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Streszczenie |

Wstep: Sporadyczna postac choroby Creutzfeldta-Jakoba (sCJD) to $miertelna choroba neurologiczna z grupy pasazo-
walnych encefalopatii gabczastych (TSE). Ze wzgledu na obecno$¢ polimorfizmu w kodonie 129. genu PRNP oraz typ
patologicznego biatka PrP¢ sCJD podzielono na 6 podtypdw, roznigcych si¢ obrazem histopatologicznym oraz spektrum
objawow klinicznych. LAMP? to biatko bfonowe bedace sktadnikiem pdZnych endosoméw i lizosomow, stanowiace waz-
ny element systemu endosomalno-lizosomalnego odgrywajacego kluczowa rolg w procesach wewnatrzkomorkowej de-
gradacji biatek. Udowodniono, iz zaburzenia w systemach wewnatrzkomérkowej degradacji biatek odgrywaja istotng role
w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych. Celem pracy bylo okreslenie immunoekspresji biatka LAMP2 w materiale
pochodzacym od osdb chorych na podtypy choroby sCJD. Material i metody: Materialem do badai byto 26 archiwal-
nych wycinkdéw mozgow chorych na sCID. Przy wykorzystaniu metod immunohistochemicznych oraz przy uzyciu lase-
rowego mikroskopu konfokalnego (Olympus FluoView 1000) oceniono immunoekspresje bialek LAMP2 i PrP%¢ w zgro-
madzonym materiale. Grupe badana podzielono na podgrupy ze wzglgdu na podtyp choroby sCJD. Wyniki pdtilosciowej
oceny sity reakcji immunohistochemicznych dla badanych bialek poddano analizie statystycznej. Dokonano analizy kore-
lacji pomiedzy Srednimi wartoSciami sity reakcji immunohistochemicznych. Przy wykorzystaniu metody analizy wariancji
oceniono roznice pomigdzy typami sCID oraz pomigdzy grupami wiekowymi. Wyniki: W grupie badanej 7 przypadkow
stanowily osoby z podtypem 1., 9 przypadkdw — osoby z podtypem 2., 2 przypadki — osoby z podtypem 3. i | przypadek
- pacjent z podtypem 5. choroby sCJD. Wykazano istotne statystycznie korelacje pomi¢dzy sitq reakcji immunohistoche-
micznej dla biafek LAMP2 i PrP%. Znaleziono istotne statystycznie rdznice pomigdzy podtypami sCJD ze wzgledu na
obecnos¢ biatka LAMP2. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomigdzy przedziatami wiekowymi ze wzgledu na
obecnos¢ badanych biatek. Wnioski: W ramach przeprowadzonych badan: 1) wykazano obecnos¢ silnej dodatniej kore-
lacji pomigdzy nasileniem reakcji immunohistochemicznej z przeciwciatami przeciw LAMP2 i PrP¢, co moze by¢ inter-
pretowane jako pobudzenie aktywnosci uktadu endosomalno-lizosomalnego w neuronach kory czotowej; 2) stwierdzono
obecnos¢ istotnych statystycznie roznic pomigdzy podtypami sCJD w zaleznosci od nasilenia reakcji immunohistoche-
micznej z przeciwcialami przeciw LAMP2; 3) w badaniach z uzyciem mikroskopu konfokalnego potwierdzono wykazane
statystycznie wzajemne relacje badanych biatek.

Stowa kluczowe: LAMP2, PrP, prion, sCJD, immunoekspresja

Summary |

Introduction: Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD) is a fatal neurodegenerative disease. Based on the status of
152 the codon 129 of the PRNP gene as well as the type of PrP% protein, sporadic CID is divided into 6 subtypes.
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Each subtype possess both different histochemical phenotype and clinical manifestation. LAMP2 is a membrane pro-
tein limiting late endosomes and lysosomes, which acts as a key element in endosomal-lysosomal system (ELS).
ELS plays an important role in all major protein degradation systems in eukaryotic cells. It has been recently suggested
that disruptions in the function of protein degradation pathways are likely to be main events in almost all neurodegen-
erative diseases. The main aim for current work was to demonstrate immunoexpression of LAMP2 protein in subtypes
of sCJD. Material and methods: The material for current study was 26 brain tissue samples collected from patients with
sCJD. The immunoexpression of LAMP2 and PrP* proteins was studied by immunohistochemistry and confocal laser
scanning microscopy (Olympus FluoView 1000). The studied group was subdivided into subgroups based on the sub-
type of sCJD. Semiquantitative results of the level of LAMP2 and PrP% immunoexpression were analysed using statis-
tical methods. Correlation ratios between levels of immunoexpression of aforementioned proteins were assessed using
the Pearson’s correlation test. Group differences in SCJD subtypes and age groups were assessed using ANOVA. Results:
The studied group consisted of 7 cases of subtype 1, 9 cases of subtype 2, 2 cases of subtype 3 and 1 case of subtype 5
of sporadic CJD. Pearson’s correlation test showed statistically significant relationship between immunoexpression of
LAMP2 and PrP% proteins. ANOVA showed significant differences between sCJD subtypes regarding immunoexpres-
sion of LAMP2 protein. No significant differences regarding immunoexpression of studied proteins were observed
between age groups. Conclusions: 1) A strong positive correlation between levels of immunoexpressions of PrP% and
LAMP2 may represent up-regulation of the protein processing by endosomal-lysosomal system. 2) Significant differenc-
es of immunoexpression of LAMP2 protein were observed between subtypes of sporadic CID. 3) Confocal laser scan-
ning microscopy results confirmed significant positive relationships between immunoexpression of PrP and LAMP2

proteins.
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wane przez priony) to choroby oSrodkowego uktadu ner-
wowego, wyrozniajace si¢ kilkoma podstawowymi ce-
chami®:

* postepujacym zanikiem komorek nerwowych;

* brakiem klasycznych cech zapalenia;

* obecnoscig zmian gabczastych w neuropilu;

* zogami patologicznego biatka PrP:.

Do grupy chordb wywotywanych przez priony cztowieka naleza:

e kuru;

o CJD (Creutzfeldt-Jakob disease) — choroba Creutzfeldta-
-Jakoba;

o GSS (Gerstmann-Stréiussler-Scheinker disease) — choroba Gerst-
manna-Striusslera-Scheinkera;

* FFI (fatal familial insomnia) - Smiertelna rodzinna bezsen-

nosc¢;

sFI (sporadic fatal insomnia) - Smiertelna sporadyczna bez-

sennosc¢;

vCID (variant CJD) - nowy wariant choroby Creutzfeldta-

-Jakoba.

Choroby wywolywane przez priony u czlowieka mozna dodat-

kowo podzieli¢ na:

1. Nabyte:

* kuru - choroba, na ktdra chorowato plemi¢ Fore z Papui-No-
wej Gwinei - przenoszona poprzez rytualny kanibalizm;

* iCJD - jatrogenna posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba
- przenoszona przez interwencje lekarskie, takie jak operacje
neurochirurgiczne, przeszczepy rogowki, opony twardej, po-
dawanie hormonu wzrostu itd.;

P asazowalne encefalopatie gabczaste (choroby wywoly-
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* vCJD - wariant choroby Creutzfeldta-Jakoba — spowodo-
wany infekcja pochodzacg od krow chorych na BSE lub
przetoczeniem krwi od 0sob zakazonych vCID.

