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1 WSTEP

1.1 Etiologia i patogeneza choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera ang. Alzheimer’s disease (AD) poczatkowo zdefiniowana
jako jednostka kliniczno-patologiczna, jest postepujaca i nieodwracalng chorobg
neurodegeneracyjng, ktorej objawy pojawiaja si¢ zwykle w srednim lub p6znym wieku
[1, 2]. Odpowiada za ok. 70% przypadkoéw demencji wsrod pacjentdéw w starzejacej si¢
populacji na catym $wiecie [1, 3, 4]. Szacuje si¢, iz globalnie czesto$¢ wystgpowania

AD sigga nawet 24 mln 0sob, a liczba ta wzrosnie dwukrotnie do 2040 roku [5].

Wedlug opracowan statystycznych prowadzonych przez Narodowy Fundusz
Zdrowia na podstawie danych Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME),
w krajach europejskich czestotliwos¢ zachorowania na chorobg Alzheimera mig¢dzy
2014 a 2021 rokiem wzrosta o 0,1% (m.in. w Polsce, Stowacji, Szwajcarii, Szwecji,
Austrii, Belgii, Chorwacji) do nawet 0,7% (Wtochy). Wykres nr 1 przedstawia
tendencj¢ wzrostowg szacowanego odsetka chorych na AD oraz choroby pokrewne na

przetomie lat 2014-2021 w Europie i Unii Europejskiej [6].
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Wykres 1 . Szacowany odsetek chorych na chorobe Alzheimera i choroby pokrewne w wybranych krajach
europejskich w latach 2014 i 2021

Zrodto: Raport Narodowego Funduszu Zdrowia 2024; https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-
dane/zdrowe-dane/raporty/nfz-0-zdrowiu-choroba-alzheimera-i-choroby-pokrewne (06.11.2025).
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Zgodnie z danymi Narodowego Funduszu Zdrowia liczba os6b chorujacych na
chorob¢ Alzheimera i choroby pokrewne w Polsce w 2024 roku wynosita 383 tys. oséb,
w tym 272 tys. kobiet oraz 111 tys. me¢zczyzn. Wykres nr 2 przedstawia utrzymujacg si¢
tendencje wzrostowa liczby pacjentow chorych na AD w Polsce na przetomie lat
2000-2020 oraz zalezno$¢ zapadalno$ci na chorobe od plci. Liczba kobiet ze

stwierdzong chorobg jest wyzsza o ok. 100 tys. od mezczyzn [6].

2.0% 400
1,5% 300
5 R
o R
[} 4
5 )
S 1.0% S 200
2 !
3 o
-
o
0,5%
0,0% 0
2000 2005 2010 2015 2020 2000 2005 2010 2015 2020

Kobiety :_—: Mezczyzni

Wykres 2. Szacowana liczba 0sob chorych na chorobe Alzheimera i choroby pokrewne w Polsce (2000—
2021) jako odsetek ludnosci (lewy wykres) i w wartosciach bezwzglednych (prawy wykres)—
oszacowanie (linig ciagta) i 95%

Zrédto: Raport Narodowego Funduszu Zdrowia. 2024; https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-
dane/zdrowe-dane/raporty/nfz-0-zdrowiu-choroba-alzheimera-i-choroby-pokrewne (06.11.2025)

Obcigzenie spoleczno-ekonomiczne choroba Alzheimera jest ogromne.
W wigkszo$ci krajow w 2020 r. $redni roczny koszt leczenia tej choroby wynosit okoto
1,09% produktu krajowego brutto (PKB) [7], nie wspominajac o stresie emocjonalnym,
zmegczeniu 1 negatywnym wplywie na dlugoterminowe zdrowie cztonkow rodzin
pacjentow oraz ich opiekunow [8]. Wedlug danych statystycznych NFZ warto$¢
refundacji kosztow leczenia oraz diagnostyki jednego pacjenta w Polsce na przelomie
lat 2014-2023 wzrosta o ok. 3 tys. zt [6]. Doktadne dane dotyczace wzrostu kosztow

leczenia pacjentow z AD na przelomie 10 lat przedstawia wykres nr 3.
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Wykres 3. Srednia warto$é refundacji $wiadczen udzielonych z rozpoznaniem gtéwnym choroby
Alzheimera lub choréb pokrewnych w wieku 55 lat i wigcej w przeliczeniu na pacjenta (2014-2024)
Zrodto: Raport Narodowego Funduszu Zdrowia. 2024; https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-

dane/zdrowe-dane/raporty/nfz-o-zdrowiu-choroba-alzheimera-i-choroby-pokrewne (06.11.2025)

Niepokojace sg rowniez dane przedstawione na rycinie nr 1, dotyczace rozktadu
wspotczynnika chorowalno$ci rejestrowanej na AD w poszczegdlnych wojewodztwach
w Polsce, wg ktorych potudniowa czes¢ kraju (wojewddztwo podkarpackie,
matopolskie, $wietokrzyskie) wyraznie przoduje w liczbie os6b ze zdiagnozowanag
chorobg. Poniewaz dane te sg standaryzowane ogdlnopolska struktura wieku i pici,
wysokie wspotczynniki nie wynikajg ze struktury demograficznej tego regionu Polski.
Mozna przypuszczaé, iz powodem tego zjawiska jest korzystanie przez pacjentéw
w tych regionach kraju gléwnie ze §wiadczen zdrowotnych w ramach NFZ, ktore sg
rejestrowane. W zamozniejszych regionach Polski oraz w wigkszych miastach, pacjenci
coraz czeSciej korzystaja z prywatnych $wiadczen zdrowotnych, ktére czesto nie sa

rejestrowane 1 uwzgledniane w statystykach.
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Rycina 1. Standaryzowany ogdlnopolska strukturg wieku i ptci wspotezynnik chorobowosci AD oraz
choréb pokrewnych wg wojewodztwa zamieszkania pacjenta (2024 r.)

Zrédto: Raport Narodowego Funduszu Zdrowia. 2024; https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-
dane/zdrowe-dane/raporty/nfz-o0-zdrowiu-choroba-alzheimera-i-choroby-pokrewne (06.11.2025)

Rozréznienie migdzy zmianami o charakterze neuropatologicznym
a klinicznymi symptomami choroby jest trudne do zdiagnozowania. Dlatego termin
,,choroba Alzheimera’’ jest czesto uzywany do opisania dwoch rézniacych si¢ jednostek
chorobowych: modelowych zespotow klinicznych przebiegajacych bez neuropatologii
oraz zmian neuropatologicznych typowych dla AD. Aby lepiej zrozumie¢ chorobe od
strony klinicznej, pomocna wydaje si¢ biologiczna definicja, wedtug ktérej demencja
nie jest chorobg ale zespotem objawoéw spowodowanych innymi chorobami. Diagnoza
nie opiera si¢ wigc tylko na klinicznych objawach, ale koncentruje si¢ w duzej mierze
na diagnostyce za pomoca biomarkero6w u 0sob zyjacych. Biomarkery sg pogrupowane
w te dotyczace odktadania si¢ amyloidu [, patologicznego biatka Tau i

neurodegeneracji [9].

Choroba Alzeimera charakteryzuje si¢ glebokim zaburzeniem funkcji
poznawczych oraz szeregiem zaburzen behawioralnych, psychologicznych,
motorycznych oraz zaburzen nastroju. Demencja od stanu lagodnego przechodzi do
cigzkiej postaci choroby, w ktoérej osoba staje si¢ catkowicie zalezna od innych

w zakresie podstawowych czynnosci zyciowych. U chorych obserwuje si¢ zmiany
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w zachowaniu, zaburzenia widzenia, zaburzenia percepcyjne i wzrokowo-przestrzenne,
jak rowniez postepujace uposledzenie ostatnich wspomnien, rownoczesnie zachowujac
wspomnienia starsze. Badania wykazuja, ze zmiany w modzgu gromadzg si¢ przez
dziesigtki lat przed pojawianiem si¢ pierwszych problemdéw poznawczych, na ktore

obecnie nie ma skutecznej terapii [10-13].

Patogeneza choroby Alzheimera polega na akumulacji nierozpuszczalnych,
zewnatrzkomorkowych blaszek neurytycznych (amyloidowych) z nagromadzonych
peptydow  B-amyloidowych  (AB) oraz  wewnatrzkomérkowych  splatkow
neurofibrylarnych ang. neurofibrillary tangles (NFT) w mozgu, zawierajacych gtownie
wysoce ufosforylowane biatko Tau [1, 4, 14]. Nadmierna i nieprawidtowa fosforylacja
biatka Tau oraz nadmierne odkladanie si¢ AP sa waznymi induktorami
1 biomarkerami. Wymienione zwigzki powoduja stan zapalny uktadu nerwowego, ktory
wpltywa na nieprawidlowy stan funkcjonalny autofagii w tkankach hipokampu.
Prowadzi to do zmniejszenia ilosci potaczen synaptycznych migdzy komorkami

nerwowymi, czego konsekwencja jest obumieranie neuronow [7].

Do genetycznych i $rodowiskowych czynnikow ryzyka otepienia typu
alzheimerowskiego, zalicza si¢ rowniez stan zapalny, stres oksydacyjny, nieprawidlowy
cykl komorkowy, apoptoze [15], a takze deficyt kwasu foliowego lub podwyzszony
poziom homocysteiny, co jest zwigzane ze starzeniem si¢ organizmu [11]. Jednak
patogeneza AD wcigz nie jest do konca jasna. Ostatnie badania wykazaty,
ze neurozapalenie odgrywa istotng rolg w rozwoju choroby Alzheimera, stajac sie

nowym kierunkiem badan i leczenia [16].

Hipoteza kaskady amyloidu-§

Hipoteza kaskady amyloidu sugeruje, ze brak rOwnowagi miedzy wytwarzaniem
a usuwaniem AP jest kluczowym czynnikiem prowadzacym do AD. Pozakomoérkowy
AP stanowi gltowny sktadnik wlokienek amyloidowych wystgpujacych w blaszkach
neurytycznych oraz ztogach naczyniowych pacjentéw. Wiele badan wskazuje, na wazna
role AR w regulowaniu aktywnosci neuronalnej i synaptycznej [17, 18]. Solidne

dowody naukowe wskazuje, ze oligomeryczne formy AP, a nie same blaszki
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amyloidowe, przyczyniaja si¢ do zaburzen synaptycznych i korelujg z utrata potaczen

synaptyczng [1, 19].

Peptyd AP pochodzi z enzymatycznej proteolizy biatka prekursorowego
amyloidu ang. amyloid-beta precursor protein (APP), ktore fizjologicznie odgrywa
wazng role w homeostazie moézgu. Pierwszym szlakiem zaangazowanym
w przetwarzaniec APP jest szlak nicamyloidogenny, w ktorym posredniczy a-sekretaza.
Rozszczepienie APP przez a-sekretaz¢ generuje powstanie rozpuszczalnego peptydu
sAPPa, ktory prawdopodobnie petni funkcje neuroprotekcyjng. Stwierdzono, ze peptyd
ten odgrywa wazng rol¢ w plastycznosci i przezyciu neuronéw oraz w ochronie przed
cytotoksycznoscig. U osob zdrowych proces degradacji APP przebiega gtownie przez
szlak nieamyloidogenny. Natomiast u 0s6b z chorobg Alzheimera dominuje szlak
amyloidogenny, w ktérym udzial biorg [-sekretaza (BACEIl) oraz vy-sekretaze
(kompleks zawierajacy preseniling 1- PSEN 1 i preseniling 2 - PSEN 2) [17, 18, 20].
Szlak nieamyloidogenny oraz amyloidogenny przedstawia rycina nr 2.
BACEIl jest aspartylowg proteazg, enzymem rozszczepiajgcym APP zaro6wno
w miejscach Aspl, jak i Glull, przyczyniajac si¢ do produkcji blaszek B-amyloidu [21],
co czyni go gtdéwnym celem w walce z AD. Badania wskazuja, iz zmiana ekspresji
BACEL i przesuni¢cie miejsca rozszczepienia przez PB-sekretazg¢ z Glull na Aspl
przyczynia si¢ do produkcji AP i tworzenie blaszek neurytycznych [22]. AP jest
produktem dwuetapowej proteolizy APP. Proces ten rozpoczyna BACEI, a konczy vy-
sekretaze [21]. Gamma-sekretaza to kompleks wielobiatkowy sktadajacy si¢ z PSENI
(PS1) lub jego homologu PSEN2 (PS2), odpowiadajacy =za proteolityczne
rozszczepienie APP 1 biatek receptora NOTCH aktywnych w szlaku sygnatowym
Notch. Analizy immunochemiczne wykazaty, ze PS1 i PS2 sa podobne pod wzgledem
wielkosci 1 lokalizacji wewnatrzkomorkowe) —zlokalizowane sa gléwnie w siateczce
srodplazmatycznej oraz kompleksie Golgiego. Najwigkszg immunoreaktywnos$¢ PSI
zaobserwowano w btonie plazmatycznej w regionach kontaktu komorka-komorka, co

wskazuje, ze PS1 jest czasteczka adhezji komorkowej [23].

Li 1 in. (1997) wykazali, ze dziki typ PS1 oraz PS2 sg zlokalizowane
w btonie jadrowej 1 wigzg si¢ z kinetochorami interfazowymi i centrosomami, co moze
$wiadczy¢ o waznej roli jaka odgrywaja w organizacji i segregacji chromosomow [24].

Mutacja w genach PSEN1 i PSEN2 jest najczestszg przyczyng rodzinnej choroby
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Alzheimera ang. Familial Alzheiemr’s disease (FAD), gdyz poprzez zmiang aktywnos$ci
y-sekretazy, zwigksza produkcje wysoce amyloidogennej izoformy Af-42. PSEN1
posredniczy w wiekszo$ci zdarzen proteolitycznych, o czym $wiadczy fakt, iz delecja

PSEN1 u myszy znacznie zmniejsza aktywnos¢ y-sekretazy [25] .

sAPPa sAPPB

A
3 APP P
P oligomery AB blaszki

a-sekretaza P-sekretaza

aureuac'myloidowe
'v-sekretaza e = y-sel(retaz' > . w

C83 (oo 1=

ACD

-

szlak nieamyloidogenny szlak amyloidogenny

Rycina 2. Przetwarzanie biatka prekursorowego amyloidu (APP) w szlaku nieamyloidogennym oraz
amyloidogennym [26]. Modyfikacja wlasna.

Hipoteza bialka Tau

W drugiej hipotezie dotyczacej patogenezy choroby Alzheimera, kluczows role
odgrywa biatko Tau wystepujace gtownie w neuronach, nalezace do rodziny biatek
zasocjowanych z mikrotubulami ang. microtubule associated proteins (MAPS). Biatko
Tau w najwigkszych iloSciach wystepuje w aksonach neuronow, gdzie stabilizuje
mikrotubule i wspomaga ich polimeryzacje poprzez wigzanie z tubuling. Neve i in.
(1986) dokonali identyfikacji ekspresji bialka Tau wykorzystujac do tego celu
bibliotek¢ cDNA ludzkiego mézgu ptodowego. Potwierdzili, iz transkrypty biatka Tau
wykazuja roznice wielko$ci i stopniem ufosforylowania zgodnie z rozwojem i obecne sg
tylko w ludzkim mozgu, w pozostatych tkankach ludzkich nie wystgpuja [27]. Ich
gléwng funkcja jest inicjacja polimeryzacji mikrotubul poprzez wigzanie si¢ do
tubuliny. Proces fosforylacji jest podstawowa formg potranslacyjnej modyfikacji,
zaangazowang w ich regulacje. W biatkach Tau opisano co najmniej 30 miejsc

fosforylacji [28, 29].
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W moézgu dorostego czlowieka biatko Tau wystepuje w 6 izoformach,
wytwarzanych przez alternatywny splicing mRNA. Biatka te sktadaja si¢ od 352 do 441
aminokwasow, a izoformy r6znig si¢ obecnoscig lub brakiem insertow zlokalizowanych
w N-koncu zawierajagcych 29 lub 58 aminokwasow. Dodatkowo w C-koncu
zlokalizowane jest powtdrzenie sktadajace si¢ z 31-aminokwaséw, kodowane przez 10.
ekson genu kodujgcego biatko Tau ang. Microtubule Associated Protein Tau (MAPT),
dajacy poczatek trzem izoformom biatka Tau z 4 powtorzeniami kazda. Pozostate 3
izoformy maja po 3 powtdrzenia. To wlasnie te powtorzenia i niektore sgsiadujace
sekwencje stanowig domeny wigzace mikrotubule. Prawidlowa kora mézgowa zawiera
izoformy 3-powtérzeniowe i 4-powtdrzeniowe na podobnym poziomie [24, 30].
U pacjentdow z chorobg Alzheimera transkrypt biatka Tau w wyniku alternatywnego
splicingu wystepuje w specyficznych izoformach Iaczacych mikrotubule i formujacych

agregaty biatka Tau [31].

Badania nad biatkiem Tau zwigzanym z mikrotubulami w chorobie Alzheimera
wykazaty, ze neuronalny cytoszkielet jest zaburzany i stopniowo zastgpowany przez
sploty sparowanych helis ang. paired helical filaments (PHF) [32]. Sparowane helisy
hiperfosforylowanych bialek Tau powoli zastgpuja neuronalny cytoszkielet
w dotknigtych obszarach moézgu chorych na rézne tautopatologii [33]. W wyniku
hiperfosorylacji 1 aberracyjnego rozszczepiania dochodzi do powstania zwyrodnien
wlokienkowych w neuronach (NFT). W neuronach mikrotubule sg niezbedne do
utrzymania prawidlowej struktury neuronalnej, transportu impulséw nerwowych przez
aksony i plastycznosci neuronalnej. W warunkach fizjologicznych poprawne
funkcjonowanie biatka Tau zapewnia rownowaga migdzy fosorylacja a defosforylacja.
W patogenezie AD nadmierna fosforylacja biatka Tau prowadzi do powstania NFT, co
skutkuje destabilizacjg i $miercia neuronéw [17]. Prawidlowe biatko Tau wigze si¢
z hiperfosforylowanym p-Tau, tworzac duze agregaty wiokienkowe (ryc.3). Co
ciekawe, defosforylacja p-Tau za pomocg fosfatazy alkalicznej, znosi jego zdolnos¢ do

tworzenia agregatow in vitro [32].

Delacourte i in. (2002) postugujac si¢ analizg rozktadu przestrzenno-czasowego

ztogdw AP oraz patologii biatka Tau w sporadycznym AD ang. sporadic Alzheimer’s
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disease (SAD), promuja teze¢ wspoOldziatania efektu agregacji amyloidu

w rozprzestrzenianiu si¢ patologii Tau [34].

fosforylacja Tau

Biatko Tau N-kortiec 4

stabilizowane
mikrotubule

C-koniec —_—E

B-tubulina
a-tubulina

rozmontowanie mikrotubul

Rycina 3. Prawidlowe biatko Tau zapewniajace spdjnos¢ mikrotubul cytoszkieletu neuronéw (A) oraz
fosforylowane biatko Tau destabilizujace strukturg mikrotubul [35]. Modyfikacja wtasna.

1.1.1 Rodzinna posta¢ choroby Alzheimera o wezesnym poczatku

Rodzinna posta¢ choroby Alzheimera ang. familial Alzheimer’s disease (FAD)
stanowi okoto 1-5 % wszystkich przypadkéw. Pierwsze symptomy choroby moga
pojawiac si¢ jeszcze przed 60. rokiem zycia, dlatego nazywana jest tez AD o wezesnym
poczatku ang. early-onset Alzheimer’s disease (EOAD) [36]. Rodzinna postac tej
choroby ma podtoze genetyczne i dziedziczona jest autosomalnie dominujaco. Za jej
rozwdj odpowiada mutacja w jedym z nastepujacych gendéw sprawczych: genie
kodujacym prekursor APy, tj. biatko prekursorowe amyloidu APP, mutacje w genach
PSEN1 i PSEN2 kodujacych preseniling PS1 i preseniling PS2 - katalityczne sktadniki
kompleksu y-sekretazy. Skutki tych mutacji nie ograniczaja si¢ do zmian
w ilosci wytworzonego AP, ale odpowiadajg za utrate funkcji fizjologicznej
I uzyskanie funkcji toksycznej, zwigzanej ze zmienionym przetwarzaniem APP do AP
oraz mechanizmami niezaleznymi od APP takimi jak wadliwa autofagia [11]. Niektore
badania wskazuja, ze poziom autofagii w tkankach hipokampu 0séb z AD jest znacznie
obnizony. Potwierdzono réwniez, ze podczas procesu starzenia moze wystepowac

zwigkszony poziom autofagii, ktora jest indukowana przez zwigkszong ilo$¢
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uposledzonych organelli i bialek w organizmie oraz tworzenie niefunkcjonalnych
pecherzykéw autofagicznych. U zdrowych oséb szybkos$¢ produkcji i usuwania A
wynosi odpowiednio 7,6% 1 8,3% na godzing, a nadmierna akumulacja A w AD moze
by¢ $cisle zwigzana ze zmniejszong szybkoscig jego usuwania [6]. Okolo dwie trzecie
pacjentow z AD to kobiety, co czgsciowo thumaczone jest dtuzsza dlugoscia zycia, ale
réwniez wigkszym ryzykiem genetycznym [8]. Moradifard i in. thumaczy t¢ réznice
zaburzeniami mitochondrialnymi i endokrynologicznymi, w przypadku ktorych zwigzki
estrogenowe 1 terapia hormonalna odgrywaja rol¢ ochronng przed toksyczno$cig
beta-amyloidu. W swojej metaanalizie zidentyfikowal ponad sto gendéw, ktore ulegaja
specyficznej ekspresji u mezczyzn i kobiet. Moze by¢ to zwigzane z réznymi szlakami
kontrolowanymi przez geny specyficzne dla kobiet, odgrywajace wazna role w chorobie

Alzheimera [14].

1.1.2 Sporadyczna posta¢ choroby Alzheimera o p6Znym poczatku

Sporadyczna posta¢ AD ang. sporadic Alzheimer’s disease (SAD) stanowi okoto
95% wszystkich przypadkow, a objawy pojawiaja si¢ po 65. roku zycia, dlatego
nazywana jest AD o pdznym poczatku ang. late-onset Alzheimer’s disease (LOAD).
Wspotczynnik zapadalno$ci na AD wzrasta wraz z wiekiem, a wyrazny, nawet
15-krotny wzrost czestosci wystgpowania, obserwujemy migdzy 60. a 85. rokiem Zycia
[37, 38].Widoczna tendencja wzrostowa w przedziale wiekowym 75-84 oraz przewaga
zapadalno$ci kobiet nad mezczyznami przedstawiona na wykresie nr 4, jest doskonatym

potwierdzeniem badan zalezno$ci zachorowania na AD od wieku i pfci.
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Wykres 4. Liczba 0s6b chorych na chorobe Alzheimera lub choroby pokrewne wg pitci i wieku
w Polsce(2024r.)

Zrédto: Raport Narodowego Funduszu Zdrowia.2024; https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-
dane/zdrowe-dane/raporty/nfz-o-zdrowiu-choroba-alzheimera-i-choroby-pokrewne (06.11.2025)

SAD wigze si¢ z polimorfizmem w genie APOE kodujagcym apolipoproteing E
(Apo-E). Dwa polimorfizmy nukleotydowe SNP w pozycji rs429358 i rs7412
warunkujg istnienie trzech alleli genu APOE, zlokalizowane na chromosomie 19g13.2:
€2, €3 lub &4 [38]. Trzy formy alleli (€2, €3, €4) genu APOE koduja izoformy biatka
Apo-E2, Apo-E3 i Apo-E4. Jedna z nich, Apo-E4, jest silnie zwigzana ze zwigkszonym
ryzykiem AD zarowno u homozygot, jak i heterozygot. Natomiast Apo-E3 jest
najczesciej wystepujaca izoforma tej lipoproteiny w mozgu. Apolipoproteina E,
odgrywa wazng role w metabolizmie lipoprotein i homeostazie cholesterolu
w mozgu. Niektore izoformy ApoE maja dziatanie neurotoksyczne, gdyz odpowiadajg
za nieprawidlowy metabolizm cholesterolu, przyczyniajac si¢ do uposledzonej
redystrybucji lipidow i cholesterolu, co moze wplywac na plastyczno$¢ neuronalng [11,
39-42]. W szczegdlnosci Apo-E4 promuje odkladanie si¢ p-amyloidu, poprzez
utatwianie przeksztatcania biatka APP do formy wioknistej oraz poprzez hamowanie
usuwania AP [40]. Allel €4 genu APOE, kodujac biatko bezposrednio wilaczone
w regulacje 1 modulacje¢ rozkladu cholesterolu w neuronach, odpowiada za
predyspozycje do AD, czego potwierdzeniem jest obecno$¢ biatka Apo-E zarowno
w blaszkach starczych, jak i wewnatrzkomorkowych splatkach neurofibrylarnych (NFT)
[41]. Pojedynczy allel €4 genu APOE ws$rod pacjentow z SAD zwigksza
prawdopodobiefstwo wystapienia choroby prawie czterokrotnie a zwigzek ten jest
wyrazniejszy u kobiet. Dodatkowo zaobserwowano wczesniejsze objawy chorobowe

wsrdd nosicieli przynajmniej jednego allelu e4. Homozygotyczno$¢ allelu €4 zwigksza
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ryzyko prawie 13-krotnie w poroéwnaniu z osobami bez tej wersji allelu. Nalezy
pamigta¢ rowniez, ze wptyw allelu €4 jest najsilniejszy miedzy 65. a 79. rokiem zycia,

a nastepnie stabnie z wiekiem [43-45].

Badania  kohortowe  przeprowadzone na  amerykanskich  pacjentach
z potwierdzong choroba AD oraz w grupie kontrolnej wskazuja, ze homozygotycznosé
APOE &2 jest zwigzana ze znacznie nizszym ryzykiem rozwoju choroby Alzheimera niz
homozygotycznos¢ APOE €3 i genotypem £2/e3. Homozygotyczno$¢ APOE €2 wigzata
si¢, rowniez ze znacznie tagodniejszymi objawami AD [46]. Okazuje sig,
ze rasa ma takze istotny wplyw na ryzyko AD zwigzane z APOE. Nosiciele APOE &4
pochodzenia afroamerykanskiego i1 latynoskiego maja nizsze ryzyko choroby AD niz
biali nosiciele APOE €4, a nosiciele azjatyccy (tj. japonscy) maja najwyzszy iloraz
szans zachorowania. To wskazuje, ze zmienno$¢ genetyczna specyficzna dla populacji
w obrgbie genu APOE moze mie¢ wickszy wpltyw niz ogodlna zmienno$¢ genetyczna
w genomie [47]. W zdrowym mozgu gtdéwnym zréodtem ApoE sg astrocyty, natomiast
w czasie choroby wokot blaszek p-amyloidowych tworza si¢ reaktywne formy
astrocytow, ktore sg pozbawione ApoE. Bogatym zrédtem ApoE w czasie choroby jest
natomiast mikroglej wystepujacy wokot blaszek [46]. Warto podkresli¢, ze sam fenotyp
ApoE4 nie jest wystarczajacy do wywotania choroby. Pomimo pewnych dodatkowych
gendw ryzyka zidentyfikowanych w badaniach asocjacyjnych catego genomu, same

czynniki genetyczne nie moga wyjasni¢ pdznego wystapienia AD [11, 42].

Obecnie coraz czgsciej z chorobg Alzheimera kojarzony jest rowniez gen enzymu
konwertujgcego angiotensyne ang. angiotensin-converting enzyme gene (ACE), ktory
odpowiada za konwersj¢ angiotensyny I (Ang I) w aktywny fizjologicznie peptyd
angiotensyne II (Ang II) zwezajacy naczynia krwionosne. Odgrywa on istotng rolg
w utrzymaniu odpowiedniego ci$nienia krwi oraz homeostazy sodowej w krwi 1 ptynach
ustrojowych, rozwoju patologii naczyniowej i wrodzonej odpornos$ci. Jest centralnym
sktadnikiem uktadu renina-angiotensyna. Angiotensyna Il wchodzi w szerokie
interakcje z innymi uktadami odpowiedzialnymi za kontrole ci$nienia krwi, m.in.
uktadem wspotczulnym [48, 49]. Gen ACE zlokalizowany jest na chromosomie 17923.3
i sktada si¢ z 26 eksonow i 25 intronéw. Badania asocjacji genetycznej ang. Genome-
Wide Association Studies (GWAS) przeprowadzone przez Kehoe i in., potwierdzity

znaczenie zmiennosci w obrebie genu ACE w degradacji peptydu AP w mozgu.
23



Metaanaliza polimorfizmu insercyjno-delecyjnego (indel) typu Alu w obrgbie genu
ACE wykazata istotng zalezno$¢ allelu insercyjnego (I) na czegstos¢ wystepowania AD
[50]. Obecnos¢ lub brak fragmentu liczacego 267 pz w DNA genu ACE wplywa na
polimorfizm indel, ktéry jest Scisle zwigzany z poziomem i aktywnoscia ACE w AD
[51]. Allel I oraz genotyp I/D sa zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem choroby,
natomiast genotyp D/D ze zmniejszonym jej ryzykiem. Mozliwo$¢ stosowania
inhibitorow ACE celem opdznienia zmian funkcji poznawczych, jest zalezne w duzej

mierze od genotypu genu ACE wsrod pacjentow [51, 52].

Polimorfizm indel w genie ACE zostal wigc uznany za kandydata na predyktora
podatno$ci na AD. Osoby ze zdiagnozowanym otgpieniem alzheimerowskim moga
wykazywac¢ nizsza aktywno$s¢ ACE w plynie moézgowo-rdzeniowym w pordwnaniu
z grupg osob zdrowych dobranych pod wzgledem pfci i wieku [51, 53, 54]. Inne badania
wskazuja, na zwigkszong aktywnos¢ ACE w kilku obszarach mozgu pacjentow
umierajagcych na chorobe Alzheimera. Aktywno$¢ enzymu byla podwyzszona
w hipokampie przySrodkowym 1 zakrecie parahipokampowym, w korze czolowej

i jadrze ogoniastym [55].

1.1.3 Sposoby diagnozowania i leczenia choroby Alzheimera

Ostatnie badania wskazuja, ze patogeneza AD wyprzedza wystapienie otgpienia,
a nawet niewielkich deficytéw poznawczych o 10 do 20 lat. Podstawowe procesy, ktore
wptywaja na neurodegeneracj¢ rozwijaja si¢ powoli, od stadium ,,niemego” klinicznie,
przechodzac do stadium prodromalnego z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi ang.
mild cognitive impairment (MCI), do demencji. Uwaza si¢, Zze znaczna czes¢ uszkodzen
jest nieodwracalna w momencie wystgpienia otgpienia, co ogranicza potencjalny wpltyw
terapii [56]. Identyfikacja pacjentoéw z MCI, u ktérych moze doj$¢ do rozwoju AD
(MCI-AD) ma dzi$ kluczowe znaczenie. W niektorych przypadkach (od 12% do 20%
rocznie) u pacjentow z MCI rozwija si¢ zespol otepienny, podczas gdy w innych
przypadkach pacjenci pozostaja stabilni przez wiele lat lub nawet objawy tagodnych
zaburzen poznawczych cofajg si¢ [57]. W zwigzku z tym, ogromny nacisk ktadzie si¢ na
wdrozenie terapii we wczesniejszych stadiach choroby, dajacych lepsza szanse na
skuteczne leczenie 1 zachowanie funkcji poznawczych. Identyfikacja oséb w

prodromalnych stadiach AD pozostaje gldownym wyzwaniem, poniewaz obecne metody
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diagnostyczne albo nie sg w stanie doktadnie odr6zni¢ wczesnych stadiow choroby od
deficytow poznawczych zwigzanych z wiekiem, albo sg niepraktyczne w powszechnym
zastosowaniu [56].

