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irment, MCI) (patrz Zboch i Leszek 2010). 
Uznane już i stale poszukiwane nowe bio-
markery AD (Junttila 2015, Santos Videira 
2013) przyczyniają się do wprowadzania od-
powiednich terapii farmakologicznych łago-
dzących objawy choroby (Blennow i współ-
aut. 2006, Bartoszewska 2008). Niniejsze 
opracowanie przedstawia dotychczas ustalo-
ne i potencjalne biomarkery CSF dla AD.

BIOMARKERY CHOROBY ALZHEIMERA 

W Międzynarodowej Statystycznej Kla-
syfikacji Chorób i Problemów Zdrowotnych 
(ang. ICD-10) AD oznaczono symbolem G30 
i uznano za chorobę neurodegeneracyjną na 
poziomie molekularnym i anatomicznym, po-
wiązaną ze starzeniem się (Raskin i współ-
aut. 2015). AD jest chorobą nieuleczalną 
o wciąż nieustalonych przyczynach i wy-
krywaną u znacznej części populacji po 65 
roku życia (Grzybowska i współaut. 2015, 
Scheltens i współaut. 2016). Szacuje się, 
że 50-60% wszystkich chorób otępiennych 
stanowią przypadki AD. Przewiduje się, że 
w 2040 r. 81 mln ludzi na świecie dotknię-
tych będzie objawami demencji (Blennow i 
współaut. 2006). W AD kłębki neurofibry-
larne (ang. neurofibrillary tangles) odkłada-
ją się w neuronach, a blaszki starcze (ang. 
senile plaques) w przestrzeniach pomiędzy 
nimi. Prowadzi to do utraty neuronów i ko-
munikacji synaptycznej (Barcikowska-Litwin 
1996). Przejawem tych zmian jest postępują-
ce osłabienie pamięci (amnezja) i zaburzenia 
innych funkcji poznawczych (afazja, agnozja, 
apraksja), a w ostatnim etapie choroby wy-
raźne ograniczenie funkcji życiowych (Grzy-

WSTĘP

Patologiczne procesy biochemiczne za-
chodzące w organizmie człowieka nie za-
wsze manifestują się łatwo rozpoznawalną 
początkową fazą stanu chorobowego. Ponad-
to, postęp danej choroby prowadzi do wie-
lu zmian strukturalnych i czynnościowych 
w ustroju. W celu określenia stopnia i cha-
rakteru zaburzeń indukowanych obecnością 
i rozwojem danego schorzenia brane są pod 
uwagę biomarkery. Marker biologiczny (ang. 
biomarker) to specyficzna substancja, której 
obecność lub brak, czy też znaczne różni-
ce zawartości wykrywane w płynach ciała i 
tkankach przy użyciu powtarzalnych metod, 
wskazują na nieprawidłowe funkcjonowanie 
organizmu (Santos Videira 2013). Według 
Światowej Organizacji Zdrowia biomarker 
może być nie tylko substancją, ale także 
strukturą lub procesem, który pozwala prze-
widzieć wystąpienie choroby. W przypadku 
choroby Alzheimera (ang. Alzheimer disease, 
AD) mogą to być biomarkery obecne w tkan-
ce nerwowej i płynie mózgowo-rdzeniowym 
(ang. cerebrospinal fluid, CSF). Ponadto, 
markery biologiczne AD badane są we krwi 
(Ritter i Cummings 2015, Counts i współ-
aut. 2017, Zetterberg 2017), z uwzględnie-
niem analizy profilu genetycznego pacjenta, 
jak również ocenia się obecność markerów 
za pomocą neuroobrazowania (Schmand i 
współaut. 2013, Gordon i współaut. 2016). 
Zawartość specyficznych markerów biologicz-
nych powinna umożliwiać ujawnienie AD w 
fazie przedklinicznej oraz określenie ryzyka 
rozwoju choroby w fazie łagodnych zabu-
rzeń poznawczych (ang. mild cognitive impa-
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(Johanson i współaut. 2008). Oprócz zabu-
rzeń cyrkulacji CSF w AD istotny jest tak-
że zmieniony skład płynu, dlatego wykonuje 
się oznaczenia zawartości białek markero-
wych (Ritter i Cummings 2015). Najczęściej 
stosowaną metodą pobrania CSF jest wkłu-
cie lędźwiowe (Papaliagkaz 2013, Menéndez-
-González 2014). Pozyskany CSF poddaje 
się testom biochemicznym takim jak ELISA 
i xMAP Luminex (Vanderstichele i współ-
aut. 2012, Wang i współaut. 2012). Metody 
immunoenzymatyczne są włączane na stałe 
do szeregu badań przeprowadzanych w kie-
runku potwierdzenia AD, przede wszystkim 
w fazie MCI (Diniz i współaut. 2008, Counts 
i współaut. 2017). Obecność w CSF uzna-
nych lub potencjalnych markerów biologicz-
nych AD umożliwia wykluczenie już na eta-
pie wstępnym innych schorzeń otępiennych, 
takich jak zespół Picka czy choroba Par-
kinsona (Johanson i współaut. 2008, Hu i 
współaut. 2010, Papaliagkaz 2013). Stężenia 
biomarkerów w CSF uznaje się więc za zna-
czące w diagnozowaniu różnicującym chorób 
ośrodkowego układu nerwowego o klinicznie 
podobnych objawach.

BIOMARKERY AD WE KRWI

Wspomniane wyżej wkłucie lędźwiowe w 
celu pobrania CSF jest procedurą inwazyjną 
i posiadającą liczne ograniczenia. Dotyczy to 
szczególnie pacjentów w podeszłym wieku. 
Ograniczone są także możliwości wielokrot-
nego pobierania CSF koniecznego do moni-
torowania efektów leczenia. Z tego względu 
prowadzone są intensywne badania w celu 
identyfikacji aktualnie stosowanych i poten-
cjalnych biomarkerów CSF we krwi. Szcze-
gółowy przegląd literatury i metaanaliza da-
nych dotyczących zawartości biomarkerów 
AD zarówno w CSF, jak i w osoczu oraz 
surowicy zostały przedstawione przez Olsson 
i współaut. (2016). Znaczącymi biomarkera-
mi CSF w diagnostyce AD (oszacowanymi w 
oparciu o wielkość efektu), a omawianymi w 
obecnej pracy, są całkowita zawartość białka 
tau (ang. total tau, t-tau), NF-L, zawartość 
ufosforylowanego białka tau (ang. phospho-
rylated tau, p-tau) i β amyloidu42 (ang. β 
amyloid42, Aβ42), w dalszej kolejności VILP-1, 
YKL-40. Spośród wymienionych biomarkerów 
obecnych we krwi i CSF (t-tau, YKL-40, Aβ40 
i Aβ42), jedynie poziom t-tau został wskaza-
ny jako istotny statystycznie. Jednak należy 
zwrócić uwagę, iż wysoki poziom białka tau 
i NF-L we krwi nie jest specyficzny dla AD 
(Blennow 2017). W innym badaniu AD z 
wykorzystaniem przeciwciał monoklonalnych 
stężenie białka t-tau w osoczu było około 
dwukrotnie wyższe w porównaniu z osoba-
mi z grupy kontrolnej bez zaburzeń poznaw-

