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Alzheimer hastaliginda g6zlenen senil plaklarin
immunohistokimyasal metodlarda gésterilmesi

Immunohistochemical demonstration of senile

Alzheimer’s disease
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Calismamizda; Alzheimer hastaliginin farkl klinik
evrelerinde senil plaklarda meydana gelen beta-
amiloid ve Tau proteini birikimini immunohis-
tokimyasal yontemlerle karsilastirmali olarak goster-
meyi amagcladik. Deneysel olarak Alzheimer
Hastaligi olusturulmus primatlarin erken konfiizyon,
gec konfiizyon, erken demans ve ge¢ demans
evrelerinde olanlari saptandi. Bu hayvanlara %1
paraformaldehit / %4 glutaraldehit perfiizyonu uygu-
lanmasinin ardindan, serebral kortekslerinden
parafin bloklar hazirlandi. Kesitler, avidin-biotin-per-
oksidaz teknigi kullanilarak anti-beta-amiloid ve anti-
Tau ile boyandi. Alzheimer hastalikh deneklere ait
anti--amiloid ile isaretlenmis kesitlerde; hastaligin
baslangicindan itibaren belirgin sekilde boyanma
oldugu, klinik evre ile orantili sekilde senil plaklarin
boyanma yogunlugunun, sayisinin ve biyiikligiinin
arttigr goriildi. Tau immunoreaktivitesi; beta-amiloid
proteinine gére az yogunlukta olup, degisik evreler
arasinda belirgin farklik gozlenmedi. Bu proteinin,
o6zellikle ge¢ demans evresinde arttigi ve senil plak
gorintisinin belirginlestigi dikkati ¢ekiyordu. Bu
sonuglar; hastaligin ilk déneminden itibaren biriken
beta-Amiloid proteininin gésterilmesinin tanisal
amagla kullanilabilecegini, senil plaklarda Tau protei-
ni birikiminin ise 6zellikle son devrelerde gercek-
lestigini gostermektedir.
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The aim of the study was to demonstrate the
accumulation of b-amiloid and Tau in different clini-
cal stages of Alzheimer's disease by using immuno-
histochemical methods. Primates, having
Alzheimer's disease experimentally, were grouped
into four clinical stages: Early confusion, late confu-
sion, early demans and late demans. After perfusion
of paraformaldehit %1/glutaraldehit %4, specimens
from their cerebral cortex were embedded in paraf-
fin. The sections were immunostained with anti-beta-
amiloid and anti-Tau by using avidin-biotin-peroxi-
dase staining technique. There was significant stain-
ing with beta-amiloid from the begining of the dis-
ease to the end. The method has demonstrated that
senile plaques increase in number and size while the
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immunostaining becomes significantly intense
according to the clinical stage of Alzheimer's dis-
ease. The immunoreactivity for Tau in senile plaques
was quite similar in early stages and the staining
intensity was lighter than the staining for b-amiloid.
Immunostaining for "Tau" protein became more sig-
nificant and senile plaques could be demonstrated at
the late stage of demans. These results show that
there is significant accumulation of beta-Amiloid
from the beginning of Alzheimer's disease to the end;
while Tau accumulation becomes more intense at the
late stages of the disease. Immunohistochemical
demonstration of beta-Amiloid might help to demon-
strate the existence of senile plaques from the
beginning of the disease while Tau can be detected
at the later stages of Alzheimer's disease.
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Son yillarda; Alzheimer hastaliginin etiyolojisi, pato-
genezi, erken tani ve tedavisi konusunda cok sayida
calisma yapiimaktadir. Alzheimer hastaligi'nda izlenen
baslica histopatolojik bulgularin; "nérofibril yumaklar,
senil (ndrotik) plaklar, kongofil anjiopati, graniilovaskiiler
dejenerasyon ve Hirano cisimcikleri' oldugu bildiriimistir
. Bunlardan senil plaklar; beyinde néronal kayip,
norofibriler dejenerasyon ve ekstraselliler amiloid
birikimine bagl olarak olusan lezyonlardir @. Alzheimer
hastali@ diginda; fizyolojik yasllikta, Kuru, Creutzfeld
Jakob ve Down sendromunda da gériimektedir'?. Tipik
bir senil plak; Aluminyum ve silikat iceren amorf bir kor
ile gevresindeki anormal sismis akson ve dendritik ele-
manlar, glial uzantilar, astrositler ve norofibril yumak-
larindan olusan gevsek yapida bir kissmdan meydana
gelir. Yapilan arastirmalar; senil plaklarin farkl tiplerdeki
amiloid proteinleri, Tau proteini, alpha-1-antikimotripsin,
apolipoprotein E ve ubiquitin icerdigini géstermistir (3-
12). Senil plaklarin- icerdigi amiloidin en yaygin formu-
nun "B-amiloid" oldugu bildirilmigtir #*71%9 "Tay" ise;
matdr plaklarda bulunan ve sismis néritlerde saptanan
bir diger proteindir® ', Galismamizda, hastaligin farkl
klinik donemlerinde senil plaklarda meydana gelen beta-
amiloid ve Tau birikimini karsilastirmall olarak immuno-
histokimyasal yontemlerle gostermeyi amagcladik.
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_ Resim 1a,b,c,d,e: Ayni lam Uzerine yerlestirilerek anti -amiloid
ile isaretlenmis 5 ayn primata ait serebral korkes &rnekleri.
Normal primata ait dokuda hi¢ boyanma gozlenmezken (1a);
Alzheimer hastaliginin erken konflizyon (1b), ge¢ konflizyon
(1c), erken demans (1d) ve geg demans (1e) evrelerindeki pri-
matlarda klinik evreye gore senil plak sayisinda, buydkliginde
ve boyanma yogunlugunda belirgin artis gozlenmektedir. (x100)
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Primatoloji Merkezi'nde, primatlarda deneysel olarak
Alzheimer Hastaligi olusturulmaktadir. Bu merkezde