W ostatnich latach opracowano specyficzne kryteria w celu okreslenia stanu
MCI, u podstaw ktérych lezy patologiczna amyloidoza mozgu. Pacjentow z MCI,
u ktorych istnieje duze prawdopodobienstwo rozwoju choroby, nalezy uzna¢ za osoby
w stanie przed demencja, zaktadajac, ze z czasem przejda do w peini rozwinigtej formy
AD [58]. Podczas rozwoju otepienia alzheimerowskiego dochodzi do szeregu
postepujacych zmian na poziomie komoérkowym, biochemicznym i klinicznym co

zostato przedstawione schematycznie na rycinie nr 4.
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Rycina 4. Schemat hipotetycznych postgpujacych zmian na poziomie biochemicznym, komoérkowym
i klinicznym [58] . Modyfikacja wiasna

Postgp choroby od fazy biochemicznej (linia niebieska), przez komoérkowa (linia zielona) do fazy
klinicznej (linia czerwona). Wszystkie fazy najbardziej widoczne po przekroczeniu punktu granicznego
tj. fagodnego uposledzenia funkcji poznawczych MCI.

Obecnie rozpoznanie AD opiera si¢ glownie na ocenie neuropsychologicznej,
badaniu ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR) lub obrazowaniu pozytonowej tomografii

emisyjnej ang. positron emission tomography (PET) w celu okreslenia patologicznych
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markeré6w amyloidu B lub biatka Tau [13]. W ocenie neuropsychologicznej bardzo
pomocny 1 najczeSciej stosowany jest test przesiewowy Krotka Skala Zaburzen
Poznawczych ang. Mini Mental State Examination (MMSE), ktory pozwala skutecznie
odrozni¢ pacjentéw z uposledzeniem funkcji poznawczych od zdrowych oséb.
Wielokrotne powtarzanie testu MMSE pozwala zmierzy¢ poziom zmian w stanie
poznawczym. Narzgdzie to opiera si¢ w duzej mierze na odpowiedziach werbalnych,
czytaniu oraz pisaniu, dlatego ma liczne ograniczenia i nie moze by¢ podstawag
diagnozowania upo$ledzenia funkcji poznawczych [59]. Maksymalny wynik, jaki

mozna uzyskac w tescie to 30 punktow.

—  27-30 to wynik prawidlowy

— 24-26 wskazuje na zaburzenia poznawcze bez otgpienia
— 19-23 wskazuje otepienie lekkiego stopnia

— 11-18 okresla otepienie $redniego stopnia

— 0-10 pozwala zdiagnozowac¢ otepienie glebokie

W celu pelnej diagnostyki nalezy wykona¢ badania biochemiczne PMR,
surowicy oraz badania neuroobrazowe: tomografie komputerowa ang. computed
tomography (CT), rezonans magnetyczny ang. magnetic resonance imaging (MRI) oraz
pozytronowa tomografi¢ emisyjng (PET). Biomarkery PMR— amyloid B (A), catkowite
biatko Tau (t-tau) i fosforylowane biatko Tau (p-Tau) oraz obrazowanie PET moga
wskazywa¢ na dysfunkcje synaptyczng w moézgu. Zyskaty one na znaczeniu, jednak
badania PMR i PET sg dalekie od standardowych testow. Wysoki koszt, inwazyjno$¢
lub niewystarczajgca dostepno$¢ mogg ogranicza¢ ich zastosowania [60]. Dlatego

naukowcy od wielu lat badajg mozliwosci wykorzystywania biomarkerow krwi.

Biomarkery krwi wykorzystywane w diagnostyce choroby Alzheimera mozna
podzieli¢ na trzy kategorie:
e zwigzane z patologig amyloidu w mézgu (APi1-401 APi1-42),
e okresSlajgce stopien neurodegeneracji tj. calkowite biatko Tau (h-Tau) i lekki
tancuch neurofilamentéw ang. neurofilament light polypeptide (NfL)
e wskazujace na patologi¢ biatka Tau (p-Tau 181, p-Tau 231 i p-Tau 217).
Stezenia tych biomarkeréw w osoczu roznig si¢ w zaleznosci od stadium choroby.
Podczas rozwoju choroby poziom biomarkerow Afi42 1 stosunek APi-a20

w osoczu spada. Nizszy poziom amyloidu  wskazuje na wysoki stopien obcigzenia
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blaszkami starczymi, co potwierdzaja skany PET oraz na znaczny spadek funkcji
poznawczych [61]. Biatko NfL mozna wykry¢ we krwi i wykorzysta¢ do §ledzenia
uszkodzen neurondow w chorobach neurologicznych na poczatku objawow, czyli okoto
10 lat po wykryciu nieprawidlowosci w odktadaniu si¢ amyloidu za pomocg PET lub

obnizonego poziomu AP 1-42140 W PMR [62].

Modelowanie zmian poziomu biomarkeréw w osoczu podczas catego spektrum
choroby Alzheimera, wykazuje znaczacy wzrost p-Tau 217, nieco wolniejszy wzrost
p-Tau 181 oraz spadek APi.a2 i APiaz40 [61]. Badanie przeprowadzono na trzech
grupach klinicznych: osoby bez podejrzenia AD, pacjenci z fagodnymi zaburzeniami
poznawczymi (MCI) i pacjenci z AD. Wyniki zostaly potwierdzone testami markerow
PMR i obrazowaniem neuropatologicznym przy uzyciu PET. Moscoso i in. przez trzy
lata badali zmiany poziomu p-Tau 181 w osoczu przy uzyciu monoklonalnego
przeciwciala myszy AT270. Przeciwciatlo to jest specyficzne dla fosforylowanej
treoniny 181 1 wychwytuje biatko p-Tau 181. Wyniki badan PET wykazaly, ze poziom
biatka p-Tau 181 w osoczu wigze si¢ z obecnoscig rozleglej patologii amyloidu-
i agregacja typowego dla AD bialka h-Tau. Zwigzek migdzy poziomem p-Tau 181
w osoczu, a odktadaniem si¢ B-amyloidu w mozgu jest silniejszy w MCI niz w AD [63].
Ponadto osoby z patologiag P-amyloidu, ktére byly nosicielami allelu APOE4,
wykazywaty wyzszy poziom p-Tau 181 oraz p-Tau 217 w osoczu, natomiast st¢Zenie
AP 142140, h-Tau i Nfl nie wykazywaly réznic. Stgzenie p-Tau 217 w o0soczu jest
najwyzsze wsrod markeréw diagnostycznych, co czyni go bardziej czulym markerem
niz p-Tau 181, co potwierdzajg testy PET [64]. Biatka obecne w mézgu oraz ptynie
moézgowo-rdzeniowym przenikaja przez barier¢ krew-mozg i1 przechodza do krwi, gdzie
ulegaja rozcienczeniu z innymi biatkami. We krwi mozna wykry¢ biatka zwigzane
z OUN. Problemem sg ich mate iloSci oraz zmiany i1 ekspresja obwodowa, ktore
utrudniajg pomiar tych markeréw z krwi. Bialka p-Tau 181 pozwalaja wyrdznicé
z duza doktadnosciag pacjentéw AD od pozostalych tautopatologii. Nie stwierdzono
korelacji pomigdzy osoczowym h-Tau a kragzacym w ptynie mozgowo-rdzeniowym,
natomiast stwierdzono jg w przypadku p-Tau. Dynamika zmian p-Tau 217 jest wigksza
niz p-Tau 181. Wynik p-Tau ulega zmianie pod wplywem agregacji biatka
1 pokazuja nieprawidlowos$ci w metabolizmie, ktory zwigzany jest z patologia AP
w mozgu [62]. Doktadny podziatl biomarkerow z krwi stosowany do diagnostyki AD

przedstawia tabela nr 1.
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Tabela 1. Biomarkery diagnostyczne w chorobie Alzheimera z krwi

Biomarker Znaczenie w AD Zmiana w krwi pacjenta z AD
AB1s Rozroznienie migdzy [Konsekwentnie zmniejsza si¢
AD, tagodnymi zardwno we krwi, jak i w ptynie
zaburzeniami mozgowo-rdzeniowym. Zmniejszenie
pOZnaWCZymi(MCl), poziomu ABl—42 1 stosunku AB1_42/40
przedklinicznym AD  sugeruje wysoki stopien obcigzenia
oraz kontrola. blaszkami starczymi, co potwierdzaja
skany PET, i znaczny spadek funkcji
Rozroznienie choroby [poznawczych [61, 65].
Patologia AD od innych chpréb
amyloidu heurodegeneracyjnych
APia0 Niejednoznaczne
wyniki dla samego
A B1.40, StOSUnek
AB1.42140 moZe by¢
lepszym biomarkerem
niz sam A4
Rozréznienie migdzy [Podwyzszone stezenie hTtau
Calkowite [AD, W osoczu pacjentow z AD
bialko Tau [tagodnych zaburzen  [w poréwnaniu z pacjentami grupy
(hTau) poznawczych (MCI)  [kontrolnej i pacjentami z MCI [65].
oraz kontrolg.
Stopien Rozroznienie Biatka tancucha lekkiego
neurodegeneracji Lancuchy  [pomigdzy AD neurofilamentow (NfL) §ledzg poziom
lekkie A kontrola;brak uszkodzen neurondow, mozna je
neurofilament [rozr6znienia AD od  [wykry¢ we krwi dopiero po
-tow NfLL  [innych chorob wystgpieniu objawoéw choroby
heurodegeneracyjnych [Alzheimera, co nastepuje 10 lat po
wykryciu nieprawidtlowosci w
Przydatne w ocenie odktadaniu si¢ amyloidu za pomocg
uszkodzonych PET lub obnizonego poziomu AP 4240
neuronow. w ptynie mézgowo-rdzeniowym [62].
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Zmiany w poziomach biomarkerow w

p-Tau 181 |Rozrdznienie surowicy u pacjentow z chorobg AD.
pomigdzy AD Znaczacy wzrost poziomu p-Tau 217,
a kontrola. nieco wolniejszy wzrost p-Tau 181

p-Tau 217 przy jednoczesnym spadku AB;.4,
p-Tau 181 i p-Tau 231 |i stosunku ABy_sp0 [61].
odroznia AD od

p-Tau 231  finnych chor6b Osoby z patologia f-amyloidu, bedace

neurodegeneracyjnych osicielami allelu APOE4, wykazuja
Wyzsze poziomy p-Taul8l

i p-Tau217 w osoczu, ale podobne
stezenia A 40140, NTau i NfL [64] .

Korelacja migdzy poziomem pTau
181 w osoczu a obecnoscig rozleglej
patologii amyloidu-B, a takze
agregacja biatka hTau typowa dla AD
W badaniu PET, jest oczywista.
Zwigzek migdzy poziomami p-Tau
181 w osoczu a odktadaniem si¢ B-
amyloidu w mozgu jest silniejszy W
IMCI niz w AD [63].

Patologia biatka
Tau

Poziomy p-Tau-231 wzrastaja
bardziej specyficznie w chorobie AD
niz w innych chorobach
neurodegeneracyjnych [65].

Skroty: AD-Alzheimer disease; MCI- Mild Cognitive Impairment; AB 1.4, - amyloid B (1-42); AP 14 -
amyloid B (1-40); h-Tau- catkowite biatko Tau; p-Tau (181, 231,217)- fosforylowane biaka Tau;
NfL- fancuchy lekkie neurofilamentow
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Obecnie najbardziej powszechng 1 najczesciej stosowang skala diagnostyczng
wykorzystujacg parametry biomarkeréw z plynu moézgowo-rdzeniowego, jest skala
Erlangen zaproponowana przez P. Lewczuk. Jest to prosty algorytm pozwalajacy na
jednoczesng interpretacj¢ wszystkich ocenianych biomarkerow w PMR. Umozliwia
kategoryzacj¢ wynikOw na podstawie roznych stopni i wzorcéw wynikow
patologicznych. Punktacja Erlangen opiera si¢ na 5 stopniach od 0 do 4, gdzie 0 to brak
zmian patologicznych, a 4 okresla prawdopodobienstwo choroby AD. Tabela nr 2
przedstawia algorytm Erlangen pozwalajgcy na prosta i szybkg interpretacj¢ wynikow

oraz oceng ryzyka rozwoju demencji w przebiegu Alzheimera [66].

Tabela 2. Skala Erlangen diagnozujaca chorobe Alzheimera. Zmodyfikowano na podstawie [67]

Ap w normie (0) A w strefie AP poziom
granicznej (+1) patologiczny (+2)
Tau/pTau w normie (0) 0 1 2
Tau/pTau w strefie 1 2 3
granicznej (+1)
Tau/pTau poziom 2 3 4
patologiczny (+2)

Skroty: Tau-biatko Tau; pTau- fosforylowane biako Tau; AB-amyloid

Algorytm skali Erlangen poza warto$ciami patologicznymi podstawowych
biomarkerow (spadek biomarkerow AP ;.42 lub AB 142/ AP 1.40, WZrost poziomu h-Tau i/lub
p-Tau), bierze pod uwagg ich graniczne st¢zenie w tzw. szarej strefie stanowiacej 10%
wartosci  patologicznego biomarkera. Dokladna interpretacja skali Erlangen

wg. P. Lewczuk [67] opisana zostata w tabeli nr 3.
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Tabela 3. Interpretacja skali Erlangen.Zmodyfikowano na podstawie [67]

Klasa Interpretacja Wartosci biomarkerow
0 Brak neurochemicznych | Stezenie wszystkich biomarkeréw w zakresie normy
dowodéw AD
Stezenie jednego z biomarkerow grupy amyloidow lub
biatek Tau miesci si¢ w zakresie szarej strefy | stezenie
1 Mato praWdOpOdObna AB 1-42, lwartos’c’ AB 1-40/ AB 140 lub 1 stqunie h-Tau lub
choroba AD b t-Tau 15,
Stezenie jednego z biomarkerow grupy amyloidow lub
biatek Tau wykracza poza punkt cut-off wskazujacy na
warto$¢ patologiczng.
5 Moszliwa choroba AD Stezenie jednego z biomarkeréw grupy amyloidow oraz
bialek tau miesci si¢ w zakresie szarej strefy | stezenie
AB 142, |warto$¢ AP 1.4/ AP 140 lub 7 stezenie h-Tau lub
Tp-Taug
Stezenie jednego z biomarker6w w zakresie warto$ci
patologicznych oraz stezenie drugiego miesci si¢
3 Mozliwa choroba AD | o\ recie szarej strefy.
Stezenie markerow z obu grup tj. biatek amyloidu oraz Tau
Wwykracza poza punkt cut-off wskazujacy na wartos¢
4 Prawdopodobna choroba hatologiczna.
AD

Skroty: AP 142 - amyloid B (1-42); AP 1.40 - amyloid B (1-40); h-Tau- catkowite biatko Tau; p-Tau 181-
fosforylowane biako Tau
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Badania markeréw krwi daja obiecujace wyniki w diagnozowaniu AD, jednak
problem wczesnej diagnozy nadal istnieje. Wazne jest, aby zauwazy¢, ze podwyzszone
poziomy p-Taul8l, p-Tau2l7 Ilub p-Tau231 sa skoreclowane =z patologiami
amyloidowymi i powstawaniem NFT w moézgu. Najbardziej uzyteczne biomarkery to
te, ktore uczestnicza w wielu procesach regulacyjnych w moézgu oraz sygnalizacji
neuropatologicznej. Moga one wskazywa¢ na chorobe Alzheimera jeszcze przed

wystgpieniem jakichkolwiek zmian neuropatologicznych [12].

MikroRNA (miRNA, miR) to potencjalne biomarkery, ktore moga
odzwierciedla¢ zmiany homeostazy komoérkowej 1 wskazywa¢ na obecnos$¢ wielu
patologii [68]. Badania wykazaty, ze poziomy poszczegdlnych miRNA zmieniajg si¢
podczas rozwoju 1 roznicowania neurondw w mozgu cztowieka oraz podczas starzenia
si¢ osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), przy czym zmiany te sg bardziej widoczne
w petnoobjawowej chorobie Alzheimera niz w tagodnych zaburzeniach poznawczych
[12, 69]. W swojej metaanalizie Moradifard zbadal i przeanalizowal miRNA
zaangazowane w AD, ich geny docelowe, interakcje mRNA-miRNA miedzy nimi
i szlaki sygnatlowe. Porownat zbior danych mikromacierzy z profilami ekspresji miRNA
z roznych obszarow moézgu. Wykazal, ze w AD liczne miRNA wykazujg zré6znicowang
ekspresje, obnizong albo podwyzszong. Ponadto zidentyfikowat on powigzania miedzy
poszczegdlnymi genami i szlakami zwigzanymi z AD, w tym interakcje ze szlakiem
receptora macierzy zewnatrzkomorkowej ang. extracellular matrix (ECM)
1 czasteczkami adhezji komorkowej ang. cell adhesion molecules (CAM). Szlaki te sa
kluczowe dla rozwoju neurondéw, aktywno$ci synaptycznej, tworzenia polaczen
Synaptycznych i integralnosci bariery krew-mozg [14]. Poziomy miRNA moga si¢
rézni¢ u pacjentdw na roznych etapach choroby Alzheimera. Dlatego miRNA maja
duzy potencjal jako biomarkery diagnostyczne i1 prognostyczne. Co istotne, miRNA
mozna izolowaé¢ z krwi lub innych pltynow ustrojowych, co czyni ich wykorzystanie
mniej inwazyjnym i mniej kosztownym w poréwnaniu do biomarkeréw wymagajacych
pobrania ptynu mézgowo-rdzeniowego. Dzigki temu miRNA moga stanowi¢ przelom

w ultra wczesnej diagnostyce choroby Alzheimera.

Na chwil¢ obecng nie ma skutecznych lekow odwracajacych patologiczny
proces AD. W Europie stosuje sie leki, ktore pozwalaja tagodzi¢ objawy zwigzane

z zanikiem pamigci, myS$lenia 1 zachowania, jednak nie spowalniajg proceséOw
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otepiennych. Do obecnie zatwierdzonych i dostepnych metod leczenia objawow
zwigzanych z tagodna i umiarkowang postacig choroby Alzheimera zaliczamy:
= Inhibitory cholinoesterazy tj. donepezil, rywastygmina i galantamina, ktore
w wyniku wigzania z enzymem acetylocholinoesterazy, nasilajg przekazywanie
sygnatow miedzy komorkami mézgowymi. Ta metoda leczenia przyczynia sie
do zlagodzenia objawdéw zwigzanych z pamigciag w AD.
= Antagonisci receptora NMDA tj. memantyna, ktora zmniejsza nieprawidtowsg
aktywno$¢ komoérek moézgowych poprzez blokowanie przepltywu pradu przez
receptory NMDA na ich powierzchni. Leki z tej grupy tagodza objawy
behawioralne i poznawcze w AD [70].

Trwaja liczne badania kliniczne nad lekami na AD oraz innymi demencjami.
Wigkszos$¢ badan klinicznych skupita si¢ na modulacji powstawania amyloidu-f (ABao
i ABs2) w AD, w tym na lekach terapeutycznych ukierunkowanych na zmniejszenie
gromadzenia si¢ peptydu APi-sz2, hamowanie enzymow (B-sekretaza i y-sekretaza)
nieprawidlowo rozszczepiajacych biatko APP. Niektore badania skupiaja si¢ nad
przeciwcialami monoklonalnymi anty-Ap, ktore s3 skierowane przeciw toksycznemu
amyloidowi. Niestety w wigkszosci badan klinicznych leki te nie osiagnety
oczekiwanych wynikéw. Dlatego istnieje pilna potrzeba opracowania prostszej, tanszej

i specyficznej metody badawczej [71].

Obecnie ciekawym obszarem badan nad nowymi metodami leczenia choroby
Alzheimera jest immunoterapia, ktorej celem jest redukcja patologicznych uszkodzen,
spowolnienie oraz odwrdcenie powstatych zmian w sferze poznawczej. Pacjent
poddany immunoterapii przyjmuje fragmenty peptydu Ap skoniugowane z adiuwantem
stymulujacym odpowiedZ immunologiczng organizmu. Dziatanie takie ma na celu
pobudzenie produkcji przeciwcial anty-AP, ktore bylyby w stanie usung¢ plytki
amyloidowe. Niestety zarowno aktywna, jak i bierna immunoterapia sg jeszcze w toku
badan klinicznych. Jedna z badanych szczepionek liposomowych ACI-24, ma na celu
wywotanie odpowiedzi przeciwcial przeciwko zagregowanym AP bez angazowania
prozapalnych komoérek T. Szczepionka ACI-24 jest w badaniach klinicznych 11 fazy
[70, 72]. Bardzo obiecujaca jest szczepionka CAD106, ktora pobudza odpowiedz
immunologiczng nosicieli homozygoty Apo-E4 w wieku pomigdzy 60. a 75. rz.,

z prawidtowymi funkcjami poznawczymi [73].
33



Prowadzone s3 réwniez badania nad bierng formg immunoterapii z uzyciem
przeciwcial skierowanych na roézne formy amyloidu-B. Przykladem moze by¢
humanizowane przeciwciatlo monoklonalne BAN2401 zwane rowniez Lecanemab,
bedace w III fazie badan klinicznych, ktore atakuje rozpuszczalne protofibryle AP,
wykazujace najwyzsza neurotoksycznos$¢ [70, 74]. W III fazie badan klinicznych jest
rébwniez gantenerumab, w peini ludzkie przeciwcialo monoklonalne podawane
podskornie, ktore wykazuje wysoka powinowato$¢ do sfaldowanych w fibryle form A,
zarowno w regionie N-koncowym, jak i srodkowym [75]. Natomiast badany w 111 fazie
solanezumab skierowany przeciwko AP oraz krenezumab nie wykazaly efektu
modyfikujacego przebieg choroby [76, 77]. Prowadzone sa rowniez badania nad bierng
immunoterapiag ~ wczesnego stadium AD przy wykorzystaniu  przeciwciala
monoklonalnego GSK4527226 zwanego rowniez AL101, ktore jest w II fazie badan
klinicznych. Poprzez oddzialywanie z receptorem sortiling reguluje poziom
progranuliny, czyli bialka zaangazowanego w prawidlowy rozwdj i funkcjonowanie
komorek mozgowych i redukcj¢ neurozapalenia w chorobie Alzheimera [70, 78]. Innym
kierunkiem badan sg leki przeciwhistaminowe np Latrepirdyna, ktéra ma wptyw na
budowg i funkcje mitochondriow oraz chroni przed apoptoza indukowana przez AP
[79].

Postgp w badaniach nad biomarkerami i terapiami choroby Alzheimera jest
widoczny, jednak nadal brakuje skutecznej i dostgpnej metody wczesnego jej
wykrywania oraz leczenia. MiRNA 1 nowoczesne immunoterapie stanowig kierunki
o ogromnym potencjale. W polaczeniu z oceng biomarkerow osoczowych (p-Tau, AB,
NfL) moga stanowi¢ podstawe spersonalizowanej diagnostyki 1 terapii AD

w przyszlosci.
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1.2 MikroRNA i ich rola w ekspresji genow

1.2.1 Biogeneza mikroRNA

Pierwsza  zidentyfikowang czasteczkg mikroRNA  (miRNA), ktora
zrewolucjonizowala dziedzing biologii molekularnej, byt lin-4, odkryty w 1993 r.
u Caenorhabditis elegans przez grupe Ambros i Ruvkun. Kilka lat wczeéniej badacze
z laboratorium Horvitza stwierdzili, iz lin-4 jest genem regulujgcym wzrost 1 10zwdj
larw C. elegans. Ambros i Ruvkun, po opuszczeniu grupy Horvitza, kontynuowali
swoje badania nad lin-4 i lin-14 odkrywajac, ze lin-4 nie koduje biatka, lecz jest matym,
nickodujacym RNA. Ponadto region niekodujagcy 3’UTR genu lin-14 jest
komplementarny do lin-4, ktory bierze udziat w potranskrypcyjnej regulacji lin-14 [80].

MiRNA to mate niekodujace czasteczki RNA o dlugosci okoto 22 nukleotydow,
ktore biorg udzial w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw u eukariotow. Geny
kodujace miRNA dzigki analizom molekularnym zidentyfikowano u roslin oraz
zwierzat [81]. Ponad potowa zidentyfikowanych miRNA jest wewnatrzgenowa
1 przetwarzana z intronéw oraz niewielkiej liczby eksonow gendow kodujacych bialka.
Pozostatle geny miRNA s3 miedzygenowe lub antysensowne 1 posiadajg wilasne
promotory [82]. Wykazano, ze geny miRNA znajdujgce si¢ w intronach pre-mRNA
maja taka samga orientacje. Sugeruje si¢, ze profil ekspresji miRNA specyficzny dla
danej tkanki odpowiada profilowi ekspresji mMRNA tej tkanki [83].

Te jednoniciowe kwasy nukleinowe s3 transkrybowane przez polimeraze RNA
Il lub 111 (RNA Pol II, RNA Pol III). MiRNA pochodzg z diugich transkryptow o
czesciowo dwuniciowe] strukturze, zwanych pierwotnym miRNA (pri-miRNA).
Transkrypty pri-miRNA tworzg specyficzne struktury drugorz¢gdowe w ksztalcie spinki
do wilosow, ktore w wyniku licznych procesow formuja dojrzaty, 22-nukleotydowy
MIRNA. Pri-miRNA sg transkrybowane przez polimerazg¢ RNA II, do ktérej maja
szczegdlne powinowactwo. W jadrze komoérkowym pri-miRNA jest rozpoznawane
przez biatko Pasha, partnera RNAazy typu III [20, 84]. Pri-miRNA przechodzi przez
dwa etapy modyfikacji endonukleaza, zanim stanie si¢ dojrzatym i aktywnym miRNA.

Pierwszy etap przeprowadza enzym Drosha, ktorego aktywno$¢ zalezy od obecnos$ci

35



biatka wigzacego RNA ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCRS8) [85].
Drosha rozszczepia struktur¢ w ksztalcie spinki do wlosow w miejscach blisko
podstawy petli trzonu, formujac pre-miRNA, zawierajacy 60-70 nukleotydow oraz
fosforan 5' i 2-nukleotydowy wystajacy koniec 3'. Ta specyficznos¢ dziatania enzymu
Drosha w procesie rozszczepienia RNA, determinuje dojrzata sekwencje miRNA i

dostarcza substratu dla pdzniejszych etapéw przetwarzania [86].

Nastepnie pre-miRNA jest eksportowane z jagdra komédrkowego do cytoplazmy
przez enzym Exportin 5 w sposob zalezny od biatka Ran zwigzanego z GTP (Ran-
GTP). W cytoplazmie dziata druga endonukleaza RNaza III (Dicer), ktérej domena
PAZ Dicer rozpoznaje i rozszczepia dwunukleotydowy wystajacy koniec 3’ u podstawy
petli pre-miRNA. Dicer jest powigzany z biatkiem wiazacym RNA ang. transactivation
response RNA-binding protein (TRBP), aby wytworzy¢ dojrzale miRNA. Po
rozszczepieniu jeden tancuch czasteczki miRNA jest wlaczany do kompleksu
wyciszajacego indukowanego przez RNA ang. RNA-induced silencing complex

(RISC), podczas gdy drugi tancuch jest degradowany [87, 88].

Dojrzale miRNA wystepujace w kompleksach RISC, wiazg si¢ z 3'UTR mRNA
genu docelowego. Sktad tego kompleksu biatkowego nie jest jeszcze w petni poznany.
Zawiera on kluczowe biatko Argonaute (AGO), ktéore wigze dojrzale miRNA
I wyszukuje docelowe mRNA, powodujgc thumienie translacji. To z kolei prowadzi do
spadku ekspresji genu kodowanego przez to mRNA [17, 85, 89]. Etapy procesu

dojrzewania miRNA zostaly schematycznie przedstawione na rycinie nr 5.

MiRNA reguluje ekspresje¢ gendow poprzez parowanie zasad z niekodujacym
regionem 3'(3'-UTR). Stopien komplementarno$ci w obrebie kompleksu wyciszajacego
indukowanego przez RNA (RISC) decyduje o zahamowaniu translacji docelowego
mRNA lub jego degradacji. Dlatego nadmierna ekspresja miRNA u ssakéw dziata
glownie w celu zmniejszenia poziomu docelowego mRNA, a niska ekspresja miRNA

w celu zwiekszenia ekspresji mRNA [90-92].
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1.2.2 Mechanizmy regulacji geno6w za pomoca miRNA

Od czasu zidentyfikowania pierwszego miRNA w 1993 r. liczba odkrywanych
genoéw kodujacych miRNA stale si¢ powicksza. Obecnie wedtug bazy danych miRBase
szacuje si¢ ok. 2000 genow miRNA [94]. Kazde miRNA jest w stanie regulowa¢ do
200 mRNA. Jeden miRNA moze oddziatywaé na wiele genéw, a jeden gen moze by¢
regulowany przez wiele miRNA [95, 96]. Badania nad miRNA wykazaly, ze wigza si¢
one ze specyficzng sekwencja na 3' UTR docelowego mRNA, wywolujac zahamowanie
translacji oraz deadenylacje 1 usuwanie czapeczki w mRNA. Inne regiony mRNA,
w tym 5' UTR, sekwencje kodujace oraz sekwencje promotorowe rowniez moga by¢
miejscem wigzania miRNA. Wigzanie miRNA z 5' UTR 1 regionami kodujacymi
najczesciej skutkuje wyciszeniem ekspresji gendow, podczas gdy interakcja miRNA
z sekwencja promotorowa moze prowadzi¢ do aktywacji transkrypcji [97]. Kompleks
wyciszajacy miRNA (RISC) skfada si¢ z nici przewodniej i AGO. Komplementarno$¢
mIRISC z sekwencjami docelowego mRNA zwanymi elementami odpowiedzi miRNA
ang. microRNA response element (MRE) odpowiada za jego cigcie lub zahamowanie
translacji 1 rozpad. Proces cigcia 1 degradacji komplementarnego mRNA, prowadzony
jest przez AGO2, ktérego aktywno$¢ zalezy od komplementarno$ci miRNA:MRE.
Nalezy zaznaczy¢, iz wigkszo$¢ interreakcji miRNA:MRE nie jest w pehni
komplementarna, dlatego bialko AGO2 jest nieaktywne. Wigzanie miRNA:MRE
z regionem 5’ oraz dodatkowo z koncem 3’ wzmacnia interreakcj¢. Podstawa
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kompleksu wyciszajacego miRISC jest rodzina biatek GW182, ktére podczas
interreakcji miRNA:MRE, wptywaja na przylaczanie do kompleksu innych bialek
efektorowych tj. poli(A)-deadenylazy PAN2-PAN3 ang. deadenylation complex subunit
PAN3 i CCR4-NOT ang. carbon catabolite repression 4—negative on TATA-less.
Biatlka PAN2/3 rozpoczynaja proces poli(A)-deadenylacji docelowego mRNA,
natomiast kompleks CCR4-NOT konczy proces i prowadzi do usunig¢cia czapeczki w
docelowym mRNA przy wspotudziale biatka odkapsutkowujacego ang. decapping
mRNA 2 (DCP2). Pozbawiony czapeczki mRNA moze ulec degradacji w Kierunku
5'-3" prowadzone]j przez egzorybonukleazg 1 ang. 5'-3' egzoribonukleaza 1 (XRN1).
Mimo, ze wickszos¢ badan koncentruje si¢ na hamujacej roli miRNA w ekspresji
gendéw, nalezy pamigta¢, ze moga one rowniez zwigksza¢ ekspresje. W przypadku
aktywacji translacji, miRNA tacza si¢ nie z biatkiem GW182, lecz z biatkami AGO2
oraz FXR1 ang. Fragile-x-mental retardation related protein 1, ktére wigze si¢ na koncu
3> UTR aktywujac translacj¢. Niektore miRNA, w tym let-7, wigza si¢ z AGO2
1 FXR1 aktywujac translacje podczas zatrzymania cyklu komorkowego. W komorkach
proliferujacych ten sam kompleks moze mie¢ hamujacy wplyw na translacje. Biatko
AGO2 przemieszcza si¢ migdzy jadrem a cytoplazma poprzez Importin-8 lub Exportin-
1. W jadrze komoérkowym kompleks miRISC reguluje szybkos$¢ transkrypcji i poziom
mRNA po transkrypcji, a takze wiaze si¢ z euchromatyng aktywnie transkrybowanych
genow. Integracja miRISC z mRNA w jadrze moze prowadzi¢ do jego degradacji [82,
98].