2. Sporadyczne:

* sCJD - sporadyczna posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba;

* sFI - $miertelna sporadyczna bezsennosc.

W tej grupie chorob nie udaje sig wykaza¢ egzogennego czyn-

nika zakaZnego.

3. Dziedziczne - choroby, w ktorych udaje si¢ wykazac obec-
nos¢ swoistych mutacji w genie kodujacym PrP (PRNP), do
grupy tej naleza:

¢ gCJD - rodzinna posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba;
e GSS - choroba Gerstmanna-Striusslera-Scheinkera;
* FFI - $miertelna rodzinna bezsennos¢.
Wspolnym mianownikiem dla wszystkich choréb wywotywa-
nych przez priony zaréwno u cztowieka, jak 1 u zwierzat jest
patologiczna izoforma biatka prionu - PrP¢. Wedlug przyjmo-
wanej hipotezy, za ktora Stanley Ben Prusiner otrzymat w roku
1997 Nagrode Nobla, PrP% jest gléwnym i prawdopodobnie
jedynym czynnikiem wywotujacym pasazowalne encefalopa-
tic gabczaste®?. Najistotniejszym, jak si¢ wydaje, zdarzeniem
w patogenezie chordb wywotywanych przez priony jest wza-
jemna interakcja dwoch form biatka prionu, skutkujaca trans-
formacja komorkowej, fizjologicznej formy biatka PrP w po-
sta¢ patologiczng — PrPS¢. Proces ten moze zachodzi¢ na blonie
komorkowej lub podczas procesu endocytozy i przetwarzania
bialek przez uktad endosomalno-lizosomalny“®.

Wickszo$¢ genetycznych postaci chorob wywotywanych przez

priony cechuje si¢ wystgpowaniem punktowych mutacji

w otwartej ramce odczytu PRNP. Istniejg rOwniez wystepujace

rodzinnie przypadki insercji w obszarze miedzy 51. a 91. kodo-

nem®?, Dodatkowo poza mutacjami punktowymi i insercja-

mi opisane zostaly polimorfizmy charakterystyczne dla genu
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PRNP. Najlepiej poznany jest polimorfizm kodonu 129. Kodon
ten moze kodowac walin¢ (V) lub metioning (M). W popula-
cji mozliwe jest wiec wystepowanie osobnikow begdacych ho-
mozygotami MM, VV oraz heterozygotami MV. Polimorfizm
ten jest o tyle wazny, ze determinuje podatno$¢ na wystapie-
nie i fenotyp chordb wywolywanych przez priony!!"'¥. Ocenia
sie, ze w populacji ogdlnej 50% osob jest heterozygota, 39%
- homozygota MM, natomiast homozygotyczno$¢ VV wyka-
zuje 11% osob. Podatno$¢ na CJD wigzana jest z wystgpowa-
niem homozygotycznosci. Sto procent 0sob, u ktdrych wykryto
kliniczng posta¢ vCJD 1 przeprowadzono sekwencjonowanie
genu PRNP, okazato sig homozygotami MM. Jezeli chodzi
0 sCJD, to wystegpowanie homozygotycznosci MM szacowane
jest na okoto 70%. Ciekawym doniesieniem jest praca, w ktdrej
stwierdzono, ze 41% pacjentow ponizej 49. r.z. posiada fenotyp
VV, a 84% pacjentéw powyzej 80. r.z. posiada fenotyp MM,
U chorych z wykazang obecnoScig mutacji w genie PRNP poli-
morfizm w kodonie 129. wydaje si¢ wplywac na wiek pojawie-
nia si¢ objawow, dtugos¢ przebiegu choroby oraz obraz histo-
patologiczny'.
Metoda immunohistochemiczna jest gtéwng metodg diagno-
styczng uzywang w badaniach nad pasazowalnymi encefalo-
patiami gabczastymi ze wzgledu na mozliwos¢ detekcji PrP
w utrwalonych skrawkach tkankowych. Z powodu braku prze-
ciwcial specyficznie reagujacych z PrPS w barwieniach im-
munohistochemicznych obserwuje si¢ rozlane odczyny wi-
doczne wewnatrz neurondéw i w neuropilu, ktore - jak sie
powszechnie uwaza — odpowiadaja obecnosci fizjologicznej
formy biatka prionu PrPC. Nalezy je odréznia¢ od ukladow
typowych i charakterystycznych dla poszczegélnych chordb
wywolywanych przez priony, ktore to uktady stajq si¢ wyraz-
nie widoczne po odpowiednim przygotowaniu preparatow!!”.
Naleza do nich:
¢ odczyn rozlany/synaptyczny (fine deposition) — najtrudniej-
szy do wykazania;
* zlogi gruboziarniste (coarse deposition) (granules, patchy/
perivacuolar deposits);
* blaszki amyloidowe charakterystyczne dla kuru i vCID;
* pozbawione amyloidu depozyty przypominajace blaszki
(plague-like deposits);
* focal deposits lub tak zwane mikroblaszki;
* amyloid naczyniowy (vascular amyloid);
* odczyn okoloneuronalny (pericellular deposits).
Depozyty patologicznego PrP znajdowane sg nie tylko w pre-
paratach z oSrodkowego ukfadu nerwowego, ale takze w tkan-
ce limfatycznej (vCJD), w nerwach obwodowych, §ledzionie
(vCJD), siatkdwee, nerwie wzrokowym i przysadce!!®22.,
Do typowego obrazu histopatologicznego chorob wywotywa-
nych przez priony® nalezg zmiany gabczaste, ubytek neuro-
néw oraz astro- i mikroglejoza. Zmiany gabczaste charakte-
ryzuje si¢ jako rozlane lub miejscowo skupione, zlewajace si¢
ze sobg wakuole w neuropilu. Blaszki amyloidowe sg niezbed-
ne do rozpoznania GSS (blaszki wielocentryczne). Wystepu-
ja one takze w kuru i vCJD (duze blaszki otoczone wakuolami
- blaszki kwitnace: florid plaques)*, natomiast nie s3 charak-
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Ocena histopatologiczna choréb wywotywanych przez priony
jest ztozona. Sktada si¢ na to kilka przyczyn®:

* mnogos¢ i roznorodno$¢ zmian w mozgowiu;

* rozny fenotyp choroby w zaleznosci od typu (sporadyczny,
rodzinny, nabyty);

rozny fenotyp nabytej postaci choroby (kuru, postac jatro-
genna i wariant) zalezny od wrot zakazenia;

zmiany genetyczne (mutacje w PRNP) wplywaja na rodzaj
zmian obserwowanych w mozgowiu.

Jednym z czynnikdw branych pod uwage w aktualnie obowig-
zujacej klasyfikacji chorob wywolywanych przez priony jest po-
limorfizm w kodonie 129. genu PRNP. Drugim rozwazanym
czynnikiem jest typ patologicznego biatka PrPs.

Pierwszy typ biatka prionu posiada fragment odporny na tra-
wienie proteinaza K o masie czasteczkowej okofo 21 kDa. Pro-
teinaza K odcina ten fragment najczesciej w okolicy 82. kodonu.

Drugi typ biatka prionu posiada fragment odporny na trawie-
nie proteinazg K o masie czasteczkowej okoto 19 kDa. Prote-
inaza K odcina ten fragment najczgsciej w okolicy 97. kodonu®®.
Zauwazono, ze fenotyp choroby jest zazwyczaj rozny w zalez-
nosci od wystepujacego u pacjenta typu biatka PrP.