bowska i współaut. 2015, Gaweł i Potul-
ska-Chromik 2015). Najcięższą postać AD 
powoduje znaczny zanik hipokampa i in-
nych struktur kory mózgowej, również kory 
śródwęchowej (Blennow i współaut. 2006). 
Blaszki starcze i kłębki neurofibrylarne są 
charakterystycznymi biomarkerami AD ob-
serwowanymi w badaniach histochemicznych 
post mortem (Barcikowska-Litiwn 1996). W 
proces powstawania neurotoksycznych agre-
gatów zaangażowane są: β amyloid (ang. β 
amyloid, Aβ) i białko tau (Armstrong 2009). 
Istotne różnice stężeń tych substancji odno-
towuje się również w CSF (Okonkwo i współ-
aut. 2010, Galasko 2015). Mniej znanymi i 
dopiero kandydującymi do roli biomarkerów 
AD obecnymi w CSF są: rozpuszczalne biał-
ko łączące się z receptorem komórek szpi-
ku kostnego (ang. soluble triggering recep-
tor expressed on myeloid cells 2, sTREM2), 
białko synaptyczne SNAP-25 (ang. synapto-
somal-associated protein 25, SNAP25), en-
zym odpowiedzialny za cięcie β amyloidu 
(ang. β-site amyloid precursor cleaving en-
zyme 1, BACE1). Inne, przypuszczalnie po-
wiązane z procesami neurodegeneracyjnymi 
substancje to: białko prekursorowe czynnika 
wzrostu neuronów (ang. protein precursor 
nerve growth factor, pro-NGF), neurogranina 
(ang. neurogranin, Ng), białko chitynaza 3 
typu 1 (ang. chitinase-3-like protein 1, YKL-
40), białko błony neuronu odpowiedzialne za 
homeostazę jonów wapniowych (ang. visinin 
like protein 1, VILIP-1), białko związane ze 
wzrostem-43 (ang. growth-associated prote-
in, GAP-43), ubikwityna (ang. ubiquitin) i 
podjednostki ciężka, lekka, pośrednia białek 
neurofilamentów (ang. high, low, medium 
subunits of neurofilament proteins, NF-H, 
NF-L, NF-M), również oznaczane w CSF.

PŁYN MÓZGOWO-RDZENIOWY

CSF wytwarzany w splotach naczyniów-
kowych krąży w przestrzeni podpajęczynów-
kowej omywając mózg i rdzeń kręgowy. Krą-
żenie polega na ukierunkowanym przepływie 
CSF, ale występuje także przepływ pulsacyj-
ny dwukierunkowy, a lokalnie dochodzi do 
wymiany składników między krwią, płynem 
śródmiąższowym i CSF (Brinker i współ-
aut. 2014). Najnowsze dane potwierdza-
ją, że w chorobach neurodegeneracyjnych 
z nieprawidłowym krążeniem CSF związane 
są procesy zapalne naczyń krwionośnych i 
zaburzenia funkcji fagocytarnych komórek 
mikrogleju (Sweeney i współaut. 2015, Si-
mon i Iliff 2016). Ponadto, w AD przepływ 
CSF w strukturach mózgowia jest ograniczo-
ny, co hamuje efektywne usuwanie z nich 
szkodliwych metabolitów na skutek zwięk-
szenia się przestrzeni wypełnionej płynem 
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skuteczniejszych poszukiwaniach idealnych 
markerów biologicznych tej choroby.

W modelu mysim Tg2576 i u pacjentów z 
AD obserwuje się obniżoną zawartość Aβ42 w 
CSF (Sabbagh i współaut. 2013). Jednak w 
innych mysich Tg (APP23, APP24 i APP51), 
które wykazują ekspresję ludzkiego APP, od-
notowano 20–30% wzrost zawartości Aβ42 i β 
amyloidu40 (ang. β amyloid40, Aβ40) w CSF, 
lecz tylko w fazie pojawienia się pierwszych 
blaszek amyloidowych w tkance nerwowej 
(Maia i współaut. 2015). Ponadto, w modelu 
mysim ICR, który został indukowany che-
micznie poprzez dokomorową iniekcję mo-
nomerów Aβ1-42, uzyskano proporcjonalny i 
zależny od dawki wzrost ich poziomu zarów-
no w CSF, jak i w osoczu. Na tej podstawie 
postuluje się znaczącą rolę tego modelu w 
rozwoju badań nad biomarkerami AD obec-
nymi we krwi (Cho i współaut 2014). Myszy 
jako Tg, z mutacją w genie kodującym APP, 
u których można identyfikować biomarke-
ry CSF, porządkuje opracowanie Sasaguri i 
współaut. (2017). Z kolei w szeregu innych 
modelach mysich Tg, obserwuje się wzrost 
poziomu t-tau w CSF oraz zaburzenia funk-
cji pełnionych przez białko tau analogicznie 
jak u człowieka (Barten i współaut. 2011). 
Dodatkowo oszacowano, że w modelu mysim 
rTg4510 stężenie p-tau 181 (pT181) dwu-
krotnie wzrasta w CSF u starszych myszy. 
Efekt ten jest przypuszczalnie związany z ta-
kimi samymi zaburzeniami w funkcjonowa-
niu synaps i deficytem poznawczym, które 
przejawiają się u pacjentów z AD (Sankara-
narayanan i współaut. 2015).