MiRNA stanowi potencjalne narzedzie do badan nad chorobami
wieloczynnikowymi, takimi jak choroby neurodegeneracyjne, w tym choroby
Alzheimera [20]. Czasteczki te biorg udzial w réznych procesach biologicznych, w tym
wzroscie, réznicowaniu, regulacji cyklu komorkowego i cyklach metabolicznych na
poziomie komoérkowym. W ukladzie nerwowym miRNA reguluja proliferacje,
réznicowanie 1 apoptoz¢ komoérek nerwowych na roéznych etapach rozwoju, a takze
odgrywaja kluczowa role w ksztattowaniu pamigci [99]. MikroRNA znajdujace si¢
w neuronach sg powigzane z polirybosomami, ktére wptywaja na ekspresje biatka,
co sugeruje, ze odgrywajg istotng role w funkcjonowaniu tkanki nerwowej oraz
w rozwoju 1 plastycznosci mézgu. Wyniki te wskazuja, ze dysregulacja ekspres;ji

miRNA moze mie¢ zwiagzek z réznymi procesami neurodegeneracyjnymi [100].
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1.2.3 MiRNA zaangazowane w patogeneze choroby Alzheimera

MiRNA odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji genéw zwigzanych
z rozwojem AD. Trwaja badania nad wieloma miRNA, ktore regulujg ekspresj¢ genow,
takich jak APP, BACE1, PSEN 1, PSEN 2, ROCK1 ang. Rho Associated Coiled-Coil
Containing Protein Kinase 1, PTPN1 ang.non-receptor type protein phosphatase 1
i innych, ktoére sa odpowiedzialne za procesy neurodegeneracyjne, takie jak
gromadzenie si¢ amyloidu-f w mozgu, nadmierna fosforylacja biatka Tau, indukcja
stanu zapalnego lub apoptozy. Prowadzone sg rowniez badania nad miRNA, ktore
regulujag geny zaangazowane w funkcj¢ synaps, np. CPEB1 ang. cytoplasmic
polyadenylation element binding protein 1 i BDNF ang.brain-derived neurotrophic
factor.

Cze$¢ miRNA uczestniczy w tzw. szlaku amyloidogennym, ktory prowadzi do
tworzenia szkodliwych form nierozpuszczalnego amyloidu (AB). Wiele miRNA ma na
celu region 3' (3'UTR) mRNA APP. Nadmierna ekspresja APP stymuluje produkcje
i gromadzenie si¢ AP, co powoduje uposledzong aktywnos$¢ neuronalng, zaburzenia
synaptyczne 1 ostatecznie demencj¢ [17]. Patel i in. (2006) wykazali,
ze nadmierna ekspresja miR-106a i miR-520c hamuje ekspresj¢ genu APP [101].
Z kolei miRNA-101a-3p, ktorego poziom jest obnizony u chorych z AD, reguluje
autofagi¢ poprzez oddziatywanie ze szlakiem biatkowym kinaz regulowanych sygnalem
zewnatrzkomorkowym ang. extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2). Transfekcja
komodrek HEK-293 T za pomoca miRNA-101a-3p wplywa na przebieg patogenezy AD,
co czyni ten miRNA potencjalnym celem terapeutycznym [102]. Hebert i1 in. (2009)
potwierdzili, ze nadmierna ekspresja miRNA-106, miRNA-20a i miRNA-17-5a hamuje
ekspresj¢ APP, co jest zgodne z wynikami podobnych badan [103]. Liu i in. (2014)
wykazali nadmierng ekspresj¢ miRNA-200b, miRNA-135a i miRNA-429 w swoich
badaniach na myszach transgenicznych APP/PSEN122. Przeprowadzono dodatkowy
eksperyment na pierwotnych neuronach hipokampu i komorkach SH-SY5Y, aby
potwierdzi¢ wplyw miRNA na ekspresjc APP i BACEL. Badanie potwierdzilo, ze
ekspresja APP zostala zahamowana w komorkach transfekowanych miRNA-200b i
miRNA-429, podczas gdy ekspresja BACE1l zostala stlumiona przez nadmierng
ekspresje miRNA-135a [104].
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BACEL bierze udziat w tworzeniu AP, a jego ekspresja jest regulowana przez
kilka miRNA. Wsrdd nich nadmierna ekspresja miRNA-29 prowadzi do obnizonych
pozioméw BACE]1 [105]. Podobnie miRNA-135b i miRNA-195a wykazaty negatywnag
korelacje z poziomami BACEI1, co skutkowato nizszymi poziomami AB. Zhang i in.
przeprowadzili badanie, w ktorym dokonali transfekcji komoérek hipokampu myszy
inhibitorami  MiRNA-135b i mimetykami miRNA-135b. Badanie wykazato, ze
nadmierna ekspresja mMIRNA-135b poprawila uczenie si¢ w te$cie labiryntu,
potwierdzajgc jego ochronng role [106]. Neurony szczuréw zostaty poddane transfekcji
mimetykiem miRNA-195 w celu zbadania jego wpltywu na ekspresj¢ APP i BACEL.
Badania potwierdzily, ze miRNA-195 skutecznie zahamowato ekspresj¢ APP i BACE1
o prawie 60% w poréwnaniu z grupg kontrolng [107]. MiRNA-34a bierze udzial w
oczyszczaniu AP, ktory gromadzi si¢ w mozgu i prowadzi do powstawania blaszek
amyloidowych. Badania wykazaty, ze miRNA-34a ulega nadmiernej ekspresji w
komoérkach mikroglejowych 0s6b ze sporadyczng chorobg Alzheimera. Ten miRNA
skierowany jest na receptor amyloidowy ang. triggering receptor expressed on myeloid
cells-2 (TREM2) na powierzchni komoérek mikroglejowych, ktory odpowiada za
fagocytoze¢ AP w osrodkowym uktadzie nerwowym. Znaczace niedobory TREM?2
odnotowano w zapalnej neurodegeneracji AD [108].

Proces fosforylacji 1 defosforylacji biatka Tau rdwniez podlega modulacji przez
liczne miRNA. W badaniu Wang i in. (2015) stwierdzono, ze miRNA-138 ulega
nadekspresji w AD 1 promuje fosforylacje biatka Tau w modelu linii komorkowe;j
myszy. Gen RARA jest bezposrednim celem miRNA-138. Zmniejszenie ekspresji
miRNA-138 zwigksza ekspresje RARA i ostabia aktywnos¢ glikogenowej syntazy-3f3
kinazy GSK-3b, tym samym hamujac fosforylacj¢ biatka Tau [109]. Z Kolei
mMiRNA-146a wptywa na fosforylacj¢ Tau poprzez represje posttranskrypcyjng ROCKL.
Hamowanie ekspresji mikroRNA-146a przy uzyciu antagomiru odwraca fosforylacje
kluczowych sktadnikow szlaku sygnatowego (ROCK1-PTEN-Tau) w mézgu [110].

Liczne badania wykazaty, ze miRNA wystepujga zard6wno w aksonach
neuronalnych, jak i1 dendrytach, co wskazuje na ich potencjalng role w funkcjach
synaptycznych. Synaptyczne miRNA odgrywaja wazng rolg w roznych aspektach
aktywnos$ci synaptycznej, w tym w rozwoju synaptycznym. Do synaptycznych miRNA

zaangazowanych ~w  plastyczno$¢  synaptyczng, synaptogenezg, morfologi¢
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i pobudliwos¢ synaps naleza m.in.. miRNA-134, miRNA-214, miRNA-188-5p,
mIiRNA-138, miRNA-153, miRNA-124, miRNA-9-3p, miRNA-34, miRNA-125b
I MiIRNA-132 [17, 20, 111].

1.2.4 Terapia otepienia alzheimerowskiego z wykorzystaniem miRNA

MiRNA sg bardzo interesujagcymi potencjalnymi biomarkerami oraz celami
terapeutycznymi. Zmiany ekspresji miRNA moga odzwierciedla¢ zlozone zmiany
w homeostazie komérkowej i wskazywaé na obecnos$¢ wielu patologii [68]. Wykazano,
ze poziomy poszczegdlnych miRNA rdéznig si¢ podczas rozwoju neurondéw
1 réznicowania ludzkiego moézgu oraz w starzejacym si¢ centralnym uktadzie
nerwowym [12], a zmiany te s3 bardziej widoczne w AD niz w MCI [69]. Rodzina
miRNA zaangazowana w patogenez¢ AD wplywa na regulacje genow i procesy
epigenetyczne zwigzane z ta choroba. Maja one duzy potencjat ze wzgledu na swoja
stabilno$¢ w srodowiskach pozakomoérkowych, odporno$¢ na degradacje oraz tatwosé
kwantyfikacji przy uzyciu technik takich jak ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy
w czasie rzeczywistym (RT-gPCR). MiRNA sa takze odporne na kilkukrotne cykle
rozmrazania i zamrazania, co czyni je idealnymi do wykorzystania w badaniach
biomarkerow [56]. Charakterystyczne profile ekspresji miRNA w poszczegdlnych
jednostkach chorobowych wykazuja duzy potencjal diagnostyczny i1 prognostyczny —
mogg umozliwia¢ nie tylko wczesne wykrywanie schorzen, takich jak choroby
neurodegeneracyjne czy nowotwory, ale rowniez przewidywac¢ odpowiedZ na leczenie i

indywidualng wrazliwo$¢ pacjenta na konkretne terapie [85].

W przypadku, gdy dana choroba wiaze si¢ z obnizonym poziomem konkretnego
miRNA, mozliwe jest jego wuzupeklnienie poprzez podanie pacjentowi jego
syntetycznego odpowiednika, tzw. mimikry miRNA. Z kolei jes$li dany miRNA jest
nadmiernie aktywny, mozna zastosowac inhibitory oligonukleotydowe, ktore wigza si¢
z tym miRNA i blokuja jego oddzialywanie z docelowymi mRNA [85]. Pomimo
obiecujacych wynikdw badan, identyfikacja zestawu miRNA, ktére moglyby
odzwierciedla¢ stan funkcji poznawczych, umozliwia¢ wczesne wykrywanie ryzyka
zaburzen neurodegeneracyjnych oraz stanowi¢ cel terapeutyczny, pozostaje wyzwaniem

dla wspotczesnej medycyny i biologii molekularnej [112].
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1.3 Przeglad wybranych miRNA pretendujacych do roli biomarkerow otepienia

1.3.1 MiRNA-200a-3p

MIR200a (miRNA-200a) to gen kodujacy nickodujacy RNA, powiazany z klasa
miRNA. Choroby zwigzane z miR-200a obejmujg oponiaka i raka jajnika. Gen ten jest
powigzany z ncRNA, ktore sg zaangazowane w sygnalizacj¢ STAT3 w raku
watrobowo-komorkowym, z miRNA w macierzy pozakomorkowej ang. extracellular
matrix (ECM) i receptorach btonowych. MiRNA-200a nalezy do rodziny prekursorow
Mir-8/mir-141/mir-200. Homologiem rodziny miRNA-200 jest miRNA-8 u Drosophila
melanogaster. Dlatego w badaniach nad odkryciem funkcji biologicznej rodziny
MIRNA-200 wykorzystywana wlasnie ten gatunek. W rodzinie miRNA-141/200
wyrézniamy: gen kodujacy miRNA-141 (hsa-miR-141), wystepujacy na ramieniu
krotkim chromosomu 12 w pozycji 12p13.31, miRNA-200a (hsa-miR-200a) na krotkim
ramieniu chromosomu 1 w pozycji 1p36.33 (ryc.6), miRNA-200b (hsa-miR-200b) na
chromosomie w 1 w pozycji 1p36.33, miRNA 200c (hsa-miR-200c), na chromosomie
12 w miejscu 12p13.31 oraz miRNA-429 (hsa-miR-429) na chromosomie 1p36.33
[113].
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Rycina 6. Lokalizacja genu kodujacego miR-200a na chromosomie 1.
Za:https://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MIR200A&keywords=miRNA200a#localization-

ptm (16.04.2025)

MiRNA-200a-3p, cztonek rodziny miRNA-200, odgrywa znaczaca role
w nowotworach u ludzi. Ostatnie badania sugeruja, Zze moze on mie¢ réwniez wptyw na
patologie¢ choroby Alzheimera. W modelu myszy transgenicznych (APP/PS1)
wykazano, ze poziom ekspresji miRNA-200a-3p obniza si¢ podczas choroby
Alzheimera. Podobnie, znacznie nizsze poziomy miRNA-200a-3p zaobserwowano
w osoczu pacjentow z AD w porownaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Eksperymenty
in vitro z uzyciem komorek transfekowanych mutacja APPswe wykazaly, ze

nadekspresja miRNA-200a-3p hamuje produkcje APi.42, podczas gdy jego obnizona
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ekspresja prowadzi do nadprodukcji toksycznej formy AP. Ujemna korelacj¢ mozna
zauwazy¢ rowniez z mRNA BACEL, ktory jest glownym celem miRNA-200a-3p.
Ponadto, miRNA-200a-3p reguluje ekspresj¢ genu PRKACB ang. Protein Kinase
CAMP-Activated Catalytic Subunit Beta, kodujacego jedna z podjednostek
katalitycznych rodziny kinazy biatkowej ang. protein kinase A (PKA), ktora zwigksza
poziom fosforylowanego bialka Tau. Badania potwierdzity, ze mimetyki
miRNA-200a-3p znaczgco zmniejszajg ekspresje zarowno mRNA, jak i bialka
PRKACB [114].

Inna grupa badawcza wykazata, ze miRNA-200a-3p jest zaangazowany
w apoptoze neurondw indukowang przez [-amyloid (AB). W badaniach
przeprowadzonych na komdrkach hipokampu myszy APPswe/PS zaobserwowano jego
nadekspresje oraz obnizony poziom sirtuiny 1 ang.sirtuinl (SIRT1). SIRT1
jest biatkiem antyapoptycznym, ktore hamuje apoptoze neuronéw. Analiza sekwencji
wykazata obecno$¢ miejsc wigzania miRNA-200a-3p w regionie 3'-UTR mRNA SIRT1,
co potwierdzono w te$cie genu reporterowego. Thumienie miRNA-200a-3p prowadzito
do zwickszenia poziomu SIRT1 i zmniejszenia apoptozy neuronow indukowanej AP.
Wyniki te wskazujg, ze miR-200a-3p moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym

w leczeniu choroby Alzheimera [115].

1.3.2 MiRNA-146a-5p

MIR146a (MiRNA 146a) to gen kodujacy miRNA nalezace do klasy miRNA-
146, wystepujacych u ssakow, w tym u ludzi. MiR-146 jest przede wszystkim
zaangazowany w regulacj¢ stanu zapalnego i innych proceséw wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej. Utrata funkcjonalnego miRNA-146 moze przyczyni¢ si¢ do
wystgpienia zespotu delecji chromosomu 5q. Mechanizmy regulacji ekspresji miRNA -
146 mozna zauwazy¢ rowniez w chrzastce zwyrodnieniowej stawoéw, co wskazuje na
jego potencjalng rolg w jej patogenezg. Ponadto, jego ekspresja wykazuje dziatanie
ochronne w potrdjnie ujemnym raku piersi. W rodzinie miRNA-146 wyrdzniamy:
mMiRNA-146a (hsa-mir-146a), zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu
5 w pozycji 5033.3 (ryc. 7) oraz mikroRNA 146b (hsa-mir-146b) zlokalizowany na
dhugim ramieniu chromosomu 10 w pozycji 10q24.32 [113].
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Rycina 7. Lokalizacja genu kodujacego miR-146a na chromosomie 5
Za:https://lwww.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MIR200A&keywords=miRNA200at#localization-

ptm (16.04.2025)

Zwigkszong ekspresj¢ miRNA-146a wykazano w obszarach mozgu najbardziej
dotknigtych patologig biatka Tau, w szczeg6lnosci w hipokampie i korze skroniowe;.
U pacjentow z AD miRNA-146a jest zaangazowany w hiperfosforylacje biatka Tau
\oraz ogodlnej patogenezie choroby. W komorkach nerwowych miRNA146a reguluje
ekspresje mMRNA ROCK1, genu kodujacego kinaz¢ ROCKI1. Zahamowanie ROCKI1
moze przyczynia¢ si¢ do niskiego poziomu fosforylacji fosfatazy PTEN i indukowac
nieprawidtowa fosforylacje biatka Tau. Co wigcej, w transgenicznym mysim modelu
AD zwanym 5xFAD, zawierajacym trzy mutacje (dwie w genie PSEN1 i jedna mutacja
w genie APP), hamowanie ekspresji miRNA-146a prowadzito do zwigkszenia poziomu
biatka ROCKI1 oraz ttumienia hiperfosforylacji biatka Tau, co czgsciowo przywracato
funkcje poznawcze. Z kolei nadekspresja miRNA-146a w linii komorkowej ludzkiego
neuroblastoma SH-SYSY znaczaco zwigkszata fosforylacj¢ biatka Tau i hamowata
translacj¢ biatka ROCKI, co prowadzito do zaburzen cytoszkieletu neuronow
i destabilizacji mikrotubul. Wiadomo, ze fosfataza PTEN defosforyluje biatko Tau,
a utrata funkcji PTEN jest zwigzana z neurodegeneracja, w ktorej posredniczy

hiperfosforylacja Tau i tworzenie si¢ splatkow neurofibrylarnych [110].

Huang i in. (2021) wykryli istotnie wyzszy poziom miRNA-146a we krwi
obwodowej pacjentow z AD w poréwnaniu do os6b zdrowych. Stwierdzono ujemna
korelacje pomiedzy poziomem miRNA-146a a stezeniem APB1-42 oraze wynikami testu
MMSE u pacjentow z AD. Dodatkowo, poziom biatka Tau byt dodatnio skorelowany
z mMiRNA-146a [116]. Natomiast Maffioletti i in. (2019) w swoich badaniach
poréwnawczych nie stwierdzili istotnych réznic poziomu miRNA-146a w osoczu
miedzy pacjentami z chorobg Alzheimera a grupg kontrolng. Badania te wykazatly
jednak, ze wzrost poziomu miRNA-146a wraz z wiekiem oraz jego zalezno$¢ od pitci —

nizsze poziomy odnotowano u kobiet [117].
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1.3.3 MIiRNA-132-3p

MIR132 (MIiRNA 132) to gen kodujacy miRNA, nalezace do rodziny miRNA-
212/132, powigzanej z r6znymi szlakami biologicznymi. Rodzina ta reguluje zar6wno
przerost migs$nia sercowego, jak i1 autofagi¢ kardiomiocytow. Choroby zwigzane ze
zmieniong ekspresja miRNA-132 obejmuja chorob¢ Huntingtona i reumatoidalne
zapalenie stawow. Do szlakow biologicznych regulowanych przez miRNA-132 naleza
m.in. procesy zwigzane z chorobg Alzheimera oraz mechanizmy dziatania miRNA na
poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym. Rodzina miRNA132/212 obejmuje:
mMIRNA-132 (hsa-mir-132) lezacy na krotkim ramieniu chromosomu 17 w pozycji
17p13.3 (ryc. 8) oraz miRNA-212 (hsa-mir-212) lezacy réwniez na chromosomie 17
w pozycji 17p13.3 [113].
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Rycina 8. Lokalizacja genu kodujacego miR- 132 na chromosomie 17
Za:https:/lwww.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MIR200A&keywords=miRNA200a#localization-
ptm.(16.04.2025)

Hernandez-Rappi i in. (2016) wykazali, Zze niedobér miRNA-132 i miRNA-212
u myszy sprzyja patologii AB. Zardéwno miRNA-132, jak i miRNA-212 odgrywaja
wazng rolg¢ w procesie pamigci poprzez wplyw na plastyczno$¢ synaptyczng oraz wzrost
neuronow. Badanie wykazalo, ze poziomy miRNA-132 i miRNA-212 sg obnizone
u os6b z MCI, jak i u pacjentow z AD, co korelowalo z uposledzeniem pamigci.
Wykorzystujac w swoich badaniach myszy z zastosowanym nokautem miRNA-132/21,
grupa badawcza potwierdzita wpltyw delecji miRNA-132/212 na zwigkszong
fosforylacje 1 akumulacje biatka Tau, a takze produkcje i usuwanie AP. Dodatkowo,
badajgc transgeniczny model myszy (3xTg-AD), udowodniono, ze miRNA-132 celuje
w SIRT1, MAPK1/ERK2 i MAPT, ktorych poziomy byly podwyzszone, co skutkowato
zwigkszong patologia biatka Tau i1 deficytami pamigci. Pobudzenie ekspresji miRNA-

132 i miRNA-212 moze cz¢$ciowo zatrzymac ten proces [118].
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Ponadto Deng i in. (2020) przeprowadzili badania na szczurach i stwierdzili,
ze miRNA-132 hamuje ekspresj¢ genu MAPKIL, kodujacego kinaze regulowang
sygnatem zewngtrzkomorkowym 2 ang. extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2).
Kinaza ta jest kluczowym elementem szlaku MAPK, ktory reguluje proliferacje
1 r6znicowanie si¢ komorek, dodatkowo wchodza w interreakcje z innymi $ciezkami
takimi jak szlak sygnalowy p38, ktéry nasila stan zapalny i apoptoz¢ podczas stresu
oksydacyjnego. Dlatego obnizona ekspresja miRNA-132 w AD prowadzi do

zwiekszonej aktywnosci MAPK 1, nasilajac procesy zapalne i Smier¢ neuronow [119].
¢ ) aktyw J4c p y zap
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2 ZALOZENIA I CEL PRACY

Celem pracy doktorskiej byto zbadanie zaburzen ekspresji wybranych miRNA,

w zaleznosci od stadium choroby Alzheimera oraz zwigzku pomig¢dzy ekspresja miRNA

a polimorfizmami w genach APOE oraz ACE.

Do realizacji postawionego celu postuzono sig:

1.

Okresleniem zmian ekspresji wybranych miRNA u pacjentow w réznym
stadium otepienia (MCI, AD I, AD II, AD III).

Analiza korelacji pomiedzy ekspresja badanych miRNA a stezeniem biatek
amyloid- B.

Analiza korelacji pomigdzy ekspresja badanych miRNA a st¢zeniem bialek
Tau.

Analizg korelacji pomigdzy ekspresja badanych miRNA a wartosciag
wspotczynnikéw diagnostycznych AD.

Okresleniem zwigzku pomigdzy klinicznymi cechami przebiegu AD
a poziomem ekspresji mMiRNA.

Okresleniem zwigzku polimorfizmu SNP w genie APOE z poziomem
ekspresji miRNA.

Okresleniem zwigzku polimorfizmu inercyjno-delecyjnego w genie ACE
z poziomem ekspresji mMiRNA .

Zaplanowane badania miaty na celu weryfikacj¢ nastgpujacych hipotez badawczych:

1.

Profil ekspresji krazacych miRNA (miRNA-200a-3p, miRNA-146a-5p,
mMIRNA-132-3p) roézni si¢ u pacjentow w zaleznosci od stadium
zaawansowania choroby Alzheimera.

Obecnos¢ allelu ¢4 w genie APOE wptywa na ekspresje krazacych miRNA.
Obecnos¢ allelu insercyjnego (I) w genie ACE wplywa na ekspresje krazacych
miRNA.
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3 MATERIALY Il METODY

Praca ma charakter retrospektywny. Na przeprowadzone w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej badania, zostala udzielona zgoda Komisji Bioetycznej przy
Okregowej Izbie Lekarskiej w Rzeszowie, 35-030 Rzeszow, ul. Dekerta 2
na mocy Uchwaty Nr 59/B/2015 oraz Aneksu K/B/8/D/2025. Badania prowadzono
w ramach wspétpracy z Klinicznym Szpitalem Wojewddzkim Nr 2 im. Sw. Jadwigi
Krolowej w Rzeszowie z Klinikg Neurologii z Pododdziatem Leczenia Udaru Mozgu,
ktorego Kierownikiem jest Pani profesor dr hab. n. med. Halina Bartosik-Psujek.
Materiat od chorych pobierano w latach 2015-2020 w trakcie badan diagnostycznych.
Pacjenci i ich opiekunowie zostali poinformowani o wykorzystaniu materiatu do
dalszych badan molekularnych i wyrazili na to zgode. Wszystkie badania kliniczne
pacjentow, wywiady z pacjentami i ich wiarygodnymi opiekunami oraz diagnostyke
laboratoryjng przeprowadzono w Klinicznym Szpitalu Wojewddzkim Nr 2 im. Sw.
Jadwigi Krolowej] w Rzeszowie. Badania molekularne do niniejszej rozprawy
doktorskiej zostaty zrealizowane w Laboratorium Biologii Molekularnej Przyrodniczo—

Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego.

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Grupe badang stanowili pacjenci z Klinicznego Szpitala Wojewddzkiego Nr 2
w Rzeszowie. Analizie molekularnej poddano 70 pacjentow (35 kobiet oraz 35
me¢zezyzn) migdzy 59 a 92 rokiem zycia z rozpoznang chorobg otepienng od stadium
fagodnego zaburzenia poznawczego MCI, poprzez trzy stadia choroby Alzheimera:
fagodne otepienie (AD I), umiarkowane otgpienie (AD II) oraz glebokie otgpienie AD
(). Klasyfikacji klinicznej dokonali specjalisci z Kliniki Neurologii z Pododdziatem
Leczenia Udaru Mozgu. Diagnoz¢ przeprowadzono na podstawie wywiadu lekarskiego,
testu MMSE (n=45) oraz testow diagnostycznych ELISA z PMR do okreslenia
parametrow biatkowych charakterystycznych w chorobie Alzheimera (biatko Tau,
biatko amyloid- B). W badaniu uczestniczylo réwniez 27 os6éb zdrowych, nie
wykazujacych zadnych objawdéw otepiennych, stanowiacych grupe kontrolng. Grupa
kontrolna sktadata si¢ z 11 kobiet oraz 16 mezczyzn w wieku 45-84 lata. Pacjenci
z MCI (19 os6b) stanowili 19,59% wszystkich badanych. Pacjenci z AD 1 (20
przypadkow) stanowili 20,62% grupy badanej. Najliczniejsza przebadang podgrupa byli
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pacjenci z AD II (22 osoby) stanowigce 22,68 % caltej grupy badanej, za§ najmniej
liczng podgrupe 9,28% tworzyli pacjenci z AD III (9 osob). Pordwnawcza grupa
kontrolna stanowita 27,84% grupy poddanej badaniom. Srednia wieku grupy badanej
w momencie prowadzonych badan wynosita 72 lata. Pelnej diagnostyce
z uwzglednieniem testow przesiewowych MMSE zostato poddanych 45 pacjentow

(64%). Charakterystyka grupy badanej zostala przedstawiona w tabeli nr 4.

Tabela 4. Charakterystyka grupy badanej

Wszyscy MCI ADI AD Il AD Il Kontrola
Zmienna (100%; (19,59%; | (20,62%; (22,68%0; (9,28%; (27,84%;
n=97) n=19) n=20) n=22) n=9) n=27)
g;:c 51 11 10 8 6 16
) . (52,58%) (57,89%) (50,00%) (36,36%) (66,67%) | (59,26%)
0,
(% plci meskiej) 46 8 10 14 3 11
0, 0, 0, 0, 0, 0
(% plei zefiskie) (47,42%) (42,11%) (50,00%) (63,64%) (33,33%) | (40,74%)
Sr. wieku 71,75 74,75 72,70 73,12 71,54 72,57
(min-max) (45-92) (64-85) (59-85) (59-92) (59-90) (45-84)
Komponenty psychologiczne
Obj aw{(;(’)t)‘?l’ie““e 72,16 100 100 100 100 0
Sr. wynik testu
MMSE (Srednia 18,74 26,45 22,15 17,67 4,78 28
ilos¢ pkt.)
Obja""(%epres” 12,37 11,11 22,22 9,09 11,11 11,11
Komponenty kliniczne
Sr. poziom wit.B;;,
(pg/ml) 335,79 400,53 305,94 309,64 214,56 470
Pacjenci z
niedoborem 13,4 0 25 13,64 33,33 18,18
B1 (%)
Miazdzyca (% ) 22,68 15,79 20 18,18 33,33 29,63
Astma (% ) 1,03 5,26 0 0 0 0
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Niedoczynnos$é
o 06) 412 0 10 0 0 7.41
Choroba
niedokrwienna 13,40 15,79 20,00 9,09 11,11 11,11
serca MIC (%)
Cukrzyca (%) 24,74 16,67 25,00 31,82 33,33 23,08
Nadciénienie (%) | 59,79 42,11 60,00 59,09 77,78 66,67
Hiperlipidemia (%) | 41,24 78,95 25,00 27,27 62,50 33,33
Cholesterol
ca“F‘,‘;ZV.‘etry]Sr') 200,13 212,23 197,79 196,5 213,13 190,85
¢ 50,52 70,59 52,63 50,00 62,50 55,00
z podwyzszonym
cholesterolem (%)
Cholesterol LDL
o (S.r% i 126 43 138,53 122,38 113 138,29 129.4
acjenc 34,02 73,33 38,46 50,00 57,14 40,00
z podwyzszonym
LDL (%)
Cholesterol HDL
Pac(_sggci , 52,94 57,47 46,77 54,17 45,14 57,40
~ac) 12,37 13,33 23.08 16,67 42.86 10,00
obnizonym HDL
(%)
Tréjglicerydy (sr.) | ;44 153,33 124,54 135,67 144,71 132,00
Pacjenci
z podwyzszonym
oo Ty | 1856 20,00 15,38 38,89 42,86 30,00
Choroby
towarzyszace 75,26 61,11 84,21 80,00 88,89 81,48
(%)
Komponenty biochemiczne (Sr.)
Stezenie pliau 72,21 52,44 87.08 83,70 54,00 69,88
(pg/mL)
sl AUeT 569,78 312,03 753,79 676,13 518,95 437,23
(pg/mL)
Stezenie AB1-42 | ;|5 457,85 620,23 517,90 265021 | 41113
(pg/mL)
St@if;‘;f n‘]"l_ﬁ)l"‘o 10088,83 | 1098573 | 1065375 |10300412 | 759011 | 793925
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Wspolczynnik
APB1-42/AB1-40 0,05 0,045 0,059 0,053 0,032 0,052
(pg/mL)

Wspélezynnik
pTau/Ap1-42 0,20 0,139 0,170 0,194 0,39 0,202
(pg/mL)

Wspélezynnik
hTau/ AB1-42 1,61 0,842 1,260 1,640 4,16 1,34
(pg/mL)

Komponenty genetyczne

Polimorfizm w genie APOE (%)

APOE 2/2 4,12 10,53 0 0 0 7,41
APOE 3/3 57,73 63,16 50 50 33,33 74,07
APOE 4/4 4,12 0 10 0 11,11 3,71
APOE 2/3 3,09 0 5 9,10 0 0
APOE 2/4 2,06 5,26 0 4,54 0 0
APOE 3/4 28,87 21,05 35 36,36 55,56 14,81

Polimorfizm w genie ACE (%)

ACE 11 27,83 26,31 50 31,82 22,22 11,11
ACE ID 47,42 52,63 30 54,54 55,55 48,15
ACE DD 24,74 21,05 20 13,64 22,22 40,74

$r.- warto$ci $rednie; %-procent; n-liczebno§¢

Charakterystyka grupy badanej pod wzgledem plci, wieku, parametrow psychologicznych (wyniki testu
MMSE), biochemicznych (biomarkery MRI wykorzystywane do diagnostyki AD), klinicznych (choroby
towarzyszace) oraz genetycznych (polimorfizmy genéw zwiazanych z chorobami neurodegeneracyjnymi)
uwzgledniajac stadium choroby AD (MCI, AD I, AD II, AD III) oraz grup¢ kontrolna.
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3.2 Kryteria doboru grupy badanej

A) Grupa badana
Kryteria kwalifikacji chorych wiaczonych do badan obejmowaty:
- stwierdzone ote¢pienie na podstawie wynikow przesiewowych testow oceny
funkcji poznawczych (MMSE oraz test rysowania zegara),
- brak innych chor6b neurodegeneracyjnych.
Kryteria wykluczenia pacjentéw do badan obejmowaty m. in:
- stwierdzone inne choroby neurologiczne tj. stwardnienie rozsiane (SM),
stwardnienie zanikowe boczne (SLA), otepienie z ciatami Lewy’ego (DLB),
otepienie zwyrodnieniowe platdow czotowo-skroniowych (FTLD), chorobe

Creutzfeldta-Jakoba (CJD).