BIALKO LAMP?2

Choroby wywoltywane przez priony, w tym sporadyczna postac
choroby Creutzfeldta-Jakoba, jak rowniez wystepujace znacz-
nie czgSciej w populacji choroby neurodegeneracyjne, takie jak
choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera, posiadajg przy-
najmniej jeden wspolny mianownik — w ich patogenezie gtow-
ng rolg odgrywa obecnos¢ patologicznych biafek”. Nie dziwi
wiec fakt, ze procesy odpowiedzialne za wewnatrzkomdrkowa
degradacje biafek stanowig jeden z glownych celow badaw-
czych zmierzajacych do petnego poznania i zrozumienia pato-
genezy tych chordb.
Do podstawowych mechanizméw odpowiedzialnych za usu-
wanie nieprawidiowych biatek naleza;
* system ubikwitynowo-proteasomalny (ubiquitin-proteasome
system, UPS);
* system autofagiczno-lizosomalny.
System ubikwitynowo-proteasomalny jest uwazany za pod-
stawowy mechanizm degradacji wigkszoSci biatek o krotkim
czasie pottrwania. Zapewnia on migdzy innymi istotng precy-
zje w kontroli wielu biatek regulatorowych. Katabolizm biafek
w UPS odgrywa istotng role w zabezpieczeniu puli aminokwa-
sowej w przypadkach nagtego niedoboru czynnikow odzyw-
czych dla komorki. System ubikwitynowo-proteasomalny od-
grywa takze niebagatelng role w usuwaniu patologicznych,
blednie ztozonych bialek z wnetrza komorki®*3D.
Z kolei system autofagiczno-lizosomalny uwazany jest za sys-
tem odpowiedzialny przede wszystkim za usuwanie biatek
o dlugim czasie poftrwania, a takze organelli komorkowych.
Zapewnia on komorce pulg aminokwasowg potrzebng do syn-
tetyzowania nowych biatek w przypadku przewlektych niedo-
borow czynnikow odzywezych. System ten na rowni z UPS bie-
rze udziat w usuwaniu patologicznych wewnatrzkomérkowych
biatek®?.
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Poza dwoma wspomnianymi glownymi systemami degradacji
biafek wazny wydaje si¢ rowniez proces autofagii zalezny od
chaperondw (chaperone-mediated autophagy, CMA)®.

W procesie tym dochodzi do bezpoSredniego przechodzenia bia-
tek przeznaczonych do degradacji do lizosoméw. Tak zdegra-
dowane mogg by¢ jedynie biatka posiadajace motyw KFERQ.
Jest on swoicie rozpoznawany przez chaperony (np. biatko
hsc70). W kolejnym etapie dochodzi do potaczenia chaperonu
z biatkiem btonowym lizosomu LAMP2A (lysosome-associated
membrane protein 2A), po czym nastepuje przemieszczenie wa-
dliwego biatka do wnetrza lizosomu®>3,

Szacuije si¢, iz okoto 30% wszystkich biatek cytoplazmatycznych
posiada motyw KFERQ i moze by¢ usuwana przez CMA®%),
Do dziafania opisanych procesow degradacji biatek niezbedne
jest prawidiowe dziatanie systemu endosomalno-lizosomal-
nego (ELS). Jego gtownymi sktadnikami sg wezesne 1 pdZne
endosomy oraz lizosomy*®.

System ELS petni wiele funkcji wewnatrzkomorkowych, nale-
73 do nich®?:

* uczestniczenie w endocytozie;

* degradacja sktadnikow wewnatrzkomdrkowych;

* regulacja objetosci cytoplazmy;

* przebudowa kompartmentow wewnatrzkomorkowych.
Wydaje sig, ze system endosomalno-lizosomalny odgrywa tez
istotna role w patogenezie chordb wywolywanych przez priony.
W badaniach prowadzonych na liniach komérkowych wykaza-
no, iz ELS jest zwigzany z dojrzewaniem prawidiowej, komor-
kowej, formy biatka prionu — PrP<8¥) jak réwniez poSredni-
czy w endocytozie patologicznego biatka PrPS“-#) Proteazy
lizosomalne mogg by¢ zwiazane z proteolityczng obrobka obu
form biatka prionu, a zastosowanie inhibitorow proteaz cyste-
inowych ogranicza akumulacjg PrPS¢#). Uktad ELS to poten-
cjalne miejsce transformacji prawidiowej formy PrP¢ w patolo-
giczng formg PrpSce40414349 Badania prowadzone na materiale
pochodzacym od osdb chorych na sCJD wydaja si¢ potwier-
dza¢ istotng role ELS w patogenezie tej choroby. Spekuluje sie,
iz w patogenezie chorob wywotywanych przez priony dochodzi
do bezposredniego zablokowania systemu endosomalno-lizo-
somalnego przez PrP¢, co skutkuje przeladowaniem systemu
endosomalno-lizosomalnego, zablokowaniem autofagii i we-
wnatrzkomorkowym gromadzeniem niezdegradowanych ele-
mentow wewnatrzkomorkowych, takich jak patologiczne biai-
ka, glikozaminoglikany czy lipofuscyna. Efekt interakcji PrPSc
z ELS przypominatby zatem nastgpstwa chordb okreslanych
zbiorcza nazwa lysosomal storage disorders“®. Co istotne, aku-
mulacje lipofuscyny obserwuje si¢ w neuronach oséb chorych
na CJD, jak rowniez w komdrkach nerwowych zwierzat zara-
zonych CJD#-),

Biatko LAMP2 (lysosome-associated membrane protein 2) to
biatko btonowe bedace sktadnikiem pdZnych endosomow i li-
zosomdw. Odgrywa ono istotng role w funkcjonowaniu cafego
systemu. U myszy pozbawionych genu dla tego biatka obser-
wuje si¢ zaburzenie powstawania lizosomow, znaczne zabu-
rzenia w kierowaniu enzyméw do lizosomow oraz, w konse-
kwencji, niewydolno$¢ mechanizmu autofagii. W tkankach
pozbawionych ekspresji LAMP2 dochodzi do gromadzenia
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sic wakuoli autofagicznych, co moze by¢ przejawem zaburze-
nia ostatniego etapu procesu usuwania biafek przez autofagie
- fuzji autofagosomow z lizosomami.

U cztowieka brak LAMP2 prowadzi do rozwoju choroby Da-
nona - Smiertelnej kardiomiopatii i miopatii powigzanej z upo-
Sledzeniem psychicznym. Doktadny patomechanizm tej choro-
by nie jest jeszcze doktadnie znany®™”.

CELE

Celem niniejszej pracy byto zbadanie immunoekspresji biat-
ka LAMP2 w materiale histopatologicznym pochodzacym od
osob chorujacych na sporadyczna postac choroby Creutzfeld-
ta-Jakoba.

MATERIAL

Materiatem do badafi immunohistochemicznych byto 26 archi-
walnych wycinkow moézgow chorych ze sporadyczng postacig
choroby Creutzfeldta-Jakoba (sCJD), pobranych w czasie au-
topsji. Sekcje mozgow byly prowadzone po utrwaleniu w 10%
zbuforowanej formalinie przez 14 dni. W kazdym przypadku
dokonano powtornej oceny histopatologicznej. Dane kliniczne
przedstawiono w tabeli 1.

