1 STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (AD) jest chorobg neurodegeneracyjng, wieloczynnikowa
I wielogenowa. Na jej rozwdj moga mie¢ wptyw nie tylko polimorfizmy genetyczne, ale takze
czynniki pozagenowe (epigenetyczne), na przyktad metylacja w obrebie dinukleotydow CpG.
Zarozwdj choroby Alzheimera odpowiadajg takze czynniki srodowiskowe oraz styl zycia danej

osoby.

Najczestsza postacia AD jest postaé o poznym poczatku, ktéra wystepuje u oséb
w wieku powyzej lub rownym 65 lat. Méwimy wowczas o sporadycznej postaci choroby
Alzheimera (SAD) lub o p6znej postaci AD (LOAD). Za rozw6j wczesnej postaci choroby
(EOAD), gdy objawy pojawiaja si¢ przed 60. r.z. odpowiadaja czynniki genetyczne. Jest to
posta¢ AD, ktéra wystgpuje rodzinnie i jest dziedziczona w sposdb autosomalny dominujacy.
AD dzielimy na nastgpujace stadia zaawansowania: MCI — tagodne zaburzenia poznawcze
(predemencja), AD | — tagodne otepienie, AD II — umiarkowane otgpienie i AD III — glebokie
otepienie. Najsilniejszym, bezspornym czynnikiem ryzyka wystapienia AD jest wiek powyzej
65.r.7.

Celem niniejszej rozprawy bylo zaprojektowanie 1 przeprowadzenie badan
molekularnych, ktore datyby odpowiedz na postawiong hipotezg, ze: poziom metylacji DNA
oraz obecno$¢ danych polimorfizméw genetycznych maja wpltyw na rozwdj choroby

Alzheimera.

Grupa zakwalifikowana do badan sktadata si¢ z 223. 0s6b. Grupa kontrolna to 62. osoby
bez objawow i diagnozy AD, dobrane wiekowo odpowiednio do wieku 0sob z grupy badane;j.
Analizowana grupa badana to 161 osob z potwierdzonym otepieniem. W tym 53 osoby ze
zdiagnozowanym MCI oraz 108 oséb w réznych stadiach demencji typu AD: AD I — 50 oséb,
AD Il — 48 0s6b, AD III — 10 os6b.

Do badan molekularnych wykorzystano genomowe DNA wyizolowane z leukocytow
krwi obwodowej. W celu amplifikacji fragmentéw gendow z badanymi polimorfizmami
genetycznymi zastosowano klasyczng technike PCR (ang. polymerase chain reaction)
lub technike PCR — RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism). W niniejszej
rozprawie przeprowadzono analiz¢ czgstosci wystgpowania wybranych polimorfizméw
genetycznych zlokalizowanych w genach: APOE, APOC1, TOMMA40, ktére znajduja si¢
na chromosomie 19. oraz czesto$¢ wystepowania polimorfizmu genu ACE znajdujacego si¢ na

chromosomie 17. W badanej grupie oséb stwierdzono przewage procentowego udziatu
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genotypu €3/e3 w analizie polimorfizméw rs429358 1 rs7412 genu APOE. Wsrod osob z
genotypem ¢€3/e4 stwierdzono podwyzszony iloraz szans zachorowania o 3,539 razy.
Najsilniejszym czynnikiem przyczyniajagcym si¢ do rozwoju otepienia w sporadycznej formie
AD byla obecnos¢ allelu €4 genu APOE w genotypie chorego, ktora zwigkszata iloraz szans
wystapienia otepienia o okoto 4,3 razy. Najwiekszy procentowy udzial wystepowania tego
allelu stwierdzono u 0s6b chorych w stadium AD I i AD II. W kolejnym analizowanym
polimorfizmie stwierdzono, ze allel insercyjny (I) w rs11568822 genu APOC1 zwigkszal iloraz
szans wystgpienia AD o 4,2 razy. W genotypie heterozygotycznym stwierdzono podwyzszony
iloraz szans OR=3,14 razy. Przeanalizowano rowniez czesto$¢ wystepowania polimorfizmu
rs10524523 genu TOMM40 w badanej grupie osob. Uzyskano dane, z ktorych wynika,
ze obecnos¢ allelu S w genotypie prawdopodobnie ma dziatanie ochronne przed wystapieniem
choroby Alzheimera, ale tylko w uktadzie homozygotycznym: S/S. Obecnos¢ allelu L tego genu
w genotypie osOb badanych zwigkszala prawdopodobienstwo wystgpienia otgpienia
alzheimerowskiego o 3 razy. W grupie 0sob chorych allel ten wystepowat gtownie w AD 1
i AD IT w uktadach genotypow: S/L, L/L i L/VL. W badanym wariancie polimorficznym genu
TOMMA4O0 istotng role odgrywata takze réznica w dtugos$ci homopolimeru poli-T pomiedzy
allelami homologicznymi. Im wigksza byla roznica pomiedzy liczbag nukleotyddéw
w chromosomach homologicznych w badanym genotypie tym ci¢zsza byta posta¢ choroby.
Podczas analizy polimorfizmu rs1799752 genu ACE, stwierdzono, ze obecnos$¢ allelu
insercyjnego (I) zwigkszata szanse wystapienia AD 1,66 razy. Jednak na podstawie
wykonanych badan nie bylo mozliwosci wykazania w jakim ukladzie genetycznym
wystepowalo to zagrozenie. Natomiast na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze
najwiecej 0sob z otgpieniem posiadato genotyp ID wsrod wszystkich mozliwych genotypow

badanego polimorfizmu genu ACE.