B) Grupa kontrolna:
Kryteria wtaczenia do grupy kontrolnej obejmowaty:
- brak zaburzen poznawczych stwierdzonych na podstawie wywiadu oraz testow
przesiewowych (MMSE, test rysowania zegara),
- brak objawow klinicznych, prawidtowe wyniki badah obrazowych oraz
biochemicznych,
- wiek powyzej 45 lat.
Kryteria wylaczenia do grupy kontrolnej obejmowaty:
- nieprawidlowe wyniki badan biochemicznych oraz badan obrazowych mozgu,
- stwierdzone nieprawidtowe objawy neurologiczne,

- wiek ponizej 45 lat.

Pacjenci wlaczeni do badania podlegali ocenie klinicznej przez zespot
specjalistyczny z Kliniki Neurologii z Pododdziatem Leczenia Udaru Moézgu
Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego Nr 2 w Rzeszowie. W niniejszej pracy poddano
analizie nastgpujace elementy diagnozy 1 przebiegu choroby: wynik testu
przesiewowego MMSE, stan psychiczny pacjentow (objawy depresyjne), stan kliniczny
uwzgledniajacy wystepowanie chordb towarzyszacych wérod badanej grupy tj. choroba
miazdzycowa, cukrzyca, niedoczynno$¢ tarczycy, nadcisnienie te¢tnicze, choroba
niedokrwienna serca  MIC, hipercholesterolemia, astma, inne choroby
wspottowarzyszace. Oceniono réwnie poziom parametrdw biochemicznych z krwi
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w postaci poziomu witaminy By, cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji (HDL,
LDL, TG). Ocenie poddano réwniez wyniki parametrow biochemicznych z ptynu
mozgowo-rdzeniowego tj. biatka amyloidowe (APi1-42, AP1-40), Wspdlczynnik
AP1-42/AP1-40, biatka Tau (p-Tau, h-Tau), wspotczynnik pTau/APi-42 0raz hTau/APi-42.
Dodatkowo dokonano oceny ryzyka zachorowania na AD powigzanego
z polimorfizmami w genach APOE oraz ACE, na podstawie udost¢pnionych danych
z badan molekularnych. Badania parametréw biochemicznych oraz badania
molekularne obejmujgce okreslenie polimorfizmu genow APOE i ACE zostaly
wykonane w Laboratorium Biologii Molekularnej Przyrodniczo-Medycznego Centrum
Badan Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego i udostgpnione na potrzeby analiz

statystycznych zawartych w niniejszej rozprawie doktorskiej.

W ramach niniejszej pracy badawczej zbadano poziomy ekspresji trzech
wybranych miRNA: miRNA-132-3p, miRNA-146a-5p oraz miRNA-200a-3p w calej
grupie badanej. Pacjentéw podzielono na 4 podgrupy: MCI, AD I, AD II oraz AD III.
W celach porownawczych postuzono si¢ rowniez grupg kontrolng K obejmujaca tylko
0soby zdrowe.

3.3 Material biologiczny

Materialem biologicznym byta krew petna pobrana na EDTA, surowica pobrana
bez koagulantéw do badan genetycznych i molekularnych (polimorfizmy APOE, ACE,
ekspresja miRNA) oraz ptyn mézgowo-rdzeniowy do testow ELISA (APi-12, APi-a2,
pTau, hTau). Material do badan molekularnych biobankowano i przechowywano
w temperaturze -80 °C. Biobankowanie jako proces gromadzenia i przechowywania
probek materialu  biologicznego, zwykle ludzkiego pozwala na uzyskanie
wartos§ciowych probek do badan genetycznych i molekularnych z zachowang

integralnos$cia bialtek oraz kwaséw nukleinowych.
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3.4 Metody

3.4.1 Oznaczenie poziomu bialek w PMR metodg ELISA

Do okreslenia poziomu bialek w ptynie moédzgowo-rdzeniowym bedacymi
biochemicznymi  markerami  choroby  Alzheimera, postuzono si¢ testem
immunoenzymatycznym typu ELISA. Jest to prosta, czula, szybka i1 niezawodna
technika do oznaczania antygendéw i przeciwcial. Testy ELISA opracowano w wielu
konfiguracjach ale zasada jest taka sama. W fazie statej jeden z immunoreagentow
(przeciwcialo lub antygen) jest unieruchomiony na plytce przez adsorpcje,
wykorzystujagc oddzialywania niekowalencyjne. Unieruchomione przeciwciato jest
nastepnie inkubowane z roztworem testowym zawierajgcym interesujacy analit
1 plukane. Zwigzany antygen wykrywany jest poprzez dodanie przeciwciala

sprzezonego z enzymem, wigzacego si¢ z pozostalymi miejscami w antygenie [120].

W celu zdiagnozowania AD oprocz badania PET oraz testu przesiewowego
MMSA zastosowano badanie PMR w kierunku obecnos$ci biatek: B-amyloid 1.4,
B-amyloid 1.4, ufosforylowanego biatka Tau (pTau — formy 181P) i catkowitego biatka
Tau —hTau. Testy ELISA wykonano w PMR pobranym zgodnie z protokotami firmy
dotaczonymi do zestawow w grupie liczacej (n=97) osob. Do tego celu wykorzystano
testy immunoenzymatyczne firmy Fujirebio (Japonia). Absorbancj¢ wszystkich probek
odczytano na czytniku Tekan Infinite 200 Pro (Szwajcaria) korzystajac
z oprogramowania iControl. Analizy uzyskanych wynikéw dokonano przy pomocy
programu dostgpnego on-line: MyAssays Four Parameter Logistic Regression, ktory
kreslac krzywe wzorcowe, automatycznie odczytuje stezenie badanych bialek.
Uzyskane wyniki st¢zen biatek: B-amyloid;.4, B-amyloid;.4,, ufosforylowanego biatka
Tau (pTau), catkowitego biatka Tau (hTau) oraz wspotczynnikow APi-42/AP1-40; hTau
/AB1-42 1 pTau /APi-42 poddano analizie statystycznej. Umozliwito to zakwalifikowanie
pacjentow do danego stadium otgpienia oraz znalezienia zaleznosci z innymi badanymi
parametrami m. in. polimorfizmami w wybranych genach oraz poziomem ekspresji
wybranych miRNA. Badania st¢zenia biatek metoda ELISA zostaly przeprowadzone
w Laboratorium Biologii Molekularnej Przyrodniczo-Medycznego Centrum Badan

Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego.
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3.4.2 Oznaczenie polimorfizmu w genie ACE metoda PCR

Polimorfizm insercyjno/delecyjny rs1799752 wystepujacy w intronie 16. genu
ACE, coraz czg¢sciej kojarzony jest z chorobg Alzheimera. Polimorfizm insercyjny (I)
polega na obecnosci dodatkowego fragmentu transpozonowego tzw. Alu liczacego 287
nukleotydéw. W przypadku braku tego fragmentu w intronie 16. wystepuje polimorfizm

delecyjny okreslany jako typ dziki (D).

W celu okreslenia polimorfizmu w genie ACE uzyto nastepujacych starterow:
F:5° CTG GAG AGC CAC TCC CAT CCT TTC 3’ oraz starter R: 5> GAC GTC GCC
ATC ACA TTC GTC AGA T 3’ [121]. Przy kazdej reakcji stosowano kontrole
negatywne prowadzac w ten sposob staly monitoring czysto$ci mieszaniny reakcyjne;j.
Reakcje PCR prowadzono przy uzyciu termocyklera firmy BIO-RAD (USA) wg profilu
termicznego: 1 etap (denaturacja wstgpna) 95°C, 10 min; II etap powtdrzono 29 razy
(denaturacja 95°C, 1 min; przylaczenie starterow 64°C, 1 min; elongacja 72°C,
1 min), etap koncowy (elongacja koncowa 72°C, 2 min). Potwierdzenie obecnos$ci
1 jakosci otrzymanych produktow amplifikacji uzyskano poprzez rozdziat
elektroforetyczny w 2,5% zelu agarozowym. Poszczegolne genotypy wraz z wielko$cia

produktéw opisane zostaty w tabeli nr 5.

Tabela 5. Genotypy ACE w zaleznosci od wielkosci uzyskanych produktéw PCR

Genotypy ACE Wielkos¢ prazkow (pz) produktu PCR na zelu agarozowym
DD 193 pz
1D 193 pz 1 480 pz
1 480 pz

pz-par zasad
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3.4.3 Oznaczenie polimorfizmu w genie APOE metoda PCR- RFLP

Gen APOE odpowiada gléwnie za regulacje metabolizmu lipidow w organizmie
oraz transport cholesterolu i regeneracj¢ neuronéw w modzgu. Jego polimorfizmy,
zwlaszcza obecno$¢ allelu €4, sa istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby
Alzheimera. Gen ten wykazuje polimorfizm punktowy ang. single nucleotide
polymorphism (SNP). SNP jest to zmiana w okreslonej pozycji w DNA polegajaca na
zamianie jednego nukleotydu na inny w obregbie genomu. Wystepuje u znacznej czesci
populacji, co najmniej 1 %. W celu okre$lenia genotypu genu APOE w zakresie
polimorfizmow rs429358 i rs7412 wykorzystano metode polimorfizmu dlugosci
fragmentow restrykcyjnych ang. restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP). Do amplifikacji genu APOE wykorzystano nastepujace startery: F: 5° TCC
AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA 3’ i starter R: 5 GCC CCG GCC TGG TAC
ACT GCC A 3’ uzyskujac fragment DNA o dlugosci 218 pz, obejmujacy dwa punkty
polimorficzne APOE [122].

Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki badan prowadzono staly monitoring czystosci
mieszaniny reakcyjnej, poprzez stosowanie kontroli negatywnych. Reakcje PCR
prowadzono wg profilu termicznego: I etap (denaturacja wstepna) 95° C, 5 min; II etap
powtorzono 35 razy (denaturacja 95° C, 30 s; przylaczenie starteréw 65° C, 30 s;
elongacja 72° C, 30 s) etap koncowy (elongacja konicowa 72° C,1 5 min). W celu oceny
jakosci otrzymanych produktéw PCR przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 2%
zelu agarozowym. Analiz¢ restrykcyjng przeprowadzono przy uzyciu dwoch enzymow
restrykcyjnych — AfIIII oraz Haell (New England BioLabs, USA), ktore specyficznie
rozpoznaja sekwencje nukleotydowe odpowiadajagce wariantom  allelicznym
w kodonach 112 i 158 genu APOE, nie przecinajac przy tym dodatkowych,
nieswoistych miejsc. Wzory prazkow uzyskane podczas elektroforezy w 3% zelu
agarozowym postuzyly do identyfikacji genotypéw w badanych polimorfizmach SNP.
Wizualizacje produktow przeprowadzono za pomocg systemu do dokumentacji zeli
G:BOX (Syngene, Wielka Brytania) oraz oprogramowania GeneSys. WielkosSci

fragmentéw odpowiadajace poszczegdlnym genotypom przedstawiono w tabeli nr 6.
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Tabela 6. Genotypy APOE okre$lone na podstawie analizy restrykcyjnej

Genotypy APOE Wielkos¢ prazkow (pz) produktu PCR na zelu agarozowym

Afl I Hae 11

€2/€2 168 pz, 50 pz 218 pz,

€2/€3 168 pz, 50 pz 218 pz, 195 pz, 23 pz

€2/e4 218 pz, 168 pz, 50 pz 218 pz, 195 pz, 23 pz

€3/€3 168 pz, 50 pz, 195 pz, 23 pz

£3/¢4 218 pz, 168 pz, 50 pz 195 pz, 23 pz

ed/e4 218 pz 195 pz, 23 pz

pz-par zasad

3.4.4 lzolacja miRNA z surowicy

MiRNA do analizy wyizolowano z biobankowanej surowicy przy uzyciu zestawu
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (QIAGEN, Niemcy), zgodnie z protokotem
producenta. Zestaw ten umozliwia izolacje catkowitego RNA, w tym frakcji miRNA,
z niewielkiej objetosci materiatu wyjsciowego (=200 ul surowicy), z wykorzystaniem
technologii kolumn wirowych RNeasy UCP MinElute. Do probowek o pojemnosci 2 ml
przeniesiono 200 pl surowicy, do ktorej dodano 60 pl buforu RPL. Mieszaning
homogenizowano i inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej (15-25 °C).
Celem oceny jakosciowej izolowanego miRNA w trakcie procesu izolacji, do czesci
probek dodawano 1 pl kontroli wewnetrznej. W sktad kontroli wewngtrznej wchodza
trzy rézne rodzaje tzw. ,,spike-in” UniSp2, UniSp4 oraz UniSp5, ktore oceniajg jakos¢
oraz wydajno$¢ wyizolowanego miRNA. Nastgpnie do kazdej probki dodano 20 pl
buforu RPP i intensywnie mieszano przez 20 sekund, co umozliwito doktadne
oddzielenie faz w trakcie kolejnej, 3-minutowej inkubacji. W kolejnym etapie catosé
zwirowano (13500 rpm, 3 min, temp. pokojowa), po czym klarowny, bezbarwny
supernatant (ok. 230 pl) przeniesiono do nowej proboéwki i dodano 1 objetosé
izopropanolu doktadnie mieszajac. Tak przygotowang probke przeniesiono na kolumne
elucyjng RNeasy UCP MinElute i zwirowano (10000 rpm, 30 s, temp. pokojowa).
Nastepnie przeprowadzono kolejne etapy oczyszczania: kolumne przemyto buforem

RWT w objetosci 700 pl, oraz dwukrotnie buforem RPE objgtos¢ 500 pl, po kazdym
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etapie wirowano (10 000 rpm, 30 s). W kolejnym kroku naniesiono 500 ul 80% etanolu,
wirowano przez 2 minuty, a kolumny przeniesiono do nowych probdéwek zbiorczych
1 poddano wirowaniu z maksymalng predkoscig przez 5 min. Wirowanie prowadzono
przy otwartych kolumnach, w celu calkowitego usuni¢cia pozostatosci etanolu.
W ostatnim etapie przeniesiono kolumny RNeasy UCP Min Elute do nowych 1,5 pl
probéwek zbiorczych, dodano 20 pl wody wolnej od RNasy bezposrednio do centrum
kolumny 1 inkubowano 1 min, po czym zamknigto i wirowano z maksymalng
predkoscig przez 1 min. Wyizolowane 1 oczyszczone probki RNA przechowywano

w -20°C do dalszej analizy.

3.4.5 Analiza ekspresji wybranych miRNA

Ocene ekspresji nastepujacych: miRNA-200a-3p, miRNA-146a-5p, miRNA-
132-3 w surowicy pacjentow przeprowadzono z wykorzystaniem reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR), z zastosowaniem zestawow firmy
Qiagen (Niemcy).W pierwszym etapie wykonano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji (RT),
w ktorej miRNA zostalo przepisane na cDNA przy uzyciu enzymu odwrotnej
transkryptazy. Reakcje przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta,
z wykorzystaniem zestawu miRCURY® LNA® RT Kit.

Na podstawie uzyskanego cDNA przeprowadzono kontrole jakosci dla
wybranych prébek z uzyciem zestawu miRCURY® LNA® miRNA QC PCR Panel.
Etap ten pozwolit na weryfikacj¢ jakosci 1 powtarzalnosci izolacji oraz efektywnosci

odwrotnej transkrypcji przed analiza docelowych miRNA.

Analiz¢ ekspresji miRNA przeprowadzono przy uzyciu metody qPCR. Do
amplifikacji wykorzystano zestaw miRCURY® LNA® SYBR® Green PCR Kit oraz
specyficzne startery z zestawu miRCURY® LNA® miRNA PCR Assays, zgodnie

z zaleceniami producenta.
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3.4.5.1 Tlosciowa reakcja lancuchowa polimerazy PCR

Odkryta w potowie lat 80. przez Kary’ego B. Mullis’a technika PCR,
przyczynita si¢ do wielkiego przelomu w inzynierii genetycznej oraz rozwoju calej
biologii molekularnej. Za wynalezienie metody PCR Mullis otrzymal Nagrod¢ Nobla
w dziedzinie chemii w 1993 roku. Ta nieskomplikowana technika pozwala na
wielokrotne powielanie, czyli amplifikacje krotkiego segmentu czgsteczki DNA.
Reakcja ta zachodzi in vitro i nie wymaga wykorzystywania zywych komorek. Aby
przeprowadzi¢ reakcj¢ PCR, matrycowy DNA miesza si¢ z polimeraza Taq, parg
starterow oligonukleotydowych oraz mieszaning nukleotydow. Z racji wysokiej czutosci
techniki PCR, 1ilo$¢ matrycowego DNA moze by¢ bardzo mata. Dwa
oligonukleotydowe startery wiaza si¢ do komplementarnych sekwencji oskrzydlajacych
docelowy region matrycowego DNA i sg wydluzane przez polimeraz¢ w dwoch
przeciwlegtych kierunkach. Na wielko§¢ powstatego produktu skladaja sie startery
1 region pomi¢dzy nimi. Pewnym ograniczeniem metody PCR jest wigc konieczno$¢
znajomosci sekwencji sgsiadujacych z docelowym fragmentem DNA, ktory chcemy
powieli¢. Standardowo amplifikowane sg fragmenty o dtugosci 100-1000 pz, jednak
w odpowiednich warunkach mozliwe jest powielenie fragmentow nawet do 10 kpz.
W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzi matryca DNA, polimeraza Tagq, startery, dNTP
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), MgClI, oraz bufor.

Reakcje syntezy przeprowadza zalezna od matrycy polimeraza Taq, ktora
zostala wyizolowana z termofilnych bakterii Thermus aquaticus pochodzacych z Parku
Narodowego Yellowstone (Brock i Freeze, 1969). Polimeraza Taq jest termostabilnym
enzymem, ktory zachowuje aktywnos¢ mimo wielokrotnych cykli denaturacji
w temperaturze 94-95°C. Poniewaz nie posiada ona wlasciwosci naprawczej
egzonukleazy 3’—5’ podczas kopiowania moze wprowadza¢ bledy (1 biad na 250

polimerowanych nukleotydéw) [123].

Przy wyborze matrycy do PCR, wazna role odgrywa jej ilo$¢ (1ng-1pg). Mimo,
1z krotkie produkty PCR sg powielane z wiekszg wydajnoscia niz dtuzsze, produkt PCR
powinien mie¢ co najmniej 75 pz, aby latwo odrézni¢ go od wszelkich dimerow
starterOw, ktore moga potencjalnie powstawaé. Nalezy rowniez unikaé regiondéw

z drugorzedowa strukturg oraz z dlugimi (>4) powtdrzeniami pojedynczych zasad.
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Zawarto§¢ GC powinna wynosi¢ 50-60%. Wazng rol¢ odgrywa rdwniez stopien

degradacji, obecnos$¢ zanieczyszczen oraz metoda izolacji DNA.

Startery wykorzystywane w reakcji PCR powinny mie¢ dtugo$¢ ok. 18-30
nukleotydow i1 wykazywac¢ podobng zawartos¢ G+C. Startery wybierane na podstawie
sekwencji wiazacej, dostepne sa w bazach danych, w literaturze, mozna je réwniez
projektowa¢ samemu. Nalezy pami¢ta¢ o sprawdzaniu specyficznosci starteréw w tym
celu nalezy unika¢ regionéw homologicznych. Wlasciwosci starterow okreslamy na
podstawie temperatury taczenie starterow Tm (anneling), ktéra powinna wynosi¢ od
50 °C do 65 °C. Zawartos¢ GC powinna miesci¢ si¢ w granicy 50-60%, roztozone
rownomierniec w sekwencji starterow. Nalezy unika¢ powtérzen G i C dhuzszych niz

3 zasady, mozna umiesci¢ nukleotydy G i C na koncach starterow.

Odpowiednie warunki reakcji zapewnia bufor reakcyjny, ktory zawiera Tris-HCI
w stezeniu 10 — 50 mM oraz jony potasu w postaci KCl w ste¢zeniu 50 mM oraz tzw.
,wzmacniacze reakcji” w postaci Tween 20, betaina, zelatyna, BSA, DMSO. Celem
poprawy wydajno$ci reakcji zwigksza si¢ stgzenie soli potasu oraz dodaje

,wzmacniacze”.

Reakcja PCR nie przebiega zwykle ze 100% wydajnoscig. W celu zwigkszenia
wydajnos$ci reakcji nalezy przeprowadzi¢ tzw. optymalizacj¢ metody, ktora polega na
modyfikacji warunkéw reakcji. Zmianie poddaje si¢ zwykle temperature przylaczania
starterdw i stezenie Mg?*. Optymalizacja temperatury przylaczania starterow w tescie
PCR jest jednym z najbardziej krytycznych parametrow dla specyficznosci reakcji.
Ustawienie zbyt niskiej temperatury moze prowadzi¢ do amplifikacji niespecyficznych
produktow PCR. Ustawienie zbyt wysokiej temperatury moze zmniejszy¢ wydajnosé
pozadanego produktu PCR. Nawet po obliczeniu Ty primera, moze by¢ konieczne
empiryczne okreslenie temperatury polegajace na powtarzaniu reakcji w wielu r6znych
temperaturach. Podobne czasochtonne testy moga by¢ rowniez wymagane w celu

optymalizacji temperatury denaturacji.

Drugim waznym czynnikiem wptywajacym na optymalizacje reakcji jest stezenie
jonow Mg2+, ktore bedac kofaktorami enzymu polimerazy wptywaja na jej aktywnosc.
Optymalne stezenie jondw Mg?* wynosi 1,5-2,0 mM. Nalezy pamigtaé, ze zbyt niskie
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stezenie Mg®* moze obnizyé wydajnoéé reakcji, natomiast zbyt wysokie moze
przyczyni¢ si¢ do powstania dodatkowych prazkéw, swiadczacych o niespecyficznym

produkcie. Konieczna jest optymalizacja stezenia Mg?* w zakresie 0,5-4 mM.

Kolejnym sktadnikiem decydujacym o efektach PCR jest mieszanina
trifosforanow deoksynukleotydow dNTPs. Typowe stgzenie dNTPs wynosi 200 uM.
Obnizajac do 50-100 uM podnosimy wiernos¢ reakcji ale obnizamy jej wydajnos¢.
Wysokie stezenie dNTPs podnoszg wydajnos¢ np. dla duzych fragmentow ale moga

obnizy¢ czulo$¢ reakcji.

W celu optymalizacji procesu PCR czasami nalezy modyfikowa¢ protokot PCR
w zakresie skrocenia czasu pracy. Aby przyspieszy¢ amplifikacje fragmentéw <250 pz
nalezy wybrac¢ startery o wyzszych temperaturach startu (takich jak 65—70°C). Mozna
zastosowa¢ enzym polimerazy ,Hot Start’’, ktory wymaga minimalnego czasu
aktywacji. Polimeraza uaktywniona wysoka temperatura podczas wstepnej denaturacji,
zwigksza specyficzno$¢ reakcji. Zastosowanie polimerazy typu ,,Hot Start” umozliwia
swobodne przygotowanie reakcji w temperaturze pokojowej, bez zmniejszenie
aktywno$ci enzymu. Polimerazy ,,Hot Start” otrzymuje si¢ poprzez zablokowanie
centrum aktywnego np. zwigzkami chemicznymi lub przeciwcialami. Aktywacja
polimerazy odbywa si¢ przez poddanie jej dziataniu temperatury 95°C przez 3 — 15

minut.

Reakcja PCR sktada si¢ z trzech etapow:

l. Denaturacja wstgpna — podgrzanie mieszaniny do temp. 92°C — 95°C przez
3-15 min w celu denaturacji genomowego DNA. Czas ten jest tez niezbedny

do aktywacji polimeraz typu ,,Hot Start”.
I Etap drugi powtarza si¢ wielokrotnie 1 sktada si¢ z trzech krokow:

- denaturacja w temp. 92°C — 95°C prowadzaca do rozerwania wigzan
wodorowych utrzymujacych ze soba dwa polinukleotydy podwdjnej nici
DNA. Matrycowy DNA zostaje zdenaturowany do dwoch czasteczek
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jednoniciowych. Czas trwania tego etapu jest zalezny od matrycy i moze

wynosi¢ od kilku do kilkudziesigciu sekund.

- anneling (temp. 40°C — 72°C) przylaczanie starterow w odpowiednich
miejscach komplementarnych sekwencji na 3’ koncu jednoniciowego DNA.
Ten etap wplywa na specyficznos¢ oraz wydajnos¢ reakcji PCR.
Optymalizacja temperatury na tym etapie jest kluczowe i zalezy od skladu
nukleotydowego starterow. Zbyt niska temperatura na tym etapie prowadzi
do taczenia starterow w niespecyficznych miejscach na zasadzie niepeinej
komplementarno$ci i powstania wielu artefaktow. Natomiast zbyt wysoka
temperatura moze uniemozliwi¢ przylaczenie starterow do matrycy

w wyniku czego produkt nie powstanie.

- elongacja prowadzona w temp. 68°C — 72°C, optymalnej dla polimerazy
Taq. Na tym etapie zachodzi synteza nowych nici DNA z kazdego
matrycowego DNA. Czas trwania zalezy od dlugosci powielanego
fragmentu. Tlo$¢ cykli zalezy od rodzaju powielanego fragmentu i zazwyczaj
miesci si¢ w przedziale 20 — 40. Zbyt mala liczba cykli spowoduje stabg
wydajno$¢ reakcji, nadmierna liczba cykli zmniejsza specyficzno$¢
otrzymywanego produktu.

Elongacja koncowa — to etap syntezy koncowej niekompletnych produktow

z poprzednich etapéw. Przebiega on w temperaturze 68°C do 72°C przez

5 — 15 minut.

3.4.5.2 Synteza cDNA metoda RT-PCR

W pierwszym etapie badan przepisano RNA na cDNA dzigki odwrotnej
transkrypcji. W tym celu wykorzystano metodg¢ reakcji tancuchowej polimerazy
z odwrotng transkryptaza ang. reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) dzigki, ktorej zsyntetyzowano DNA komplementarne do miRNA (cDNA).
Reakcje odwrotnej transkrypcji (RT) przeprowadzono na RNA wyizolowanym z proébek
surowicy, wykorzystujac zestaw miRCURY LNA® RT Kit (Qiagen, Niemcy), zgodnie
z protokotem producenta. RNA izolowane z surowicy nie byto rozcienczane przed
zastosowaniem w reakcji RT, co jest zgodne z zaleceniami producenta dla tego typu

materiatu biologicznego.
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Do kazdej reakcji RT uzyto 2 ul wyizolowanego RNA. Calkowita objetos¢ reakcji

wynosita 10 ul. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat podany w tabeli nr 7.

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do RT-PCR przepisujacego miRNA na cDNA

Skladniki reakeji " prélfi':iéa danej

[nd]

5x miRCURY SYBR® Green RT Reaction 2
Buffer

RNase-free water 4,5
10xmiRCURY RTEnzyme Mix 1

Synthetic spike-in mix 0,5
Template total RNA 2

Calkowita objetosc¢ 10

Zastosowany bufor 5x miRCURY SYBR® Green RT Reaction Buffer jest
buforem optymalizujgcym polimeraze konca poli(A) oraz odwrotng transkrypcje,
zawierajacy uniwersalny starter do odwrotnej transkrypcji oparty na SYBR® Green,
jony Mg?* oraz mieszanine trifosforanéw deoksynukleotydow dNTPs. Mieszanina 10x
miRCURY RT Enzyme Mix zawiera dwa enzymy: zmodyfikowana posta¢ odwrotnej
transkryptazy HotStart RT-Script Reverse Transcriptase oraz polimerazg poli(A)
wyizolowang z E. coli -Poly(A)Polymerase. W syntetycznej mieszaninie Spike-in Mix
wystepuje transkrypt monitorujacy efekty odwrotnej transkrypcji w postaci UniSp6.
Reakcj¢ RT-PCR przeprowadzono w nastepujacych warunkach termicznych: inkubacja
przez 60 minut w 42°C, inkubacja przez 5 minut w 95°C celem inaktywacji odwrotne;j
transkryptazy natychmiastowe ochlodzenie do 4°C. Probki cDNA przechowywano
w temperaturze -20°C przez 2-5 tygodni celem wykorzystania do badan real-time PCR.
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3.4.5.3 Kontrola jakosci miRNA — miRCURY LNA® miRNA QC PCR Panel

Przed przystgpieniem do analizy ekspresji miRNA, przeprowadzono kontrole
jakosci probek RNA wyizolowanych z surowicy, wykorzystujac zestaw miRCURY
LNA® miRNA QC PCR Panel (Qiagen, Niemcy). Analiza ta miata na celu oceng
integralnosci, czysto$ci oraz efektywnosci reakcji odwrotnej transkrypcji (RT), a takze

wykrycie ewentualnych inhibitoréw reakcji PCR.

Podczas izolacji RNA z surowicy dodano syntetyczne spike-in RNA (UniSp2,
UniSp4, UniSp5 oraz cel-miR-39-3p), co umozliwilo monitorowanie efektywnosci
izolacji oraz identyfikacje ewentualnych inhibitorow reakcji PCR. Synteze cDNA
wykonano zgodnie z protokotem zestawu miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Niemcy),
stosujac te same warunki, co w przypadku probek do analizy ekspresji miRNA.

Panel kontrolny zawiera zestaw specyficznych starterow i sond LNA, ktére umozliwiajg
oceng:

» jakosci 1 wydajnosci izolacji RNA — za pomocag syntetycznych RNA

dodanych jako spike-in: UniSp2, UniSp4, UniSp5,

» efektywnosci reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) — monitorowanej przez

obecno$¢ transkryptow UniSp6 oraz cel-miR-39-3p,

» efektywnosci reakcji PCR — kontrolowanej przez UniSp3 jako kalibrator

mi¢dzyptytkowy ang. inter-plate calibrator (IPC),

* obecnosci hemolizy — za pomocg stosunku miRNA miR-451 (marker

hemolizy) do miR-23a (kontrola wewngtrzna hemolizy),

* kontroli endogennych markeréw miRNA obecnych w surowicy, takich jak:

miR-103, miR-191, miR-30c (marker nerek), miR-124 (marker ptynu

mozgowo-rdzeniowego).