Badania prowadzone na Tg z wykorzysta-
niem szczurów obejmują kilka modeli. Model 
TgAPPswe charakteryzuje się wzrostem po-
ziomu izoform amyloidowych w tkance ner-
wowej około 6-12 miesiąca życia, jednak do-
brymi wynikami testów orientacji przestrzen-
nej (labirynt Morrisa); UKUR25, w porówna-
niu z powyższym modelem, zawiera dodat-
kową mutację M146L genu PSEN1 i cechuje 
się postępującą od 6 miesiąca życia wzmo-
żoną kumulacją Aβ w korze mózgowej i w 
hipokampie, oraz wykazuje w testach beha-
wioralnych postępujące zaburzenia poznaw-
cze; Tg6590 prezentuje znacznie zwiększone 
gromadzenie się Aβ w tkance nerwowej, co 
powyżej 9 miesiąca życia skutkuje zaburze-
niami uczenia się i pamięci (patrz Benedikz 
i współaut. 2009). Zarówno powyższe, jaki 
i inne opracowania (patrz Farooqui 2016), 
nie przedstawiają wyników badań uznanych 
biomarkerów CSF u szczurów wymienionych 
jako Tg. Wiadomo natomiast, że u szczurów 
Tau Tg, jak również w AD u człowieka, od-
notowuje się zwiększony poziom białka p-
-tau w CSF (Sabbagh i współaut. 2013).

czych, natomiast w CSF wzrost jego stęże-
nia był wyraźny (metoda ELISA), ale nie 
wykazano korelacji między zawartością t-tau 
w osoczu i w CSF (Zetterberg i współaut. 
2013). Jako inne potencjalne biomarkery AD 
we krwi uwzględnia się między innymi mar-
kery stanu zapalnego, np. receptor czynni-
ka martwicy nowotworu (ang. TNF receptor), 
markery uszkodzeń neuronalnych i naczy-
niowych, takich jak ceramidy, sfingomieliny 
i sulfatydy, a także cząsteczki adhezji, np. 
wewnątrzkomórkowej 1 (ang. ICAM-1) lub 
naczyniowej 1 (ang. VCAM-1) (patrz Snyder 
2014).

MODELE ZWIERZĘCE AD

U człowieka i modelowych zwierząt 
transgenicznych (ang. transgenic animal 
models, Tg) mutacje w genach kodujących 
białko prekursorowe β amyloidu (ang. amy-
loid protein precursor, APP) oraz preseniliny 
1 i 2 (ang. presenilin 1,2; PSEN1, PSEN2) 
są badane jako przyczyny dziedziczenia AD. 
Ponadto, czynnikiem ryzyka AD jest allel 
ε4 genu kodującego apolipoproteinę E (ang. 
apolipoprotein 4, ApoE4), mający znaczenie 
w występowaniu sporadycznej postaci tej 
choroby (La Ferla i Green 2012, Cavana-
ugh i współaut. 2014, Mehrabian i współ-
aut. 2015, Scheltens i współaut. 2016, Ku-
mar i współaut. 2016). Efekty mutacji genów 
u Tg są brane pod uwagę w przewidywaniu 
przebiegu i skutków AD u ludzi, jednak tło 
genetyczne obu grup organizmów nie jest 
identyczne (Sabbagh i współaut. 2013, Woj-
da i Kuznicki 2013, Farooqui 2016). Po-
nadto, modele zwierzęce AD wykazują wiele 
innych ograniczeń (Wojda i Kuznicki 2013). 
Wynikają one z mniej zaawansowanego niż 
ludzki poziomu rozwoju układu nerwowe-
go, tak jak u muszki owocowej (Prüßing i 
współaut. 2013) i danio pręgowanego (Nery 
i współaut. 2014) oraz wydłużonego czasu 
rozwoju zmian neurozwyrodnieniowych, ob-
serwowanych u ssaków, m.in. psów (Head 
i współaut. 2010). Wymienione czynniki de-
cydują o odmiennym przebiegu procesów 
biochemicznych w układzie nerwowym zwie-
rząt modelowych i osób z AD. Pomimo tych 
ograniczeń, przede wszystkim modele trans-
genicznych gryzoni pełnią ważną rolę w ba-
daniach nad patogenezą AD (Nazem i współ-
aut. 2015, Salari i Bagheri 2016). Stanowią 
one alternatywę dla analiz z wykorzystaniem 
ludzkich tkanek ośrodkowego układu nerwo-
wego (post-mortem) oraz komórek macierzy-
stych i krwinek człowieka (Wojda i Kuznicki 
2013). Ponadto, wyniki badań stosowanych 
biomarkerów AD, tj. Aβ i białka tau pro-
wadzone na gryzoniach jako Tg, mogą po-
móc zarówno w ustaleniu przyczyn, jak i 
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tod badawczych wynosiły u osób zdrowych 
205,6 pg/ml (xMAP Luminex) oraz 554,7 
pg/ml (ELISA), natomiast  u osób chorych 
na AD odnotowano znacznie niższe stężenia 
tego peptydu, odpowiednio do 143,5 pg/ml 
i 287,1 pg/ml (Okonkwo i współaut. 2010, 
Toledo i współaut. 2012). Należy dodać, że 
badane grupy nie były jednolite pod wzglę-
dem płci i wieku, a wyższy poziom Aβ42 za-
wartego w CSF pacjentów z AD stwierdzo-
no  u mężczyzn przed 65 rokiem życia, w 
porównaniu do kobiet w tym samym wieku, 
co świadczy o różnicach międzypłciowych 
w tej grupie (Knapskog i współaut. 2016). 
Z kolei białko tau jest w warunkach fizjo-
logicznych wolną transferryną, a izoformy o 
nieprawidłowej konformacji odkładają się w 
neuronach powodując powstawanie kłębków 
neurofibrylarnych (Armstrong 2009, Khan 
i Bloom 2016). Białko tau o zmienionej 
strukturze przestrzennej zaburza transport 
aksonalny warunkowany przez mikrotubu-
le. To świadczy o znacznych uszkodzeniach 
neuronalnych, pojawiających się między in-
nymi w AD (Zboch i Leszek 2010). Pato-
logiczne zmiany neuronów jakie powoduje 
białko tau określane są jako tauopatie (Avi-
la i współaut. 2016). W CSF oznacza się za-
wartość t-tau, jak również ufosforylowanych 
form białka p-tau (Hampel i współaut. 2003, 
Khan i Bloom 2016). Badania immunoen-
zymatyczne z wykorzystaniem metod xMAP 
Luminex i ELISA wskazują na około dwu-
krotne podwyższenie stężenia białka t-tau 
u osób z AD, odpowiednio 121,6 pg/ml i 
547,1 pg/ml w stosunku do eartości u osób 
zdrowych, odpowiednio 65,6 pg/ml i 226,6 
pg/ml (Okonkwo i współaut. 2010, Toledo i 
współaut. 2012). Odnotowany wzrost stężeń 
białek t-tau oraz p-tau w CSF jest przydat-
ny w bardziej skutecznym rozróżnianiu cho-
rób otępiennych (Hampel i współaut. 2003, 
Hu i współaut. 2010).

