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Glosariusz: Choroba Alzheimera — najczestsza postaé otepienia, nieuleczalna i postepujaca
choroba neurodegeneracyjna, po raz pierwszy opisana w 1906 przez Alois Alzheimer [1]

Glossary: Alzheimer's disease (AD), also known as Alzheimer disease, the most common
form of dementia, progressive neurodegenerative disease, first described by Alois Alzheimer
in 1906 [1]

Streszczenie
Choroba Alzheimera jest przewlekla i postepujaca choroba neurodegeneracyjna, bedaca zarazem najczgstsza przyczyna zespotu otgpiennego.
Skutki tej choroby dotykaja zar6wno samego pacjenta i jego otoczenie, przybierajac wymiar zaréwno spoteczny jak i ekonomiczny. Czgstos¢
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wystgpowania otgpienia towarzyszacego chorobie Alzheimera podwaja si¢ co 4,5 roku u osob po 65. roku zycia. U podtoza tego schorzenia
lezy zroznicowana grupa zaburzen zwigzanych ze starzeniem si¢ organizmu oraz interakcjami genetycznymi i $rodowiskowymi. Procesy
neurodegeneracyjne obserwowane w przebiegu choroby Alzheimera prowadza do upos$ledzenia morfologicznego i fizjologicznego neurondéw
oraz w konsekwencji ich $mierci. Doprowadza to bezposrednio do uposledzenia kontroli poznawczej. W zmienionej patologicznie tkance
nerwowej chorych stwierdzono obecno$¢ nieprawidtowych struktur, takich jak blaszki amyloidowe i zwyrodnienia wiokienkowe (splatki
neurofibrylarne). Sformutowano wiele hipotez starajacych si¢ wyjasni¢ procesy prowadzace do neurodegeneracji, najczgsciej wymieniana
jest teoria kaskady amyloidowej. Metody immunohistochemiczne pozwalaja na wykrycie, zlokalizowanie i oznaczenie zmian
neurodegeneracyjnych zwiazanych z chorobg Alzheimera. Wykorzystywane sa tutaj zaréwno przeciwciala poli- jak i monoklonalne, a same
badania charakteryzuja si¢ duza czutoscia i swoistoscia.

Summary

Alzheimer's disease is a chronic, progressive disease, which has been classified as a most frequent causes of dementia in the elderly
population. The consequences of this disease affects the patient and his family and have a social and economic dimension. In the population
over 65 years of age the incidence of dementias accompanying Alzheimer's disease doubles every 4.5 years. This disease is caused by a
diverse group of genetic and environmental disorders associated with aging of the organism. Neurodegenerative processes seen during the
Alzheimer's Disease result in impairment of neurons morphological and physiological functions causing their death. This leads directly to the
impairment of patients cognitive functions. In the pathologically altered nerve tissue the presence of abnormal structures such as amyloid
plaques and fibrillar degeneration (neurofibrillary tangles) is revealed. Many hypotheses have been formulated trying to explain the
processes leading to neurodegeneration, and the most often mentioned is the amyloid cascade theory. Immunohistochemistry can detect,
locate and mark the changes related to the Alzheimer's disease neurodegeneration. They are used here both poly- and monoclonal antibodies,
and the same tests are highly sensitive and specific.