Do badaf mikroskopowych z kazdego przypadku wybrano po
2 bloki, jeden z kory mdzdzku oraz jeden z kory czotowe;.

METODYKA BADAN
IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH

Skrawki o grubosci 5 um, skrojone z blokow parafinowych zo-
staty odparafinowane w szeregu alkoholi o malejacym stezeniu
i umieszczone na szkietkach podstawowych o zwigkszonej ad-
hezji (Superfrost, DAKO). Nastepnie przeprowadzono reakcje
immunohistochemiczne z odpowiednimi przeciwciatami. Liste
przeciwceial przedstawiono w tabeli 2.

Wzmocnienie i wizualizacj¢ reakcji immunohistochemicznych
dla biatek PrPS oraz LAMP2 uzyskano z uzyciem systemu po-
limerowego o wysokiej swoistoSci (EnVision+ System, HRP,
DAKO), ktorego podstawe stanowi polimer znakowany peroksy-
daza chrzanowg (HRP) sprzgzony z przeciwciatami wtornymi.
System przeznaczony jest do pracy z przeciwciatami mysimi.
Preparaty oceniono w mikroskopie Swietlnym Nikon Eclipse
8001, wyposazonym w kamere cyfrowg DSM 1200C oraz opro-
gramowanie NIS-Elements, Nikon.

ANALIZA OBRAZOW MIKROSKOPOWYCH
W CELU OKRESLENIA TYPU sCJD

W kazdym przypadku sCJD po wykonaniu reakcji immuno-
histochemicznej z przeciwcialem przeciw PrP dokonano dwu-
krotnej oceny (przez dwie niezalezne osoby) preparatow po-
chodzacych z kory moézgowej, jader podkorowych i mozdzku
w mikroskopie Swietlnym w celu oceny typu choroby Creutz-
feldta-Jakoba wedtug kryteriow opisanych w 2003 roku przez
Gambettiego i wsp.®
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Przypadek sCJD Wiek Czas trwania choroby (lata) Ple¢
351 51 4 M
352 39 Brak danych M
42 72 Brak danych K
55 59 Brak danych M
131 70 Brak danych K
181 66 Brak danych M
306 68 1 M
333 68 1 M
383 72 1 M
3N 36 1 K
381 70 Brak danych M
318 56 1 K
440 53 1 K
459 69 2 K
490 65 1 K
458 72 1 M
542 53 2 K
552 40 1 M
586 61 1 M
583 68 1 M
571 43 1 K
531 47 1 K
605 61 1 M
503 76 1 K
561 74 1 K
545 56 1 M

Tabela 1. Podstawowe dane dotyczqce przypadkow sCJID

ANALIZA OBRAZOW MIKROSKOPOWYCH
W CELU OKRESLENIA SILY REAKCJI
IMMUNOHISTOCHEMICZNEJ
Z PRZECIWCIAEAMI PRZECIW BIALKOM
PRP* [ LAMP2

Dokonano podziatu 0s6b badanych na 5 kategorii wickowych
przedstawionych w tabeli 6.

Dla kazdego przypadku sCJD, po przeprowadzeniu reakcji
immunohistochemicznej z przeciwciafami przeciw PrP i LAMP2,
wybrano po 2 bloki, ktore zostaty poddane ocenie.

Nasilenie reakcji immunohistochemicznych mierzono pétiloscio-
Wo, stosujac pieciostopniowg skale przedstawiong w tabeli 3.
Dla kazdego przypadku oceniano site reakcji immunohistoche-
micznych w 10 lokalizacjach podsumowanych w tabeli 4.

Na rys. 1-4 przedstawiono przyktadowe obrazy mikroskopo-
we z mikroskopu $wietlnego Nikon Eclipse 800i wykonane przy
powigkszeniach 400x 1 600x, pokazujace roznice w warto-
Sciach intensywnoSci reakcji immunohistochemicznych z po-
szczegOlnymi przeciwciatami.

Kazdy przypadek byt analizowany dwukrotnie w odstepie cza-
sowym jednego tygodnia. Do obliczefi wybrano wartoSci Sred-
nie z 2 pomiaréw dla kazdej z wymienionych w tabeli 4 loka-

156 lizacji.

Dodatkowo stworzono 4 indeksy zfozone bgdace sumg war-
tosci sity reakcji immunohistochemicznych w preparatach po-
chodzacych z kory czotowej i mozdzku. Lista indeksow ztozo-
nych zostata przedstawiona w tabeli 5.

W tabeli 6 przedstawiono liste stworzonych kategorii wiekowych.

ANALIZA STATYSTYCZNA W YNIKOW
BADAN IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH

Do oceny statystycznej danych wykorzystano oprogramowa-
nie SPSS (SPSS, Inc.).

Dokonano analizy korelacji (przy wykorzystaniu wspofczyn-
nika korelacji liniowej Pearsona) pomiedzy Srednimi warto-
Sciami sity reakcji immunohistochemicznej dla kazdego ba-
danego biatka w kazdej z wymienionych w tabeli 4 lokalizacji
a wartoSciami indeksow ztozonych przedstawionych w tabeli 5.
ZapoziomistotnoScistatystycznej przyjeto p=0,05. Wspdtczyn-
nik Pearsona rowny +1 oznacza catkowitg dodatnig korelacje
miedzy poréwnywanymi zmiennymi, natomiast wspofczynnik
Pearsona rowny -1 - catkowita ujemna korelacje migdzy po-
rownywanymi zmiennymi.

Réznice pomigdzy typami sCID byly oceniane na podsta-
wie Srednich wartosci sity odczynu immunohistochemicznego
w lokalizacjach przedstawionych w tabeli 4 oraz na podstawie
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Wsrod badanych przypadkow nie znalazt sie
zaden zakwalifikowany do tej grupy.

Brak odczynu (0)

Wsrod badanych przypadkow nie znalazt sie
zaden zakwalifikowany do tej grupy.

Brak odczynu (0)

Staby odczyn (1)

Staby odczyn (1)

Srednio nasilony odczyn (2)

=

Silny odczyn (3

Wsréd badanych przypadkow nie znalazt sie
zaden zakwalifikowany do tej grupy.

Bardzo silny odczyn (4)

Rys. 1. Przyktadowe zdjecia obrazujgce poszczegdlne wartosci sily
reakcji immunohistochemicznej z przeciwciatem przeciw
LAMP?2. Wybrane zdjecia pochodzq z preparatéw mozdz-
ku i zostaly wykonane przy powiekszeniu 400 %

AKTUALN NEUROL 2010, 10 (3), p. 152-166

Silny odezyn (3)

Wsr6d badanych przypadkow nie znalazt sie
zaden zakwalifikowany do tej grupy.

Bardzo silny odczyn (4)

Rys. 2. Przyktadowe zdjecia obrazujgce poszczegolne wartosci sily
reakcji immunohistochemicznej z przeciwciatem przeciw
LAMP2. Wybrane zdjecia pochodzq z preparatow mozdz-
ku i zostaly wykonane przy powigkszeniu 600X
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Wsrdd badanych przypadkow nie znalazt sie
z7aden zakwalifikowany do tej grupy.

Brak odczynu (0)

Wsrdd badanych przypadkow nie znalazt sie
zaden zakwalifikowany do tej grupy.