surdarulmekte olan caligmalarnn yani sira; uygun
gOraldagl taktirde farkh merkezlerde yapilan bilimsel
calismalara da destek saglanmaktadir. Calismamiz icin
bu merkezde yetistirilmis ve klinik degerlendirilme sonu-
cu Alzheimer hastalidi tanisi konularak erken konflizyon,
gec konflizyon, erken demans ya da ge¢ demans
evrelerinde oldugu saptanmis primatlardan 3'er tane
olmak Uzere toplam 12 denedin serebral korteksleri
temin edildi. Kontrol grubu olarak da yine ayni
merkezde kinik degerlendiriime sonucu normal oldugu
saptanmig 3 eriskin normal primatin serebral korteksleri
alindi. Bu doku 6rneklerinin fiksasyonu; hayvanlara %1
paraformaldehit %4 glutaraldehit perflizyonu uygula-
narak yapiimisti. Deneklerin serebral korteksinin Gyrus
Presentralis'e karsillk gelen kisimlarindan alinan doku
ornekleri yukselen alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildi ve parafin bloklar hazirlandi. Boyama
iglemlerine bagl olusabilecek farkliigi &nleyerek,
karsilagtirmall inceleme yapabilmek amaci ile; bir normal
primat ile birlikte farkl klinik evrelerdeki 5 ayr hayvanin
korteksinden alinan (ge¢ demans evresindeki hayvanlar-
dan 2'ser, diger evrelerdeki deneklerden 1'er kesit) 5
mikronluk kesitler ayni lamel Gzerine yerlestirildi. Bu
kesitler, anti-amyloid-b (Sigma, St. Louis, MO, katalog
no: A8326) ve anti-Tau (Sigma, St. Louis, MO, katalog
no: T5530) primer antikorlar kullanilarak avidin-biyotin
peroksidaz teknigi ile (Vectastain ABC kit, Vector
Laboratory, Burlingame, CA) boyandi. Kromojen olarak
ise 3, 3 diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma, St.
Louis, MO) kullanildi. Nospesifik isaretlenmeyi kontrol



Resim 2: Anti- beta-amiloid ile isaretienmis gec demans
evresindeki bir primatta, cekirdek kismi da olusmus bir matir
senil plak (x500).

etmek amaci ile de ikinci bir kontrol grubu olarak; ayni
sekilde 6 farkli hayvandan alinan doku &rneklerinin bir
lam Gzerine konuldugu kesitler, ilgisiz bir antikor tirG ile
(anti-fibroblast F5B5) isaretlendi.