Whprowadzenie

Choroba Alzheimera (Alzheimer Disease, AD) nalezy do najczgsciej wystepujacych
chorob otgpiennych [1,2]. W zaleznosci od zrédta dotyczy ona od 60% [3] do nawet 80%
wszystkich przypadkow tego rodzaju choréb [4]. Zgodnie z definicja prezentowang przez
WHO (ICD-10) otepienie to zespot objawow spowodowany przewlekta lub postepujaca
choroba moézgu, charakteryzujacy si¢ licznymi uposledzeniami funkcji poznawczych (pamig¢,
myslenie, orientacja, rozumienie, liczenie, jezyk, uczenie sig¢, ocenianie). Zaburzeniom tym
czesto towarzysza lub poprzedzaja je nieprawidtowosci w zakresie funkcji emocjonalnych
(apatia, drazliwo$¢, labilnos¢ emocjonalna) oraz zaburzenia zachowania i motywacji [5].
Ostabienie funkcji poznawczych z zaburzeniami kontroli i zmianami zachowania zwigzane z
AD stanowig nie tylko problem jednostkowy, dotyczacy samego pacjenta, ale takze problem
dotykajacy jego rodziny i najblizszego otoczenia. Skutki tej choroby negatywnie wptywaja
rowniez na sfere spoteczng i ekonomiczng, ktore zwigzane sg z zyciem zawodowym i
naktadami finansowymi przeznaczanymi na opieke 1 leczenie [6]. Najistotniejszym
czynnikiem ryzyka wystapienia otepienia typu alzheimerowskiego jest wiek [1]. Ryzyko to
wzrasta szczegélnie w przedziale pomigdzy 65 a 85 rokiem zycia - wyniki badan
epidemiologicznych wskazuja, ze czgstos¢ wystepowania AD podwaja si¢ U 0sob powyzej 65
roku zycia co 4,5 lat [7]. Ryzyko to dla os6b w wieku 60 lat wynosi 1%, natomiast dla 80-
latkéw szansa wystapienia Wynosi juz okoto 20% i wigcej [1, 8]. Szacuje si¢, ze w krajach
rozwinigtych AD wystepuje U 5%-7% osob po 65. roku zycia, natomiast w Polsce dotyka ona
5,7%-10% populacji oséb w podesztym wieku [7]. Prognozy demograficzne zakladaja

wydtuzanie si¢ $redniej dtugosci zycia i starzenie si¢ spoteczenstwa, szczegdlnie w Krajach

123



uprzemystowionych [1, 4], co 0znacza zwickszenie ryzyka wystgpienia zaburzen zwigzanych
z podesztym wiekiem, w tym choroby Alzheimera [9]. Obecnie w Polsce na AD choruje
okoto 250 tysigcy osob , a przewiduje sie, ze do 2020 roku zachoruje na nig od 500 tysigcy
do okoto miliona oséb [10, 11]. Najprawdopodobniej AD rozwija si¢ przez wiele lat przed
wystgpieniem objawow klinicznych. Przebieg choroby jest odmienny u réznych pacjentow.
Czas przezycia od momentu rozpoznania zalezy od wieku wystapienia zmian 1 jest
zroéznicowany — U niektorych znaczne pogorszenie nastepuje W okresie 2-3 lat, natomiast w
innych przypadkach choroba ma znacznie wolniejszy przebieg i moze trwaé¢ nawet 10 lat [12].
Uwaza si¢, ze $redni czas od postawienia diagnozy do $mierci wynosi okoto 8 lat dla
pacjentow w wieku 65 lat [13]. Bioragc pod uwage wiek zachorowania wyrdznia si¢ dwa
glowne typy AD: 0 wczesnym poczatku (wystepujacg < 65. roku zycia, early onset AD,
EOAD) oraz 0 pdéznym poczatku (wystepujacg > 65. roku zycia, late onset AD, LOAD).
Natomiast klasyfikacja oparta na liczbie osob dotknigtych AD w rodzinie wyrdznia postac
rodzinng AD (FAD, co najmniej 2 przypadki zachorowania w rodzinie) oraz postaé
sporadyczng AD (SAD, bez uwarunkowan rodzinnych) [2]. Ponadto wigksza zachorowalnos¢
obserwuje si¢ u kobiet, zwigzang prawdopodobnie z udziatem estrogenow w rozwoju AD oraz
ich dluzszg w porownaniu do mezczyzn dhugoscig zycia [4, 13]. Do pierwszych objawow
towarzyszacych otgpieniu W AD zaliczane sa zaburzenia pamigci, W tym zapamietywanie |
uczenie si¢ nowych informacji, czy trudnosci w przypominaniu sobie niedawnych zdarzen
[7]. Najprawdopodobniej zwigzane jest to z uszkodzeniem przysrodkowych struktur
skroniowych, w tym hipokampa [12]. W tym stadium chorzy zaczynaja wycofywac si¢ z
zycia zawodowego i spotecznego, Czesto towarzyszy temu apatia. Stopniowo pacjenci staja
si¢ coraz bardziej zalezni od otoczenia i w koncowym etapie choroby wymagajg catodobowej
opieki [7]. Poczatek AD jest bardzo trudny do uchwycenia, a wickszos¢ diagnoz stawiana jest
zbyt pozno, zazwyczaj gdy zmiany neurodegeneracyjne sg juz rozlegte. Szacuje si¢, ze W
Polsce wiasciwe rozpoznanie otgpienia W przebiegu AD dotyczy okoto 15-20% pacjentow
[6,7]. Natomiast 8-9% chorych otrzymuje adekwatng terapi¢ [12]. AD jest chorobg
nieuleczalng, a podejmowana terapia ma na celu ztagodzenie objawow oraz zahamowanie i
spowolnienie postepujacych zmian. Dlatego tez niezmiernie wazne jest odpowiednio wczesne

