bezposrednio wigzana ze wspélistnicniem BS. W istocie czarnej wystgpowaly
przede wszystkim prymitywne, a nie klasyczne blaszki starcze. Jak wspomniano po-
przednio mikroglej towarzyszacy blaszkom prymitywnym nie jest na ogol zbyt obfity.

W chorobie Parkinsona odczyn mikrogleju wydaje si¢ by¢ bardziej zwiazany z fago-
cytozg rozpadajacych sig i zanikajacych neuronow istoty czamncj. W grupie chP i repre-
zentujacej fizjologiczne starzenie sig liczba komorek mikroglcjowych byla zblizona, choé
w sposob oczywisty wyzsza dla chP. Dane te roznig si¢ od opublikowanych przez Mc
Geera (1988a), ktory podkreslal wystgpowanie niezwykle nasilonej proliferacji mikrogle-
juw SN w chorobie Parkinsona. Rozbiezno$¢ ta moze wynikaé z réznic metodycznych.
Mc Geer (1988a) stosowal przeciwciala HLA-DR jako markera mikroglejowego. Byl on
dla mnie niedostgpny przy badaniu materialu parafinowego. Z drugiej jednak strony Dex-
ter i wsp. (1990) wykazali, ze poziom ferrytyny w SN oznaczony metoda radioimmuno-
assay'u jest nizszy w chP niz w normie.

Wydaje sig, Ze na podstawie analizy naszego materialu mozna uznaé, ze w chorobie
Alzheimera w przeciwienstwie do choroby Parkinsona i normy starczej mamy do czy-
nienia, ze szczegodluym uwrazliwieniem komorki mikroglejowej. Brak danych do oceny
mechanizmu tego zjawiska. Nie jest ono jednak zwigzane, a przynajmniej nic wylacznie,
z fagocytamymi wlasciwosciami mikrogleju. Przemawia przeciwko temu fakt, ze reakcja
mikroglcjowa w istocie czamej byla w chorobic Alzheimera intensywniejsza niz w cho-
robie Parkinsona, w ktdrej rozpad barwnikowych neuronéw jest czynnikiem bardziej po-
budzajacym funkcje fagocytarne mikrogleju niz niestala zresztq obecnosé blaszek star-
czych w chorobie Alzheimera. W tym kontckscie na uwagge zasluguje znaczna prolifera-
cja mikrogleju w przypadku postepujacego porazenia nadjadrowego (PSP) (Kida i wsp.

1992), w ktorego typowych przypadkach wystgpuje wylgcznie zwyrodnienie wlokien-
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kowe neuronéw, bez obecnosci ztogow amyloidu. W przypadkach CJD bez blaszek
PrP-amyloidu, proliferacja komoérek mikroglejowych prawie wybiorczo dotyczy kory
moézgu. W blaszkach PrP, obecnych w przypadkach CJD jak rowniez w chorobie GSS
mikroglej wystgpuje w takiej samej konfiguracji jak w typowych amyloidowych blasz-
kach starczych, zajmujac czgs¢ centralng zlogdw, w przeciwienstwie do otaczajacych ja
komorek astroglejowych. Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze zwiazek mikrogleju
z amyloidem i ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym jest niewatpliwie roznorodny. Bierze
on dodatkowo udzial w nieznanych do konca procesach patogenetycznych w amyloido-

zach trasmisyjnych.
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WNIOSKI

1. Bialko prekursorowe dla amyloidu wystgpuje powszeclmie w komorkach osrod-
kowego ukladu nerwowego (neuronach i gleju), Scianie naczynia, a takze w narzadach
wewngtrzuych u ludzi i ssakow. Nie pozwala to na obecnym etapie badai na jednoz-
naczue okreslenie, ktora komorka stanowiaca zrodlo prekursora amyloidu rozpoczyna

proces odktladania si¢ amyloidu widkienkowcgo w neuropilu.

2. Amyloid wlokienkowy wystepuje w mozgach chorych ze zmianami otgpiennymi
1 0s0b bez cech otgpienia, jako$ciowo jest to zwiazek w obu przypadkach bardzo podob-
ny. Amyloid wystgpuje w postaci zlogow i depozytdow ogniskowych i rozproszonych
w neuropilu. Réznica pomigdzy moézgiem chorego z klinicznym rozpoznanym otgpie-
niem i bez cech otgpienia dotyczy liczby ztogow amyloidowych, ich lokalizacji, a takze
wspolistnienia zlogow amyloidowych ze zwyrodnieniem neurofibrylarnym neuronow.
Zmiany te s3 przyczyna ubytkow neuronalnych i uszkodzei synaptycznych prowadza-

cych w efekcie do otgpienia.

3. Zmiany neurofibrylarne w jadrach barwnikowych: istocie czarnej i jadrach miejsca
sinawego w chorobie Parkinsona i chorobie Alzheimera wystgpuja takze bez zlogow
amyloidu. W jadrze miejsca sinawego w obu tych procesach zwyrodnieniowych stwier-
dza si¢ wyrane opdzmienie ubikwitynizacji zmian neurofibrylarnych w poréwnani u

z korg polkul, a takze z jadrem srodkowym gornym pnia. By¢ moze jest to wyrazem
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ochronnej roli bialka tau sprzgzonego z PHF w strukturach regulujacych podstawowe

czynnosci ustroju.

4. Rola gleju astrocytarnego w amyloidogenezie jest wicloraka. Komorka astrogleju
wydaje si¢ byé jednym ze zrodel bialka prekursorowego dla amyloidu, a takze bierze
udzial w wytwarzaniu widkien - B-amyloidu. Astroglej odgrywa rolg komorki fagocytu-
jacej amyloid i neurony ze zwyrodnicnieniem neurofibrylarnym, a takze izoluje zlogi
amyloidu w neuropilu.

5. Komoérka mikroglejowa w oun jest jednym ze zrodel APP. Bierze udzial w two-
rzeniu ogniskowych zlogéw amyloidu (BS), w tym glownie ich rdzenia. Obserwuje si¢
takze uogolniong proliferacj¢ komorek mikrogleju, w nicktorych obszarach oun bez wy-
raznego zwiazku z amyloidem. Zjawisko to wystgpuje w amyloidozach transmisyjnych
ale i w chorobie Alzheimera. Rola mikrogleju w fagocytozie zmian amyloidowych wyda-
je si¢ byé takze bardzo istotna dla patogenezy chA, modyfikuje bowiem ich lokalizacjg

i wplywa na ich liczbg.

6. Badania morfologiczne proceséw zwyrodnieniowych typu alzheimerowskiego
wymaga czgsto oceny historii choréb archiwizowanych przed wprowadzeniem wspol-
czesnych badan klinicznych nad otgpieniem. Wymaga to opracowania metod wsteczuej
diagnozy demencji na podstawie istniejacej dokumentacji lekarskiej. Okazalo sig, ze je-
dyna statystycznie znamienng cecha pozwalajaca na retrospektywne rozpozuanie otgpie-
nia, w grupie przypadkow opézuionych w rozwoju, jest spadek ilorazu inteligencji o 10

punktow w skali Wechslera.
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