Analizy przeprowadzone na wyodrebnionej podgrupie os6b mtodych, u ktérych
otepienie stwierdzono <60. r.z. wykazaly podobne wyniki jak powyzej. Dla czestosci
wystepowania polimorfizméw rs429358 i rs7412 genu APOE stwierdzono takze przewage
udzialu procentowego genotypu €3/e3. Wsrod miodych chorych oséb z genotypem &3/e4
stwierdzono podwyzszony iloraz szans wystgpienia AD prawie o 5razy. Najsilniejszym
czynnikiem ryzyka wystgpienia choroby EOAD byla obecno$¢ allelu €4 genu APOE w
genotypie badanych osob. Wtedy iloraz szans zwigkszal si¢ prawie o 6 razy. W przypadku
analizy czestoSci obecnosci polimorfizmu rs11568822 genu APOCL, obecnosé¢ allelu |

zwigkszata szanse wystapienia AD u badanych osob o 2,88 razy. Podwyzszony iloraz szans



wystapienia AD, bo ponad 3 razy uzyskano dla wystepowania w genotypie allelu L formy
polimorfizmu rs10524523 genu TOMMA40. Natomiast w analizie statystycznej genotypu
homozygotycznego L/L wyzej opisanego polimorfizmu genu ryzyko wystagpienia AD U
badanych o0s6b wynosito OR = 5,9 razy. W analizie czgstosci obecnosci polimorfizmu
rs1799752 genu ACE stwierdzono podwyzszony iloraz szans wystapienia AD dla obecnosci

allelu I 0 4,8 razy, ale nie uzyskano informacji w jakim genotypie moze zachodzi¢ takie ryzyko.

W analizach zaleznos$ci pomigdzy genami, w ktérych brano pod uwage tylko genotypy
lub allele, dla ktérych stwierdzono podwyzszony iloraz szans wystgpienia otgpienia, w zadnym
ukladzie genotypow i haplotypoéw nie stwierdzono spodziewanego wyniku ,,p” istotnego

statystycznie.

Analiza poziomu wzglgdnej metylacji w promotorach genow: APOE, TOMM40 i ACE
byla nastepnym etapem rozprawy. Doswiadczenia przeprowadzono metodg qMSP-PCR (ang.
Quantitative Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction) z wykorzystaniem DNA
genomowego z leukocytow krwi pelnej. Zamierzeniem analiz molekularnych byto wykazanie
istniejacych réznic w poziomach wzglednej metylacji pomigdzy osobami stanowigcymi grupe
kontrolng a osobami tworzacymi grupe badang z otgpieniem. Na podstawie uzyskanych
wynikow analizy wzglednej metylacji w promotorze genu APOE stwierdzono, Ze poziom
metylacji spada we wczesnym stadium AD, natomiast wraz z zaawansowaniem choroby
nastepuje nasilenie metylacji az do wartosci liczbowej takiej jak w grupie kontrolnej. Podczas
analizy poziomu metylacji w promotorze genu TOMM40 nie zaobserwowano wystepujacej
zalezno$ci pomigdzy wzgledna warto$cia metylacji w promotorze genu TOMMA40 a
wystepowaniem lub brakiem otgpienia u os6b badanych. Statystyczna analiza z podzialem na
mozliwe stadia otgpienia przedstawita tylko mozliwg tendencj¢ do rozrdznienia grupy osob z
AD II od pozostatych form otgpienia. Wykazano takze, ze wraz z wiekiem wzrastata warto$¢
wzglednej metylacji w promotorze tego genu. Nie stwierdzono zaleznos$ci pomi¢dzy poziomem
metylacji w promotorze genu ACE a zaawansowaniem AD. Zaobserwowano jednak ujemnag
korelacj¢ pomiedzy wiekiem pacjenta a wzgledng metylacja. Znaczy to, ze wraz z wiekiem

chorego obniza si¢ warto$¢ wzglednej metylacji w promotorze genu ACE.

W wyniku przeprowadzonych analiz mozliwych zaleznosci pomigdzy wzgledna
metylacja w promotorach wybranych genow (APOE, TOMMA40 i ACE) a obecnoscia badanych
polimorfizméw danych gendéw (APOE, APOC1, TOMM40 i ACE) w réznych mozliwych
kombinacjach, nie uzyskano zadnych wspotistniejacych korelacji pomigdzy wzgledng

metylacja a genotypem i ich mozliwym wptywem na wystgpowanie otgpienia. Stwierdzono
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natomiast, ze choroby powigzane z podesztym wiekiem, takie jak nadcisnienie i hiperlipidemia
moga mie¢ wplyw na rozwoj lub progresje otepienia typu alzheimerowskiego. U 0s6b miodych,
przed 65. r.z., taki wptyw zauwazono u ludzi ze zdiagnozowang depresja i hiperlipidemia. W
przypadku wystepowania nadci$nienia w mtodym wieku, stwierdzono, ze nie wptywa ono na

rozw6j AD w postaci EOAD.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié¢, ze wystepowanie
pewnych polimorfizméw genetycznych oraz zmiany w poziomie metylacji DNA moga
odgrywa¢ znaczacg rolg w rozwoju AD. Konieczne sa dalsze badania na wigkszej grupie
chorych w celu potwierdzenia wptywu mechanizméw genetycznych i epigenetycznych na

rozw0j choroby otepiennej oraz jej przebieg



