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Badania immunohistochemiczne w chorobie Alzheimera

Immunohistochemical studies in Alzheimer's disease
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Z Zaktadu Neuropatologii Centrum Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie

STRESZCZENIE: Praca poglgdowa przedsta-
wiajgca, w oparciu o hipotezy réinych autoréw,
mozliwe mechanizmy powstawania zmian w mézgu
w przebiegu choroby Alzheimera (red.).

SUMMARY: The paper presents an overview of
proposed by various authors hypothetical mecha-
nisms of cerebral changes in the course of Alzhei-
mer’s disease (Eds.)
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Pewne rozpoznanie ChA jest mozliwe wy-
lacznie u pacjentdw, u ktérych zaistnialy dwa
czynniki: po pierwsze - klinicznie, na podsta-
wie badania neurologicznego, psychiatryczne-
go i oceny neuropsychologicznej rozpoznano
otegpienie, a po drugie - w badaniu neuropato-
logicznym stwierdzono w mézgach pacjentéw
blaszki starcze (BS), niekiedy tez kongofilng
angiopatie (KA) i zwyrodnienie widkienkowe
neurondw (ZW) w liczbie i lokalizacji charak-
terystycznej dla ChA.

Rozwéj badaii naukowych w ostatnim dzie-
sigcioleciu udowodnit, ze BS i ZW nie wyste-
puja wylacznie w mobzgach chorych z otg-
pieniem, a takZe w przebiegu tzw. starzenia si¢
fizjologicznego - w liczbie rosnacej z wiekiem
i bez wyraZnej zaleZznoSci od pojawiania sig
demencji, szczegblnie po 80 roku Zycia. Samo
wystepowanie w mdzgu starczym amyloidu [ub
jego prekursora nie pozwala odpowiedzie¢ na
pytanie, czy jest to amyloid typowy dla wieku
starczego, czy tez jest to amyloid charaktery-
styczny dla ChA. Wyprodukowane przez Da-
viesa (1987) przeciwciato Alz 50, traktowane
poczatkowo jako rdznicujace amyloid starczy
od alzheimerowskiego, jak dowiedziono pdz-
niej, nie jest przeciwcialem przeciw swoistemnu
dla ChA amyloidowi a przeciw patologiczne-
mu biatku cytoskeletonu - tau sprzezonemu

tylko z amyloidem. Dlatego tez, ciagle jeszcze
do kofica nie rozstrzygnigto sporu, czy obec-
no&¢ neuropatologicznych zmian typu alzhei-
merowskiego - jest przejawem starzenia sig
mozgu tzw. fizjologicznego, czy tez pojawienie
si¢ tych zmian jest zjawiskiem chorobowym. I
jak si¢ wydaje zjawiskiem chorobowym uzale-
znionym tylko od czasu, w ktdrym dochodzi do
przekroczenia progu tolerowanej przez osrod-
kowy ukfad nerwowy (oun) liczby zmian w
stopniu, ktory spowoduje, ze przejawia si¢ to
klinicznie otgpieniem. Wedtug wielu autoré6w
zagadnienie tomografii wystgpowania BS i ZW
jest oceniane jako znacznie istotniejsze od licz-
by samych zmian. Obok nicustalonej jeszcze,
charakterystycznej lokalizacji dla zmian star-
czych prowadzacej w efekcie do otgpienia, nie
jest takze jasne, jakie musi by¢ ilo§ciowe nasi-
lenie wystgpowania BS i ZW aby przejawilo
sie to wyraznym klinicznym deficytem pamig-
ci. Od 1985 roku obowiazuja dane liczbowe,
tzw. neuropatologiczne kryteria Khachaturiana,
pozwalajace na postawienie rozpoznania ChA
w zaleznosci od wieku, Oprocz kryteriow Kha-
chaturiana obowigzujg takze inne oparte takze
na wartoSciach liczbowych dotyczacych BS
kryteria CERAD (The Consortium to Establish
a Registry for Alzheimer's Disease), ktorych
wadg jest jednak takze Sciste powiazanie defi-
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nicji z sama tylko obecnoscig zmian amyloido-
wych w mozgu.

By¢ moze jest rdwniez tak, ze liczne przy-
padki, w ktdrych stwierdza si¢ duzg liczbg BS,
bez klinicznych cech demencji moga byé po
prostu przypadkami przedklinicznymi, u kt6-
rych objawy kliniczne otepienia nie zdazyly sie
pojawié przed §miercig z innego powodu.