Brak odczynu (0)

Staby odczyn (1)

Staby odczyn (1)

Srednio nasilony odczyn (2)

Srednio nasilony odczyn (2)

Silny odczyn (3)

Silny odezyn (3)

Bardzo silny odczyn (4)

Rys. 3. Przykladowe zdjecia obrazujqce poszczegolne wartosci sify
reakgji immunohistochemicznej z przeciwciatem przeciw
PrP. Wybrane zdjecia pochodzq z preparatow mozdzku
i zostaly wykonane przy powiekszeniu 400%

Bardzo silny odczyn (4)

Rys. 4. Przyktadowe zdjecia obrazujqce poszczegolne wartosci sily
reakeji immunohistochemicznej z przeciwciatem przeciw
PrP.- Wybrane zdjecia pochodzq z preparatow mdzdzku
i zostaly wykonane przy powiekszeniu 600X

AKTUALN NEUROL 2010, 10 (3), p. 152-166




CHOROBY WYWOLANE PRZEZ PRIONY

Przeciwciato Producent Klon Gatunek gospodarza Rozcienczenie Odmaskowanie antygenu
LAMP2 Santa Cruz Monoklonalne Mysz 1:100 Buf. cytrynowy pH 6,0 + faznia wodna 20 min
PrP(12F10) Cayman Monoklonalne Mysz 1:1000 Autoklaw 30 min + kw. mréwkowy 5 min
Tabela 2. Lista przeciwciat uzytych do badarn immunohistochemicznych
warto$ci indeksow ztozonych przedstawionych w tabeli 3. WYNIKI
Do oceny istotnosci statystycznej roznic wartoSci sity reakcji
immunohistochemicznych pomiedzy podtypami sCJD wyko- PODTYPY sCJID

rzystano metodg analizy wariancji (ANOVA). Za poziom istot-
nosci statystycznej przyjeto p=0,05. W celu okreSlenia wielko-
Sci efektow eksperymentalnych zaobserwowanych za pomocg
testu ANOVA dla kazdej statystycznie istotnej roznicy wyliczo-
no wspotczynnik ETA kwadrat.

Dokonano oceny réznic pomigdzy grupami wiekowymi przed-
stawionymi w tabeli 6 na podstawie Srednich wartosci sity od-
czynu immunohistochemicznego w lokalizacjach przedstawio-
nych w tabeli 4 oraz na podstawie warto$ci indeksow ztozonych
przedstawionych w tabeli 5. Do oceny istotnosci statystycznej
roznic wartosci sily reakcji immunohistochemicznych pomie-
dzy podtypami sCJD wykorzystano metode analizy wariancji
(ANQVA). Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p=0,05.

BADANIA W LASEROWYM
MIKROSKOPIE KONFOKALNYM

Materiat do badaf konfokalnych stanowily wycinki, ktorych
uzyto do tradycyjnych badaf immunohistochemicznych. Reak-
cje immunofluorescencji przeprowadzono na skrawkach skro-
jonych do badafi immunohistochemicznych. List¢ przeciwciat
pierwszorzedowych wykorzystanych do badaf w mikroskopie
konfokalnym przedstawiono w tabeli 7.

METODYKA BADAN
IMMUNOFLUORESCENCYJNYCH

W tej czeSei badan wykonano podwdjne reakcje immunofluore-
scencyjne. Po odmaskowaniu antygenu inkubowano skrawki z od-
powiednimi przeciwciafami pierwotnymi. Przeciwciata dobiera-
no tak, aby w reakcji nie wystepowaly przeciwciafa tego samego
gatunku gospodarza, lub wykorzystywano przeciwciala mono-
klonalne réznych klas Ig. Inkubacje przeprowadzano w komorze
wilgotnej, pozostawiajac skrawki na noc w temperaturze 4°C.

W celu wizualizacji reakcji uzyto fluorochroméw sprzezonych
z odpowiednimi przeciwciafami wtornymi. Zostaty one przed-
stawione w tabeli 8. Reakcje prowadzono, inkubujac skrawki
przez 1-2 godziny w ciemni, w temperaturze pokojowej.
Kontrole negatywne wykonano przez omini¢cie pierwotnego
przeciwciala. Ponadto wykonano pojedyncze barwienia, aby
wykluczy¢ naktadanie si¢ sygnatow.

Preparaty oceniano w trojkanafowym laserowym skanujacym
mikroskopie konfokalnym Olympus FluoView 1000. Wigkszos¢
zdje¢ zostata wykonana z uzyciem obiektywu olejowego Plan
Apochromat 40x/1,4 w trybie sekwencyjnym, aby unikna¢ na-
ktadania si¢ sygnatow.
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Ocena preparatow z kory mozgu, jader podstawy i mozdzku
doprowadzita do podzielenia przypadkow sporadycznej formy
choroby Creutzfeldta-Jakoba na podtypy. W grupie badane;j li-
czgcej 26 0sob stwierdzono, iz:

¢ 7 przypadkow stanowity osoby z podtypem 1.;

* 9 przypadkow — osoby z podtypem 2.;

¢ 2 przypadki — osoby z podtypem 3.;

* | przypadek - pacjent z podtypem 5.

Niestety, z powodu brakow w materiale histopatologicznym,
szczegdlnie w przypadkach nadestanych z innych oSrodkow,
u 7 0s6b nie udato si¢ jednoznacznie oceni¢ typu sCID. Wyni-
ki zostaty zebrane w tabeli 9.

ANALIZA KORELACJI POMIEDZY SREDNIMI
WARTOSCIAMI SIEY REAKCJI
IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
DLA BIAELEK LAMP2 I PrPs

Wykorzystujac wspotezynnik korelacji liniowej Pearsona, uzy-
skano wyniki korelacji sity reakcji immunohistochemicznych
dla badanych biatek (LAMP?2 i PrP) oraz dla indeksow zfozo-
nych przedstawionych w tabeli 5. Zbiorcze wyniki obserwowa-
nych, istotnych statystycznie, dodatnich korelacji przedstawio-
no w tabeli 10.

Najsilniejsze dodatnie korelacje biatka LAMP2 i PrP wystapi-
ty w przypadku:

* indeksu zlozonego LAMP2 w korze mozgu z indeksem zto-
zonym PrP w korze mozgu - 0,618 (p=0,001);

indeksu ztozonego LAMP2 w korze mozgu z sitg reakcji
immunohistochemicznej na PrP w neuropilu kory mézgu
-0,618 (p=0,00D);

nasilenia reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 w neu-
ropilu kory mozgu z indeksem ztozonym PrP w korze mozgu
- 0,604 (p=0,00D);

Sita reakcji immunohistochemicznej na przeciwciato Wartos¢
liczhowa

Brak odczynu 0

Staby odczyn 1

Srednio nasilony odczyn 2

Silny odczyn 3

Bardzo silny odczyn 4

Tabela 3. Skala uzywana do oceny sity reakcji immunohisto-
chemicznych
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* nasilenia reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 w neu-
ropilu kory mozgu z sitg reakcji immunohistochemicznej na
PrP w neuropilu kory mozgu - 0,604 (p=0,001);

* nasilenia reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 w neu-
ronach warstwy molekularnej mozdzku z sitg reakcji immu-
nohistochemicznej na PrP w neuropilu warstwy molekular-
nej mozdzku - 0,464 (p=0,019).