POTENCJALNE BIOMARKERY AD  
W CSF

TREM2 I STREM2

Białko TREM2 jest transbłonową gliko-
proteiną, receptorem występującym w mi-
krogleju i aktywowanym podczas fagocytozy 
(Piccio i współaut. 2016, Villegas-Llerena i 
współaut. 2016). Ekspresja TREM2 warun-
kuje również prawidłowe funkcje komórek 
szpiku kostnego odpowiedzialnych za wro-
dzoną odporność (Henjum i współaut. 2016). 
Wysoki poziom ekspresji białka TREM2 ko-
reluje z 2–4 krotnym wzrostem ryzyka AD u 
osób z zaburzeniami poznawczymi (Ulrich i 
Holtzman 2016). Wskutek proteolitycznego 
cięcia białka typu 1 TREM2, powstaje roz-

UZNANE BIOMARKERY AD W CSF

U podstaw AD leżą procesy neurode-
generacyjne. Przyjmuje się, że są one spo-
wodowane między innymi odkładaniem się 
peptydu Aβ i białka tau w tkance nerwowej 
człowieka, co przekłada się na ich odpo-
wiednio obniżone lub zwiększone stężenie w 
CSF. Hipotezy dotyczące choroby obejmujące 
molekularne procesy kaskady amyloidowej 
lub białka tau nie są do tej pory całkowicie 
wyjaśnione (Bartoszewska 2008). Zawartość 
Aβ42 i t-tau w CSF, obok depozytów bla-
szek starczych i kłębków neurofibrylarnych 
w tkance nerwowej, jest nie tylko ważnym 
wskaźnikiem prognostycznym AD, ale po-
zwala także określić stopień zaawansowania 
choroby (Skillbäck i współaut. 2015). Obie 
substancje zostały uznane za klasyczne bio-
markery CSF dla AD i są już szczegółowo 
opisane w literaturze (Papaliagkas 2013, 
Santos Videira 2013). Progi diagnostyczne 
zawartości Aβ42 i t-tau w CSF wynoszą dla 
odmiennych metod badawczych, xMAP Lu-
minex i ELISA, odpowiednio: Aβ42 – 192 pg/
ml, t-tau – 93 pg/ml (Okonkwo i współaut. 
2010) i Aβ42 – 500 pg/ml, t-tau – 450 pg/
ml (Lanari i Parnetti 2009, Toledo i współ-
aut. 2012). Aβ42 powstaje z transbłonowej 
glikoproteiny, prekursora β amyloidu (APP, 
APPβ) (Marszałek 2016). Fizjologiczna rola 
APPβ nie została dotychczas dokładnie po-
znana. Widomo, że APPβ ulega cięciu przez 
enzymy proteolityczne nazwane sekretazami 
(De Strooper i współaut. 2010). W AD do-
minuje amyloidogenny szlak trawienia APPβ 
z udziałem β-sekretazy (BACE1), a następ-
nie γ-sekretazy (Marszałek 2016). Skutkiem 
kaskady procesów z udziałem APPβ i sekre-
taz jest powstanie szkodliwych dla neuro-
nów izoform: Aβ40, Aβ42. W neuropilu, wokół 
ciał komórek nerwowych, a przede wszyst-
kim w obrębie ścian naczyń krwionośnych 
następuje agregacja Aβ40 i Aβ42 w blaszki 
starcze złożone w większości z Aβ42 i dys-
troficznych neurytów (Armstrong 2009, Bar-
cikowska-Litwin 1996). Za efektywne usuwa-
nie niszczącego neurony Aβ z tkanki mózgu 
odpowiedzialne są dwa enzymy wchodzące 
w skład kompleksu ubikwityna-proteasom: 
neprylizyna i enzym degradujący insulinę 
(Bartoszewska 2008). Istotna jest również 
rola astrogleju w prawdopodobnym tworze-
niu cytoprotekcyjnej blizny glejowej wokół 
blaszek starczych oraz funkcja fagocytarna 
mikrogleju w eliminowaniu Aβ ze struktur 
ośrodkowego układu nerwowego (Barcikow-
ska-Litwin 1996). Wykazano pozytywną ko-
relację między podwyższeniem stężenia Aβ42 
w korze mózgu i jego obniżeniem w CSF 
(Zboch i Leszek 2010). Stężenia Aβ42 w 
CSF oznaczone przy użyciu odmiennych me-



867Biomarkery płynu mózgowo-rdzeniowego w chorobie Alzheimera

cherzykach synaptycznych, oraz syntaksyna 
i SNAP-25 (białka błony presynaptycznej), 
tworzą fuzyjny agregat niezbędny w procesie 
egzocytozy neurotransmiterów (Xu i współ-
aut. 2013). Prowadząc badania na mode-
lach zwierzęcych AD uznano, że zmniejszona 
zdolność wiązania się SNAP-25 z syntaksy-
ną wynika z ograniczenia glutaminergicznego 
przekaźnictwa nerwowego (Honer i współ-
aut. 2012). Przy użyciu tandemowej spektro-
metrii masowej (ang. LC-MS/MS) wykazano, 
że w zaawansowanym stadium AD stężenie 
SNAP-25 w CSF jest zwiększone (wartości 
średnie w grupie kontrolnej: ~25 pg/ml, u 
osób z AD: ~45 pg/ml) (Brinkmalm i współ-
aut. 2014). Odmiennie, w przypadku otępie-
nia naczyniowego (ang. vascular dementia, 
VaD) w obrębie kory skroniowej pacjentów 
badanych post mortem (test podwójnego wią-
zania ELISA; ang. sandwich ELISA) odnoto-
wano obniżenie stężenia SNAP-25; w grupie 
kontrolnej zawartość tego białka wynosiła 
380 pg/ml, a w grupie z VaD została zredu-
kowana do 170 pg/ml (Sinclair i współaut. 
2015). Ze względu na pozytywną korelację z 
poziomem białka t-tau, zmieniona zawartość 
SNAP-25 jest prawdopodobnie istotna także 
w przypadku tauopatii (Brinkmalm i współ-
aut. 2014). Ważną rolę w utrzymaniu prawi-
dłowej konformacji SNAP-25 ma białko cha-
peronowe CSP (ang. cysteine string protein, 
CSP). Funkcją opiekuńczego białka CSP jest 
zapewnienie przez kompleks SNARE (w tym 
SNAP-25) niezaburzonego procesu fuzji bło-
ny pęcherzyków wypełnionych neurotransmi-
terem z błoną presynaptyczną (Burgoyne i 
Morgan 2015).