Powstalo wiele hipotetycznych scenariuszy
wydarzefi zmian prowadzgcych w efekcie do
stwierdzanego klinicznie otgpienia. Jedna z hi-
potez zaklada, Zze amyloid odklada si¢ pierwot-
nie w tkankach mdézgu, a nastepnie wtdrnie,
tylko przez jego mechaniczng obecno$¢ w neu-
ropilu, lub poprzez dzialanie toksyczne do-
chodzi do Smierci neuromu, poprzedzonej
patologicznym wyrodnieniem bialek cytoske-
letonu (ZW). Réwnoczesnie zaktadano odwrot-
ny przebieg wydarzen. To znaczy patologiczny
proces zaczynal si¢ od pojawienia sig ZW, a
efektem uszkodzenia neuronu byltoby odkiada-
nie si¢ amyloidu w neuropilu.

Grupa Terrego lansuje w ostatnim okresie
teori¢ utrzymujaca, Ze powodem otepienia jest
nie zanik neuronéw bedacy wynikiem dziatania
amyloidu i zmian cytoskeletonu komorki, a
tylko znaczne ilo§ciowe zmniejszenie neuro-
nalnych polaczen synaptycznych.

By¢ moze nalezy takze wréci€ do tzw. teorii
transmiterowej. Wiadomo od 15 lat, ze w ChA
spada poziom acetyltransferazy cholinowej na
skutek m.in. alzheimerowskich zmian w neuro-
nach jadra Maynerta, ale takze innych substan-
cji, noradrenaliny, serotoniny, dopaminy,
GABA, somatostatyny, neuropeptydu Y, sub-
stancji P, CRF. Dotychczasowe proby leczenia
substytucyjnego przynosily jednak nikle wyni-
ki w przeciwiefstwie np. do choroby Parkinso-
na, w ktorej defekt jest gtéwnie (chociaz takze
nie wylacznie) ograniczony do dopaminy.

Glenner i Wong w 1984 r. postuzyli sie
bialkiem amyloidowym wyekstrahowanym z
naczyin mozgowych w celu poznania jego sek-
wencji aminokwasowej. Ukierunkowato to po-
szukiwania na mechanizmy molekularne
zjawiska. Ich celem stalo si¢ odnalezienie genu
kodujacego amyloid. Zsekwencjonowane przez

Glennera i wsp. (1984) bialko amyloidowe
sktadajace si¢ z 40-42 aminokwas6w zostalo
nazwane beta-peptydem A4, W ciggu 3 lat
badacze z czterech niezaleznych od siebie
ofrodkdéw opublikowali wyniki poszukiwai
genetycznych, Beta-amyloid jest czeScig wigk-
szego prekursora (APP), ktorego funkcja bio-
logiczna ciagle jeszcze nie jest calkiem jasna.
Agregacja wldkienek beta-amyloidu moze
zajsc tylko wtedy, kiedy dochodzi do uszkod-
zenia podwojnej blony lipidowo-biatkowej i
tym samym uwolnienia blonowej czgSci APP.
28 aminokwaséw wchodzacych w sklad beta-
peptydu znajduje si¢ na zewnatrz btony, a 11-
14 aminokwaséw stanowi jego cze§¢ wew-
natrzblonowa. Wiadomo juz teraz, ze w wyni-
ku splicingu pierwotnego transkryptu powstaje
przynajmniej 6 réznych izoform APP: APP-
365, APP-563, APP-695, APP-714, APP-751
i APP-770, przy czym APP-751 i APP-770
zawieraja dodatkowo 56-76 aminokwasowych
wstawek, czgSciowo homologicznych z inhibi-
torem proteinazy serynowej typu Kunitza, za§
duza czg§¢ NHz-koiica APP-751 i APP-770 jest
w duzZej mierze homologiczna z inhibitorem
proteazy serynowej, proteazy Nexin-II. Odkry-
cie to zwrdcilo uwage na role inhibitoréw pro-
teaz seryny w przetwarzaniu biatka prekurso-
rowego oraz udziat tych inhibitoréw w uwal-
nianiu z blony beta-amyloidu, co prowadzi do
odktadania jego wibkienkowej formy w neuro-
pilu. Juz przedtem immunohistochemicznie oz-
naczono obecno$¢ alfa-anty-chymotrypsyny w
BS, a takze w komdrce nerwowej i glejowe].
Gen zwigzany z produkcja amyloidu poczat-
kowo lokalizowano na chromosomie 21. Oka-
zato sie jednak, ze tylko forma ChA o
wezesnym poczatku wiagze sig bezpoérednio z
wystepowaniem genu na dlugim ramieniu
chromosomu 21 i dziedziczy si¢ w spos6b au-
tosomalnie dominujacy. W dalszych badaniach
wykazano, ze w niektorych przypadkach gen
dla APP znajduje si¢ na chromosomie 19. Dla
innych, bez poréwnania czgstszych, sporadycz-
nych przypadkéw ChA nie znaleziono zadnej
okre§lonej mutacji genu odpowiadajacego za
pojawienie si¢ cech choroby. Poza ChA o
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wezesnym poczatku dziedziczno§é amyloidozy
udowodniono w przypadku choroby Downa
(trisomii 21), a takze dla wrodzonego krwotoku
mbzgowego z myloidozg typu holenderskiego
i islandzkiego.