rozpoznanie AD i podjecie odpowiedniego leczenia.

Patogeneza i etiologia choroby Alzheimera
U podioza AD lezg stopniowe i nieodwracalne zmiany w mozgu polegajace na

zwyrodnieniu i obumieraniu neurondéw. Towarzyszg temu zaburzenia szklakow
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przekazywania sygnalow oraz powstawanie niefizjologicznych biatek zdolnych do agregaciji i
odpornych na dziatanie enzymow. Neurodegeneracja rozpoczyna si¢ W przysrodkowych
strukturach skroniowo-limbicznych (ciatlo migdatowate, hipokamp), a nastepnie obejmuje
kore nowg (skroniows, ciemieniowg i czotowg), jadra przodomozgowia i jadra podkorowe
[14]. U pacjentow z AD stwierdza si¢ obecnos¢ w tkance nerwowej zewnatrzkomorkowych
blaszek amyloidowych (amyloid plaques, AB) i wewnatrzkomérkowych zwyrodnien
wiokienkowych typu Alzheimera (neurofibrillary tangles, NFTs), a takze dystroficznych
neurytow (dystrophic neurites, DN), nitek neuropilowych (neuropil threads), ciat Hirano oraz
zwyrodnien ziarnisto-wtokienkowych (granulovacuolar degeneration, GVD) [15,16].
Odktadanie si¢ tych struktur w tkance nerwowej i w naczyniach moézgowych uruchamia
szereg zmian patologicznych prowadzacych do rozwoju otgpienia.

Ztogi amyloidowe moga wystgpowac¢ W trzech postaciach — jako blaszki klasyczne,
dyfuzyjne i prymitywne. Klasyczna blaszka sktada si¢ z rdzenia utworzonego przez
patologiczne biatka B-amyloidu (Ap). Peptyd ten sktada si¢ z 40-42 aminokwasow, a powstaje
z bialkowego prekursora amyloidu (amyloid precursor protein, APP). W wyniku
proteolitycznego rozcinania tancucha polipeptydowego APP przez enzymy okreslane jako
sekretazy (gtéwnie B- i y-sekretazy) powstaja peptydy AP40 i AP42, ktore sktadajg sie
odpowiednio z 40 i 42 aminokwasow. Diluzszy peptyd, ze wzglgdu na znaczng
hydrofobowos¢ charakteryzuje si¢ wigkszg tendencjg do tworzenia fibryli i uwazany jest za
gtowny czynnik odpowiedzialny za tworzenie ztogow amyloidowych [17-19]. Rdzen blaszki
amyloidowej otoczony jest przez dystroficzne neuryty oraz komorki astrogleju i mikrogleju.
Dystroficzne neuryty to grupa wypustek neuronalnych zawierajacych neurofilamenty,
spiralnie skrecone wiokna PHFs, zdegenerowane organelle komorkowe oraz ciala
pochodzenia mitochondrialnego i liposomowego [15, 20]. Oprocz B-amyloidu w sktad
blaszek starczych wchodza: apolipoproteina ApoE, biatko Tau, ubikwityna, a-1
antychmotrypsyna, acetylocholinoesteraza, biatka uktadu dopeiniacza i inne [21]. Blaszki
starcze rozmieszczone sa nierownomiernie W mozgu — najmniej jest ich w hipokampie, a
najwigcej W korze potyliczno-czotowej [10]. Ztogi amyloidowe odktadajg si¢ takze w poblizu
naczyn krwionosnych, niekorzystnie wptywajac w ten sposob na bariere krew-moézg [19].
Powstanie ztogow amyloidowych prowadzi do aktywacji kaskad zapalnych, stresu
oksydacyjnego, deregulacji metabolizmu wapnia, zaburzenia pracy mitochondriow oraz
indukcji apoptozy neurondéw. Powstate w ten sposob zaburzenia rownowagi w komorkach
nerwowych przyczyniaja si¢ do nieprawidlowego metabolizmu APP i dalszej produkcji