Analiz¢ ekspresji gendéw kontrolnych wykonano metoda qPCR w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem systemu miRCURY LNA® SYBR® Green PCR Kit
(Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje¢ przeprowadzono w systemie
Cobas 480z (Roche, Szwajcaria). Ocena jako$ci byla oparta na analizie warto$ci cyklu
ilosciowego ang. quantification cycle (Cq) oraz profilu amplifikacji dla poszczegdlnych
kontroli spike-in i endogennych markerow miRNA. Probki, ktore nie spehnialy

kryteriéw jako$ciowych, byty wykluczane z dalszych analiz.
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3.4.5.4 Tlosciowe oznaczenie ekspresji miRNA metodg real-time PCR

Powstaty c¢DNA amplifikowano podczas ilosciowej reakcji tancuchowej
polimerazy DNA w czasie rzeczywistym ang. real-time PCR wedlug protokotu
producenta miRCURY® LNA® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). cDNA
rozcienczono 1:10 dodajac wode wolng od RNazy. Reakcje przeprowadzono
w objetosci koncowej 10 ul. Wysoka specyficznosé oraz czutosé reakcji real-time PCR
osiggnieto dzigki zastosowaniu procedury hot-start polimerazy, ktéra ogranicza ryzyko
formowania dimeréw starterow uzywanych do amplifikacji. Sktad mieszaniny

reakcyjnej przedstawiono w tabeli nr 8.

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej Real-Time PCR do amplifikacji cDNA

Skladniki reakeji Hosé Iosé
w probie badanej w NTC
(1] (1]
2x mMiIRCURY SYBR® Green 5 5
Master Mix
RNase-free water 1 4,0
PCR Primer Mix 1 1
Matryca cDNA (1:10) 3 0
Calkowita objetos¢ 10 10

Mieszanina 2x miRCURY SYBR Green sktada si¢ z trzech sktadnikow:

1) QuantiNovaDNA Polymerase zmodyfikowana forma ,,hot-start’” polimerazy
DNA wyizolowanej z Thermus aquaticus, nieaktywna w temperaturze
pokojowej aktywowana przy podgrzaniu do 95°C przez 2 minuty.

2) miRCURY SYBR® Green PCR Buffer- zawierajacy Tris HCI, KCl, NH4SO4,
MgCI2 oraz wzmacniacz Q-Band®.

3) Mieszanina ANTPs zawierajaca dATP, dGTP, dCTP, dTTP wysokiej czystosci.
Reakcje real-time PCR przeprowadzono w nast¢pujacych warunkach termicznych:
aktywacja polimerazy/denaturacja 2 min, amplifikacja 45 cykli (95°C, 10s; 56°C, 60s).
Dodatkowo weryfikacje specyficznosci 1 tozsamos$ci produktow PCR przeprowadzono

na podstawie analizy krzywej topnienia ang. melting curve analysis wykorzystujac

65



program LightCycler® 480 SW Vesrsion 1.5.1.62 SP2 — UDF v2.0.0 oraz panel Gene

Scanning do analizy.

Do oznaczenia ekspresji trzech wybranych miRNA uzyto mieszaniny starterow
komplementarnych do ich sekwencji. W tym celu uzyto zestawu mmiRCURY® LNA®
miRNA PCR Assays. W celu przeprowadzenia kontroli i normalizacji reakcji real-time
PCR badanych miRNA, roéwnolegle oznaczono ekspresj¢ genow referencyjnych:

U6snRNA oraz SNORD 48.

1) U6sNnRNA jest to maty jadrowy niekodujacy RNA ang. non coding small nuclear
RNA (snRNA) tworzacy potrojng helise, wchodzacy w sktad matej jadrowe;j
nukleoproteiny ang. small nuclear ribonucleoprotein (U6snRNP). Wraz z pre-mRNA
1 roznymi biatkami tworzy spliceosom, ktéry jest duzym kompleksem czastkowego
RNA i biatka katalizujacego glowny proces potranskrypcyjnej modyfikacji mRNA|
w jadrze eukariotow tj. splicing. RNA U6 jest najbardziej zachowawczg i niezmienng
ewolucyjnie sekwencja sposrod wszystkich pigciu zaangazowanych w splicing wsrod
gatunkow [124]. W genomach kregowcow wystepuje wiele kopii genu snRNA U6 lub
pseudogenéw pochodzacych od genu U6. Gen SnRNA U6 zostal wyizolowany
w roznych organizmach modelowych m.in. Caenorhabditis elegans oraz

Saccharomyces cerevisiae [125].

2) SNORD 48 jest to maly jaderkowy RNA ang. small nucleolar RNA (snoRNA), ktory
petni funkcje normalizatora wzglednej ekspresji w probkach tkanek, surowicy 1 moczu.
SnoRNA to grupa nieprzettumaczonych RNA o zmiennej dtugosci (80-1000 nt)
wymaganych do dojrzewania rRNA. Wszystkie eukariotyczne genomy posiadajg szereg
genow snoRNA z niezaleznymi promotorami. SnoRNA mozna podzieli¢ na dwie klasy
posiadajgce ewolucyjnie konserwowane sekwencje [126]. SNORD48 jest stosowany
rowniez jako kontrola wewnetrzna wraz z starterem Cel-miR-39a. Posiada on
identyfikator testu w diagnostyce drobnokomoérkowego raka ptuc, gdyz stwierdzono
zmniejszenie jego frakcji w trakcie choroby. SNORD48 obok SNORD24 i RNUG62 jest
najstabilniejszym endogennym genem referencyjnym, niezawodnym w normalizacji
danych qPCR z tkanek [127].
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Ekspresja miRNA wyrazana jest jako warto§¢ 2”°-ACq, gdzie ACq wyraza
réznice pomigdzy progiem granicznym Cq reakcji PCR miRNA kontrolnego, a Cq
miRNA badanego. Wedlug wzoru Livaka 2- AACq, gdzie:

ACq = Cq gen badany — Cq gen referencyjny

AACq = ACq proba badana — ACq proba referencyjna

2- AACq = krotno$¢ zmiany ekspresji w grupie badanej wzgledem kontroli
(ang. fold change).

We wszystkich przeprowadzonych analizach ekspresji miRNA, bazowano na
wzglednym poziomie ekspresji badanych genéw. W tym celu zastosowano
skorygowang formute Pfaffla, ktora wykorzystuje wzgledng analize ilo§ciowa (Relative
Quantitation). Opiera si¢ ona na zalozeniu, ze podczas PCR, kazdy produkt ulega
podwojeniu w kazdym cyklu. Jesli, wiec dwie probki maja wartos¢ Cq rézng o 1, to
réznica w ilo$ci materiatu startowego wynosi 2' = dwa razy. W zastosowanej metodzie
ilos¢ genu badanego jest normalizowana dla kazdej probki wzgledem wewnetrznej
kontroli, genu referencyjnego — AACq. Wzor na obliczenie wzglednego poziomu
ekspresji jest nastepujacy:

RQ= E**ct

Roéznice wzglednej analizy iloSciowej wynikajg z r6éznicy poziomu ekspresji, roznicy

w ilosci materiatu wyjSciowego oraz rdznic w przebiegu reakc;ji.
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3.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu programu RStudio 4.4.1. Jako prog
istotnosci statystycznej przyjeto a = 0.05. Hipotez¢ o normalnosci rozktadu badanych
zmiennych testowano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Zadna z badanych zmiennych
nie miata rozktadu zblizonego do normalnego. Z tego powodu do dalszych analiz uzyto
testow nieparametrycznych a wyniki raportowano przy uzyciu mediany (Me) oraz
kwartyli Q1 1 Q3. Roznice pomiedzy grupg z otgpieniem i bez otepienia analizowano za
pomocg testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla par niezaleznych. Analiz¢ wariancji
wykonano przy uzyciu testu ANOVA Kruskala-Wallisa. Istotnie rézne podgrupy
testowano przy uzyciu testu post-hoc Dunn’a. Za wartosci odstajace traktowane byty
warto$ci odbiegajace od Q1/ Q3 o warto§¢ poéhtrakrotnosci rozstgpu kwartylowego.
Zmienne nominalne przedstawiano jako liczebnosci 1 procenty. Poréwnania zmiennych
nominalnych wykonano w oparciu o test chi2 (y2) z zastosowaniem odpowiednich
poprawek w zalezno$ci od liczebno$ci w podgrupach. Do analizy zmiennych cigglych

uzyto korelacji rang Spearmana (rho Spearman).

W celu predykcji zaburzen otgpiennych wykonano modele predykcyjne przy
uzyciu: regresji logistycznej z krokowa postepujaca optymalizacjg hiperparametrow,
regresji LASSO oraz drzewa decyzyjnego. Zbiér danych podzielono w stosunku 7:3 na
grupe treningowa 1 uczaca ze zbalansowaniem kazdego z nich wedlug zmiennej
zaleznej. Modele byly trenowane z uzyciem 7-mio Kkrotnej walidacji krzyzowe;.
Nastepnie oceniano je na obu grupach obliczajac dokladnos$¢, czutosé, swoistosc,

warto$¢ predykcyjng dodatnig i ujemna.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza grupy badanej i kontrolnej pod wzgledem plci i wieku

W pierwszym etapie badan grup¢ pacjentdéw w réoznym stadium zaawansowania

choroby oraz grupe kontrolng poddano analizie, pod wzgledem ptci i wieku w dniu

pobrania materiatu do badan. Rozktad pacjentow wg plci z uwzglednieniem stadium

otgpienia oraz osob stanowigcych kontrolg przedstawia tabela nr 9.

Tabela 9. Podziat grupy badanej ze wzgledu na pteé

K MCI AD I AD II AD I St;st“’s‘t“‘(’:;a
Ple¢ n n n n n (t)e(st);(Z)
(%) (%) (%) (%) (%) DoV
S, 11 8 10 14 3
y (40,74) (42,11) (50) (63,64) (33,33)
0,43
N (et 16 11 10 8 6
geezyznl | (59 26) (57,89) (50) (36,36) (66,67)

test x2-test Chi kwadrat
p-value- poziom istotnos$ci statystycznej

Aby okreslic czestos¢ wystgpowania okre§lonego stadium otgpienia u kobiet
i mezczyzn, wykonano analizg statystyczng w oparciu o test chi-kwadrat Pearsona (x2).
Analizie poddano 97 o0s6b w tym 70 pacjentow oraz 27 oso6b z grupy kontrolnej.
Pacjenci zostali podzieleni na 4 podgrupy w zaleznosci od stadium choroby (MCI, AD
I, AD II, AD III). Z uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, iz udziat procentowy
kobiet 1 m¢zczyzn w kazdej podgrupie jest zblizony. Najwieksze rdznice wystepuja
w grupie AD I 1 AD III. W grupie AD II przewazaja kobiety, natomiast w AD III
mezezyzni. Wyniki te nie sg jednak istotne statystycznie (p>0,05).

W kolejnym etapie dokonano analizy pod wzgledem wieku w dniu pobrania
materiatu do badan. Analizie poddano osoby bez otg¢pienia oraz grupe pacjentow
z otgpieniem, z uwzglednieniem stadium otepienia. Statystyki opisowe zestawiono

w tabeli nr 10.
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Tabela 10. Wiek w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentow z podziatem na stadium otgpienia

Wiek w dniu K MCI AD | AD II AD 111
pobrania n=27 n=19 n=20 n=22 n=9
Mediana (Me) 72,00 64,00 72,50 76,00 76,00
Rl 65,00 60,50 67,00 70,50 75,00
(Q1)
RO 79,00 70,50 88,00 80,75 82,00
(Q3)
Minimum 45 45 50 59 71
Maximum 92 83 88 85 83

Me-mediana wieku; Q1-kwartyl 1; Q3-kwartyl 3

Ze wzgledu na brak rozktadu normalnego, roznice w rozktadzie wieku
w poszczegdlnych podgrupach oceniono na podstawie testu nieparametrycznego

Kruskala-Wallisa. Wyniki testu przedstawiono w tabeli nr 11.

Tabela 11. Réznica wieku miedzy grupg kontrolng oraz grupa pacjentow z podziatem na stadium
otepienia

Istotnos$¢
K MCI AD | AD Il AD Il statystycz
Grupy badane na
p-value
K 0,2838 1,0000 1,0000 0,5468
MCI 0,2838 0,3286 0,0108 0,0056
0,0030
AD I 1,0000 0,3286 1,0000 0,7593
AD II 1,0000 0,0108 1,0000 1,0000
AD I 0,5468 0,0056 0,7593 1,0000

*Czcionka pogrubiona przedstawiono wyniki istotne statystycznie na poziomie p<0,05.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wiek jest waznym czynnikiem
réznicujacym pacjentdow pod wzgledem progresji otepienia. Analiza post hoc przy
wykorzystaniu testu Dunn’a wykazata istotng statystycznie roznice wieku pacjentow
podczas diagnostyki pomigdzy podgrupa z MCI a AD Il oraz AD IIl. Wyniki

uzyskano przy poziomie istotnosci p=0,0030. Mediana wieku pacjentow w dniu
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pobrania wynosita odpowiednio: w podgrupie MCI- 64 lata, natomiast AD Il oraz AD
I11- 76 lat. Wyniki te pokazuja, iz u oséb mlodszych czgéciej diagnozuje si¢ MCI,
natomiast otepienie alzheimerowskie w stadium zaawansowanym rozpoznawane jest
u pacjentow nawet ok. 10 lat pdzniej. Rodznice wicku diagnozowania choroby

w zalezno$ci od stadium otgpienia przedstawiono w formie wykresu nr 5.

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: WIEK W DNIU POPRANA
100 - - . : .

90 r

80

70 f

60

WIEK W DNIU POPRANA

50

40

AD Il AD | MCl 5 Mediana
AD Il KONTROLA [] 25%-75%

RODZAJ OTEPIENIA T Min-Maks
Wykres 5. Wiek pacjentéw podczas diagnostyki a stadium otepienia

4.2 Analiza grupy badanej i kontrolnej pod wzgledem cech klinicznych

Kolejnym krokiem byta analiza cech klinicznych pacjentow o ré6znym poziomie
zaawansowania choroby w poréwnaniu z grupg kontrolng. W analizie statystycznej
uwzgledniono wyniki testu diagnostycznego MMSE oraz badan diagnostycznych z Krwi
obwodowej w kierunku: stezenie cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji (LDL,
HDL, TG), stezenie witaminy Bjp, choréb wspoéttowarzyszacych tj. miazdzyca,
cukrzyca, astma, niedoczynno$¢ tarczycy, choroba niedokrwienna serca, depresja,

nadci$nienie oraz hipercholesterolemia. Dane statystyczne zestawiono w tabeli nr 12,
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Tabela 12. Zestawienie cech klinicznych z uwzglednieniem podziatu na podgrupy MCI, AD 1, AD 11, AD
IIT oraz grupe kontrolng K

Zmienne Me Q1 Q3 Min. Max.
MCI MMSE
=19 test [pki] 26 26 27 24 29
Wit By, 317 301 460 212 781
[pg/ml]
TC
[mg/di] 214 170 237 137 317
LDL[mg/d
i 134 113,5 159,5 52 235
HDL
[mo/d] 56 51 66 35 78
TGL
[mo/di] 122 87,5 135,5 58 524
Zmienne Me Q1 Q3 Min. Max.
AD | MMSE
(=20 test [pki] 22 21 23 20 26
Wit B, 307 186,75 441,75 83 1800
[pg/ml] : :
TC
[ma/di] 194 169 216 145 275
LDL[mg/d
i 105 102 143 93 188
HDL
[ma/di] 47 41 53 28 66
TGL
[mo/di] 118 94 137 77 219
Zmienne Me Q1 Q3 Min. Max.
AD 11 MMSE
s test [pkt] 17,5 17 18 12 25
Wit B, 272 229 402,5 115 555
[pg/ml] :
TC
[mg/di] 190 175 234.5 121 290
LDL[mg/d
i 110 93,5 128 49 172
HDL
[mg/di] 52,5 47,25 61,75 32 83
TGL
[mo/di] 134,5 77 158,75 55 283
Zmienne Me Q1 Q3 Min. Max.
AD Il MMSE
n=9 test [pkt] 5 3 [ 0 9
Wit By, 214 153 251 112 324
[pg/ml]
TC
[ma/di] 2125 167,25 236,25 131 313
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LDL[mg/d
i 141 91 173,5 64 234
HDL
[mg/di] 43 37 54 32 59
TGL
[mg/dI] 148 118,5 170,5 62 225
Zmienne Me Q1 Q3 Min. Max.
K MMSE
n=27 test [pkt] 28 28 28 28 28
Wit.By,
[pg/mi] 580 358 730,75 167 2000
TC
[mg/dI] 190,5 156,5 214 118 360
LDL[mg/d
] 110,5 98,25 133 95 255
HDL
[mg/dI] >4 50,5 61,75 34 94
TGL
[mg/dI] 101,5 96,75 148,25 57 292

Me-mediana; Q1-kwartyl 1; Q3- kwartyl 3; Min.-warto§¢ minimalna; Max.-warto§¢ maksymalna;
MMSE-wynik testu Mini Mental State Examination zakres 0-30, liczba pkt. maleje wraz z rozwojem
choroby ; TC-(ang. Total Cholesterol) cholesterol catkowity, norma <190 mg/dl; HDL (ang. High
Density Lipoprotein) lipoproteina wysokiej gesto$ci, norma HDL >40mg/dl; LDL (ang. Low Density
Lipoprotein)- lipoproteina o niskiej gestosci, norma LDL <115mg/dl; TGL —trdjglicerydy, norma TGL
<150 mg/dl; witamina B, norma 187 - 883 pg/ml

Aby sprawdzi¢ roznice poziomu parametrow biochemicznych tj. LDL, HDL,
TG oraz cholesterolu catkowitego w zaleznosci od progresji choroby, przeprowadzono
test Kruskala-Wallisa. Nie zaobserwowano jednak istotnej ro6znicy w lipidogramie
wsrdd osob bez objawow otepiennych oraz pacjentami z otegpieniem. Z badanych
parametréw jedynie poziom witaminy Bi, rdznil si¢ istotnie statystycznie pomiedzy
podgrupami. Poczatkowo analizie statystycznej poddano poziom witaminy B1, W grupie
kontrolnej, pacjentéw z MCI oraz ze stwierdzonym otgpieniem alzheimerowskim,

jednak bez podziatu na stadia choroby. Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresie nr
6.
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poziom wit.B12 pg/ml (no outliers)

[ ]
Kruskal-Wallis, p = 0.004

750

. group
500 o B3 KONTROLA
o * B wmcl
. . ® B3 AD

poziom wit.B12 pg/ml

250

KONTROLA MCI AD
Dementia type

Wykres 6. Poziom witaminy B;, w grupie kontrolnej, pacjentow z MCI oraz AD (bez warto$ci
odstajacych)

Stezenie wit. By, wyrazono w pg/ml. Istotno$¢ statystyczna wynikéw wyrazono w wartosciach p
i 0znaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Z uzyskanych na poziomie istotnosci p=0,004 wynikdéw, zaobserwowano spadek
warto$ci witaminy Bi, wraz z postgpem otgpienia wsrod pacjentow. Istotne roznice
zaobserwowano miedzy pacjentami z MCI a AD przy poziomie istotnosci p<0,01 oraz
pomiedzy grupa kontrolng K i pacjentami z AD przy poziomie istotnosci p<0,05.
Wyzszy poziom witaminy Bj, wykazano w grupie kontrolnej (Me=580; Q1=358;
Q3=731), obnizony w MCI (Me=317; Q1=301; Q3=460) a najnizszy w grupie
pacjentow ze stwierdzong chorobg otepienng AD (Me=194; Q1=190; Q3=365).

W celu doktadnego okreslenia réznic poziomu witaminy Bi, w zaleznosci od
stadium zaawansowania AD, usuni¢to wartosci odstajace a nastepnie dokonano
dodatkowej analizy z podziatlem na podgrupy AD I, AD II oraz AD IlI, ktére pokazuje

wykres nr 7.
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poziom wit.B12 pg/ml (no outliers)
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Wykres 7. Poziom witaminy B, w zaleznosci od stadium choroby oraz w grupie kontrolnej (bez wartosci
odstajacych)

Stezenie wit. Bj, wyrazono w pg/ml. Istotno$¢ statystyczna wynikoOw wyrazono w wartosciach
p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Uzyskane wyniki wskazuja, iz u pacjentow z AD III poziom witaminy By, jest istotnie
nizszy (Me=214, Q1=153; Q3=251) w pordéwnaniu z pacjentami z MCI (Me=317;
Q1=301; Q3=460) oraz badanymi z grupy kontrolnej K (Me=580; Q1=358; Q3=731)
przy poziomie istotnosci p=0,006. Analiza nie wykazata istotnych roznic poziomu
witaminy B, w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby (AD I, AD II, AD III).
Uzyskane wyniki przedstawione w formie wykresu, wskazuja na postepujace niedobory

witaminy B, wraz z progresja choroby.

Badang grupe z uwzglednieniem podziatu na stadia otg¢pienia, przeanalizowano
pod katem chordb wspottowarzyszacych przy zastosowaniu testu chi kwadrat. Na
podstawie uzyskanych wynikéw nie zaobserwowano istotnych rdéznic pomigdzy
poszczegblnymi  podgrupami pacjentdw a czgstoscig wystepowania  chorob
wspottowarzyszacych. Powodem uzyskania statystycznie nieistotnych wynikéw moga
by¢ nie pelne dane chorob towarzyszacych wsréd badanych pacjentdw oraz osob

zdrowych stanowigcych grupe kontrolng oraz r6zna liczebno$¢ podgrup.
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4.3 Analiza stezenia bialek p- amyloidowych w zaleznosci od stadium choroby

Wraz z progresja choroby AD, poziom amyloidu-f w moézgu wzrasta, co jest
zwigzane z odkladaniem si¢ w formie blaszek starczych, natomiast w PMR maleje.
W niniejszej pracy przeanalizowano udostepnione wyniki badan stgzenia bialek

amyloidowych A4 oraz APi4 w PMR. Wyniki badania poziomu biatek zostaly

zestawione w tabeli nr 13.

Tabela 13. Stgzenie biatek B- amyloidowych w grupach badanych z uwzglednieiem stadium choroby

Grupy badane Me Q1 Q3 Min. Max.
Stezenie K 402,85 282,35 531,62 260,00 578,80
‘:;“‘a MCI 443,00 300,60 570,40 220,30 1036,00
1-42
[pg/mi] AD | 506,85 3283 815,175 245,00 1380,00
D 503,80 3175 6222 260,53 1193,00
T 185,70 141,88 290,45 58,47 746,80
Stezenic > 822750 63795 | 9787,25 | 478200 | 10520,00
bialka
APy . 10520,00 | 9386,00 | 1265500 | 494300 | 17430,00
[pg/mi] D1 1101000 | 620375 | 124225 | 461000 | 2272000
D] 10060,00 | 8590,00 | 11800,00 | 4940,00 | 17430,00
AT 7044,00 440600 | 1072029 | 292421 | 12910,00

Me-mediana; Q1-kwartyl 1; Q3- kwartyl 3; Min.-warto$¢ minimalna; Max.-warto$¢ maksymalna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej pod katem ich rdznic

w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby. W tym celu zastosowano

nieparametryczny test Kruskala-Wallis’a wraz z analiza post hoc przy uzyciu testu

Dunn’a. Wyniki obu testu przedstawia wykres nr 8.
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Stezenie beta-amyloidu 1-42 (ABR42) [pg/ml] (no outliers)
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Wykres 8. Stezenie B amyloidu 1-42 (AB42) w grupie kontrolnej oraz grupie badanej z podziatem na
stadium choroby

Istotno$¢ statystyczng wynikoOw wyrazono w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Analiza poziomu Af;4, W grupie pacjentow oOraz w grupie kontrolnej, po
wyeliminowaniu warto$ci odstajacych, wykazata statystycznie istotng réznice jedynie
pomigdzy pacjentami w stadium AD I a pacjantami w stadium AD III (p<0,001) oraz
pomiedzy stadium AD II i AD III (p<0,001). Na podstawie uzyskanych wynikow,
mozna zauwazyC, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby otepiennej,
poziom amyloidu ABi.42w PMR wyraznie si¢ obniza. Wsrdod pacjentow z podgrupy AD
III zaobserwowano najnizszy poziom amyloidu Afi4, (Me=185,7; Q1=141,88;
Q3=290,45) w poréwnaniu z pacjentami ze stwierdzonym AD Il (Me=503,80;
Q1=317,5; Q3=290,45) oraz AD | (Me=506,85; Q1=328,3; Q3=815,175).

Ocenie poddano réwniez poziom stezenia biatka amyloidowego Afi-40
u wszystkich pacjentow z otgpieniem oraz w grupie kontrolnej. Jednak analiza nie
wykazala statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami. Brak istotnych réznic moze
byc spowodowany rdézng liczebnoscig podgrup. Podgrupa pacjentow z AD III jest
prawie dwa razy mniej liczna (n=9) od pozostatych podrup. Dodatkowo nalezy
zauwazy¢, iz testy ELISA wykrywajace biatka charakterystyczne w przebiegu choroby
otepiennej tj. biatka amyloidowe AP1.42, AP1-10, biatka h-Tau oraz p-Tau byly mierzone
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tylko u kilku os6b z grupy kontrolnej u ktoérych pobrano PMR do badan. Nie jest to
wynik reprezentatywny dla catej podgrupy osob zdrowych.

4.4 Analiza st¢zenia bialek Tau w zaleznosci od stadium choroby

Zaawansowany proces neurozwyrodnieniowy prowadzi do przerwania bariery
krew-mozg oraz rozpadu neurondéw, czego konsekwencja jest wzrost poziomu biatek
hTau i pTau w PMR. W tym celu poddano analizie statystycznej wyniki badan st¢zenia
biatek Tau w PMR, udostgpnione do niniejszej rozprawy. Statystyki opisowe poziomu
biatka hTau oraz pTau dla kazdej z analizowanych podgrup zostaly przedstawione
w tabeli nr 14.

Tabela 14. Stezenie biatek Tau w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentdow z podziatem na stadium
otepienia

Grupy badane Me Q1 Q3 Min. Max.
Stezenie K 307,15 233,85 510,53 132,60 1002,00
bialka
hTau MCI 215,50 148,05 3934 104,60 691,50
[pg/ml]
AD | 485,85 344,85 728,75 153,20 3523,00
AD 11 478,10 350,80 756,20 177,67 2276,00
AD 111 499,80 393,30 658,35 133,90 895 66
Stezenie K 57,82 45,28 82,41 38,97 124,90
bialka
oTau MCI 41.21 36,23 67,18 26,25 91,65
[pg/mi] AD | 79,64 54,78 106,22 33,89 168,90
AD 11 70,83 58,85 93,20 23,82 199,10
AD 111 51,30 42,08 69,19 28,45 75.92

Me-mediana; Q1-kwartyl 1; Q3- kwartyl 3; Min.-warto$¢ minimalna; Max.-warto$¢ maksymalna

Analiza poziomu catkowitego biatka Tau oraz bialka Tau fosforowanego w grupie
badanej nie wykazata statystycznie istotnych réznic w zaleznosci od stadium choroby
AD (p>0,05). Nie wykazano réwniez réznicy w stezeniu bialek Tau pomig¢dzy osobami
zdrowymi, a pacjentami w glebokim stadium otepienia (p>0,05). Powodem tego moze
by¢ zbyt mata grupa badana, podgrupy réznigce si¢ liczebno$cig oraz brak danych
dotyczacych poziomu stezenia biatek Tau wsrod osob z grupy kontrolnej, u ktorych

ptyn PMR z oczywistych wzgledow, nie byl pobierany do rutynowych badan.
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4.5 Analiza charakterystycznych wskaznikow w zaleznosci od stadium choroby

W kolejnym etapie pracy dokonano analizy charakterystycznych wskaznikow
diagnostycznych, wyliczanych na podstawie stosunku dwoch form amyloidu (ABi-a0/
APi1.42) oraz stosunku dwoch form biatek Tau do amyloidu APi.42 (hTau /APi42 Oraz
pTau/AP1.42) we wszystkich podgrupach objetych badaniem. Wskazniki te sg obecnie
wykorzystywane w rutynowej diagnostyce do oceny stopnia zaawansowania choroby
oraz odrdznienie AD od innych form otgpienia. Sa one stosowane w skali Erlangen,
o ktorej pisano w rozdziale 1.2. Wartosci tych wskaznikow przedstawiono w tabeli

nr 15.

Tabela 15. Warto$ci charakterystycznych wskaznikow diagnostycznych w grupie kontrolnej oraz w grupie
badanej z uwzglednieniem stadium choroby

Grupy badane Me Q1 Q3 Min. Max.
XVskjlinik K 0,05 0,05 0,06 0,04 0,06
balAbo 0,05 0,03 0,06 0,02 0,08
AD I 0,05 0,04 0,06 0,04 0,12

ADII 0,06 0,03 0,07 0,02 0,09

AD III 0,02 0,02 0,06 0,01 0,07

Wskaznik K 0,15 0,11 0,24 0,08 0,43
pTaw/AB,, | MmCI 0,12 0,08 0,15 0,04 0,36
AD I 0,12 0,12 0,21 0,05 0,42

AD II 0,12 0,12 0,14 0,06 0,71

AD III 0,28 0,12 0,41 0,09 1,30

Wskaznik K 0,81 0,51 1,64 0,26 3,46
hTaw/AB.. [ MmCI 0,65 0,40 0,71 0,17 281
AD I 0,77 0,67 1,50 0,23 3,32

ADII 0,84 0,71 1,02 0,60 8,33

AD III 1,57 1,11 4,73 0,51 15,32

Me-mediana; Q1-kwartyl 1; Q3- kwartyl 3; Min.-warto$¢ minimalna; Max.-warto$¢ maksymalna

Do poréwnania poziomu wskaznikoéw diagnostycznych choroby Alzheimera
AP1-42/AP1-a0, pTau/AP1-42 oraz hTau/AB142 W poszczegdlnych podgrupach badanych,
zastosowano nieparametryczny test statystyczny Kruskalla-Wallis’a wraz z analiz post-
hoc przy uzyciu testu Dunn’a. Po usunigciu wartosci odstajacych stwierdzono, iz tylko
wspotczynnik hTau/AP1.42 W grupie badanej wykazal istotne statystycznie rdznice.