BACE1

Wnikliwie badany potencjalny biomarker 
BACE1 jest głównym enzymem, β-sekretazą 
(inaczej proteazą aspartylową 2), zaangażo-
wanym w proces powstawania Aβ40 i Aβ42 
(De Strooper i współaut. 2010, Mulder i 
współaut. 2010). Stwierdzono, że im wyższy 
poziom BACE1 w CSF, tym wyższe prawdo-
podobieństwo wystąpienia MCI i AD (Hampel 
i Shen 2010). Metodą ELISA oznaczono pod-
wyższoną zawartość BACE1 w CSF u osób z 
AD wynoszącą >20 pg/ml, u pacjentów bez 
AD ~16 pg/ml. Ponadto, pozytywna korela-
cja stężenia tego potencjalnego biomarkera 
z zawartością Aβ40, t-tau oraz p-tau (lecz 
nie z Aβ42) wskazuje na związek aktywności 
BACE1 z kluczowymi biomarkerami CSF u 
pacjentów z AD (Mulder i współaut. 2010). 
Oznaczenie BACE1 w CSF jest istotne w de-
tekcji AD w początkowym stadium choroby, 
zwłaszcza w stadium przed wystąpieniem jej 
typowych symptomów (Hampel i Shen 2010). 
Modulacja aktywności ubikwityny, która ha-
muje działanie BACE1 jest wykorzystywa-

puszczalne białko sTREM2 uwalniane do 
CSF. sTREM2 w warunkach fizjologicznych 
odpowiada za eliminację Aβ42 i uszkodzonych 
neuronów (Suárez-Calvet i współaut. 2016). 
Prawdopodobnie w AD stężenie sTREM2 w 
CSF wzrasta w odpowiedzi na wzmożoną 
kumulację związków neurotoksycznych. W 
badaniach wykonanych metodą ELISA po-
twierdzono podwyższony poziom sTREM2 w 
CSF u osób z AD po 70 roku życia w gra-
nicach 200–250 pg/ml, natomiast u osób w 
tym samym wieku bez AD poniżej 200 pg/
ml (Piccio i współaut. 2016). Wykazano rów-
nież pozytywną korelację między stężeniem 
sTREM2 (w grupie kontrolnej 195,6 pg/ml, 
w grupie AD 231,2 pg/ml) a zawartością w 
CSF typowych biomarkerów procesów neuro-
degeneracyjnych (obniżona zawartość Aβ42 i 
podwyższona białka tau), oszacowanymi przy 
użyciu biotestów ELISA (Heslegrave i współ-
aut. 2016). W innych badaniach odnotowa-
no zwiększoną zawartość sTREM2 w CSF u 
grup pacjentów w przedklinicznej fazie AD, 
MCI-AD i AD z otępieniem (wyodrębnionych 
w oparciu o płeć, wiek, wyniki testu MMSE, 
zawartość uznanych biomarkerów CSF, ge-
notyp  ApoE), w porównaniu z grupą kon-
trolną (bez AD). Natomiast u pacjentów gru-
py kontrolnej wykazano słabą korelację stę-
żenia sTREM2 z wiekiem, jako czynnikiem 
zwiększonego ryzyka AD (Cheng i współaut. 
2016, Henjum i współaut. 2016). Jednak 
nie wykazano istotnie statystycznych różnic 
w zawartości tego biomarkera pomiędzy po-
zostałymi grupami, to jest MCI i AD (Hen-
jum i współaut. 2016). Mechanizm procesów 
z udziałem sTREM2, prowadzących do usu-
wania obumarłych neuronów, nie został do-
tychczas poznany. Inhibitory białka sTREM2 
w rozwoju wczesnej fazy choroby mogłyby 
posłużyć jako ważne czynniki monitorujące 
efektywność odpowiedzi przeciwzapalnej w 
leczeniu AD (Ulrich i Holtzman 2016). Do-
datkowo, u osób w przedklinicznej fazie AD, 
sTREM2 jako kandydat do roli biomarkera 
byłby wskaźnikiem zmian otępiennych 
znacznie wcześniej zachodzących w mózgu 
pacjentów z tą chorobą (Schindler i Holt-
zman 2016, Henjum i współaut. 2016).

SNAP-25

SNAP-25 jest białkiem zlokalizowanym 
w błonie komórkowej neuronów i występu-
jącym także w CSF. Jest jednym z białek 
odpowiadających za fuzję błony komórkowej 
pęcherzyków zawierających neuroprzekaźnik 
z błoną presynaptyczną w obrębie synap-
sy. Jako białko transbłonowe stanowi część 
kompleksu t-SNARE, który przeciwdzia-
ła neurodegeneracji (Brinkmalm i współaut. 
2014). Trzy typy białek kompleksu t-SNA-
RE: synaptobrewina, zlokalizowana w pę-
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VILIP-1

VILIP-1 jest białkiem błony neuronów 
uwalnianym również do CSF, które odpowia-
da za homeostazę jonów wapnia, a jej zabu-
rzenia powodują procesy zapalne prowadzą-
ce do utraty neuronów (Groblewska i wspó-
laut. 2015). Wzrost stężenia VILIP-1 powyżej 
~50 pg/ml w CSF (metoda ELISA) świadczył 
o AD, a skorelowany z wartościami ozna-
czonymi dla otępienia z ciałami Lewy’ego 
(ang. dementia with Lewy bodies) stanowił 
czynnik różnicujący te dwie choroby (Luo i 
współaut. 2013). Poziom VILIP-1 jest istotny 
w diagnostyce otępienia czołowo-skroniowe-
go (ang. frontotemporal dementia, FTD) i jak 
się przypuszcza, może stać się biomarkerem 
AD oznaczanym w korze śródwęchowej (Jóź-
wiak 2008, Kirkwood i współaut. 2016).