BULGULAR

Senil plaklarda b-amiloid birikimi:

Ayni lam Uzerine yerlestiriimis ve anti-b-amiloid ile
isaretlenmis kesitler incelendiginde; kontrol denek-
lerinde spesifik boyanma goézlenmedi (Resimia).
Alzheimer hastalikl deneklerde ise belirgin boyanma
mevcuttu. Hastaligin ciddiyeti ile orantili sekilde boyan-
ma yogunlugunda belirgin artis oldugu, isaretlenmis
senil plaklarin buyGkliklerinin ve sayisimin  arttigi
goriliyordu (Resimib-e). Erken konfiizyon, gec kon-
fuzyon, erken demans ve gec demans evreleri arasinda
belirgin isaretlenme farkihi@ mevcuttu (Resimib-g).
Baslangicta néronlarin hiicre goévdelerinin ve uzan-
tilannin etrafinda amiloid depolandigi, giderek bu alan-
lanin genisleyip senil plaklarin gekirdek kismini olustur-
dugu goézleniyordu (Resim 2).

Senil plaklarda Tau proteini birikimi:

Kontrol deneklerinde ve ilgisiz antikor turd ile
isaretlenmis kesitlerde boyanma saptanmadi. Klinik
olarak erken devrede bulunan Alzheimer hastalikl
deneklerdeki Anti-Tau immunoreaktivitesi; anti-b-amiloid
immunoreaktivitesi kadar yogun degildi. Noron
govdeleri gevresinde gorilen Tau immunoreaktivitesi,
farkl klinik evrelerdeki deneklerde birbirine yakin yogun-
luktaydi. Yalnizca ge¢ demans evresindeki hayvanlara
ait doku érneklerinde nisbeten daha koyu bir boyanma
mevcuttu (Resim 3). Son ddénemdeki hayvanlarda
goézlenen senil plaklarda, yaygin karakterde ve b-amiloid
kadar yogun olmayan isaretlenme dikkati cekiyordu
(Resim 4).

TARTISMA

Senil plaklar; dejenere néronal uzantilar, reaktif glial
hicreler ve peptidlerden (basta b-Amiloid olmak lizere