Wyniki te zostaly przedstawione na wykresie nr 9.
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Wskaznik hTau/AB42 (no outliers)
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Wykres 9. Poziom wspotczynnika hTau/ AB1-42 w grupie kontrolnej oraz grupie pacjentow z
uwzglednieniem stadium choroby

Istotno$¢ statystyczna wynikoéw wyrazono w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Najnizszy  wspoOtczynnik ~ hTau/ABi42  zaobserwowano  wsrdd  pacjentdw
z MCI (Me=0,65; Q1=0,40; Q3=0,71)w poréwnaniu z pacjentami ze stwierdzonym
otepieniem alzheimerowskim w kazdym stadium zaawansowania tj. AD | (Me=0,77;
Q1=0,67; Q3=1,50), AD Il (Me=0,84; Q1=0,71; Q3=1,02) oraz AD Il (Me=1,57;
Q1=1,11; Q3=4,73) (odpowiednio p<0,01; p<0,01; p<0,01). Natomiast nie stwierdzono
istotnych  statystycznie r6éznic w poziomie wspotczynnika APi-12/AP1-40 Oraz

wspotczynnika pTau/ABi-42 wraz z progresja stanu otepienia (p>0,05).
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4.6 Analiza polimorfizmu typu SNP w genie APOE w zaleznosci od stadium

otepienia

Analiza czgstosci wystegpowania poszczegdlnych polimorfizméw 1rs429358
I rs7412 w genie APOE w badanej grupie wykazala, iz najczegstszym genotypem
wystepujacym wsroéd wszystkich badanych oséb, zarowno ze stwierdzonym otgpieniem,
jak tez u osob zdrowych, jest genotyp €3/e3 (57,73% catej grupy badanej). Wyniki te
przedstawione na wykresie nr 10 wskazuja, iz Apo-E3 jest najczesciej wystepujaca
izoforma biatka apolipoproteiny-E w grupie badanej. Kolejnym czgsto wystepujacym
genotypem jest heterozygota €3/e4 (28,86% calej grupy badanej). Genotyp €3/e4 moze
zwigksza¢ prawdopodobienstwo zachorowania na AD, gdyz zawiera allel wysokiego
ryzyka w postaci €4. Izoforma Apo-E2, ktéra wg danych literaturowych moze petic
funkcje protekcyjna w AD, wystepuje tylko w grupie kontrolnej oraz MCI w postaci
genotypu homozygotycznego €2/€2 (4,12% catej grupy badanej). Wsérod pacjentow
z otepieniem z okreslonym stadium klinicznym, nie wykazano obecnos$ci tego
genotypu. Genotyp e4/e4 (4,12% calej grupy badanej) kodujacy izoform¢ Apo-E4,
zwigkszajacg predyspozycje zachorowania, wystepuje w dwoch podgrupach
przebadanych pacjentéw tj. wsroéd pacjentdéw z MCI oraz §rednim stadium otepienia
(AD I, AD II). Polimorfizm ten mozna réwniez zauwazy¢ w grupie kontrolnej osob
zdrowych. Genotyp €2/€3 (3,09%) wystepuje u wszystkich pacjentow z AD bez
wzgledu na fenotyp kliniczny tj. AD I, AD II, AD IIl. Nie wyst¢epuje natomiast u

pacjentow z fagodnym zaburzeniem poznawczym oraz wsrdd osob zdrowych.
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Wykres 10. Rozktad procentowy poszczegélnych genotypéw w genie APOE z podziatem na stadium
otepienia

4.7 Analiza polimorfizmu insercyjno/delecyjnego (I1/D) w genie ACE w zaleznosci

od stadium otepienia

Analiza polimorfizmu rs1799752 w genie ACE przedstawiona na wykresie nr 11
wykazala, Ze najczeSciej wystgpujacym genotypem jest heterozygota I/D (47,42% calej
grupy badanej), zar6wno w grupie osob zdrowych jak tez pacjentow z MCI, AD II oraz
AD III. Tylko u pacjentow z otgpieniem tagodnym (AD I) najczg$ciej wystepujacym
genotypem byta homozygota insercyjna I/I (27,84% calej grupy badanej). Natomiast
homozygota delecyjna D/D (24,74% calej grupy badanej) byla najrzadziej
wystepujacym genotypem ACE wsérdd pacjentow z MCI oraz otgpieniem typu
alzheimerowskiego w kazdym stadium zaawansowania choroby. W grupie kontrolne;j
najczesciej wystepowat genotyp I/D, drugim w kolejnosci byl genotyp
z dwoma allelami delecyjnymi D/D. Natomiast najrzadziej wystepujacym
polimorfizmem genu ACE w grupie kontrolnej byt allel insercyjny (I) w postaci

homozygoty I/1.
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Wykres 11. Rozktad procentowy poszczegdlnych genotypow w genu ACE z podziatem na stadium
otepienia

4.8. Analiza ekspresji badanych miRNA w zaleznosci od stadium otepienia

Na podstawie analizy bioinformatycznej oraz przegladu literatury,
wyselekcjonowano trzy miRNA: miRNA-200a-3p, miRNA-146a-5p oraz miRNA-132-
3p, ktore zostaly zidentyfikowane jako potencjalne regulatory gendw, silnie zwigzanych
z procesem neurozwyrodnieniowym. Po wyizolowaniu krazacych miRNA
z surowicy pacjentbw oraz os6b z grupy kontrolnej, w pierwszym etapie
przeprowadzono analize poziomu ich ekspresji wsrod pacjentdéw z MCI, pacjentow
z AD oraz os6b zdrowych z grupy kontrolnej (K), bez uwzglednienia progresji choroby.
Uzyskane wartosci wzglednej ekspresji (RQ) wszystkich analizowanych miRNA

zestawiono w tabeli nr 16.
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Tabela 16. Wartoéci wzgledenj ekspresji [RQ] badanych miRNA w grupie kontrolnej oraz w grupie
pacjentow z uwzglednieniem stadium choroby

Grupy badane Me Q1 Q3 Min. Max.
miRNA-132-3p K 1,22 0,47 6,86 0,12 86,20
MCI 0,80 0,03 5,70 0,18 9.99

AD I 0,76 0,43 1,43 0,05 16,87

AD Il 0,49 0,36 141 0,03 26,13

AD 11 0,52 0,3 0,84 0,14 3,39

miRNA-146a-5p K 1,59 0,59 3,58 0,16 62,54
MCI 1,63 0,85 2,51 0,08 7,35

AD | 1,20 0,16 62,54 0,00 1,27

AD I1 1,28 0,90 1,88 0,04 5,88

AD Il 1,89 0,30 3,58 0,71 4,08

miRNA-200a-3p K 0,72 0,22 1,34 0,10 13,80
MCI 0,53 0,35 0,91 0,19 3,62

AD | 0,97 0,34 1,64 0,15 11,01

AD Il 0,47 0,39 1,12 0,06 2,41

AD Il 0,34 0,33 1,07 0,06 5,33

Me-mediana; Q1-kwartyl 1; Q3- kwartyl 3; Min.-warto$¢ minimalna; Max.-warto$¢ maksymalna

Sposroéd analizowanych czasteczek miRNA, jedynie miRNA-132-3p, po usunigciu
warto$ci odstajagcych, wykazat istotne rdznice w poziomie ekspresji pomigdzy
badanymi podgrupami. Wykres nr 12 przedstawia wyniki testu Kruskala-Wallis’a

badajacego rdznicg pomigdzy grupami.
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12.5

Expression of RQ miR 132-3p (no outliers)
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Wykres 12. Roznica ekspresji miR-132-3p w grupie kontrolnej K oraz pacjentéw z podziatem na MCI,
oraz AD (bez warto$ci odstajgcych). Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification).
Istotno$¢ statystyczng wynikow wyrazono w wartos$ciach p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Wsrdd pacjentow ze stwierdzonym otepieniem, poziom ekspresji miRNA-132-3p jest
istotnie nizszy niz w grupie kontrolnej (p<0,05). Nie wykazano natomiast istotnej
statystycznie roznicy pomigdzy stadium MCI a AD oraz pomiedzy MCI a grupa
kontrolng (p>0,05). W celu doktadnego okreslenia roznicy ekspresji miRNA-132-3p
w zaleznosci od zaawansowania procesu neurozwyrodnieniowego, dokonano analizy
poziomu ekspresji wybranego miRNA wsrod pacjentow z podziatem na podgrupy AD 1,
AD II oraz AD III. Uzyskane wyniki przy poziomie istotnosci p=0,037 wykazaty
spadek poziomu ekspresji miRNA-132-3p wraz z progresja choroby. Nie wykazano
natomiast istotnych roéznic pomigdzy analizowanymi podgrupami w analizie post hoc.

Wyniki przedstawia wykres nr 13.
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Expression of RQ miR 132-3p (no outliers)
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Wykres 13. Réznica ekspresji miR-132-3p w podgrupach MCI, AD I, AD Il, AD Ill, K (bez wartosci
odstajacych)

Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification). Istotno$¢ statystyczng wynikow wyrazono
w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Analizie poddano rowniez ekspresje miRNA-146a-5p oraz miRNA-200a-3p wsrod osob
z tagodnym zaburzeniem poznawczym, otgpieniem alzheimerowskim oraz osob z grupy
kontrolnej. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic poziomu ich ekspresji.
W zwigzku z tym odstgpiono od porownania ekspresji tych dwoch miRNA w zaleznosci

od stadium choroby AD.
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4.9 Analiza ekspresji badanych miRNA w zaleznosci od wieku oraz plci

W celu zbadania zmian poziomu ekspresji wybranych miRNA (miRNA-200a-3p,
146a-5p oraz 132-3p) w zaleznosci od wieku, grupa badana zostatla podzielona na
2 podgrupy: osoby przed 65 r. z. oraz po 65 r. z. Przeprowadzone analizy nie wykazaty
istotnych rdéznic w ekspresji badanych miRNA w zaleznosci od wieku pacjentow
(p>0,05). Dodatkowym czynnikiem mogacym mie¢ wptyw na ekspresj¢ miRNA byta
pte¢ badanych osob. Réznice pomiedzy grupa z otgpieniem i bez otepienia analizowano
za pomocg testu U Manna-Whitneya-Wilcoxona dla par niezaleznych. Przeprowadzony
test wykazat istotng roznice tylko w przypadku jednej czgsteczki miRNA: miRNA-132-
3p (p=0,0044). Wynik badania przedstawiono za pomocg wykresu (wykres nr 14).

Expression of RQ miR 132-3p (no outliers)
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Wykres 14. Poziom ekspresji mMiRNA 132-3p w zaleznos$ci od pici
Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification). Istotnos¢ statystyczng wynikow wyrazono
w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Na podstawie wykresu mozna stwierdzi¢, ze me¢zczyzni wykazywali wyzszy poziom
ekspresji miRNA-132-3p w poréwnaniu z kobietami (p=0,0044). Nie wykazano rdznic
istotnych statystycznie w przypadku pozostatych analizowanych miRNA (miRNA-
200a-3p, miRNA-146a-5p).
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4.10 Analiza korelacji ekspresji badanych miRNA z parametrami

biochemicznymi

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dokonano oceny zwigzku ekspresji
wybranych miRNA z poziomem cholesterolu catkowitego, trojglicerydow oraz
poziomem witaminy Bi;. W tym celu obliczono wspétczynnik korelacji rang
Spearmana (R). Korelacje okreslono dla wszystkich pacjentow z MCI oraz ze
stwierdzonym otepieniem alzheimerowskim lecz bez podzialu na stadia
zaawansowania. Nastgpnie uzyskane wyniki poréwnano ze wspolczynnikiem korelacji
rang Spearmana (R) obliczonego dla grupy kontrolnej. Wyniki korelacji dla grupy osob
z otepieniem przedstawia tabela nr 16. Natomiast dla grupy kontrolnej wyniki zostaty
zebrane

w tabeli nr 17.

Tabela 17. Wspotczynnik korelacji R Spearmana ekspresji miRNA z parametrami biochemicznymi
w grupie pacjentéw badanych

ZMIENNE NIEZALEZNE Cholesterol Tréjglicerydy Witamina B12
calkowity (TC) TG
ZMIENNE ZALEZNE
m'RN'°§132'3p 0,1538 -0,0510 -0,0410
A 0.2175 0,7399 0,7399
< A
2 m'RNAR“Ga 22 0,0627 0,0906 -0,0308
z 0.6167 0.5189 0,8030
p
miRNA-200a-3p 0,0044
- 0,1430 0,0606 0.9731
A 0.2799 0.6858

R-wspotczynnik korelacji R Spearmana, p- poziom istotnosci statystycznej

Na podstawie obliczonych wspolczynnikow korelacji  rangowych mozemy
zaobserwowacé, ze w grupie osob z otgpieniem, nie zachodza zadne istotne zalezno$ci
miedzy ekspresja miRNA-132-3p, miRNA-146a-5p i miRNA-200a-3p a poziomem

cholesterolu, trojglicerydéw oraz stezeniem witaminy Bis.
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Tabela 18. Wspotczynnik korelacji R Spearmana ekspresji miRNA z parametrami biochemicznymi
w grupie kontrolnej

ZMIENNE NIEZALEZNE Cholesterol Tréjglicerydy TG | Witamina B12
calkowity (TC)
ZMIENNE ZALEZNE
m'RN'°§132'3p -0,1430 0,69055 0,8312
A 0,5475 0,0270 0,0029
£ m'RNA;“Ga'Sp 10,0958 0,1640 -0,1627
x 0,6878 0,6507 0,6423
£ p
m'RNAézooa'g’p -0,1175 0,9584 0,5828
A 0,7424 0,0002 0,0996

R-wspolezynnik korelacji R Spearmana, p- poziom istotnosci statystycznej

Czcionka pogrubiona przedstawiono wyniki istotne statystycznie na poziomie p<0,05.

W grupie kontrolnej uzyskaliSmy korelacje dodatnia R=0,69, na poziomie istotno$ci
p=0,0270 pomiedzy ekspresja miRNA-132-3p a stezeniem trojglicerydow. Ekspresja
mMiRNA-132-3p wykazata rowniez istotng, silng, dodatnig korelacj¢ R=0,83 (p=0,0029)
z poziomem witaminy Bi,. Kolejna czasteczka miRNA, ktora wykazata korelacje
z parametrem biochemicznym jest miRNA-200a-3p. Wynik analizy statystycznej
wskazuje na silny zwigzek (R=0,96) pomiedzy stgzeniem trojglicerydéw a poziomem
ekspresji tego miRNA, przy poziomie istotnosci p=0,0002. Nie wykazano natomiast

zadnych

istotnych statystycznie korelacji pomiedzy ekspresja miRNA-146a-5p

a jakimkolwiek parametrem biochemicznym.
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411 Analiza korelacji ekspresji badanych miRNA ze wskaznikami

diagnostycznymi

W celu zbadania zaleznosci poziomu ekspresji wybranych miRNA od poziomu
charakterystycznych ~ wskaznikéw  diagnostycznych  (APi-42/AP1-40,hTau/AP1-42,
pTau/AB;.42), dokonano analizy statystycznej w zakresie korelacji rang R Spearmana.
Analizy te zostaly wykonane w grupie badanej tylko wérdd pacjentow z otepieniem.
W grupie kontrolnej nie wykonano badan bialek Tau oraz amyloidow-P, dlatego nie
mozna odnies¢ si¢ do wynikdw poréwnawczych wsrod osob zdrowych. Uzyskane

wyniki przedstawia tabela nr 18.

Tabela 19. Wspoétczynnik korelacji R Spearmana ekspresji miRNA z poziomem wskaznikow
diagnostycznych w grupie 0sob z otgpieniem

ZMIENNE NIEZALEZNE Wskaznik Wskaznik Wskaznik
AB42/AB40 pTau/AB42 hTau/AB42
ZMIENNE ZALEZNE
m'RN'°§132'3p -0.1155 0,2361 0,2280
A 0,4001 0.0826 0.0941
< iRNA-146a-
> m'RNAR146a 22 0,0832 0,3480 0,3373
x 0.5458 0.0092 0.0118
(S p
m'RNAgooaep 0,0015 0,0279 0,0013
A 0.9915 0.8492 0.9928

R-wspotczynnik korelacji R Spearmana ; p- poziom istotnosci Statystycznej
Czcionka pogrubiong przedstawiono wyniki istotne statystycznie na poziomie p<0,05.

W grupie badanej wykazano staba korelacje R=0,35 przy poziomie istotnosci
p=0,0092 pomigdzy wskaznikiem pTau/APasz, a ekspresja miRNA-146a-5p. Ta sama
czasteczka MIRNA (miRNA-146a-5p) wykazata rowniez staba zalezno$¢ ekspresji
(R=0,34) od wskaznika pTau/ABs, przy p=0,0118. Pozostate analizowane czasteczki
miRNA nie wykazaly Zadnych istotnych korelacji z obliczonymi wskaznikami

diagnostycznymi AD.
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4,12 Analiza zwigzku ekspresji badanych miRNA z polimorfizmem

w genie APOE

W kolejnym etapie pracy dokonano analizy zwigzku pomigdzy obecnos$cig allelu
e4 w genie APOE a poziomem ekspresji wybranych miRNA. Celem tej analizy byto
okreslenie potencjalnego wptywu polimorfizmu w genie APOE na regulacje miRNA
mogacych uczestniczy¢ w patogenezie choroby Alzheimera. W tej analizie zbadano
tylko grupe pacjentdow z wylaczeniem grupy kontrolnej. Grupa badana zostata
podzielona na 2 podgrupy na podstawie obecnosci lub braku allelu ¢4 w genie APOE.
Przeprowadzone analizy za pomoca testu Wilcoxon’a, po usuni¢ciu wartosci
odstajacych wykazaty istotng statystycznie réznice (p<0,05) poziomu miRNA-132-3p
pomigdzy poréwnywanymi podgrupami. Wyniki przedstawia wykres nr 15.

Expression of RQ miR 132-3p (no outliers)
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Wykres 15. Roznica ekspresji miR-132-3p w poszczegblnych izoformach genu APOE
Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification). Istotnos¢ statystyczng wynikow wyrazono
w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Przedstawione wyniki pokazuja, iz obecno$¢ przynajmniej jednego allelu €4 w genie
APOE podnosi poziom ekspresji miRNA-132-3p. Nie wykazano natomiast istotnych
statystycznie roznic (p>0,05) w poziomie ekspresji pozostatych miRNA tj. miRNA-
200a-3p oraz miRNA 146a-5p w zaleznosci od obecno¢i allelu €4 w genie APOE.
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4.13 Analiza zwiazku ekspresji badanych miRNA z polimorfizmem

w genie ACE

W celu okres$lenia réznicy ekspresji wybranych miRNA w zaleznosci od
polimorfizmu w genie ACE, wykonano analize statystyczna z podzialem pacjentow na
trzy podgrupy, wykluczajac grupe kontrolng. Podstawg klasyfikacji byt rodzaj genotypu
ACE wérdd pacjentow: homozygota I/I, homozygota D/D Iub heterozygota I/D. Do
poréwnania grup zastosowano nieparametryczny test statystyczny Kruskalla-Wallis’a
wraz z analiz post-hoc przy uzyciu testu Dunn’a. Po usunig¢ciu warto$ci odstajacych
stwierdzono, iz poziom ekspresji wszystkich badanych miRNA tj. miRNA-200a-3p,
mMiRNA-132-3p oraz miRNA-146a-5p wykazal istotng statystycznie rdznice

w zalezno$ci od polimorfizmu ACE.

Test ten wykazal, iz najwyzszy poziom ekspresji miRNA-200a-3p wystgpowat
u homozygot insercyjnych I/I w poréwnaniu z genotypem D/D przy poziomie istotno$ci
p<0,01. Natomiast heterozygoty I/D, wykazaty wyzszy poziom ekspresji badanego
miRNA-200a-3p w poroéwnaniu z homozygotami D/D (p<0,01). Nie wykazano
natomiast istotnej rdznicy w  poziomie ekspresji migdzy  genotypami
homozygotycznymi I/l oraz heterozygotami I/D (p>0,05). Analiza pokazuje, ze
obecno$¢ przynajmniej jednego allelu insercyjnego (I) wplywa na podwyzszenie

ekspresji miRNA-200a-3p. Wyniki przedstawia wykres nr 16.
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Expression of RQ miR 200a-3p (no outliers)
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Wykres 16. Roznica ekspresji miR-200a-3p w poszczegdlnych genotypach genu ACE
Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification). Istotnos¢ statystyczng wynikow wyrazono
w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Istotne statystycznie roznice (p<0,05) uzyskano rowniez analizujac ekspresj¢ miRNA-
132-3p w zaleznos$ci od poszczegdlnych genotypow ACE, co przedstawione zostalo na

wykresie nr 17,

Expression of RQ miR 132-3p (no outliers)
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Wykres 17. Roznica ekspresji miR-132-3p w poszczegdlnych genetypach genu ACE
Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification. Istotnos$¢ statystyczng wynikdw wyrazono
w warto$ciach p i oznaczono gwiazdkami (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Analiza poziomu ekspresji miRNA-132-3p wykazala istotng statystycznie roznice
pomigdzy pacjentami o genotypie homozygot insercyjnych I/l a genotypie homozygot
delecyjnych D/D przy poziomie istotno$ci odpowiednio p<0,01. Obecno$¢ przynajmniej
jednego allelu insercyjnego (I) wyraznie wpltywa na ekspresj¢ miRNA-132-3p.
Ekspresja miRNA-132-3p jest najwyzsza wsrod homozygot posiadajacych dwa alelele
insercyjne (I/I) w stosunku do homozygot D/D, jak tez heterozygot I/D.

Wykres nr 18 przedstawia wyniki analizy statystycznej ekspresji miRNA-146a-5p
w poszczegbdlnych genotypach ACE.

Expression of RQ miR 146a-5p (no outliers)
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Wykres 18. Roznica ekspresji miR-146a-5p w poszczegdlnych genotypach genu ACE
Wyniki przedstawiono jako RQ (ang. relative quantification. Istotno$¢ statystyczng wynikéw wyrazono
w wartosciach p i oznaczono gwiazdkami (¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Analiza ekspresji miRNA-146a-5p, podobnie jak wczesniejsze badane miRNA,
wykazala istotng  statystycznie réznice (p<0,05) miedzy genotypem I/l
a homozygota delecyjnych D/D. W tym przypadku obecnos¢ allelu insercyjnego
wplywa na obnizenie ekspresj¢ miRNA-146a-5p. Poziom miRNA-146a-5p jest
najwyzszy wsrod oséb homozygotycznych D/D, za$ posiadanie przynajmniej jednego

allelu insercyjnego powoduje spadek ekspresji tego miRNA.
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4.14 Modele predykcyjne zaburzen ot¢piennych

W celu predykcji zaburzen otepiennych zastosowano modele predykcyjne
wykorzystujace predykcyjne dopasowanie S$redniej ang. Predictive Mean Matching
(PMM). Metoda PMM pozwala na imputacje brakujacych danych, wykorzystujac
model regresji dopasowania modelu, przewidywania warto$ci zmiennej, prognozy oraz

przypisania wartosci brakujgcych.

W ramach modelu predykcyjnego zbidr danych podzielono na grupe treningowa
n=69 oraz uczaca si¢ n=29 (odpowiednio 70% i 30%). Do predykcji wykorzystano
regresje logistyczng z krokowa postepujaca optymalizacja hiperparametrow, regresje
LASSO oraz drzewo decyzyjne.

Z powodu licznych brakoéw danych dokonano imputacji danych. Tabele nr 19 oraz

tabela nr 20 przedstawiajg zakres imputowanych parametrow.

Tabela 20. Imputacja danych testowanych w ramach PMM cz. |

trojglicerydy

cholesteral LDL *

cholesterol HOL *

poziom wit.B12 pg/ml

cholesterol catkowity

Wskaznik pTau/ Ap42

Wskaznik hTau/Ap42

Wskaznik Ap42/AB40

WIEK W DNIU POPRANA

Stezenie pTau [pg/ml]

Stezenie hTau [pg/ml]

@ Stezenie beta-amyloidu 1-42 (AB42) [pg/ml]

T Stezenie beta-amyloidu 1-40 (AB40) [pg/mi]

o RQ miR 200a-3p
@
=

RQ miR 146-5p

) RQ miR 132-3p
PLEC kobieta = 1, mezczyzna =0
Otepienie-1; brak otepienia-0
APOE genotyp 4/4

APOE genotyp 3/4

APQE genotyp 3/3

APOE genotyp 2/4

APOE genotyp 2/3

APOE genotyp 2/2

ACE genotyp Il

ACE genotyp  ID

ACE genotyp DD

L O O O O O O O N O O O O R R

=
=

20 30
# Missing
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Tabela 21. Imputacja danych testowanych w ramach PMM cz.lI

Wskaznik pTau/ Ap42

Wskaznik hTau/Ap42

Wskaznik Ap42/Ap40

WIEK W DNIU POPRANA
tréjglicerydy

Stezenie pTau [pg/ml]

Stezenie hTau [pg/ml]

Stezenie beta-amyloidu 1-42 (AB42) [pg/ml]
Stezenie beta-amyloidu 1-40 (AB40) [pg/ml]
RQ miR 200a-3p

RQ miR 146-5p

RQ mR 132-3p

) poziom wit.B12 pg/ml
PLEC kobieta = 1, mezczyzna = 0
Otepienie-1; brak otepienia-0
chalesterol LDL

cholesterol HOL

cholesterol catkowity

APOE genotyp 4/4

APOE genotyp 3/4

APOE genotyp 3/3

APOE genotyp 2/4

APOE genotyp 2/3

APOE genotyp 2/2

ACE genotyp |l

ACE genatyp D

ACE genotyp DD

-0.050 -0.025 0.000 0.025 0.05
# Missing

Variables
* F B F P F BB RSN R R R RN

W  ramach regresji logistycznej, wybrano nast¢pujace parametry do
przetestowania mozliwosci predykcyjnych: poziom witaminy Big, st¢zenie amyloidu
APi1-40, genotyp APOE €3/3 oraz stgzenie trojglicerydow. Model oceniono na podstawie
czulos$ci, specyficznosci, wartosci predykcyjnej dodatniej ang. positive predictive value
(PPV) oraz wartosci predykcyjnej ujemnej ang. negative predictive value (NPV).
Uzyskane wyniki w grupie testowej oraz treningowej wykazaly znaczne réznice, ktére

wykluczyty mozliwosci predykcyjne otepienia na podstawie tego modelu.

Podobnie przy zastosowaniu regresji LASSO metoda krokowa do testowania
wybrata nastgpujace parametry: genotyp APOE &3/4, genotyp ACE w postaci
homozygoty D/D oraz I/I, stezenia pTau, stezenia amyloidu Api40, Stosunku
AP1-42/ AP1-40, poziomu witaminy B;, oraz miRNA-146a-5p. Jednakze uzyskane wyniki
wykluczyly ten model do przewidywania otgpienia. Mimo, iz zar6wno w modelu
treningowym, jak tez testowym uzyskano wysoka czuto$§¢ na poziomie: odpowiednio
96 % oraz 100 %, pozostale parametry tj. specyficznos¢ (17% i1 10%), PPV (76%

1 68%) oraz NPV (60% oraz 100%), znacznie r6znig si¢ w grupie treningowej oraz
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testowej, co $wiadczy o prawdopodobnym przeuczeniu modelu i uniemozliwia

wykorzystanie modelu regresji LASSO do predykcji otepienia.

Model drzewa decyzyjnego wykazal najlepsze mozliwosci predykcyjne otgpienia
na podstawie analizy zestawu cech. W ramach tego modelu do przetestowania wybrano
nastgpujace parametry: stezenie catkowitego biatka Tau w zakresie hTau<133 pg/ml,
genotyp ACE w formie homozygoty insercyjnej I/ oraz ekspresj¢ miRNA-132-3p na

poziomie RQ>0,47. Schemat modelu decyzyjnego przedstawia rycina nr 9.

otepienie
074
100%
yes |-stezenie_h_tau_pg_ml < 133-{no }—
brak
048
42%
ace_genotyp_ii=0
brak
0.30
29%
rq_mi_r_132_3p >=0.47
brak otepienie otepienie otepienie
0.09 0.56 089 0.92
16% 13% 13% 58%

Rycina 9. Schemat drzewa decyzyjnego

W modelu treningowym uzyskano nast¢pujace wartosci: czutos¢ 78%, specyficznosé
88%, PPV  70% oraz NPV 92%. Wartos¢ pola pod krzywa ROC
w modelu treningowym wyniosta AUC= 0,86 (95% CI: 0,75-0,97). Wykres nr 19
przedstawia krzywa ROC dla klasyfikatora ot¢gpienia w grupie treningowe;.
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Krzywa ROC dla Drzewa Decyzyjnego z 95% CI - Model treningowy

08
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AUC: 0.862 (0.749-0.975)

Sensitivity
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00

15 1.0 05 00 05
Specificity

Wykres 19. Krzywa ROC dla klasyfikatora otepienia w grupie treningowej

W modelu testowym uzyskano warto$ci: czulo$¢ na poziomie 75%, specyficznos¢ 90%,
PPV 75% oraz NPV 90%. Warto$¢ pola pod krzywa w modelu testowym wynosi
AUC=0,82 (95% CI: 0,56-1,00), co przedstawia wykres nr 20.

9% c1: 0.5581-1 (beLong)

Krzywa ROC dla drzewa decyzyjnego z 95% CI| - Model testowy

08

06

AUC: 0.825 (0.558-1.000)

Sensitivity

02 04

00

1.0 05 00 05
Specificity

Wykres 20. Krzywa ROC dla klasyfikatora otepienia w grupie testowej
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Zarowno w grupie treningowej jak i testowej uzyskano wyniki na podobnym poziomie,
co czyni drzewo decyzyjne przydatnym modelem predykcyjnym choroby otgpienne;.
Wedlug tego modelu stgzenie biatka hTau ponizej 133 pg/ml, pacjenci posiadajacy
genotyp inny niz homozygota I/I w genie ACE oraz ekspresja miRNA-132a-3p na

poziomie wyzszym niz 0,47 RQ, moze wykluczy¢ otgpienie u pacjentow.
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5 DYSKUSJA

5.1 Czynniki ryzyka choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera zalezna jest od wielu czynnikow, ktére w znaczacy sposob
wplywaja na poziom ryzyka zachorowania. Zmiana struktury wiekowej populacji na
Swiecie, zwigzana m.in. z rozwojem cywilizacyjnym, rozwojem medycyny oraz
poprawg jakosci zycia powoduje, iz stajemy si¢ spoleczenstwem starzejacym. Niesie to
za sobg negatywne konsekwencje zwigzane z chorobami otgpiennymi pojawiajagcymi si¢
gléwnie w starszym wieku. Choroba Alzheimera, ktéra stanowi ponad 50%
przypadkéw demencji na catym §wiecie, a liczba ta bedzie stale si¢ podwajac¢ co 20 lat
do roku 2040 co stanowi bardzo powazny problem wsrod spoteczenstw glownie

w krajach wysoko rozwinigtych [5, 16, 70].

Szczegdlnie istotnym i najczgséciej opisywanym w literaturze czynnikiem ryzyka
choroby Alzheimera jest wiek. Czgstos¢ zapadalnosci na AD jest najwyzsza po 65 r.z.
Ta posta¢ choroby nazywana jest sporadyczng postaciag Alzheimera SAD lub o p6znym
poczatku LOAD. Obok wieku, czynnikiem wptywajacym na ryzyko SAD jest
polimorfizm w genie APOE oraz w genie ACE [128]. Niemniej jednak to wiek
w glownej mierze wplywa na proces zwyrodnienia médzgu, gromadzenia si¢ mutacji czy

zmian epigenetycznych.

W prezentowanych w ramach niniejszej rozprawy badaniach, wiek réznicowat
grupe pacjentow ze wzgledu na stadium otgpienia. Zgodnie z przewidywaniami,
pacjenci z zaawansowanym stadium otepienia (AD 11 i AD 11) byli najstarsi w badanej
grupie. Analiza statystyczna wykazata istotng roznicg wieku pomiedzy pacjentami
z MCI a pacjentami w stadium $rednim (ADII) oraz glebokim (AD III). Wyniki byty
istotne statystycznie (p=0,003). Mediana wieku pacjentow w dniu pobrania wynosita
odpowiednio: w podgrupie MCI - 64 lata, natomiast AD Il oraz AD IlI - 76 lat. Wyniki
te sugeruja, iz u 0sob mtodszych czgsciej diagnozuje si¢ tagodne zaburzenia poznawcze,
natomiast otgpienie alzheimerowskie w stadium zaawansowanym rozpoznawane jest
u pacjentéw w starszym wieku ok. 70 r.z. Proces poglebiania zaburzen poznawczych,
zmian zwyrodnieniowych mozgu, odkladania amyloidu-f i zaniku potaczen

synaptycznych ma charakter stopniowy i dtugotrwaty. Okres mi¢dzy pojawieniem si¢
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pierwszych objawoéw otepiennych, zmian klinicznych i zdiagnozowania MCI,

a wejsciem w stadium otgpienia giebokiego AD III, trwa najczesciej ponad 10 lat.

Liczni badacze zaobserwowali podobny rozktad wieku w swoich projektach.
Zarowno w grupie Arabow Saudyjskich [129], jak 1 wsérdd spoleczenstwa
europejskiego, wykazano pozytywny zwigzek zapadalnosci na AD wraz z wiekiem
[130]. Wyniki metaanalizy Gao i in. wskazuja, ze wzrost wskaznikow zapadalnosci
zardwno na AD
i inne formy otgpienia spowalnia wraz z wiekiem, chociaz same wskazniki
zapadalnos$ci nie ulegaja zmniejszeniu. Zapadalno$¢ na demencje i AD zwicksza si¢
trzykrotnie co 5 lat, az do ukonczenia 64. roku zycia. Nastgpnie podwaja si¢ do 75. roku
zycia a po 85. roku zycia tempo zapadalnosci na AD maleje 1,5 krotnie [128].