GAP-43 

Białko związane ze wzrostem-43 (GAP-
43), znane także pod nazwą neuromodulina, 
jest składnikiem błony presynaptycznej neu-
ronów w obszarach korowych i podkorowych 
mózgu. Funkcja tego białka jest związana z 
rozwojem, funkcjonalną modulacją połączeń 
neuronalnych (plastyczność synaptyczna) i 
regeneracją aksonów. Jego zróżnicowany po-
ziom w obszarach mózgowia odzwierciedla 
różne możliwości reorganizacji struktural-
nej i czynnościowej (Benowitz i współaut. 
1989). W mózgach zmarłych pacjentów z 
AD, przy użyciu techniki immunohistoche-
micznej, zaobserwowano istotną redukcję 
poziomu GAP-43 w korze płata czołowego 
(70% wartości kontrolnej, p<0.01) i niektó-
rych obszarach hipokampa (81% wartości 
kontrolnej, p<0.05). Są to okolice włączone 
w mechanizmy pamięci i innych funkcji po-
znawczych, w których zawartość tego biał-
ka w warunkach prawidłowych jest wysoka. 
W przeciwieństwie do hipokampa, w korze 
czołowej wykryto istotną negatywną korela-
cję pomiędzy GAP-43 i trwaniem otępienia 
(r=–0.58; p<0.02). Z kolei, istotną pozytywną 
korelację wykazano pomiędzy GAP-43 i licz-
bą płytek starczych w hipokampie (r=0.64; 
p<0.05). Ponieważ GAP-43 jest zaangażo-
wane w utrzymanie sprawności synaps i w 
proces regeneracji aksonów, sugeruje się, że 
obniżony poziom GAP-43 w korze czołowej 
jest konsekwencją zwyrodnienia synaptycz-
nego, natomiast w płytkach starczych hipo-
kampa aktywność GAP-43 może być związa-
na z procesem rozgałęziania (ang. sprouting) 
aksonów (Bogdanovic i współaut. 2000). 
Podobnie jak wcześniej wspomniane białka 
związane z synapsą (SNAP-25 i Ng), również 
GAP-43 jest wydzielany do CSF i może być 
identyfikowany i mierzony. U chorych z AD 
wykazano wzrost poziomu GAP-43 w CSF 
w porównaniu do grupy kontrolnej (p<0.05) 

na w terapii tłumiącej objawy u chorych z 
AD (Funmilayo i współaut. 2016). Sugeruje 
się również, że mogłyby być stosowane leki 
z klasy peptydomimetyków (niskocząsteczko-
we inhibitory BACE1), jednak ich działanie 
terapeutyczne dotychczas nie jest całkowicie 
skuteczne, między innymi ze względu  na 
problem pokonania bariery krew-mózg przez 
cząsteczki leku (De Strooper i współaut. 
2010). 

PRO-NGF

Białko prekursorowe czynnika wzrostu 
neuronów warunkuje procesy różnicowania 
neuronów, ich prawidłową trofię i regene-
rację aksonów. Metodą testu podwójnego 
wiązania ELISA wykazano, że stężenie pro-
-NGF w CSF jest podwyższone (MCI o 55%, 
AD o 70%) i koreluje pozytywnie z wynika-
mi testów psychologicznych. Zatem pro-NGF, 
jako potencjalny biomarker AD, mógłby 
być użyteczny w prognozowaniu wczesnego 
stadium choroby (Counts i współaut. 2016).

NG I YKL-40

Neurogranina (Ng) i YKL-40 to biał-
ka synaptyczne, odpowiadające za procesy 
neurozapalne oraz wiązanie kalmoduliny 
pobudzającej wiele receptorów błonowych 
(Hellwig i współaut. 2015). Udowodnio-
no, że Ng występuje w neuronach tych 
samych obszarów, które narażone są na 
procesy neurodegeneracyjne w AD, mię-
dzy innymi w hipokampie (Wellinghton i 
współaut. 2016). Ekspresja Ng i YKL-40 
w CSF świadczy o uszkodzeniach neuro-
nów i aktywacji mikrogleju, co przekłada 
się na obniżenie zdolności poznawczych 
(Portelius i współaut. 2015, Hellwig i 
współaut. 2015). Wykazano, że wzrastający 
poziom Ng i białka tau w CSF jest cha-
rakterystyczny dla MCI (Thorsell i współ-
aut. 2010). Podwyższone stężenie Ng od-
notowano wyłącznie w AD (jak również w 
MCI) i nie występuje ono w innych cho-
robach neurodegeneracyjnych, np. choro-
bie Parkinsona (Wellinghton i współaut. 
2016). Trzykrotnie wyższe stężenie Ng i 
dwukrotnie wyższe stężenie YKL-40 w CSF 
oznaczone metodą ELISA stwierdzono u 
pacjentów z AD, w porównaniu z pacjen-
tami z MCI, u których nie zdiagnozowano 
AD (Hellwig i współaut. 2015). Potwier-
dzono wzrost stężenia Ng i t-tau pozy-
tywnie skorelowanego z zawartością Aβ w 
poszczególnych fazach AD w stosunku do 
osób zdrowych, w przeciwieństwie do stę-
żenia NF-L w CSF, gdzie takiej zależności 
nie wykazano (Mattsson i współaut. 2016). 
Prognozuje się, że Ng występująca w CSF 
zostanie wkrótce uznana biomarkerem AD 
(Blennow 2017, De Vos i wpółaut. 2015). 
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neurofibrylarnych, której zawartość pozwo-
liła na ocenę stadium choroby (odróżnienie 
zmian w AD od wczesnej postaci AD) (Chu 
i współaut. 2000). W innych badaniach po-
równywano zawartość ubikwityny w CSF i 
surowicy pacjentów z AD i VaD oraz u ludzi 
zdrowych. Stwierdzono, iż stosunek zawarto-
ści ubikwityny w CSF do jej zawartości w 
surowicy różnił się u pacjentów i osób zdro-
wych. W przypadkach AD stosunek wynosił 
22 do 29 (76%), a w przypadkach z VaD 
9 do 14 (64%), i był wyższy niż najwyższa 
wartość zanotowana u osób zdrowych. Jed-
nak porównanie wyników chorych na AD i 
VaD nie wykazało żadnych znaczących róż-
nic (Blennow i współaut. 1994). Podwyż-
szony poziom ubikwityny w CSF w AD, od-
zwierciedla zwiększoną zawartość tego białka 
w mózgu. Nowsze badania wykazały, że po-
ziom ubikwityny w CSF był znacząco wyższy 
u chorych na AD (p<0.0001), w porównaniu 
z osobami z innymi formami demencji, cho-
robami neurologicznymi i osobami zdrowymi. 
Zaobserwowano znaczącą pozytywną korela-
cję pomiędzy ubikwityną, tau i ApoE4, pod-
czas gdy korelacja z Aβ42 była negatywna. 
Porównanie skali zależności pomiędzy ubi-
kwityną a diagnozą AD wykazało, że wysoki 
poziom ubikwityny jest specyficzny dla AD. 
Dostarczono także dowodów na statystycznie 
znaczące powiązanie ubikwityny z patologią 
AD. Ponadto wykazano, iż rola ubikwityny 
jako diagnostycznego markera jest porów-
nywalna z zawartym w CSF Aβ42, tau lub 
ApoE4 (Kandimalla i współaut. 2014).