ANALIZA ROZNIC MIEDZY PODTYPAMI sCJD
NA PODSTAWIE WARTOSCI SIEY REAKCJI
IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
Z PRZECIWCIAEAMI PRZECIW BIALKOM
LAMP2 I PrPs

Korzystajac z analizy wariancji (ANOVA), znaleziono istotne
statystycznie roznice pomiedzy podtypami sCJD ze wzgledu na
ekspresje biatka LAMP2. Wyniki przedstawiono w tabeli 11.
Nasilenie reakcji na LAMP2 w neuropilu warstwy ziarnistej
mozdzku byto najistotniejsza z badanych lokalizacji. Istotnos¢
statystyczng w tym miejscu oceniono na 0,001 (df=3). Wskaz-
nik ETA podniesiony do kwadratu pozwala na stwierdzenie,
ze podziat na podtypy sCJD (w tak dobranej grupie badaw-
czej) moze by¢ thumaczony az w 63,7% przypadkow obecno-
Scig biatka LAMP2 w tej lokalizacji.

Nasilenia reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 w komor-
kach glejowych kory mozgu oraz neuropilu warstwy molekularnej
kory mézdzku byly rownie istotnymi warto$ciami. Istotno$¢ sta-
tystyczna wyniosta odpowiednio 0,002 (df=3) 10,006 (df=3).
Wskaznik ETA podniesiony do kwadratu pozwala stwierdzic,
ze nasilenie reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 w ko-
morkach glejowych kory mozgu thumaczy w 60,4% przypadkow
(w tak dobranej grupie badawczej) roznicg migdzy podtypami
sCJD oraz ze podzial na podtypy sCJD moze by¢ ttumaczo-
ny w 55,1% przypadkow sifg reakcji immunohistochemicznej
w neuropilu warstwy molekularnej mozdzku.

Okolica anatomiczna,
z ktorej pochodzit preparat

Szczegotowa lokalizacja

Kora czotowa Neurony

Neuropil

Komorki glejowe
Mozdzek Komérki Purkinjego

Neurony warstwy ziarnistej
Neurony warstwy molekularnej
Neuropil warstwy ziarnistej
Neuropil warstwy molekularnej
Komorki glejowe

Wiékna istoty biatej

Tabela 4. Lista lokalizacji, w ktorych oceniano sife reakcji immu-
nohistochemicznej

ANALIZA ROZNIC MIEDZY
GRUPAMI WIEKOWYMI CHORYCH NA sCID
NA PODSTAWIE WARTOSCI SILY REAKCJT
IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
Z PRZECIWCIAEAMI PRZECIW BIALKOM
LAMP2 I PrP%

W tabeli 12 podano liczbe osob zakwalifikowanych do prze-
dziatow wiekowych.

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic pomiedzy prze-
dziatami wiekowymi ze wzgledu na Srednie wartoSci sity reakcji
immunohistochemicznych w ocenianych lokalizacjach.

WYNIKI BADAN PRZY WYKORZYSTANIU
LASEROWEGO MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

Reakcja immunofluorescencyjna z przeciwciatami przeciw
LAMP2 i PrPSc wykazala obecnos¢ depozytéw biatka LAMP2

Nazwa indeksu ztozonego

Sktadniki indeksu ztozonego

LAMP2: kora mézgowa (indeks ztozony)

- Neurony kory mézgowej
- Neuropil kory mézgowej
- Komérki glejowe kory mézgowej

LAMP2: mézdzek (indeks ztozony)

- Komorki Purkinjego mézdzku

- Neurony warstwy ziarnistej mozdzku

- Neurony warstwy molekularnej mézdzku
- Neuropil warstwy ziarnistej mézdzku

- Neuropil warstwy molekularnej mozdzku
- Komérki glejowe mozdzku

- Wtdkna istoty biatej mézdzku

PrP: kora mézgowa (indeks ztozony)

- Neurony kory mézgowej
- Neuropil kory mézgowej
- Komérki glejowe kory mézgowej

PrP: mézdzek (indeks ztozony)

- Komérki Purkinjego mézdzku

- Neurony warstwy ziarnistej mozdzku

- Neurony warstwy molekularnej mézdzku
- Neuropil warstwy ziarnistej mézdzku

- Neuropil warstwy molekularnej mézdzku
- Komorki glejowe mézdzku

- Wiékna istoty biatej mézdzku

160 | Zabela 5. Lista stworzonych indeksow zlozonych
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zlokalizowanych wokot ztogow PrP-dodatnich. Przyktadowy
obraz wzajemnych relacji obu biafek przedstawiono na rys. 5.

OMOWIENIE

Sporadyczna posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba (sCJD) to
$miertelna choroba neurologiczna z grupy pasazowalnych en-
cefalopatii gabczastych (TSE), ktdrej czesto$¢ wystepowania
w populacji Swiatowej szacuje si¢ na okoto 1:1 000 0004V,

Na podstawie badan prowadzonych w naszym o$rodku udato
si¢ oszacowac czestos¢ wystepowania sSCJD w populacji pol-
skiej, ktora w chwili obecnej wynosi okoto 0,86:1 000 000 (dane
wiasne).

PODTYPY sCJID W GRUPIE BADANEJ

Po dokonaniu oceny podtypéw choroby sCID okazato sig, iz
w grupie badanej znalazfo si¢ 16 przypadkow najczesciej wy-

A.LAMP2

Przedziat wiekowy Nazwa kategorii
30-39 1
40-49 2
50-59 3
60-69 4
70-79 5

Tabela 6. Lista kategorii wiekowych

stepujacych w populacji podtypow 1. i 2. Stanowity one 16/19
(84,2%) wszystkich przypadkow, w ktorych udato si¢ ocenic pod-
typ. Podtyp 3. sCJD byt reprezentowany w grupie badanej w 2
przypadkach na 19 (10,5%), natomiast podtyp 5. sCID wystapit
1 raz (1/19-35,26%). Uzyskane wyniki korespondujg z wynikami
przedstawionymi przez Gambettiegoiwsp.*, gdzie sumaryczng
cz¢stos¢ wystepowania podtypu 1. 1.2 sCJD oceniono na 76-86%,
podtypu 3. sCJD na 9%, a podtypu 5. na 1% w populacji cho-
rych na sporadyczng posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba.

D: L’AMP2+PrP - _p‘oWigks;enig »

Rys. 5. Reakcja immunofluorescencyjna z przeciwciatami przeciw LAMP2 i PrP% w mdzdzku
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Przeciwciato Producent Klon Gatunek gospodarza Rozcienczenie Odmaskowanie antygenu

LAMP2 Santa Cruz Monoklonalne Mysz 1:50 Buf. cytrynowy pH 6,0 + faznia wodna 20 min

PrP(12F10) Cayman Monoklonalne Mysz 1:300 Buf. cytrynowy pH 6,0 + taznia wodna 20 min
+ kw. mréwkowy 2 min

Tabela 7. Lista przeciwcial uzytych do badar immunofluorescencyjnych

Zbieznos¢ wynikow reprezentacji poszczegolnych podtypow
sCJD w grupie badanej z ich czgstoScig wystepowania w po-
pulacji ogdlnej pozwala mie¢ nadzieje, ze mimo stosunkowo
malej liczebnosci grupy badanej zaobserwowane wyniki moga
odzwierciedla¢ procesy zachodzace w populacji ogolnej. Nad-
mienic jednakze nalezy, iz w grupie badanej ujawnita si¢ nad-
reprezentacja wystepowania podtypu 2. sCJD (9/19 - 47,4%)
w stosunku do danych dostgpnych w piSmiennictwie, gdzie
czgstoS¢ populacyjng wystepowania tego podtypu sCJD oce-
niono na 16%*9. Obserwacja ta moze by¢ ttumaczona innym
rozktadem czgstoSci wystepowania podtypow sCJD w popula-
¢ji polskiej. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz stanowi ona arte-
fakt wynikajacy z oceny statystycznej wynikow uzyskanych na
grupie badanej o mafej liczebnosci.