Nalezy réwniez pamigtac, iz AD jest chorobg wielogenowa i moze by¢ wywotana
dominujacymi, autosomalnymi mutacjami w genach §cisle zwigzanych z AD tj. APP,
PSEN1 i PSEN2 odpowiedzialnych za rozwdj rodzinnych przypadkow AD (FAD)
stanowiagcych ok. 5% wszystkich przypadkéw choroby. W tej formie choroba moze
pojawi¢ sie¢ w mlodym wieku, przed 60 r. z. Badania retrospektywne prowadzone na
uniwersyteckiej kohorcie 32 pacjentow z FAD zwigzanym z genem PSEN1 oraz 81
pacjentow z EOAD, nie posiadajacych mutacji w genie PSEN1, wykazaly, Zze pacjenci
z FAD mieli wczeéniejszy wiek zachorowania oraz diluzszy czas jej trwania

w porownaniu z pacjentami z EOAD [131].

Podsumowujac nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze zarbwno demencja, jak i choroba
Alzheimera sa zwiazane z wiekiem, ale to nie wiek jest przyczyna choroby. Zrodta
choroby nalezy dopatrywac si¢ w samym procesie starzenia i zmianach biologicznych
jakie niesie on ze sobg. Jedng z waznych 1 niebezpiecznych zmian w starszym wieku
jest choroba naczyniowo-moézgowa, ktoéra moze przyczynic¢ si¢ do rozwoju demencji
[128]. Dodatkowo w procesie starzenia mozna zauwazy¢ podwyzszony proces autofagii
w organizmie, na skutek zwigkszania ilosci uposledzonych organelli i biatek [11].
Podsumowujac procesowi starzenia towarzysza liczne zjawiska patofizjologiczne takie
jak starzenie si¢ neurondéw, spadek catkowitej masy moézgowia, szczegblnie istoty
bialej, zubozenie drzewa dendrytycznego i potaczen synaptycznych, redukcje liczby

receptorow cholinergicznych.
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W starszym wieku dochodzg rowniez choroby metaboliczne jak insulinoopornosé,
czy hiperinsulinemia, prowadzace do stanéw zapalnych w organizmie [132-135]
Choroby otepienne sa wiec niejako ceng za dlugowiecznosé, jakag spoleczenstwo musi
ptacié w zwiazku ze specyfika procesu starzenia si¢ organizmu. Zrédet choroby nalezy
wiec szuka¢ w czynnikach biologicznych, zwigzanych z procesem starzenia komoérek
oraz czynnikach psychospolecznych. Jedne i drugie wynikaja z podesztego wieku,
zaprogramowanej $mierci komorek, wycofania spotecznego, izolacji, leku przed

samotnos$cig oraz niekiedy ztymi nawykami odzywiania.

Podobnie jak wiek, ple¢ zenska wymieniana jest jako wazny czynnik ryzyka
rozwoju AD. Jest to $ciS$le powigzane z wiekiem, bo $redni przewidywany okres
przezycia dla kobiet jest dtuzszy niz dla mezczyzn. Zwigzek miedzy plcig a choroba
Alzheimera badano wielokrotnie, jednak wyniki tych badanh sg niespojne.
W wielu badaniach wykazano, ze kobiety majg wyzszy wskaznik zachorowania na AD
niz me¢zczyzni, jednak istotne réznice miedzy plciami zauwaza si¢ dopiero
w najstarszych kategoriach wiekowych. Jest to zwigzane z ogdlnie przyjetym wyzszym

wskaznikiem dtugosci zycia kobiet [128].

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze kobiety i megzczyzni stanowili
zblizong, pod wzgledem liczebno$ci grupe badanych oséb. Mezczyzni stanowili 53%
badanych pacjentéw, za$ kobiety 47%. Podobnie w grupie kontrolnej przewage
stanowig pacjenci plci meskiej. Dlatego mezczyzni dominowali liczebnie we
wszystkich grupach, oprocz AD II. Nalezy przy tym podkresli¢, ze wszystkie podgrupy
istotnie roznily si¢ miedzy sobg liczebnos$cig. Na podstawie uzyskanych wynikow, nie
mozna potwierdzi¢ hipotezy wskazujacej wyzszy wskaznik choroby AD wsrdd plcei
zenskiej. Z uwagi na fakt, iz liczne doniesienia naukowe wskazujg pte¢ jako czynnik
ryzyka AD, w swojej rozprawie odniostam si¢ do niektorych z nich, celem wyjasnienia

tej tezy.

Szacuje sie¢, ze dwie trzecie pacjentow z AD to kobiety, rdznice te thumaczy si¢
przede wszystkim zaburzeniami hormonalnymi u kobiet w okresie menopauzy. Przed
menopauza poziom estrogenu staje si¢ bardzo zmienny, te wahania przyczyniajg si¢ do
zmian w szlakach metabolicznych, zapalnych i molekularnych [136]. Utrata hormonow

jajnikowych w okresie perimenopauzy, przyczynia si¢ do wigkszego ryzyka
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zachorowania na AD. Réwniez hormony gonadalne: hormon luteinizujacy (LH)
1 hormon folikulotropowy (FSH) moga wptywa¢ na produkcje androgendéw/estrogenow
1 czesto sg regulowane w tym samym kierunku. Wykazano, ze FSH przyczynia si¢ do
patologicznych zmian prowadzacych do choroby Alzheimera i uposledzenia funkcji
poznawczych [136, 137]. Estrogen moze obniza¢ poziom A poprzez pobudzenie
wytwarzania pgcherzykow zawierajacych APP z sieci aparatu Golgiego, dostarczajac
w ten sposob APP do powierzchni komorek. W badaniach prowadzonych na modelach
gryzoni estradiol zmniejszat hiperfosforylacje¢ biatka Tau 1 zwickszatl defosforylowane
Tau [138].

Nalezy wzia¢ pod uwagg, iz w procesie starzenia wystepuja réznice metaboliczne
wynikajace rowniez z plci. Zaburzony metabolizm energetyczny, poprzedza
uposledzenie funkcji poznawczych [139]. Roéznice pilciowe w  funkcjonowaniu
mitochondridw sg regulowane przez estrogeny, ktore inicjuja biogenez¢ mitochondriow,
zwigkszajac oddychanie mitochondrialne w neuronach i komorkach glejowych.
Dysfunkcja mitochondriow moze by¢ wigc czynnikiem choroby [140]. Wyzszy
metabolizm w moézgu kobiet zapewnia wczesng oporno$¢ na chorob¢ AD [141].
Prowadzone sg rowniez liczne badania genetyczne nad szlakami zwigzanymi z genami
specyficznymi tylko dla kobiet, ktore moglyby odgrywac¢ wazna rolg¢ w przebiegu AD.
W submetaanalizie badajacej geny specyficzne, majace wptyw na rozwdj AD u kobiet
1 mezczyzn, Moradifard 1 in. wykazatl, iz 1210 gendéw jest specyficznych tylko dla
mezczyzn, natomiast 1640 tylko dla kobiet. Geny specyficzne dla kobiet sg zwigzane
z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera, choroba
Huntingtona oraz choroba Parkinsona [14]. Ostatnie badania wskazuja, iz APOE-¢4
bedac czynnikiem ryzyka AD, jest zwigzany z plcig. Biatko ApoE odpowiada za
redystrybucje lipidow miedzy komdrkami mozgu, modulujac tym samym homeostaze
cholesterolu, ktory jest gtownym zréodlem lipidow w moézgu [142]. Gen APOE jest
regulowany estrogenem, progesteronem 1 testosteronem. Estrogen zwigkszajac
ekspresj¢ 1 syntez¢ ApoE w mozgu, jest podstawa rdéznic plciowych
w neurodegeneracji. APOE-e3 najsilniej wzmaga neuroprotekcyjne dziatanie
estrogendw 1 androgendéw. Estradiol powodujgc wzrost poziomu ApoE przyczynia si¢
do rozwoju wypustek nerwowych oraz dojrzewanie neuronéw 1 synaptogeneze
w hodowanych neuronach kory moézgowej myszy. APOE-g4 zaburza te mechanizmy
neuroprotekcyjne a nawet nasila patologie u o0sob posiadajacych ta izoforme biatka

Apo-E [143].
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5.2 Choroby wspdlistniejace wsréd pacjentow z otepieniem

Choroba otegpienna typu alzheimerowskiego najczesciej zwigzana z podesziym
wiekiem, nie stanowi jedynego problemu zdrowotnego osob starszych. Wiele badan
naukowych poswigcono analizie zalezno$ci choroby Alzheimera od chorob
wspotistniejacych. W niniejszej rozprawie, uzyskane podczas rutynowej diagnostyki
wyniki badan klinicznych, zostaly poddane analizie statystycznej. Celem analizy byto
okreslenie zwigzku pomiedzy stadium otgpienia a chorobami somatycznymi tj.
cukrzyca, miazdzyca, choroba niedokrwienna serca, astma, niedoczynno$¢ tarczycy
1 hiperlipidemia oraz depresja. Przeanalizowano réwniez parametry biochemiczne
z krwi obwodowej, ktore moglyby wplywaé na przebieg choroby otepienne;.
Parametrami biochemicznymi, ktére zostaly poddane analizie statystycznej sa:
cholesterol calkowity, trojglicerydy oraz poziom witaminy Bi,. Wykonane analizy
statystyczne nie wykazaly istotnych roznic czestotliwo$ci wystepowania chorob
wspotistniejacych wsrdd pacjentow w rdéznym stopniu zaawansowania choroby
otepiennej. Jedynym parametrem biochemicznym, ktérego poziom istotnie roznit si¢
migdzy grupa pacjentoéw z otepieniem a grupa kontrolng, byt poziom witaminy Bi,.
Analiza wykazata, iz pacjenci w zaawansowanym stadium choroby, czg¢sto wykazuja
niedobor witaminy Bip. Wsrdd pacjentow z AD III, wykazano najnizszy poziom
witaminy B, w poréwnaniu z pacjentami o tagodnych zaburzeniach poznawczych MCI
(p= 0,006) oraz z grupa kontrolng K (p=0,006). Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sg
spojne z wieloma badaniami naukowymi. Liczne prace naukowe wykazaly bowiem
obnizone st¢zenie witaminy Bi» u pacjentow z AD. Niskie st¢zenie witaminy

korelowalo z wyzszym ryzykiem rozwoju AD.

Witamina Bj; jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania neuronow
i hematopoezy, wykazuje tez dziatanie antyoksydacyjne. Kliniczny niedobor witaminy
Bi» prowadzi do mielinopatii, niedokrwistosci megaloblastycznej oraz standow
zapalnych wywotujacych stres oksydacyjny [144]. Obecnie wiadomo, ze
neurozapalenie odgrywa istotng role w rozwoju AD. Wzrost produkcji interleukiny-6
(IL-6) indukuje hiperfosforylacj¢ biatka Tau. Natomiast nadmiar TNF-o zwigksza
produkcje i aktywno$¢ [-sekretazy i vy-sekretazy, prowadzac do nadprodukcji
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B-amyloidu [142]. Niedobor witaminy Bi, wystgpuje rzadko w krajach rozwinigtych,
jest Scisle zwigzany z wiekiem. Moze wystepowaé u 10-15% o0so6b po 60. r.z. oraz
25-30% os6b po 80. r.z [144]. Badania prowadzone na myszach transgenicznych
potwierdzity wptyw diety ubogiej w witaming Bi» na zwickszone odktadanie
B-amyloidu w hipokampie oraz korze mézgowej [145]. Alam i in., za pomoca testu
fluorescencji, wykazali, ze witamina Bj, hamuje agregacje Afs,. Ponadto witamina ta
zmniejszata hydrofobowo$¢ widkienek AP, a takze wielko$¢ agregatow [146]. Liczne
badania randomizowane na grupie pacjentow z otepieniem, wykazujg skuteczno$é
suplementacji witaminy Bi, w zapobieganiu pogorszeniu funkcji poznawczych u 0sob
z MCI oraz AD [147-150]. Oprocz badan nad rolg witaminy B, u pacjentow
z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi, liczne badania kliniczne wykazaly, ze
pacjenci z chorobg Alzheimera majg nizsze poziomy witaminy B2 w osoczu niz osoby
zdrowe. W tym przypadku dodatkowym czynnikiem zwigzanym 2z obnizonym
poziomem witaminy B, byt wiek pacjentow [151].

Mimo, ze w niniejszej rozprawie doktorskiej wptyw pozostatych parametrow
biochemicznych na AD nie zostal wykazany, to liczne badania naukowe potwierdzaja
silny zwigzek poziomu cholesterolu z rozwojem otgpienia. Jest to mocno powigzane
z biatkiem lipoproteiny (ApoE). Pochodzacy z gleju ApoE jest podstawowym
transporterem cholesterolu w mozgu. ApoE usuwa cholesterol
z komorek nerwowych 1 generuje czasteczki lipoprotein o duzej gestosci (HDL), oraz
reguluje usuwanie AP z moézgu. Izoforma ApoE4 jest jednak najmniej skutecznym
sposréd  wszystkich  apolipoprotein  w  wychwytywaniu  czastek lipoprotein
i prawidlowym transporcie biatek blonowych. Zatem allel €4 genu APOE scisle
zwigzany z hipercholesterolemig, jest istotnym czynnikiem ryzyka choroby Alzheimera
w poéznym wieku. Zarowno badania posmiertne moézgoéw osob z AD oraz badania na
hodowli komorkowej wykazuja wptyw cholesterolu na produkcje oraz odkladanie sig¢
AP w moézgu. Duze stezenie cholesterolu w surowicy u osob starszych, zwigksza ryzyko
choroby AD [152-154]. Biorac pod uwage fakt, iz allel €4 genu APOE wptywa na
metabolizm cholesterolu, powodujac zmiany zwyrodnieniowe mozgu poprzez

odktadanie AP, hipercholesterolemia rowniez jest waznym czynnikiem ryzyka AD.

Wymieniajac choroby wspotistniejace zwigzane z choroba otepienng typu

alzheimerowskiego, nie sposéb poming¢ jedng 2z najwazniejszych choréb
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metabolicznych XXI wieku, jaka jest cukrzyca. Analizy wykonane w ramach tej pracy
nie wykazaty istotnych statystycznie zaleznosci AD od cukrzycy, co moze by¢
zwigzane z roznicami w liczebno$ci badanych podgrup oraz braku badan w tym
kierunku u czg$ci 0sob. Aby rozszerzy¢ wnioski z badania na calg populacje, nalezatoby
zwigkszy¢ liczebno$¢ przebadanej grupy oraz wykona¢ badania w tym kierunku

u wszystkich osob.

Niemniej jednak, liczne doniesienia naukowe wskazujg cukrzyce jako wazny
czynnik ryzyka choroby otgpiennej. Cukrzyca jest najczestsza choroba metaboliczna,
zwigzang z wadliwym dziataniem insuliny lub niewystarczajacym jej wydzielaniu.
Niektore przypadki kliniczne sugeruja, ze tagodne uposledzenia funkcji poznawczych
zwigzane ze zmianami w mozgu osob chorujacych na cukrzyce, w przysztosci moga
prowadzi¢ do choroby Alzheimera [155]. Mechanistycznie cukrzyca jest zwigzana
z AD, gdyz wytworzenie blaszek AP z prekursorowego biatka amyloidu (APP),
wymaga udziatu B-sekretazy, ktora reguluje réwniez rozszczepienie receptora insuliny.
Dodatkowo zwigzek cukrzycy z AD jest silniejszy poprzez rozpuszczalny (s)APPp,
ktory jest produktem B-sekretazy i rownoczesnie gtéwnym czynnikiem determinujagcym
insulinooporno$¢. Toksyczne dziatanie glukozy prowadzi do uszkodzenia struktury
1 funkcji neurondéw oraz nadmierng akumulacja ztogéw B-amyloidu. Sg to potencjalne
czynniki ryzyka demencji zwigzanej z cukrzyca [156]. Insulinooporno$¢ w moézgu
czesto nazywana jest cukrzycg typu 3. Naukowcy definiujg ja jako zespdt metaboliczny,
ktory prowadzi do insulinoopornosci w mozgu, czego konsekwencjg jest uposledzenie
funkcji insuliny, gromadzenie neurotoksyn, stres oksydacyjny, stany zapalne,
powodujace uposledzenie funkcji poznawczych z neurodegeneracja mozgu wiacznie
[156, 157].

Farris 1 in. prowadzac badania na modelu szczurzym wykazal, Ze enzym
degradujacy insuling ang. insulin-degrading enzyme (IDE) reguluje poziom biatka A
1 biatka prekursorowego amyloidu (APP). Dlatego mutacja w genie kodujacym ten
enzym prowadzi do hiperinsulinemii i insulinooporno$ci w moézgu. W przypadku
insulinoopornosci mozgu insulina nie stymuluje usuwania A, czego konsekwencjg jest
gromadzenie si¢ AP wewnatrz neuronéw, powodujac neurodegeneracje lub utrate
neuronow [158]. Kilka grup naukowcow skupito si¢ na badaniu i wyjasnianiu zwigzku

miedzy cukrzycg 1 AD. Na podstawie anatomii mézgu szczuréw cukrzycowych,
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wykazano podobienstwa jego patologii, do mézgéw ze zmianami w AD. Gléwnie
dotyczylo to parametrow tj. zwigkszony poziom blaszek AP w hipokampie i korze
czotowej, zmniejszona obje¢tos¢ hipokampu i obnizona gestos¢ kolcow dendrytycznych
u zwierzat cukrzycowych. Dhugoterminowe badania Ronemma i in. wykazaty zwigzek
mi¢dzy wydzielaniem insuliny w $rednim wieku, metabolizmem glukozy i p6zniejszym
rozwojem demencji. Badanie to przeprowadzono w Uppsala Longitudinal Study of
Adult Men na 2322 uczestnikach w wieku 50 lat. Poczatkowo przy uzyciu testu
tolerancji glukozy dozylnej i wskaznika oporno$ci na insuling, okre$lano ostrg
odpowiedz insulinowg 1 tolerancje glukozy. Obserwacja trwajaca 32 lata wykazala
rozwdj choroby Alzheimera u 102 uczestnikoéw badania, otgpienie naczyniowe u 57
pacjentow, natomiast u 394 inne otgpienia. Badania te pozwalaja stwierdzié, iz
uposledzona odporno$¢ insulinowa w mtodym wieku zwigkszata ryzyko zachorowania
na AD nawet o 1,5 razy, niezaleznie od obecnos$ci czynnika obcigzajacego APOEA4.
Moze by¢ wigc zwigzkiem przyczynowo- skutkowym pomiedzy metabolizmem

insuliny a patogeneza AD [159].

Aby moéc wnioskowaé o populacji generalnej na podstawie proby badane;j,
nalezaloby wykona¢ badania dtugofalowe na tych samych osobach. Pozwolityby one
zrozumie¢ w jaki sposOb poziom poszczegdlnych parametrow oraz pojawienie si¢
1 rozwdj pewnych chordb wspotistniejacych wptywa na rozwdj choroby otgpienne;.
Dodatkowo wazny jest doktadny wywiad zwigzany z dieta, aktywnos$cig, sposobem
zycia oraz stosowanymi lekami i uzywkami. Sg to bardzo wazne czynniki, ktére moga

potegowac lub redukowac ryzyko tych wszystkich chorob.

5.3 Ryzyka i szanse zwigzane z polimorfizmem w genie APOE

Hipoteza wedlug, ktérej choroba Alzheimera a zwtaszcza jej sporadyczna postaé
(SAD), uzalezniona jest od metabolizmu cholesterolu, wigze polimorfizm w genie
APOE z genetyczng predyspozycja do choroby. Polimorfizm ten wptywa na produkcje
i agregacje amyloidu, a w konsekwencji uszkodzenie naczyn. Gen APOE,
zlokalizowany na 19. chromosomie, charakteryzuje si¢ polimorficznoscig i koduje
biatko apolipoproteiny E (ApoE). Biatko to odpowiada za prawidtowy katabolizm
sktadnikow lipoprotein bogatych w trojglicerydy. Mutacje w tym genie powoduja
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rodzinng dysbetalipoproteinemi¢ lub hiperlipoproteinemi¢. Badania wykazaly, ze
genotypowanie APOE pozwala na bardziej precyzyjna diagnoza AD dzigki zwigkszonej
swoistosci kliniczne;j. Istniejg 3 wspdlne allele (¢ 2, € 3 1 € 4), ktére tworzg 6 genotypow
(e 2/2, € 2/3, € 2/4, € 3/3, € 3/4 1 ¢ 4/4). Badania epidemiologiczne jednoznacznie
wskazuja, ze allel €3 genu APOE wystepuje najczesciej i stanowi 70-80% puli genow
a genotyp homozygotyczny € 3/3 wystepuje u 50-70% populacji. Rzadziej wystepuja
allele €2 i €4 odpowiednio 5-10% i 10-15% [160-163].

Analiza statystyczna przeprowadzona w ramach niniejszej pracy, rowniez
wykazata, ze allel €3 jest najczgsciej wystepujaca forma polimorficzng genu APOE
w badanej grupie. Wsrdéd wszystkich badanych oséb, zarowno ze stwierdzonym
otepieniem, jak tez u os6b zdrowych, homozygota €3/e3 jest najczgsciej wystepujacym
genotypem. Kolejnym czesto wystepujacym genotypem wsrdd osob z otgpieniem, jest
heterozygota €3/e4. Genotyp €3/¢4 moze zwickszaé prawdopodobienstwo zachorowania
na AD, gdyz zawiera allel wysokiego ryzyka w postaci &4, dlatego jest czestym
genotypem ws$rod pacjentow z otgpieniem. Genotyp €2/e3 réwniez wystepuje
u wszystkich pacjentéw niezaleznie od stadium otepienia tj. AD I, AD II, AD IIL
Wyniki te wskazuja, iz Apo-E3 jest najczeSciej] wystepujaca izoforma biatka
apolipoproteiny-E w grupie badanej. 1zoforma Apo-E2, ktora wg danych literaturowych
moze petni¢ funkcje protekcyjna w AD, wystepuje tylko w grupie kontrolnej osob bez
otepienia oraz wsrod pacjentow z MCI w postaci genotypu homozygotycznego €2/¢2.
W grupach ze stwierdzonym otgpieniem typu alzheimerowskiego w roznych stadiach
nie wykazano obecnos$ci tego genotypu. Genotyp e4/e4, kodujacy izoforme¢ Apo-E4
zwigksza predyspozycje zachorowania, co potwierdzity uzyskane wyniki analizy
W niniejszej pracy. Wystepuje on najliczniej wsréd pacjentow ze stwierdzonym
otepieniem typu alzheimerowskiego (AD I oraz AD II). Polimorfizm ten mozna
rowniez zauwazy¢ w grupie kontrolnej, lecz w niewielkim procencie. Nalezy
podkresli¢, ze obecnosc allelu €4 w genie APOE sama w sobie nie przesadza

o wystapieniu choroby, a jedynie zwigksza predyspozycje do jej rozwoju.

Czestos¢ wystepowania poszczegolnych alleli w genie APOE wsrod populacji nie
jest taka sama, ro6zni si¢ u 0sob rasy bialej oraz czarnej. Zmiany wystepuja rowniez na
poziomie etnicznym. Metaanaliza Ward i in. wykazala, ze wsrdd osob rasy biatej allel

€4 w formie heterozygoty wystepuje z czgstotliwoscig OR=48,7 (95% CI: 46,5-51,0),
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natomiast homozygoty €4/4 =z czgstotliwoscia OR=9,6 (95% CI. 8,4-10,8.).
W ramach niniejszej metaanalizy wykazano réwniez, ze w populacji Europy Poinocne;j
czestotliwosc ta jest najwyzsza i wynosi OR=61,3 (95% CI: 55,9-66,7) dla heterozygot
€4, natomiast dla homozygoty €4/4 wynosi OR=14,1 (95% CI: 12,2-16,0). Populacje
zamieszkujace region srodziemnomorski (Francja i Wtochy) oraz Azje wykazuja nizsza
czestotliwosc allelu €4 oraz wigksza heterogeniczno$é genotypow [164].

Farrer i in. badajac wptyw polimorfizmu APOE na ryzyko choroby Alzheimera
wsrdd osob rasy biatej wykazal, ze osoby z przynajmniej jednym allelem €4 wykazujg
wyzsze ryzyko AD. Zwigzek ten u oséb 0 genotypach €2/4 wynosit OR=2,6 (95%
ClI=1,6-4,0), w przypadku genotypu €3/4 ryzyko zwigksza si¢ i wynosi OR=3,2 (95%
Cl=2,8-3,8). Najwigksze ryzyko zwigzane jest z homozygota € 4/4 1 wynosi OR=14,9
(95% CI= 10,8-20,6) [165]. Podobne wyniki uzyskal Pontifex i in. badajac rolg
predykcyjng allelu €4 wykazal, ze osoby o genotypie €3/4 maja 3-4 krotnie wicksze
ryzyko zachorowania, natomiast homozygoty e4/4 prawie 12 krotnie [166]. Wedtug
analizy Farrer i in., osoby o genotypach €2/2 wykazywaly najnizszy iloraz szans
OR=0,6 ( 95% CI=0,2-2,0), podobnie jak heterozygoty £2/3 OR=0,6 (95% C1=0,5-0,8).
Wykazal on réwniez, ze zwigzek APOE4 z zapadalnos$cig na AD byt stabszy wsrod
Afroamerykanéw 1 Latynoséw, w poroOwnaniu z rasa biala. W swoich badaniach,
wskazal tez na znaczng heterogeniczno$¢ wsrdod genotypow, gdzie homozygoty
wystepowaly u nich znacznie rzadziej niz u pacjentow rasy biatej [165]. Podobne
wyniki w swojej metaanalizie z 2021 r. uzyskat Qin 1 in., wykazujac, ze allel €4 genu
APOE byl znacznie stabszym czynnikiem ryzyka AD u osob czarnoskorych

W poroéwnaniu z pacjentami rasy biatej [167].

Zupeknie inaczej wygladat rozktad zwigzku APOE4 z ryzykiem choroby, wsérod
mieszkancoOw pochodzenia japonskiego. Tam wplyw allelu € 4 byl silniejszy nawet od
rasy biatej i wynosit: dla genotypu € 3/4 OR=5,6 (95% CI=3,9-8,0), dla ¢4/4 OR=33,1
(95% CI1=13,6-80,5). Natomiast genotyp €2/2 w tej populacji wykazywat wptyw
ochronny. Ponadto odkryli oni, ze efekt APOE4 widoczny jest w wieku od 40 do 90 lat,
ale po 70. roku zycia zmniejsza si¢, a ryzyko wystgpienia choroby Alzheimera zwigzane

z danym genotypem rdzni si¢ rowniez w zaleznosci od ptci [165].

Allel €4 jest czynnikiem ryzyka AD takze wsrdd populacji indyjskiej, w ktorej

genotypy APOE ¢ 2/4, €3/4 i €4/4 wystepuja z czestotliwoscig OR = 3,93 (95% CI:
109



1,60-9,68); OR = 4,18 (95% CI: 2,54-6,87); OR = 4,81 (95% CI: 1,95-11,86)
odpowiednio. Natomiast pojedynczy allel €4 bez podzialu na konkretne genotypy,
wykazywal ryzyko szans na poziomic OR = 5,90 (95% CI. 3,44-10,13). Genotypy
APOE ¢€2/3, €3/3 (OR = 0,52, 95% CI: 0,32-0,83; OR = 0,28, 95% CI: 0,19-0,42)
okazaly si¢ mato istotnymi czynnikami predykcyjnymi dla choroby Alzheimera.
Genotypy APOE ¢€2/2 i posiadajacy pojedynczy allel €2 nie roznity si¢ migdzy
pacjentami AD oraz osobami zdrowymi bez objawow ot¢piennych. Wyniki te sugeruja,
ze wszystkie genotypy z allelem APOE &4, tj. €2/4, €3/4 1 €4/4, sa powigzane ze
zwigkszonym ryzykiem wystgpienia choroby Alzheimera, podczas gdy genotypy APOE
€ 2/2, € 2/3 i € 3/3 dzialajg ochronnie przed choroba lub nie majg na nig wptywu [168].

Genotyp APOE4 jest rowniez zwigzany z innymi procesami w organizmie. Nowe
badania naukowe wskazuja na zwigzek tego genotypu z zaburzeniami
w  mikrobiomie. Okazato si¢, ze utrata bakterii produkujagcych maslan
i krotkotancuchowe kwasy thuszczowe u nosicieli APOE4 moze wpltywaé na
neuropatologie [169]. Ponadto dlugowieczno$¢ zostata rowniez powigzana z obecnoscia
allelu ¢4 w genie APOE. Odpowiada on za zwigkszone ryzyko $mierci i ogranicza
szanse na dlugowieczno$¢. Badania wykazaty, ze nosiciele genotypu €2/2 lub €2/3,
moga cieszy¢ si¢ wickszym prawdopodobienstwem osiaggniecia dlugowiecznos$ci, przy
jednoczesnym zmniejszonym ryzyku zgonu. Najpopularniejszy genotyp €3/3 nie

wykazuje zadnego wptywu na dtugowiecznos¢ [170].

Przeprowadzona analiza statystyczna grupy badanej oraz liczne opublikowane
badania naukowe wyraznie wskazuja, iz obecno$¢ konkretnego allellu APOE
determinuje rozwoj choroby lub dziata protekcyjnie. Obecno$¢ przynajmniej jednego
allelu ¢4 w genie APOE moze zwigkszy¢ ryzyko zachorowania na chorobe otepienna,

podczas gdy allel €2 chroni przed neurodegeneracja.

110



5.4 Ryzyka i szanse zwigzane z polimorfizmem w genie ACE

Wiele badan naukowych potwierdza hipotezg, wedlug ktorej cynkowa
metaloproteaza konwertaza angiotensyny (ACE) odgrywa wazng role w patogenezie
choroby Alzheimera. Enzym konwertujgcy angiotensyng¢ jest waznym sktadnikiem
uktadu renina-angiotensyna (RAS), ktory promuje przeksztatcenie angiotensyny I (Ang
I) w angiotensyne II (Ang II). Ponadto ACE promuje odktadanie si¢ Afp w mozgu oraz
apoptoze¢ neuronéw. Poziom 1 aktywno§¢ ACE =zaleza od polimorfizmu
insercyjno/delecyjnego w genie ACE [171]. Najczgstszym polimorfizmem ACE jest
rs1799752, wariant insercyjno/delecyjny ztozony z 287 pz w intronie 16. Okoto 50%
przypadkéw zmiany poziomu ACE w osoczu zaleza wlasnie od tego polimorfizmu

[172]

Ze wzgledu na znaczaca role polimorfizmu insercyjno/delecyjnego genu ACE,
W niniejsze] pracy oceniono czg¢stos¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow.
Analiz¢ wykonano zaréwno wsrdd oséb zdrowych z grupy kontrolnej (n= 27) oraz
wsréd  pacjentow (n=70) ze stwierdzonym otepieniem w roznym stadium
zaawansowania. Analiza polimorfizmu wykazala, Ze najcze$ciej wystepujacym
genotypem ACE jest heterozygota I/D zaré6wno w grupie osob zdrowych, jak tez
pacjentow z otepieniem. Obecno$¢ przynajmniej jednego allelu 1 stwierdzono
najczesciej wsrod pacjentow z MCI oraz AD. Homozygota insercyjna I/ najczeSciej
zwigzana byta z AD 1. Wyniki te potwierdzaja liczne doniesienia naukowe o wplywie
polimorfizmu insercyjnego | w genie ACE na rozwdj choroby AD. Homozygota
delecyjna D/D, ktora zmniejsza ryzyko AD byta najrzadziej wystepujagcym genotypem
w analizowanej, w ramach tej rozprawy, grupie pacjentow z MCI oraz AD. Czg¢sto zas
wystepowata w grupie osob zdrowych. Jednak to heterozygota I/D byla najczesciej
wystepujacym  genotypem w  grupie kontrolnej, oraz ws$rdd  pacjentow
z otgpieniem. Podobne wyniki uzyskano w modelu predykcyjnym, wg ktérego genotyp

I/l w genie ACE stanowi czynnik obcigzajgcy podczas diagnostyki pacjentow.