peptydow AP. W dalszej perspektywie moze to prowadzi¢ do utraty neuronow i gestosci
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synaptycznej oraz dystrofii neurytow [15, 22, 23]. W procesie proteolizy APP biorg udziat
bialka transbtonowe — preseniliny (PS1 i PS2). Wystepuja one przede wszystkim w
komorkach nerwowych, gdzie mogag petni¢ funkcje kanatéw wapniowych lub receptorow
btonowych. Sugeruje sie, ze PS1 moze petni¢ funkcje kofaktora y-sekretazy lub dziata¢ jak
ten enzym. Ponadto preseniliny powoduja zwigkszenie podatno$ci na apooptoze [17, 24].

Wewnatrzkomorkowe zwyrodnienia wiokienkowate typu Alzheimera nazywane takze
splatkami neurofibrylarnymi (NFTs ) utworzone sg ze spiralnie skreconych wiokien (paired
helical filaments, PHFs) zawierajacych nadmiernie ufosforylowane biatko tau. W warunkach
fizjologicznych biatko to odpowiada za stabilnos¢ i grupowanie si¢ mikrotubul, co ma istotne
znaczenie w stabilizacji struktury neuronéw, transporcie wzdluz aksonu, regulacji podziatu
komorki oraz w procesach apoptozy. Za stopien fosforylacji biatka tau odpowiadajg kinazy i
fosfatazy, a w wyniku zaburzenia rownowagi pomig¢dzy tymi enzymami dochodzi do
hiperfosforylacji biatka tau. Prowadzi to do zaburzen stabilno$ci cytoszkieletu oraz transportu
aksonalnego. Zwykle prawidlowa czgsteczka biatka tau posiada 2-3 grupy fosforanowe,
natomiast wystepujace W AD hiperfosforylowane biatko ma 8-10 takich grup [21, 25-28].
Wyro6zniono trzy etapy tworzenia si¢ NFTs : 1) Pre-NFTs (rozproszone NFTSs ) — rozproszone
lub punktowe ztogi biatka tau w prawidlowo wygladajacych neuronach; 2) dojrzate NFTs
(INFTs ) zawierajace nitkowate agregaty biatka tau, ktoére wypieraja jadro neuronu oraz 3)
zewnatrzkomorkowe NFTs (eNFTs ) lezace pozakomoérkowo jako $lad po obumartych
komorkach nerwowych zawierajacych NFTs [15]. Splatki zlokalizowane sg przede wszystkim
w duzych neuronach piramidalnych kory wechowej, hipokampa, ciata migdatowatego oraz w
neuronach niektorych jader kresomozgowia i pnia mozgu. NFTS obok biatka tau zawieraja
rowniez inne biatka, takie jak kinaze kazeiny Il, czynnik wzrostu fibroblastow, ubikwityng i
inne [28]. Biatko tau moze takze ulega¢ innym modyfikacjom potranslacyjnym, w tym
acetylacji. Najnowsze doniesienia sugeruja, ze acetylacja lizyny K280 w biatku tau
wystepujaca jedynie w zmienionych patologicznie tkankach moze odgrywac role w rozwoju
zmian neurodegeneracyjnych [29, 30]. Z wiokien PHFs zbudowane sa nitki neuropilowe.
Gromadzg si¢ one pomiedzy neuronami i towarzysza blaszkom amyloidowym i NFTs [15].
Ciata Hirano oraz GVD spotykane sa w neuronach piramidalnych hipokampa. Ich znaczenie i
udziat w neurodegeneracji jest niejasny, ale sa czgsciej i W wigkszej ilosci wystepuja U 0sob
ze stwierdzong AD [15, 31-32].