ROLA SYSTEMOW WEWNATRZKOMORKOWEJ
DEGRADACJI BIALEK W PATOGENEZIE
CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Produkcja biafek jest podstawowa i niezbedna funkcja kaz-
dej komdrki. Produkty biatkowe reguluja wszystkie aspekty jej
funkcjonowania. Nie dziwi wigc fakt, ze w komorkach istnie-
ja precyzyjne mechanizmy odpowiedzialne za kontrolg jakoSci
powstajacych biafek. Fizjologicznie biatka, w ktorych procesie
syntezy doszto do powstania biedow, sg szybko usuwane, co
zapobiega ich negatywnym oddziatywaniom na inne procesy
przebiegajace w komorce.
Wewnatrzkomdrkowe systemy degradacii biatek (system ubi-
kwitynowo-proteasomalny— UPS, makroautofagia—- MA, auto-
fagia mediowana przez chaperony - CMA, i system endo-
somalno-lizosomalny — ELS) sa ze sobg Scisle potaczone.
Te wzajemne interakcje wydajg si¢ odgrywa¢ niebagatelng role
w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych.
Ponizej zestawiono kilka kluczowych informacji dotyczacych
wzajemnych relacji pomigdzy wspomnianymi systemami de-
gradacji biafek oraz skutki ich wadliwego dziatania w patoge-
nezie chorob neurodegeneracyjnych:
* w wielu chorobach neurodegeneracyjnych (choroba Alzhei-
mera, choroba Parkinsona, choroba Creutzfeldta-Jakoba)

obserwuje si¢ nagromadzenie wakuoli autofagicznych, co
moze by przejawem zablokowania fuzji autofagosomow
z lizosomami®>*¥;

w chorobie Parkinsona istotng rolg odgrywa zmutowana
a-synukleina, ktora gromadzac si¢ przy powierzchni lizoso-
mow, blokuje aktywnoS$¢ procesu CMA i MA®39);

w badaniach przeprowadzonych na eksperymentalnych mo-
delach chorob neurodegeneracyjnych wykazano, iz zahamo-
wanie procesu autofagii skutkuje pogorszeniem przebiegu
choroby®7s®;

w chorobach pierwotnie zwigzanych z dysfunkcja lizoso-
mow (lysosomal storage disorders) wystepuja zmiany neuro-
degeneracyjne, a histopatologicznie obserwuje si¢ nagroma-
dzenie w komorkach wakuoli autofagicznych®”;

w badaniach prowadzonych na muszkach owocowych oraz
myszach wykazano, iz ekspresja zmutowanej postaci enzy-
mu lizosomalnego - katepsyny D, lub jego wyeliminowanie
prowadzi do wewnatrzkomdrkowej akumulacji autofagoso-
mow i lizosomow 62,

W Swietle powyzej przedstawionych faktiow uzasadniona wy-
daje si¢ hipoteza, iz system endosomalno-lizosomalny bedacy
istotnym elementem szlakow wewnatrzkomdrkowej degradaci
biafek moze odgrywac wazna role w patogenezie chorob wy-
wotywanych przez priony.

ZALEZNOSCI POMIEDZY INTENSYWNOSCIA
REAKCJI IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
BIALEK LAMP2 I PrP%

Wykazano bardzo silng dodatnig korelacj¢ mi¢dzy intensyw-
noScig reakcji immunohistochemicznej na LAMP2 i Prps
w neuropilu kory czotowej mozgu, a takze istotng dodat-
nig korelacje sity reakcji immunohistochemicznej na LAMP2
w neuronach warstwy molekularnej kory mozdzku z sitg reak-
¢ji immunohistochemicznej na PrP% w neuropilu warstwy mo-
lekularnej mozdzku.

Powyzsze obserwacje moga by¢ ttumaczone jako przejaw nad-
aktywnosci uktadu endosomalno-lizosomalnego w badanych
lokalizacjach.

Fluorochrom Przeciwciato Producent Rozcienczenie Inkubacja
Alexa Fluor 488 Kozie antymysie Molecular Probes 1:100 1 godzina
Alexa Fluor 546 Kozie anty-swinka morska Molecular Probes 1:100 1 godzina
Alexa Fluor 546 Kozie antykrélicze Molecular Probes 1:100 1 godzina
Q™5 Kozie antykrélicze Jackson ImmunoResearch 1:100 1 godzina
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Uzyskana obserwacja wydaje si¢ zgodna z wynikami badan
przeprowadzonych przez Kovacsa“®, ktory wykazat, iz w ko-
morkach neurondw kory czotowej u chorych na sCJD zwick-
sza si¢ reaktywno$¢ na Rab5 (marker wezesnych endosomow).
W tym samym badaniu wykazano takze, iz w neuronach kory
czotowej dochodzi do gromadzenia si¢ ztogdw PAS-dodatnich
(w tym lipofuscyny). Po zestawieniu tych informacji autorzy
wyciagaja wniosek, iz w opisywanym rejonie mozgowia docho-
dzi do zwigkszonej aktywnosci uktadu ELS z cechami jego nie-
wydolnoSci, 0 czym $wiadczy wewnatrzkomorkowe gromadze-
nie si¢ zlogow.

Motzliwe jest takze, ze obecnos¢ LAMP2 dodatnio koreluja-
ca z PrP% jest bezposrednim przejawem proceséw uszkadza-
jacych neurony, podobnie jak to wykazano w przypadku ba-
dania obecnoSci katepsyny D w mozgach osob chorych na
sCIDuo),

INTENSYWNOSC REAKCJI
IMMUNOHISTOCHEMICZNEJ
Z PRZECIWCIALEM PRZECIW LAMP?
JAKO CZYNNIK ROZNICUJACY PODTYPY sCID

Wykazano istotne statystycznie zrdznicowanie pomiedzy
okreSlonymi podtypami sCJD ze wzgledu na obecno$¢ biai-
ka LAMP2 w neuropilu warstwy molekularnej i ziarnistej oraz
w komorkach glejowych mozdzku. Uzyskany wynik moze by¢
odzwierciedleniem istotnego zaangazowania systemu ELS
w patogenez¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba. W grupie badanej
znalazly sie gtownie osoby reprezentujace podtyp 1.1 2. sCJD.

Podtyp sCJD Liczba przypadkéw wsréd grupy badanej

7

bW | N | —
~N| =N |

Nieokreslony

Tabela 9. Podtypy sCJD wsrdd 0séb badanych

Pomigdzy tymi podtypami wystepujq istotne roznice w stop-
niu nasilenia zmian w mozdzku®. Mozliwe, ze zaobserwo-
wane zrdznicowanie wigze si¢ z tym, iz w podtypie 1. zmiany
w mozdzku sa mniej nasilone, natomiast w podtypie 2. do-
minujg. Obecnos¢ PrP% moglaby przektadac si¢ na obecnos¢
biatka LAMP2 w m6zdzku. Doktadny mechanizm tej zalezno-
Sci nie jest jednak mozliwy do wyttumaczenia w oparciu o dane
zebrane w przeprowadzonym doSwiadczeniu.