BIAŁKA NEUROFILAMENTÓW

Złożone z białek neurofilamenty stano-
wią komponenty budowy aksonu i są swo-
iste dla neuronów. Białka neurofilamentów 
ulegają fosforylacji, która reguluje ich funk-
cję w transporcie aksonalnym i tendencję do 
polimeryzacji. W zależności od ciężaru czą-
steczkowego wyróżnia się trzy podjednost-
ki białkowe neurofilamentów: ciężką (NF-H), 
pośrednią (NF-M) i lekką (NF-L). W AD pod-
jednostki te ulegają hiperfosforylacji, a ich 
zawartość w mózgu i CSF jest podwyższona. 
Poziom białek neurofilamentów jest odzwier-
ciedleniem obumierania neuronów i ubytku 
aksonów kory mózgu, cech patologicznych w 
przypadkach demencji. W CSF poziomy za-
równo ufosforylowanych NF-H/M i nieufos-
forylowanych NF-H/M były znacząco wyż-
sze (odpowiednio, 12–24 razy i 3–4 razy) u 
osób starszych i zdrowych neurologicznie w 
porównaniu do osób młodych z grupy kon-
trolnej. Ponadto, w AD poziomy nieufosfory-
lowanych NF-H/M i NF-L były zbliżone do 
poziomów w VaD, ale wyższe niż u osób 
dobranych wiekowo z grupy kontrolnej. In-
teresujący był też wynik, który wskazał na 

i do osób z FTD (p<0.01). Odnotowano też 
wysoce istotną korelację pomiędzy zawarto-
ścią GAP-43 i t-tau, i niektóre wyniki suge-
rują, że stosunek GAP-43/t-tau może mieć 
duże znaczenie w monitorowaniu zwyrodnie-
nia aksonalnego (Sjögren i współaut. 2000, 
2001). Najnowsze badania, które koncentro-
wały się na analizie profili białek w CSF w 
odniesieniu do kilku chorób neurodegenera-
cyjnych, wykazały w AD podwyższony po-
ziom zarówno GAP-43, jak i Ng w próbkach 
pobranych z komór mózgu post mortem i 
zbiornika lędźwiowego antemortem (przyży-
ciowo). Wzrost poziomu tych białek odno-
towano także u pacjentów, u których dia-
gnoza AD nie była jeszcze ustalona w mo-
mencie pobrania płynu (Remnestål i współ-
aut. 2016). W świetle powyższych doniesień, 
wzrost poziomu GAP-43 w CSF i obniżenie 
jego zawartości w tkance mózgu może być 
efektem wyciekania tego białka do CSF z 
powodu degeneracji synaps. Sugeruje się 
też, iż podwyższenie GAP-43 w CSF odzwier-
ciedla odpowiedź adaptacyjną wynikającą z 
utraty połączeń synaptycznych. 

UBIKWITYNA

Ubikwityna jest niewielkim białkiem zło-
żonym z 76 aminokwasów, zaangażowanym 
w proces samooczyszczania komórki (tzw. 
kontrolowana degradacja). Ubikwityna przy-
łącza się wiązaniem kowalencyjnym do bia-
łek przeznaczonych do degradacji w procesie 
zależnym od ATP. To stanowi sygnał zapo-
czątkowujący degradację białka przez pro-
teazy. Istnieje w komórkach szlak odpowie-
dzialny za usuwanie nieprawidłowo zwinię-
tych białek (ang. misfolded proteins), w któ-
rym uczestniczy ubikwityna (ang. ubiquitin-
-proteasome system). W AD ten komórkowy 
„system kontroli jakości” jest zaburzony, co 
prowadzi do gromadzenia się nieprawidłowo 
zwiniętych i opornych na proteazy agrega-
tów białkowych w komórkach i w przestrze-
niach pomiędzy nimi (Lecker i współaut. 
2006, Ciechanover i współaut. 2015). Ist-
nieją dowody na ścisłe związki pomiędzy Aβ 
i systemem ubikwityna-proteasom, odgrywa-
jące istotną rolę w patogenezie AD (Hong 
i współaut. 2014). W mózgach osób z AD 
ubikwityna jest obecna w kłębkach neurofi-
brylarnych i aksonach towarzyszących płyt-
kom starczym. Sugeruje się, że ubikwityna 
jest związana z włókienkami w kłębkach 
neurofibrylarnych i płytkach starczych, za-
tem jej rola w usuwaniu tych włókienko-
wych struktur w mózgach chorych na AD 
może być nieskuteczna (Perry i współaut. 
1987). W nowszych badaniach w materia-
le autopsyjnym AD z użyciem metody im-
munohistochemicznej wykazano akumulacje 
ubikwityny w płytkach starczych i kłębkach 
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wych w komórce (VILIP-1) czy degeneracją 
synaptyczną (SNAP-25, pro-NGF, GAP-43) 
i neuronalną (ubikwityna, białka neurofila-
mentów) ujawniają patologię mózgu wskazu-
jąc na obecność AD lub prognozując możli-
wość jej wystąpienia. Dzięki metodom ozna-
czania biomarkerów możliwe jest dokładniej-
sze określenie czynników ryzyka i przyczyn 
zapadalności na tą chorobę. Obecność bio-
markerów może w przyszłości ułatwić dia-
gnozowanie choroby, umożliwić określenie 
stopnia jej zaawansowania i przyczynić się 
do efektywniejszego poszukiwania odpowied-
nich leków stabilizujących stan chorych. 
Ponadto, badania prowadzone nad nowymi 
biomarkerami znacznie poszerzą wiedzę do-
tyczącą mechanizmów AD, a badania oparte 
na modelach zwierzęcych pozwolą być może 
dokładniej wyjaśnić molekularne podłoże 
choroby i opracować odpowiednią terapię.