Dzigki osiagnigciom biologii molekularnej i
tym samym inZynierii genetycznej, bedzie za-
pewne mozliwe w przyszloSci odtworzenie
drogi od genu do pojawienia si¢ widkienkowe-
go amyloidu w neuropilu. Znane sg liczne roz-
wazania teoretyczne na ten temat. Od lat trwa
nierozstrzygnigty spér pomiedzy zwolennika-
mi teorii pochodzenia biatka prekursorowego
amyloidu z surowicy krwi neuronu (Glenner,
Masters) a tymi, ktoérzy uwazaja, ze Zrodlem
wildkien amyloidowych jest komérka mikro-
glejowa (Wisniewski). A jezeli nie Zrédlem
wldkien amyloidowych to na pewno Zrédlem
enzymdw proteolitycznych, ktérych dziatanie
moze rozpoczaé kaskade zdarzei prowadzg-
cych do odktadania si¢ wibkienkowego amy-
loidu w neuropilu, poprzez jego uwolnienie z
blony.

Niewatpliwym, chociaz ubocznym sukce-
sem rozwoju badaf immunohistochemicznych
w ChA, byta mozliwo$¢ wysoce swoistego opi-
sania wszystkich form pojawiania si¢ amyloidu
w tkankach mézgu. Klasyczny podzial oparty
na metodach impregnacyjnych srebrowych za-
kladat nastgpujacy scenariusz wydarzefi: naj-
pierw pojawia si¢ w neuropilu BS zwana
"pierwotng" bedaca skupiskiem luznych wib-
kien amyloidu, potem zmiana pierwotna przek-
sztatcaC sie miata w BS klasyczna. Tworzylo
sie serce blaszki - amyloidowy trzon, a wok6t
niego czg§¢ neurytyczna zwana korong. Ostat-
nim etapem wydawata si¢ by¢ blaszka wypalo-
na, bedaca tylko grudka amyloidu bez cech
obecnosci korony neurytycznej. Poza neuropi-
lowa lokalizacja zmian amyloidowych, biatko
to stwierdzono w Scianie naczyn réznego kali-
bru. Rozwdj technik immunohistochemicz-
nych, a tym samym szerokie uzycie przeciwciat
przeciw beta-amyloidowi pozwolito opisac for-
my obecnoSci amyloidu w oun nieznane do tej
pory. Zjawiskiem zupelnie nowym, uwazanym
czesto na podstawie barwieni klasycznych za