Zaréwno blaszki amyloidowe, jak i NFTs nie sg charakterystyczne wytacznie dla AD.
Spotykane sa takze w innych schorzeniach, a takze towarzysza tzw. starzeniu si¢

fizjologicznemu. Do tej pory nie wykryto biomarkera specyficznego wylacznie dla AD.
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Chorobe te¢ diagnozuje si¢ na podstawie oceny. epidemiologicznej, neuropsychologicznej,
elektroencefalograficznej oraz neuroobrazowania. Ponadto okresla si¢ wybrane wskazniki
biochemiczne i genetyczne [10].

Ze wzgledu na ztozono$¢ proceséOw zwigzanych z neurodegeneracjg nie udato sie do
tej pory przedstawi¢ jednoznacznego patomechanizmu odpowiedzialnego za rozwoj choroby.
Obecnie za najbardziej prawdopodobng hipotezg powstawania biatek patologicznych uwazana
jest teoria kaskady amyloidowej. W mys$l tej teorii odkladanie si¢ w mozgu
nierozpuszczalnych i odpornych na proteolize ztogéw [B-amyloidu jest poczgtkowym
procesem prowadzacym do zwyrodnienia widkienkowego i obumierania neuronéw. Rola Ap
w patogenezie rodzinnej AD nie budzi watpliwosci, natomiast w przypadku sporadycznego
AD udziat ztogéw AP nie jest tak wyrazny [22]. Hipoteza cholinergiczna jako przyczyne
rozwoju AD zaklada zaburzenia funkcji 1 zanik neuronow cholinergicznych w
przodomoézgowiu Oraz  zmniejszenie  aktywnosci  acetylotransferazy  (ChAT) i
acetylocholinesterazy (AChE) w moézgach chorych. AchE zaangazowana jest w tworzenie
kompleksow z B-amyloidem i biatkiem tau, przyczyniajac si¢ W ten sposob do powstawania
patologicznych ptytek starczych i zwyrodnien neurowlokienkowych [34]. U chorych
obserwuje si¢ zmniejszone uwalnianie acetylocholiny oraz innych neuroprzekaznikow, takich
jak: kwas glutaminowy, serotonina oraz GABA. Wspotczes$nie stosowana terapia lecznicza w
AD opiera si¢ na lekach bedacych inhibitorami cholinoesteraz [35]. Niemniej jednak w
patogenezie tej choroby postuluje si¢ takze udziat innych czynnikow, takich jak stres
oksydacyjny, procesy zapalne, zaburzenia pracy kanatow jonowych, nieprawidtowosci w
potranslacyjnej obrobce bialek czy zaburzenia funkcji mitochondriow |1 siateczki
srodplazmatycznej [23, 36].

Pomimo intensywnych badan doktadna etiologia AD jest nieznana. Do rozwoju
choroby przyczyniaja si¢ interakcje pomigdzy czynnikami genetycznymi a srodowiskiem oraz
naturalny proces starzenia. Wydaje si¢, ze duzg rolg w rozwoju AD petni takze styl zycia, w
tym dieta, aktywnos$¢ fizyczna czy natogi takie jak nikotynizm [9]. Ponadto zaobserwowano,
ze obecnos¢ cukrzycy typu Il zwieksza ryzyko wystapienia AD prawie dwukrotnie [9, 37]. W
przypadku 80-90% pacjentow brak jest mozliwosci ustalenia jednoznacznej etiologii choroby.
Natomiast u okoto 10-20% choroba ta dziedziczona jest autosomalnie dominujaco. W
przypadku rodzin osob z AD ryzyko zachorowania wsrod krewnych pierwszego stopnia
wynosi od 10 do nawet 50 % [38]. Zaburzenia genetyczne sg drugim po wieku czynnikiem
ryzyka AD. W przypadku AD o wczesnym poczatku zidentyfikowano mutacje trzech genéw,