S t r es zc zen i e 

Choroba Alzheimera (AD) charakteryzuje się postę-
pującymi zaburzeniami poznawczymi, głównie demencją. 
W celu rozpoznania AD bada się początkowo zawartość 
biomarkerów choroby czyli specyficznych wskaźników 
procesów neurodegeneracyjnych obecnych w mózgu i 
płynie mózgowo-rdzeniowym (CSF). Diagnozowanie sta-
nu pacjentów, oprócz oznaczania stężeń biomarkerów 
wykonywanych metodami immunoenzymatycznymi, opie-
ra się również na technikach neuroobrazowania mózgu 
i testach genetycznych. W badaniu przyczyn AD cenne 
są wyniki biotestów prowadzonych na modelach zwie-
rzęcych. Wraz z postępem choroby nasilają się zmiany 
zwyrodnieniowe w strukturach mózgu, które przejawiają 
się obecnością blaszek starczych i kłębków neurofibry-
larnych, złożonych odpowiednio z β amyloidu i białka 
tau. Obie substancje są stosowanymi w praktyce klinicz-
nej biomarkerami AD, a ich odpowiednio obniżone lub 
podwyższone stężenie stwierdza się w CSF. Ważną rolę 
w patofizjologii AD przypisuje się potencjalnym biomar-
kerom, takim jak sTREM2, SNAP-25 i BACE1, a także 
pro-NGF, neurograninie, YKL-40, VILIP-1, GAP-43, ubi-
kwitynie i białkom neurofilamentów. 
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znacząco wyższy poziom ufosforylowanego 
NF-H/M w AD w stosunku do badanych z 
grupy kontrolnej oraz do osób zarówno wy-
kazujących nie związane z AD zaburzenia 
neurologiczne, jak i ze zdiagnozowaną VaD. 
Zatem, poziomy podjednostek białkowych, 
szczególnie ufosforylowanego NF-H/M wykry-
tego w CSF, umożliwia odróżnienie AD od 
normalnego starzenia się mózgu, jak również 
od VaD i innych zaburzeń neurologicznych 
(Hu i współaut. 2002). Z kolei, podwyższenie 
poziomu NF-L i NF-H w CSF w przypadku 
AD nie jest swoiste wyłącznie dla tej choro-
by, ponieważ również w FTD i VaD zaobser-
wowano wzrost ich poziomu w porównaniu 
z osobami zdrowymi neurologicznie. Jednak 
ze względu na oszacowany niewielki efekt, 
autorzy nie zalecają zastosowania NF-L i 
NF-H w diagnostyce demencji, ale  wskazu-
ją, iż ocena poziomu obu białek może być 
wartościowa w badaniu pacjentów z FTD, 
VaD i AD (Petzold i współaut. 2007). Naj-
nowsze badania wskazują na NF-L jako po-
tencjalny nieinwazyjny biomarker AD, które-
go stężenie można oznaczyć we krwi. Stęże-
nie NF-L zawartego w osoczu było większe 
u pacjentów z MCI (średnio 42,8 ng/l) i z 
demencją w AD  (średnio 51,0 ng/l), w po-
równaniu do grupy kontrolnej osób zdro-
wych bez zaburzeń poznawczych (średnio 
34,7 ng/l) (p<0.001). Wykazano ponadto, że 
NF-L osocza (1) koreluje z NF-L w CSF nie-
zależnie od diagnozy, (2) w przypadku AD 
posiada dokładność diagnostyczną tego sa-
mego rzędu jak ustalone biomarkery CSF i 
(3) było związane z deficytami poznawczymi 
i widocznymi w neuroobrazowaniu cechami 
AD. NF-L osocza, jako obiecujący biomarker 
uszkodzeń neuronalnych w AD, może mieć 
znaczenie w rokowaniu i monitorowaniu 
progresji choroby. Jednak ze względu na 
wysoki poziom NF-L osocza także i w kil-
ku innych chorobach neurodegeneracyjnych 
np. FTD, białka te nie mogą służyć jako na-
rzędzie do odróżnienia AD od tych chorób 
(Mattsson i współaut. 2017).

PODSUMOWANIE

Badania biomarkerów AD zawartych w 
mózgu i CSF oraz we krwi, są pomocne 
w rozróżnianiu także innych rodzajów otę-
pień. Określanie stężeń biomarkerów w CSF 
przy zastosowaniu testów biomedycznych, w 
połączeniu z badaniami neuroobrazowymi, 
pozwala określić stopień degeneracji tkanki 
nerwowej. Różnice zawartości stężeń uzna-
nych i potencjalnych biomarkerów AD w 
CSF związanych z aktywacją mikrogleju 
(sTREM2, Ng), tworzeniem charakterystycz-
nych neurotoksycznych agregatów (Aβ42 i t-
-tau, BACE1), modulacją szlaków wapnio-
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BIOMARKERS OF CEREBROSPINAL FLUID IN ALZHEIMER DISEASE

Summary

Alzheimer disease (AD) is characterized by a progressive cognitive disorders. In order to diagnose AD, at first a 
content of biomarkers of neurodegenerative processes in brain and cerebrospinal fluid (CSF) is examined. It is based 
on the determination of changes in concentration of biomarkers using immunoenzymatic assays, neuroimaging and 
genetic tests. Biotests carried out on animal models are valuable for determining causes of AD. With progress of AD 
degenerative changes in brain structures become more pronounced. They manifest itself as senile plaques and neu-
rofibrillary tangles, containing β amyloid and tau protein, respectively. Both substances are biomarkers used in clin-
ical practice to assess the disease progression as their decreased or elevated concentration can be detected in CSF. 
Additionally, important role in the pathophysiology of AD is assigned to potential biomarkers, such as sTREM2, 
SNAP-25 and BACE1, and pro-NGF, neurogranin, YKL-40, VILIP-1, GAP-43, ubiquitin and neurofilaments proteins.
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