artefaktyczne, bylo stwierdzenie amyloidu roz-
proszonego. Nie ma on uformowanego ksztaltu
BS, a jest nieograniczonym, rozlanym ogni-
skiem amyloidu, w ktérym zawieszone sa po-
zornie niezmienione neurony. Wedlug Probsta
(1987) i innych jest to faza poczatkowa, potem
dochodzi do ograniczania jej do BS. Inni auto-
rzy (Wegiel, WiSniewski, doniesienie wlasne)
sg zdania, Ze ta forma istnienia amyloidu jest
ostateczng faza jego obecno$ci w mbzgu po
sfagocytowaniu ogniskowych blaszek amyloi-
dowych. BS jest, jak to wynika z powyzszego
opisu, formg morfologiczng taczacy dwa gtow-
ne procesy patologiczne toczgce sig w starczym
mobzgu - obecnos§¢ amyloidu i zwyrodnienie
wldkienkowe, Zmiany te to gldwnie zwyrod-
nienie wewnatrzkomérkowe, ale takze i zewna-
trzkomoérkowe. ZW zostalo opisane szcze-
gblowo w oparciu o badania w mikroskopie
elektronowym juz w latach sze§édziesiatych i
siedemdziesigtych prowadzone przez Kidda
(1963) i Wisniewskiego i wsp. (1970). Wyka-
zali oni po raz pierwszy, Ze obserwowane w
mikroskopie §wietlnym zmiany wibkienkowe
NFT (neurofibrillary tangles) w badaniu na
poziomie ultrastrukturalnym odpowiadaja w
duzej czeSci PHF (paired helical filaments).
Badania immunohistochemiczne struktury
PHF prowadzone sg przy uzyciu przeciwciat
skierowanych przeciw bialkom z nimi sprzezo-
nymi lub wchodzacym w ich sktad biatku tau-1
i ubikwitynie. Wiadomo przy tym, Ze epitopy
tau sg patologicznie ufosforylowane. Dodatnio
dla tau-1 barwig sie rGwniez neurytyczne koro-
ny BS, a takze czg§¢ tzw. ghost tangles (cieni
ZW) - PHF wystepujacego pozakomdrkowo po
rozpadzie bton komoérkowych. Charaktery-
styczne jest takze wystepowanie w tym okresie
licznych tzw. nitek neuropilowych. W okresie
pdzniejszym dochodzi do sprezenia ZW z ubik-
wityna, ktora jak si¢ przypuszcza wypiera bial-
ko tau-1. Sugerowana rola ubikwityny jako
biatka bioracego czynny udzial w syntezie
DNA nie jest wyjaSniona do kofica. Ubikwity-
na jest by¢ moze jednym z inhibitor6w proteaz
i wystepuje powszechnie w oun, biorac udziat
w procesach proteolitycznych. Przeciwciata
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przeciw ubikwitynie barwia ZW takze cienie
ZW i nitki neuropilowe w stopniu zblizonych
do 60% tego obrazu, ktdry uzyskuje si¢ barwiac
przy uzyciu surowicy przeciw biatku tau-1.

Wydaje sie, Ze otgpienie pojawia sig czeSciej
w przypadku wspdtwystepowania BS i ZW.

Podsumowujac mozna zaproponowac naste-
pujacy scenariusz wydarzen:

Defekt genetyczny chromosomu 21 prowa-
dzi do przeladowania nieznanej komérki stano-
wiacej zrédlo prekursora amyloidu (neuron,
komorka astroglejowa, mikroglej, komorka
§ciany naczynia lub nawet surowica krwi) APP.
Nastgpnie na skutek patologicznej proteolizy
(ponowny blad genetyczny lub jedyny blad
genetyczny) lub z powodu niewydolnoéci ko-
morki glejowej dochodzi do odkladania sig
wibkienkowej formy amyloidu w neuropilu w
postaci rozproszonej. Z czasem depozyty amy-
loidu ulegaja ograniczeniu. Otacza je astroglej
izolujac BS wypustkami tworzacymi blizng

glejows na obwodzie i komorki mikrogleju zlo-
kalizowane wewngtrz BS. W tym czasie po-
przez toksyczne dzialanie pewnych frag-
mentdw amyloidéw na neuryty dochodzi do
patologicznych przemian bialek cytoskeletonu,
zaburzen fosforylacji takZe biatka tau, zwolnie-
nia przeptywu aksonalnego. W efekcie pro-
wadzi do odkladania sie NFT wewnatrz-
komérkowo i wtdrnie, do pojawiania si¢ pato-
logicznych bialek cytoskeletonu w neuropilu
pozablonowo. Bialka te sa nastgpnie ubikwity-
nowane, a ubikwityna ma m.in. dzialanie sty-
mulujace wytwarzanie si¢ amyloidu (amyloid
enhancing factor). Smieré licznych neuronéw
pociaga za soba dramatyczny spadek polaczen
migdzyneuronalnych, a takie wtérnie deficyt
neurotransmiteréw m.in. acetylcholiny. W tym
okresie zanik mdzgu jest juz widoczny w bada-
niach radiologicznych, a klinicznie chory jest
otepialy.
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