Alzheimer hastaliyi'nda gbzlenen 37

farkli tiplerdeki amiloid proteinleri, Tau proteini, alpha-1-
antikimotripsin, apolipoprotein E, ubiquitin) meydana
gelen komplike lezyonlardir.  Baslangigta néron
govdeleri ve uzantlan etrafinda diffiz amiloid birikir.
Ardindan bu maddelerin birikimi yogunlasarak ve
genisleyerek senil plaklar olusturur.  Senil plaklarin
cekirdekleri, amiloid ve beraberindeki farkli proteinleri
icermektedir. Neden senil plaklarda amiloid biriktigi
henlz anlagilamamistir. Ancak bolgedeki heparin stlfat
proteoglikanlarinin, apo-E ve apo-J proteinlerinin énem-
li rol oynadig bildirilmistir “®. Bu plaklarda erken
dénemde néron uzantilarinda distrofi gdézlenmez.
Normalde yaslarina strecinde ortaya gikan senil plaklar;
bu devrenin 6tesine gecmemektedir. Oysa Alzheimer
hastaliginda, néron uzantilannin harabiyeti ve artmis
mikrogial reaksiyon belirginlesmektedir. Son calismalar;
yaslanma sirasinda ve Alzheimer Hastaligi'nda biriken
amiloid komponentlerinin farkll oldugunu ortaya gikar-
mistir ®. Yaslanma sirasinda sekretuar yolun islemesi
sonucu P3 proteinin dretildigi; Alzheimer hastalikli
bireylerde ise endozomal-lizozomal amiloidojenik yol
olarak isimlendirilen mekanizmanin devreye girmesi
sonucu  B-Amiloid biriktigi bildirilmistir.  Elektron
mikroskopik dizeyde yapilan yeni bir calisma; amiloid
birikiminin baslangigta hiicre zan altinda oldugunu,
giderek hiicresel uzantilara yayildigini gdstermistir "®.
Calismamiz; [p-Amiloid proteininin  hastaligin
baslangicindan itibaren senil plaklarda belirgin sekilde
biriktigini gostermektedir. Bu da; immunohistokimyasal
metodlarla B-Amiloid proteini isaretlenmesinin,
hastaligin ilk dénemlerinden itibaren senil plaklarin
mevcudiyetinin gosteriimesini saglayabilecegini goster-
mektedir. Farkl klinik evrelere gbre B-Amiloid proteini
birikimine bagh olarak boyanma yogunlugu ve boyanan
alanlarin buyukliglnde ve sayisinda belirgin artis vardi.
Bu gbzlemler; hastaligin evresi hakkinda B-Amiloid biriki-
minin fikir verebilecegini gostermektedir. Arens ve
ark.nin calismasinda da " farkh teknikler kullanilarak
demans ile amiloid birikimi arasindaki korelasyon gds-
terilmistir. Amiloid birikiminin neden demansa yol aca-
bileceginin arastinldigi bir diger ilging deneysel calisma-
da "; amiloid biriken néronal uzantilarda meydan gelen
morfolojik degisiklikler sebebi ile aksiyon potansiyel-

Resim 3: Anti-Tau ile isaretlenmis olan ve Resim 1'e'deki geg
demans evresindeki Alzheimer hastalikll primata ait serebral
korteks doku orneginde; senile plaklann daha az sayida ve
duslk yogunlukta isaretlendigi goruimektedir (x100).
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Resim 4: Gec demans evresindeki bir primata ait serebral kor-
teks dokusunda, Anti-Tau ile isaretlenmis bir senil plak (x500).

lerinin, dolayisi ile iletimin geciktigi bildirilmistir.

Bir diger arastirmada amiloid birikiminin Gst kortikal
tabakalarda daha diffiiz, alt kortikal tabakalarda ise daha
yogun oldugunu bildirilmistir ®. Calismamizda bu agi-
dan belirgin bir farklilik yoktu.

Plaklarda Tau birikiminde ise; hastaligin klinik evre-
sine gore belirgin farkiilk gozlemleyemedik. Calis-
mamiz, bu proteinin depolanma miktarinin B-Amiloid
kadar yogun olmadigini, "Tau" birikiminin hastaligin son
donemlerinde belirginlestigini distndirmektedir. Daha
dnceki calismalarda da Tau proteininin mattir senil plak-
larda tesbit edilmesi * ' 9; bu bulgumuzu desteklemek-
tedir. 12 Alzheimer hastasina ait doku &rneklerinin
degerlendirildigi bir calismada Tau proteini %90'dan
daha fazla oranda pozitif saptanmis; demans
gorllmeyen yasl hastalarda bu oran % 1.3'e inmistir .
Hardy ve ark.nin ¢alismasinda“; Alzheimer hastaliginda
g6zlenen demans ile Tau proteini birikimi ve disfonksiy-
onu arasinda iligki olabilecegi bildirilmigtir. Galasko™;
serebrospinal sivida B-Amiloid ve Tau proteinleri
Slcumiinin Alzheimer hastaligi erken tanisinda yardimci
olabilecegini bildirmiglerdir.

Goruldigl gibi; senil plaklar olusturan yapisal ele-
mentler ve bu plaklarin olusum mekanizmasi konusun-
daki bilgilerimiz halen kisithidir. Bu alanda yapilacak
calismalar; Alzheimer hastaliginda, fizyolojik yaslilikta ve
diger bazi patolojik durumlarda ortaya gikan beyin
atrofisinin patogenezinin belirlenip tedavisinin saglan-
abilmesi konusundaki sorulara igik tutacaktir.
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