ktore prowadzg do rozwoju tej choroby. Sa to zmiany w obrebie genow: APP, kodujacego
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biatko prekursorowe amyloidu, PSEN1, kodujgcego preseniling 1 oraz PSEN2, kodujgcego
preseniling 2. Mutacje te prowadzg do zwigkszenia powstawania 3-amyloidu [38, 39]. W AD
0 p6znym przebiegu wykryto i udowodniono dotychczas jeden genetyczny czynnik ryzyka, a
mianowicie obecno$¢ wariantu e-4 genu kodujacego apolipoproteing E (APOE). Obecnos¢
allelu &-4 nie jest warunkiem wystarczajgcym, ani koniecznym do ujawnienia si¢ choroby, ale

powoduje obnizenie si¢ wieku zachorowania [38, 39].

Badania immunohistochemiczne w chorobie Alzheimera

Wigkszo$¢ badan dokumentujacych obecnos¢ zmian neurodegeneracyjnych (AP,
NFTs i inne) w mdzgach osob chorych na AD opartych jest o metody immunohistochemiczne
[40]. U podstaw tych technik lezy zjawisko wigzania antygenu przez swoiste |
charakterystyczne przeciwciato. Takie wigzanie cechuje wysoka specyficznos¢, poniewaz
czasteczka przeciwciata rozpoznaje i wigze antygen o S$cisle okre§lonej strukturze
przestrzennej. W celu uwidocznienia miejsca wigzania  przeciwciala z antygenem
wykorzystuje si¢ znakowanie przeciwciat fluorochromami, enzymami lub metalami. Reakcje
immunohistochemiczne moga by¢ bezposrednie i posrednie. Najczesciej stosowanym typem
sg metody posrednie, ktore polegaja na stosowaniu nieznakowanego, pierwszorz¢dowego
przeciwciala wykrywajacego interesujacy badacza antygen, a w nastepnej kolejnosci
znakowanego przeciwciata drugorzedowego, ktore umozliwia wizualizacje poszukiwanego
kompleksu antygen-przeciwciato. Waznym elementem badania jest przygotowanie probki do
analizy mikroskopowej, ktore obejmuje utrwalanie, odwadnianie oraz zatapianie. Na tym
etapie bardzo wazne jest aby wstepne przygotowanie nie zaburzylo wewnetrznej struktury
badanej tkanki, w tym struktury samego antygenu. Pomimo tego, ze reakcje
immunohistochemiczne wykazuja znaczng swoisto$¢, niezbgdne jest wykonanie prob
kontrolnych negatywnych i pozytywnych, ktore beda swiadczy¢ 0 wiarygodnosci uzyskanych
wynikow.

W badaniach naukowych dotyczacych AD, a takze w diagnostyce neuropatologicznej
wykorzystuje si¢ metody immunohistochemiczne z zastosowaniem szeregu przeciwciat poli- i
monoklonalnych swoistych dla B-amyloidu, biatka Tau oraz ubikwityny i neurofilamentéw
[15, 24]. Narodowy Instytut Starzenia si¢ (National Institute on Aging) oraz Towarzystwo
Alzheimerowskie (4lzheimer’s Association) sugerujg takze wykorzystanie tioflawiny S oraz
czutego barwienia z wykorzystaniem srebra (m.in. zmodyfikowang metoda Bielschowsky)
[24]. Tioflawina S jest barwnikiem fluorescencyjnym z powodzeniem wykorzystywanym do

wykrywania blaszek amyloidowych zar6wno w badaniach in vivo, jak in vitro. Ponadto wigze
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si¢ ona takze z NFTs . Wykrywane w ten sposob struktury wykazuja charakterystyczne
zielono-zotte $wiecenie W mikroskopie fluorescencyjnym. Oprocz tioflawiny S czesto
wykorzystywanym barwnikiem jest takze czerwien Kongo, ktora daje jaskrawo-zielone
Swiecenie W $wietle spolaryzowanym. Z kolei stosowanie soli srebra w celu wizualizacji
struktur biatkowych jest jedng z najpopularniejszych metod barwienia, co wynika z ich
wysokiej czutosci, tatwosci wykonania i niskiego kosztu odczynnikéw [16]. Stosowanie
standardowych barwien w potaczeniu z metodami immunohistochemicznymi pozwala na

potwierdzenie uzyskanych wynikéw 1 ich oceng.