IMMUNOEKSPRESJA 1 WZAJEMNE RELACJE
BIALEK LAMP? I PrPS W BADANIACH
Z WYKORZYSTANIEM LASEROWEGO
MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

Uwidoczniona silna immunoekspresja LAMP2 i PrP% w ma-
teriale pochodzacym z mézdzku chorych na sCJD oraz wyka-
zanie, iz zlogi LAMP? lokalizuj si¢ blisko zlogéw PrP%, wy-
dajg si¢ potwierdzac zaobserwowane, istotne statystycznie,
dodatnie korelacje sity reakcji immunohistochemicznych po-
miedzy tymi biatkami.

Korelagja Wspoétczynnik Pearsona | Istotnos¢ statystyczna
PrP: kora mézgu (indeks zfozony) LAMP2: kora mdzgu (indeks ztozony) 0,618 0,001
LAMP2: kora mézgu (indeks ztozony) PrP: kora mézgu (neuropil) 0,618 0,001
PrP: kora mézgu (indeks zozony) LAMP2: kora mézgu (neuropil) 0,604 0,001
PrP: kora mézgu (neuropil) LAMP2: kora mézgu (neuropil) 0,604 0,001
PrP: kora mézgu (indeks ztozony) LAMP2: kora mézgu (komdrki gleju) 0,593 0,001
PrP: kora mézgu (neuropil) LAMP2: kora mézqu (komdrki gleju) 0,593 0,001
PrP: kora mézgu (indeks ztozony) LAMP2: mézdzek, neurony w warstwie molekularnej | 0,59 0,002
PrP: kora mézgu (neuropil) LAMP2: mézdzek, neurony w warstwie molekularnej | 0,59 0,002
PrP: kora mézgu (indeks zozony) LAMP2: kora mézgu (neurony) 0,582 0,002
PrP: kora mézqu (neuropil) LAMP2: kora mézgu (neurony) 0,582 0,002
PrP: kora mézgu (indeks zfozony) LAMP2: mézdzek (indeks ztozony) 0,493 0,012
LAMP2: mézdzek (indeks ztozony) PrP: kora mézgu (neuropil) 0,493 0,012
PrP: mézdzek (indeks ztozony) LAMP2: mézdzek, neurony w warstwie molekularnej | 0,487 0,014
PrP: mézdzek, neuropil warstwy molekularnej LAMP2: mozdzek, neurony w warstwie molekularnej | 0,464 0,019
LAMP2: mézdzek (indeks ztozony) PrP: mézdzek, neuropil warstwy molekularnej 0,463 0,02
PrP: mézdzek (indeks ztozony) LAMP2: kora mézgu (indeks ztozony) 0,432 0,031
PrP: mézdzek (indeks ztozony) LAMP2: kora mézgu (neuropil) 0,431 0,031
PrP: mézdzek (indeks ztozony) LAMP2: kora mézqu (komarki gleju) 0,423 0,035
PrP: mézdzek, neuropil warstwy molekularnej LAMP2: mézdzek, neurony w warstwie ziarnistej 0,403 0,046
PrP: mézdzek, neuropil warstwy ziarnistej LAMP2: kora mézqu (komdrki gleju) 0,398 0,049

Tabela 10. Istotne statystycznie dodatnie korelacje (p<0,05) pomiedzy Srednimi wartosciami sily reakcji immunohistochemicznych dla badanych

biatek w poszczegolnych lokalizacjach oraz pomiedzy wartosciami indeksow zloZonych
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Lokalizacja Liczba stopni | Istotnosc ETA2
swobody statystyazna

LAMP2: mézdzek, neuropil 3 0,001 0,637

warstwy ziarnistej

LAMP2: kora mézgu 3 0,002 0,604

(komorki gleju)

LAMP2: mézdzek, neuropil 3 0,006 0,551

warstwy molekularnej

LAMP2: mézdzek 3 0,018 0,478

(indeks ztozony)

LAMP2: kora mézqu 3 0,04 0,416

(indeks ztozony)

Tabela 11. Istotne statystycznie réznice (p<0,05) pomiedzy podty-
pami sCJD ze wzgledu na Srednie wartosci sity reakcji
immunohistochemicznych w ocenianych lokalizacjach
oraz wartosci indeksow zlozonych (ANOVA)

WNIOSKI

W ramach przeprowadzonych badaf:

* wykazano obecno$¢ silnej dodatniej korelacji pomiedzy in-
tensywnoscig reakcji immunohistochemicznej z przeciwcia-
tami przeciw LAMP2 i PrP%, co moze by¢ interpretowane
jako pobudzenie aktywnosci uktadu endosomalno-lizoso-
malnego w neuronach kory czofowej;

* stwierdzono obecnos¢ istotnych statystycznie rdznic pomie-
dzy podtypami sCJD w zaleznoSci od intensywnoSci reakcji
immunohistochemicznej z przeciwciatami przeciw LAMP2;

* w badaniach z uzyciem mikroskopu konfokalnego potwier-
dzono wykazane statystycznie wzajemne relacje badanych
bialek.

PODSUMOWANIE

Choroby degeneracyjne osrodkowego ukfadu nerwowego sg dzi$
istotnym problemem spofecznym - szacuje sig, ze w 2010 roku
na calym Swiecie zyje okofo 35,6 miliona osdb chorych na ote-
pienie, co gorsza, liczba ta moze ulec podwojeniu w ciagu naj-
blizszych 20 lat. Nie dziwi wigc fakt, e w wielu oSrodkach trwaja
intensywne prace zmierzajace do doktadnego poznania i zrozu-
mienia patomechanizmu choréb neurodegeneracyjnych. Wraz
z dokonywanym na tym polu postgpem przekonujemy sie, ze
podstawy molekularne tych chordb, pomimo czgstokro¢ roz-
norodnego obrazu klinicznego, sg bardzo zblizone. Niezalez-
nie od tego, czy pierwotna patologia dotyczy biatka huntingty-
ny, tau, synukleiny czy biatka prionu, biatka te maja zmieniong
konformacj¢ (stad nazwa - choroby konformacyjne) i odktada-
ja sie¢ w postaci patologicznych ztogow. W $wietle ostatnich ba-
dan, w tym réwniez przedstawionych wyzej wynikow, wydaje sie,
ze Smier¢ neuronéw w tych chorobach jest zwigzana z uszko-
dzeniem systemow degradujacych patologicznie zwinigte biatka.
W naszych badaniach stwierdziliSmy dodatnia korelacj¢ miedzy
odktadaniem si¢ patologicznej postaci biatka prionu a zwicksze-
niem aktywnosci ukfadu endosomalno-lizosomalnego. Utrata

164 | komorek nerwowych w danym obszarze mozgu stanowi punkt

Przedziat wiekowy Liczba osob nalezacych
do przedziatu

30-39 2

40-49 3

50-59 6

60-69 8

70-79 7

Tabela 12. Liczba 0s6b nalezqcych do przedziatu wiekowego

wyjscia, dajacy poczatek wszystkim objawom klinicznym chorob
degeneracyjnych osrodkowego uktadu nerwowego. Aby w przy-
sztosci moc powaznie mySle¢ na temat potencjalnej profilaktyki
lub leczenia 0sob dotknigtych tymi chorobami, trzeba zrozumie¢
dziatanie systemow wewnatrzkomdrkowej degradacii biatek.
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