Rycina 1. Zmiany zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe w chorobie Alzheimera [41].

A-C Barwienie srebrem zmodyfikowang metoda Bielschowsky A — kora skroniowa (skala 200 um ) B — blaszki
amyloidowe zabarwione na brazowo i ciemne dystroficzne neuryty oraz NFTs (skala 10pm) C- NFTs (skala
10pm);

D-F — Metoda immunohistochemiczna z obrobkg wstepng kwasem mréwkowym i wykorzystaniem przeciwciat
anty-Ap42 i AT8 D — blaszki amyloidowe (zielone) oraz hiperfosorylowane biatko tau (czerwone). Jadra
komorkowe widoczne sg w kolorze niebieskim (skala30 um); E — Blaszki amyloidowe w mozgu transgenicznych
myszy (zielony) (skala 10 um) F — Amyloid odktadajacy si¢ wzdhuz naczyn krwionoénych (kolor zielony) (skala
150 um)

G-H Klasyczne barwienie z wykorzystaniem czerwieni Kongo: G — blaszki amyloidowe widziane w $wietle
biatym (kolor czerwony) H — oraz w $wietle spolaryzowanym (kolor jasnozielony);

I-J Wewnatrzkomérkowy amyloid widoczny u ludzi (1) oraz myszy transgenicznych (J) (skala 10um)
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Do wykrywania NFTs w preparatach histopatologicznych wykorzystywane sa:
srebrzenie metodag Gallyasa, technika fluorescencyjna z wykorzystaniem tioflawiny S, ktora
rozpoznaje strukture [B-harmonijki oraz metody immunochemiczne wykorzystujace

przeciwciata skierowane przeciwko biatku tau i jego ufosforylowanej formie (tabela 1.) [15].
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Tabela 1. Przeciwciata wykorzystywane w immunohistochemicznych metodach wykrywania
zwyrodnien wiokienkowych NFTSs. [25, 29, 30]

Przeciwcialo Antygen
Tau-C3 Biatko tau D**
T46.1 Biatko tau aminokwasy C-koncowe (428-441)
Tau 12 Biatko tau aminokwasy N-koncowe (9-18)
HT7 Biatko tau aminokwasy 159-161
12E8 Hiperfosforylowane biatko tau w Ser®®?, Ser>®
AT100 Hiperfosforylowane biatko tau w Thr*, Ser“™
ATE Hiperfosforylowane :i?:fo tau w Ser~> “%_
Thr
PHF-1 Hiperfosforylowane biatko tau w Ser>>® ***
RD4 Biatko tau aminokwasy 275-291
MC1 Biatko tau aminokwasy 5-15;312-322
Alz 50 Biatko tau aminokwasy 5-15;312-322
5A6 Biatko tau aminokwasy 19-46

Zarowno wykorzystanie srebra, jak i tioflawiny S oraz niektorych przeciwciat anty-
tau, takich jak AT8 oraz PHF1 pozwalaja na identyfikacj¢ iINFTs oraz eNFTs . Natomiast
preNFTs moga zosta¢ uwidocznione przy wykorzystaniu przeciwciat MC1 i Alz50. Sugeruje
to, ze zmiana konformacyjna w czasteczce biatka tau i jego fosforylacja stanowig wczesny
etap agregacji [15]. Badania z uzyciem przeciwciala TOC1l wskazuja, ze dzialanie
neurodegeneracyjne wykazuja nie tylko NFTs, takze oligomery tau. Przeciwcialo to
selektywnie rozpoznaje dimery i oligomery tau [42]. Z kolei w badaniach po$wieconych
wykrywaniu zmodyfikowanego w wyniku acetylacji biatka tau wykorzystywane jest
przeciwcialo Ac-K280 [30, 43].

Blaszki amyloidowe wykrywane sa podobnie jak NFTs poprzez wykorzystanie
tioflawiny S lub czerwieni Kongo, barwienia srebrem oraz przeciwciat mono- i
poliklonalnych (tabela 2.) [15].
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Tabela 2. Przeciwciata wykorzystywane w immunohistochemicznych metodach wykrywania

ztogéw amyloidowych [40, 44]

Przeciwcialo

Antygen

Amyloid 8 (N) 82E1

Rozpoznaje reszty aminokwasowe 1-16

Amyloid B 6E10

Rozpoznaje reszty aminokwasowe N-
koncowe 1-16

Epitop: aminokwasy 4-9

Amyloid B 6F/3D

Rozpoznaje reszty aminokwasowe 8-17

Epitop aminokwasy 10-15

Amyloid  4G8

Rozpoznaje reszty aminokwasowe 18-22

Epitop aminokwasy 18-22

Amyloid  9F1

Rozpoznaje reszty aminokwasowe C-
koncowe 34-39

Amyloid p 40 MBC40

Reaguje z resztami aminokwasowymi 32-40

Amyloid f 42 MBC42

Reaguje z resztami aminokwasowymi 37—42

Amyloid B 42 12F4

Reaguje z resztami aminokwasowymi 36—42

) ) Rozpoznaje aminokwasy 66-81 N-
Amyloid prekursor protein A4 22C11
koncowego fragmentu pre-A4

Rozpoznaje C-koncowy fragment APP 751-

Amyloid prekursor protein C-terminal 70

Niektore sekwencje aminokwasowe sa wspolne zaréwno dla AP jak i APP,
Przeciwciato anty- Ap 6E10, ktore jest specyficzne dla sekwencji aminokwasowej 4-13 AP,
rozpoznaje nie tylko AP, ale takze APP. Podobnie przeciwcialo 4G8 skierowane przeciw
srodkowej czeSci tancucha AP (18-22) reaguje zarowno z AP jak i APP. Metody z
wykorzystaniem tych przeciwcial pozwalaja na wykrycie zarowno APP, r6znych pochodnych
APP oraz AB. W celu odroznienia A od APP wykorzystywane sg przeciwciata skierowane
przeciwko C-koncowi tancucha AP. Na ogét w badaniach immunohistochemicznych w celu
obrobki wstepnej materiatu i umozliwienia wykrycia Ap stosuje si¢ kwas mrowkowy, ktory
powoduje zmiany strukturalne w obrebie AP. Verwey i wsp. zaproponowali dwa nowe
przeciwciata monoklonalne VU-17 oraz IC16, ktéorych wykorzystanie w badaniu z
pominigciem obrobki wstepnej daje poréwnywalne rezultaty ze standardowymi metodami z

wykorzystaniem przeciwciat 4G8 i 6F/3D [45].
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Wykorzystanie metod immunohistochemicznych w badaniu zmian
neurodegeneracyjnych w AD pozwala nie tylko na identyfikacj¢ i oceng choroby, ale takze

pomaga W zrozumieniu jej patomechanizmow.

Podsumowanie

Leczenie AD opiera si¢ przede wszystkim na spowolnieniu jej postepow i ztagodzeniu
towarzyszacych jej objawow. Pomimo stosowania wielu bardzo r6znych modeli badawczych
do tej pory nie udato si¢ uzyskac terapii 0 wysokiej skutecznosci. Podobnie wiele aspektow
dotyczacych samego procesu neurodegeneracyjnego pozostaje niejasnych. Intensywne
badania nad przyczynami AD z wykorzystaniem coraz bardziej zaawansowanych metod (w
tym immunohistochemicznych) budza nadzieje nie tylko na wykrycie swoistego dla tej
choroby biomarkera, ale takze sposobow na wczesng diagnoze przed wystapieniem objawow
klinicznych. Badania immunohistochemiczne zmian patologicznych wyst¢pujacych w méozgu
osob dotknigtych AD z wykorzystaniem coraz to nowszych i coraz bardziej specyficznych
przeciwcial daja mozliwo$¢ na lepsze poznanie patomechanizmu AD i rozwianie istniejacych

watpliwosci.
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