Wyniki te pokrywaja si¢ z badaniami zawartymi w metaanalizie Xin i in.

badajagcymi zwigzek polimorfizmu rs1799752 ACE z ryzykiem wystapienia AD.
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W tym celu zastosowano model addytywny (Il vs. ID, Il vs. DD, Il vs. ID + DD ).
Analiza wykazata, ze obecno$¢ przynajmniej jednego allelu insercyjnego I wigzala si¢
ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia AD w porownaniu z allelem D,
ze wspotczynnikiem szans OR=1,15 (95% CI = 1,028-1,295, p = 0,015, FDR = 0,020).
Natomiast poréwnujac genotypy homozygotyczne, to homozygota I/ wykazywata
wigkszg podatnos¢ na rozwo6j AD niz homozygota D/D OR = 1,308 (95% CI = 1,120—
1,528, p = 0,001, FDR = 0,003) [173]. Z kolei badania prowadzone na japonskiej grupie
pacjentow z AD wykazaly, ze czestotliwo$¢ wystgpowania polimorfizmu insercyjnego
w genie ACE w postaci homozygoty I/l byla 1,4 razy wyzsza wsrdéd chorych niz
w grupie kontrolnej. Czgsto$¢ genotypu D/D byta tylko 0,4 razy wyzsza [54, 174].

Metaanaliza Lehmann’a i in. (2005) nie wykazala wptywu homozygoty I/l na
ryzyko AD. Zostala ona przeprowadzona na 6037 pacjentach ze zdiagnozowang
chorobg Alzheimera i 12099 osobach zdrowych, kontrolnych. Celem badan bylo
okreslenie interakcji z picia, wiekiem, grupa etniczng i obecnos$cia ApoE4. Na
podstawie badan wykazano, ze homozygoty D/D miaty najnizszy wspdtczynnik szans
choroby Alzheimera OR = 0,81 (95% CI= 0,72-0,90; p = 0,0004). Natomiast
zwigkszone ryzyko zachorowania na AD wykazywaty heterozygoty I/D. Homozygoty
I/I nie wykazaty zwigzku z chorobg. Pomimo istotnych réznic etnicznych miedzy
badanymi grupami (pdinocni Europejczycy, potudniowi Kaukazi i Azjaci wschodni),
homozygoty D/D byly czynnikiem zmniejszajacym ryzyko choroby niezaleznie od

grupy etnicznej [52].

Elkins i1 in. w swoich badaniach rowniez wykazat, iz allel I w ACE zwigksza
ryzyko pdznego wystgpowania AD (SAD), w poroéwnaniu z grupa homozygot D/D.
Wspodtezynnik szans AD u os6b z allelem I w poréwnaniu z osobami o genotypie D/D
wynosit OR=1,27 (95% CI, 1,10 - 1,47; p < 0,001). Dodatkowo wykazali, ze Azjaci
posiadajacy allel insercyjny maja wyzsze ryzyko wystapienia choroby Alzheimera
w pordéwnaniu z rasg biatg (OR=2,44; 95% CI= 1,68-3,53 v OR= 1,18; 95% CI=1,02 -
1,37). Wykazali oni roéwniez, ze obok allelu I w ACE, dodatkowym czynnikiem
zwiekszajacym ryzyko AD jest wiek. Iloraz szans dla mtodszych pacjentow (65-74 lata)
wynosit OR=1,54 (95% CI, 1,23-1,93) natomiast dla starszych OR= 1,13 (95% CI, 0,95
-1,35) (p = 0,03) [175]. Analiza genotypow i rozktadu alleli w ACE przeprowadzona na

grupie wtoskich pacjentéw ze sporadyczng chorobg Alzheimera (SAD), rodzinng
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postacia AD (FAD) oraz grupa kontrolng, nie wykazala istotnych réznic w genotypach
oraz czestosci poszczegolnych alleli w genie ACE w badanych grupach. We wszystkich
grupach najczesciej] wystepujagcym allelem byt allel delecyjny D. W badaniu tym
wykazano wiec, ze wariant alleliczny w ACE nie jest czynnikiem podatnosci na SAD
ani FAD. W swoich badaniach dokonali rowniez analizy korelacji genotypu ACE
z allelem &4 w genie APOE. Wykazali, ze allel delecyjny D w genie ACE nie tagodzit
wplywu APOE4, ktory jest potwierdzonym czynnikiem ryzyka AD [176].

Odmienne wyniki uzyskano badajac grupe pacjentow z Tajwanu, gdzie
genotypem predysponujacym do AD jest homozygota D/D. Wspotczynnik szans dla
D/D oraz I/D wynosit OR = 4,29 (95% CI; 1,96-10,23) oraz OR=1,90 (1,35-2,70),
odpowiednio [177].

Dodatkowych informacji o wptywie polimorfizmu ACE dostarczyly badania
post mortem mozgoéw pacjentéw z chorobg Alzheimera. Wykazaty one, ze genotyp I/1
wplywa na zmniejszenie objetosci hipokampu i ciala migdalowatego oraz zwigksza
tendencj¢ do odktadania si¢ APs, W poréwnaniu z genotypem D/D. Czgstosé
wystepowania genotypu ACE zwigkszajacego ryzyko AD maleje wraz z wiekiem [178].
Badania in vitro wykazaly, ze Afi40 majacy tendencje do samoagregacji, pod
wplywem ACE ulega degradacji. ACE zmniejsza agregacje AP140 a przez to wplywa

na obnizenie potencjaty cytotoksycznego [54].

Ciekawe wyniki przedstawiono w badaniach nad lekiem kaptopril, ktéry hamuje
aktywno$§¢ ACE. Inhibitor ten przyczynia si¢ do zwigkszenia gromadzenia
komorkowego AP, blokujac aktywnos$¢ enzymu konwertujacego angiotensyne. Komorki
leczone kaptoprilem moga gromadzi¢ prawie 2-krotnie wigcej AP niz komorki
nieleczone, nawet najnizsza testowana dawka kaptoprilu 0,1 pm, podwyzszyta

1,5-krotnie stezenie AP w komorkach [179].

Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow w grupie przebadanej
w ramach niniejszej rozprawy, jest zgodna z wynikami licznych badan naukowych.
Najczgsdciej wystepujacym genotypem wsrod przebadanych pacjentow jest forma
heterozygotyczna. Wiele badan naukowych dotyczaczacych wptywu polimorfizmu
insercyjno/delecyjnego w genie ACE na AD, udowadnia, ze obecno$¢ insercji w genie

ACE zwigksza ryzyko rozwoju choroby Alzheimera. U o0séb z pelnoobjawowa,
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zaawansowang fazag AD, najczg$ciej wystepuja genotypy posiadajace przynajmniej

jeden allel insercyjnej I, ktory zwigksza ryzyko choroby.

5.5 Zmiany poziomu ekspresji miRNA-146a-5p zwigzane ze stadium otepienia

Kolejnym etapem badan w ramach niniejszej pracy byla analiza poziomu
mMiRNA-146a-5p w surowicy pacjentdow z otepieniem oraz grupy kontrolnej bez
ot¢pienia. Analiza zostata przeprowadzona w trzech podgrupach tj. osoby z tagodnym
uposledzeniem poznawczym MCI, pacjenci z otgpieniem alzheimerowskim oraz grupa
kontrolna sktadajaca si¢ z o0so6b zdrowych. Poziom ekspresji badanego miRNA
w surowicy pacjentéw przedstawiono jako wartosci RQ (ang relative quantification)
przeprowadzonych reakcji gPCR. Wpykonane analizy nie wykazaly istotnych
statystycznie roznic pomiedzy ekspresja miRNA w badanych podgrupach. Nalezy
pamictaé, iz na ekspresj¢ miRNA moga wplywacé inne choroby wspotwystepujace
z chorobg otgpienng. Ponadto, jeden gen zwigzany z AD np. APP, BACE, PSEN1 czy
PSEN2 moze by¢ regulowany nie tylko przez miRNA-146a-5p, ale tez przez wiele
innych miRNA. Nalezaloby wiec zbada¢ ekspresje wszystkich miRNA modulujacych
aktywno$¢ konkretnego genu zwigzanego z AD. Dodatkowym problemem, z ktorym
nalezaloby si¢ zmierzy¢, jest brak danych dotyczacych poziomu miRNA-146a-5p
u danego pacjenta na dlugo przed pojawieniem si¢ objawdw, co umozliwitoby
porownanie poziomu jego ekspresji 1 okreslenie kierunku zmian. Z powodu zmienno$ci
osobnicze] oraz czynnikdw epigenetycznych zwigzanych z nawykami zywieniowymi,
przyjmowanymi lekami oraz uzywkami, bardzo pomocne moglyby by¢ badania
dlugofalowe tych samych osob. Pokazatlyby one przy jakim poziomie ekspresji
miRNA146a-5p dochodzi do zmian neurodegeneracyjnych, poznawczych
I behawioralnych oraz przypisa¢ konkretny poziom miRNA do konkretnego stadium
choroby AD. Nalezy rowniez zaznaczy¢, iz na wynik badan okreslajagcych poziom
ekspresji miRNA moze mie¢ wplyw postepowanie przedanalityczne zwigzane
z pobraniem oraz przygotowaniem surowicy do badania molekularnego. Waznym
czynnikiem wplywajacym na wyniki badan jest tez liczebno$¢ proby badanej. Im
liczniejsza grupa badana, tym wigksze prawdopodobienstwo uzyskania wartosci, ktore
odzwierciedlaja wynik dla calej populacji. Brak istotnej statystycznie rdznicy

w ekspresji miRNA-146a pomigdzy poszczegélnymi podgrupami, nie wyklucza jego
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mozliwej roli w przebiegu choroby AD. Wyniki wielu badan naukowych jednoznacznie

wskazuja wptyw czasteczka miRNA-146a-5p na chorobe otgpienng.

Wielu badaczy podj¢to sie analizy zmian ekspresji miRNA-146a-5p oraz funkcji
jaka pelni w komorkach. Jak do tej pory najwigcej badan skupito si¢ na aktywnosci
mMIRNA-146a zwigzanej z dysfunkcja wrodzonej odpowiedzi immunologicznej oraz
wzmocnieniem odpowiedzi zapalnej. Ta czgsteczka miRNA hamujac produkcje cytokin
prozapalnych, moduluje intensywno$¢ odpowiedzi zapalnej [180]. Wykazano, ze
NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) jako
czynnik regulujacy odpowiedz immunologiczna, zapalna, apoptoze komodrkowa
1 proliferacje komorek, wyraznie steruje poziomem ekspresji miRNA-146a. Gen
mMIiRNA-146a jest $cisle zwigzany z NF-kB, dlatego jego aktywacja wykazuje dodatnig
korelacj¢ z poziomem NF-kB. Biorac pod uwage fakt, iz choroby neurodegeneracyjne
w tym AD, sg stanem neurodegeneracji zapalnej, czasteczka miRNA-146a odgrywa
bardzo wazng rolg¢ w tej chorobie [181-183]. Jest ona szczegdlnie liczna w neuronach
moézgu i komorkach immunologicznych mikroglejowych oraz monocytach, petnigcych
role mediatora stanu zapalne. W wyniku procesu neurodegeneracyjnego dochodzi do
aktywowania komorek mikroglejowych, uwalniania prozapalnych cytokin i chemokin,

wyzwalajac ostry 1 przewlekly stan zapalny mozgu, prowadzacy do uszkodzenia
i dystrofii [183].

Parry 1 in. wykazali, ze IL-1p przy wysokich stezeniach indukuje wzrost ekspresji
miRNA-146a, tym samym hamuje uwalnianie IL-8 i CCL5 ang. C-C motif chemokine
ligand 5. Zmienny poziom ekspresji miRNA jest w stanie regulowa¢ ostre odpowiedzi
zapalne [184]. Wyniki niektorych badan sugeruja réwniez, ze miR-146a, hamuje
aktywno$¢ wrodzonej odpowiedzi immunologicznej poprzez obnizenie stgzenia
kinazy 1 zwigzanej z receptorem IL-1 (IRAK1) i biatkowego czynnika 6 zwigzanego
z receptorem TNF (TRAF6) [185].

MiRNA-146a zostal rowniez przebadany pod katem roli w otepieniach
alzheimerowskich. Li 1 in. prowadzac badania na myszach oraz linii komoérkowej
moézgu 1 siatkowki w ostrej fazie AD (III AD), odkryli, ze w wyniku stresu
indukowanego IL-1B, w komorkach neuronalno-glejowych dochodzi do nadekspresji

mMiRNA-146a. Zauwazyli rowniez korelacje z gestoscig blaszek neurytycznych oraz
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zaburzeniami synaptycznymi co zwigzane jest ze stadium otgpienia. Badanie to
wskazuje na wyzszy poziom ekspresji miRNA-146a w mozgach 0s6b
w wyniku progresji choroby otepiennej, w zwigzku z licznymi blaszkami
neurytycznymi oraz zaburzonym przekaznictwem neuronalnym [186]. Do nadekspresji
mMiRNA-146a zachodzi rowniez w pierwotnych komorkach astroglejowych, pod
wplywem czynnikow stresogennych tj. cytokiny prozapalne, metale neurotoksyczne
[187] i biatka amyloidowego-Apa,, ktorych poziom w okre§lonych obszarach moézgu
oraz w zaawansowanych stadiach choroby jest stale podwyzszony. Wykazano, iz przy
neurozwyrodnieniach, IL-1p razem z Apa, silniej wpltywaja na nadekspresj¢ miRNA
w astrocytach niz sama IL-1B [188]. Wraz z progresja choroby poziom miRNA-146a
stopniowo wzrasta w przedzialach moézgu szczegolnie dotknigtych neuropatologia
zapalng oraz zwyrodnieniem spowodowanym odktadaniem amyloidu-Ap42 [183].
Natomiast Arena i in. w swoich badaniach na pacjentach ze sporadyczng postacig
Alzheimera (SAD) wykazata zwigkszong ekspresje miR-146a w hipokampie, ktora
ujemnie korelowata z jego docelowym IRAK-1 [189]. MiRNA-146a odgrywa wazna
rolg w apoptozie neurondéw, co wykazat w swoich badaniach na komoérkach SH-SY5Y
Zhang i in. Czasteczka tego miRNA wigzac si¢ w miejscu 3’UTR z mRNA LRP2,
moduluje proces syntezy Lpr2. Nadekspresja miRNA-146a blokuje synteze Lpr2
1 wplywa negatywnie na ekspresj¢ Akt. To z kolei indukuje aktywno$¢ kaspazy 3, ktora

odpowiada za proces apoptozy komorkowej [190].

W literaturze naukowej mozna spotka¢ wyniki badan wskazujace na obnizong
ekspresj¢ czasteczek miRNA-146a, pomimo wysokich poziomow czynnikéw
prozapalnych. Badania przeprowadzone wsrdd pacjentow z cukrzyca 1 typu, pokazuja
spadek ekspresji miRNA-146a, mimo wyraznie podwyzszonego poziomu cytokin
prozapalnych TNF-a i IL-6 [191].

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki dostgpnych badan naukowych
wskazuja, ze miRNA-146a w przyszlosci moze by¢ wykorzystywana jako biomarker,
jak réwniez jako cel terapeutyczny. Interesujace wyniki uzyskano rowniez w badaniach,
w ktorych wykazano zdolno$c tauryny do obnizenia poziomu ekspresji wilasnie tej
czasteczki miRNA-146a, widzac w niej szanse na nowg terapi¢ w AD. Niestety na
zastosowanie jej w terapii musimy jeszcze poczekaé, gdyz badania te zostaty

przeprowadzone na linii komorkowej [192].
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Przeprowadzone w niniejszej pracy badania zwigzku pomiedzy polimorfizmem
w genie APOE a poziomem ekspresji miRNA-146a w grupie pacjentow, nie wykazaty
istotnej statystycznie réznicy pomiedzy pacjentami posiadajagcymi przynajmniej jeden
allel €4. Niewiele prac zostatlo poswieconych temu zagadnieniu. Sposrod dostepnych
wynikéw badan odnoszacych si¢ do zwigzku miedzy izoformami ApoE a ekspresja
mMiRNA-146a, warto zwrdci¢ uwage na badania Teter i in. na myszach z polimorfizmem
APOE4. Wykazaly one obnizenie poziomu ekspresji miR-146a do 29% w poréwnaniu
z ekspresja u myszy APOE3 (p < 0,0001). Model z FAD z obecng izoformg ApoE4
podobnie wskazaly obnizony poziom miR-146a do 62% poziomu myszy z FAD
z izoforma ApoE3 (p < 0,05 ). Wyniki tych badan pokazuja, ze cho¢ w mozgach
wystepuje nadekspresja miR-146a, to jest ona modulowana poprzez izoform¢ ApoE4.
Allel €4 genu APOE zaburza proces sprzezenia zwrotnego aktywowanego przez
miR-146a. Obnizona ekspresja miR-146a prowadzi do przewlektego stanu zapalnego,
charakterystycznego dla nosicieli APOE4. Mato tego, defekty ekspresji miR-146a
powodowane przez €4 sg obecne w fazie prodromalnej i przyczyniaja si¢ do ryzyka
choroby. Mimo odktadania wyzszego poziomu amyloidu w moézgu oraz NF«B, ktory
w wyniku przewlektego stanu zapalnego aktywuje ekspresjc miR-146a,
w przypadku pacjentow z FAD obecno$¢ izoformy ApoE4 wyraznie ja hamuje
w porOéwnaniu z pacjentami z FAD z izoforma ApoE3. To przeciwzapalne sprzezenie
zwrotne moze przyspieszy¢ przewlekty stan zapalny, przygotowaé¢ mikroglej do

starzenia si¢ i choroby Alzheimera [193].

Badajac zwigzek pomiedzy polimorfizmem w genie ACE a poziomem ekspresji
mMiRNA-146a-5p w badanej grupie 0sob chorych, wykazano, ze ekspresja tego miRNA
jest zwigzana z polimorfizmem insercyjnym ACE. Obecno$¢ przynajmniej jednego
allelu I powoduje obnizenie poziomu ekspresji miRNA-146a-5p. Tak wigc najnizsza
ekspresje wykazuja homozygoty insercyjne I/ za§ najwyzsza homozygoty D/D.

Jak dotad nie zostatl okreslony profil ekspresji miRNA-146a, ktéry bylby powigzany
z konkretnym polimorfizmem insercyjno/delecyjnym w genie ACE. Opierajac si¢ na
dostgpnej krajowej 1 $wiatowej literaturze nalezy podkresli¢, ze takie badania nie
zostaly do tej pory przeprowadzone. Mozna wigc przypuszczaé, iz jest to jedno
z pierwszych na $wiecie tego typu badanie. Niniejsza praca miala na celu wymiar

naukowo-poznawczy, otwierajacy droge do dalszych badan w tym kierunku.
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5.6 Zmiany poziomu ekspresji mMiIRNA-200a-3p zwigzane ze stadium otepienia

Podobny schemat badawczy zostal przyjety do badania poziomu ekspresji
miRNA-200a-3p w surowicy pacjentdw z otgpieniem oraz osob zdrowych. Pacjenci
zostali podzieleni na podgrupy tj. MCI, AD. Do oceny poziomu ekspresji zastosowano
technike qPCR 1 analizowano wartosci RQ. Wykonane analizy nie wykazatly istotnych
statystycznie r6znic poziomu ekspresji miRNA-200a-3p w badanych podgrupach. Nie
oznacza to jednak, iz ekspresja tej czasteczki miRNA jest stala podczas rozwoju
choroby Alzheimera. MiRNA-200a-3p moduluje aktywno$¢ wielu gendw zwigzanych
z AD oraz tych, ktore nie sg bezposrednio zwigzane z neurodegeneracja. Mozna wigc
przypuszczaé, ze ekspresja miRNA-200a-3p podlega modulacji przez inne biatka
zwigzane z chorobami wspolwystepujacymi na zasadzie sprzezenia zwrotnego.
Poniewaz jeden gen regulowany jest przez wiele miRNA, niektore czasteczki miRNA
wiazac sie w tych samych miejscach transkryptu lub w ich poblizu, reguluja dostepnosc
danych sekwencji i blokujg wigzanie badanego miRNA-200a-3p z konkretnym genem.
Zmienna ekspresja jednej czasteczki miRNA, moze wplywac na ekspresje pozostatych

miRNA, ktétre kontrolujg ten sam gen.

Dobrym rozwigzaniem byloby przeanalizowanie poziomu ekspresji wszystkich
miRNA regulujacych aktywnos$¢ konkretnego genu zwigzanego z AD. Dodatkowym
problemem, podobnie jak w przypadku miRNA-146a-5p, jest brak badan
dlugofalowych poziomu ekspresji miRNA-200a-3p u danego pacjenta na przelomie
kilku lat. Badania te moglyby wskaza¢ poziom 1 kierunek zmian jego ekspres;ji
w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania choroby. Bardzo duza role odgrywa réwniez
materiat badany. Nalezy pamigta¢, iz miRNA moga by¢ uwalniane do pltynow
ustrojowych biernie, na skutek degradacji komodrek w wyniku ich -cigezkiego
uszkodzenia, standw zapalnych, nekrozy i apoptozy oraz lizy komorek. Sa to procesy
patologiczne w tkance, ktore mogg zmieni¢ ogdlng pule miRNA w krazeniu. Dlatego
profil ekspresji miRNA-200a-3p w plynach ustrojowych moze znacznie r6zni¢ si¢ od
profilu jego ekspresji w komodrkach mézgowych. Inny model transportu aktywnego
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miRNA z komorek do ptyndw ustrojowych zwigzany jest z zamykaniem ich w struktury
odrywajacych si¢ mikropecherzykow lub egzosomy. Zdolno$¢ sekrecji posiadaja tylko
niektore komoérki np. limfocyty T i1 B, retikulocyty, komoérki dendrytyczne. W tym
przypadku czasteczki zamkniete w tych strukturach nie zawsze sa wydzielane na
zewnatrz komorki. Zdarza si¢, ze sg one przeznaczone do degradacji, wigc nie zasilg
puli czasteczek miRNA w ptynach ustrojowych. Podobnie jak wyniki ekspresji
wczesniej opisywanego miRNA-146a-5p, poziom miRNA-200a-3p réwniez zalezy
w duzej mierze od procedury pobrania i1 przygotowania surowicy do badania

molekularnego.

Literatura naukowa dostarcza nam wielu danych, wskazujacych na réznice
ekspresji tego miRNA w toku trwania 1 progresji choroby otegpiennej. Przyktadem moze
by¢ poréwnanie poziomu miR-200a-3p w tkance hipokampu i krwi u myszy
transgenicznych 5XFAD w roznym wieku, z typem myszy dzikich WT
w tym samym wieku. Badanie to wykazato istotny wzrost ekspresji miR-200a-3p
u miodych myszy zar6wno w tkance hipokampu szczegdlnie w obszarach CAl i DG
oraz w surowicy. Wyrazny wzrost ekspresji zaobserwowano tylko u mtodych myszy,
starsze myszy wykazywaly nizsza ekspresj¢. Badanie to pokazuje, iz ekspresja
mMiRNA-200a-3p zmienia si¢ podczas choroby-wzrasta na wczesnym etapie AD, za$
spada w toku rozwoju choroby [194]. Wyniki te wskazywatyby na duzy potencjat

miRNA-200a-3p do réznicowania pacjentoéw z MCI oraz wczesnego stadium AD.

W ramach tego samego badania, przeanalizowano zmiany ekspresji miR-200a-3p
W surowicy 28 pacjentow podzielonych na trzy grupy: MCI, AD, K. Wyniki wskazaty
najwyzszy poziom ekspresje miR-200a-3p u pacjentéw z AD w pordwnaniu z grupa
pacjentow z MCI oraz grupg kontrolng (test t-Studenta, p < 0,05). Ponadto
zaobserwowano istotne rdéznice ekspresji, przy rozszerzeniu badan do czterech grup
(kontrola, MCI, AD i wczesna posta¢ AD -EOAD). W EOAD ekspresja miR-200a-3p
wzrosta 5-krotnie w poréwnaniu z grupg MCI oraz 2 — 3 krotnie w poroOwnaniu z grupa
AD. Badania te pokazuja, ze ekspresja miRNA-200a-3p wyraznie wzrasta jeszcze przed
nagromadzeniem si¢ bialek amyloidowych AP, biatek Tau w modzgu. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze EOAD moze by¢ szybko zdiagnozowane, gdyz zmiany ekspresji miR-

200a-3p sg zwigzane z postegpem AD [194].

119



Nagaraj 1 in. dokonujac analizy 179 réznych miRNA z osocza pacjentow
podzielonych na trzy grupy: wczesne AD (MCI-AD) (n=15), pézne AD (n=20) oraz
grupa kontrolna (n=15), dokonali poréwnania ekspresji szukajagc potencjalnych
markerow diagnostycznych. Z bazy tej wybrano 6 miRNA, ktére moglyby odrdézniac¢
pacjentow na wczesnym etapie choroby od oséb zdrowych. W grupie tych
6 miRNA, znalazl si¢ réwniez miRNA-200a-3p, ktéry wykazywal wyrazny, istotny
statystycznie wzrost ekspresj¢ p < 0,05. Wyniki te wskazujg, ze miRNA-200a pozwala
roznicowaé pacjentow z AD od oséb kontrolnych bez demencji oraz pacjentow
z wczesng chorobg Alzheimera (MCI-AD) [195]. Podobnie Schipper i in. analizujgc
profil licznych miRNA u 0s6b z AD oraz osob zdrowych lecz w starszym wieku,
wykazat tendencje nadmiernej ekspresji niektorych miRNA w tym réwniez miRNA-
200a-3p [196].

MiIRNA-200a-3p bierze udziat w apoptozie neurondéw indukowanej przez
B-amyloid (AP), gdyz celuje bezposrednio w biatko przeciwapoptyczne sirtuing 1 ang.
sirtuin1(SIRT1) [115]. SIRT1 odgrywa wazng role w utrzymaniu zdrowia neuronow
oraz moduluje plastyczno$¢ synaptyczng [197]. Podczas rozwoju neuronow SIRT1
promuje wydluzanie aksondéw, wzrost wypustek nerwowych 1 rozgalezienia
dendrytyczne, a nawet tagodzi patologie biatka Tau [198]. Zwickszony poziom
miRNA-200a-3p przyspiesza oraz wzmaga proces apoptozy, poprzez wzrost ekspresji
kaspazy-3 w komorkach poddanych dziataniu AP. Wykazano, ze przeciwciata anty-
miR-200a-3p, ttumig ekspresj¢ kaspazy-3, a wyzwalaja ekspresj¢ SIRT1, ktéra moze
hamowa¢ apoptoze neurondow [115]. Ostatnie badania wskazuja, iz resweratrol moze
odgrywac¢ neuroprotekcyjng role, gdyz jest w stanie zwigkszy¢ ekspresje SIRT1 w AD
i cukrzycy [199].

Nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie badania wykazuja nadekspresje¢ miRNA-
200a-3p w AD. Jak juz wspomniano wczesniej w niniejszej rozprawie (rozdziat 1.4.1)
obnizony poziom mMIRNA-200a-3p zostal wykazany zar6wno w wyniku badan
eksperymentalnych na transgenicznych myszach (APP/PS1), jak tez w badaniach
klinicznych na osoczu pacjentéw z chorobg Alzheimera. Te badania wykazuja, ze celem
miRNA-200a-3p jest mMRNA genu BACEL. Obnizona ekspresja miRNA-200a-3p
prowadzi zatem do nadprodukcji toksycznej formy AP, za$ podwyzszenie jej ekspresji
moze prowadzi¢ do ttumienia produkcji Ap. Dodatkowo miRNA-200a-3p celuje w gen

PRKACB, ktoéry koduje jedng z podjednostek katalitycznych rodziny kinazy biatkowe;j
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ang. protein kinase A (PKA). Kinaza ta moduluje poziom fosforylowanego biatka Tau
a zastosowanie mimetykéw miRNA-200a-3p znaczaco zmniejsza ekspresj¢ mRNA
PRKACB [114].

Podobnie jak przy pierwszym analizowanym mikroRNA, czyli miRNA-146a-5p,
tak tez analizujac poziom ekspresji MIRNA-200a-3p, dokonano oceny wplywu
wybranych polimorfizméw w genach APOE oraz ACE na jego ekspresje. W celu
okreslenia roznicy ekspresji wybranego miRNA w grupach pacjentow wykazujacych
rézny polimorfizm genu APOE, wykonano analiz¢ statystyczng testem Kruskala-
Wallis’a z podzialem pacjentow na 2 podgrupy, z wylaczeniem grupy kontrolne;j.
Podstawa klasyfikacji pacjentow byta obecnos¢ lub brak przynajmniej jednego allelu €4.
Nie uzyskano istotnych réznic poziomu ekspresji pomi¢dzy tymi grupami. Jednakze na
podstawie uzyskanych wynikéw badan przeprowadzonych w ramach tej pracy, nie
mozemy wnioskowac o catej populacji, gdyz prawdopobienstwo istotnosci wynikow
badan ro$nie wraz z liczebno$cig grupy badanej. Zasadne wydaje si¢ wigc powigkszenie
liczebno$ci proby badanej i powtdrne przeprowadzenie oceny. Brak istotnych roznic
w poziomie ekspresji miRNA-200a-3p pomig¢dzy pacjentami o réznych genotypach

APOQE, nie przekresla roli tego polimorfizmu w ekspresji tego miRNA.

Podobne postgpowanie zastosowano do badania zalezno$ci poziomu ekspresji
miRNA-200a-3p od polimorfizmu insercyjno/delecyjnego w genie ACE. Podstawg
klasyfikacji byt rodzaj genotypu ACE wsrdd pacjentow: homozygota I/I, homozygota
D/D lub heterozygota I/D. Przeprowadzone badania wykazaly, ze najwyzszy poziom
ekspresji miRNA-200a-3p wystepowat u homozygot insercyjnych I/I, w poréwnaniu
z genotypem D/D przy poziomie istotnosci p<0,01. Natomiast heterozygoty I/D,
wykazaty wyzszy poziom ekspresji badanego miRNA w porownaniu z homozygotami
D/D (p<0,01). Na podstawie tych wynikdéw mozemy stwierdzi¢, iz allel I, ktory
zwigksza ryzyko zachorowania na AD, jest zwigzany z podwyzszong ekspresjg miRNA-
200a-5p. Jest to potwierdzenie licznych badan, ktore wykazaly podwyzszona ekspresje
miRNA-200a-3p w trakcie choroby. Nalezy zaznaczy¢, ze allel I w ACE zwigksza tylko
ryzyko rozwoju choroby otgpienne;.

Jak dotad nie zostal okreSlony profil ekspresji miRNA-200a-3p, ktory
potwierdzitby uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wnioski dotyczace
wptywu danego polimorfizmu w genie APOE oraz ACE na tg ekspresj¢. Na podstawie

przegladu dostgpnej krajowej 1 Swiatowej literatury, nalezy podkresli¢, iz tego typu
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badania nie byly jeszcze prowadzone. Wykonane w ramach niniejszej pracy badania,
maja charakter nowatorski i moga zapoczatkowa¢ dalsze prace nad analizg zwiazku

tego miRNA z polimorfizmami genoéw $cisle zwigzanych z chorobag Alzheimera.

5.7 Zmiany poziomu ekspresji miIRNA-132-3p zwigzane ze stadium ote¢pienia

Sposréd  licznych  miRNA  odgrywajacych role w  neurodegeneraci,
miRNA-132-3p od wielu lat analizowany jest w tym kierunku. Zmienny poziom
ekspresji miRNA-132-3p w komoérkach nerwowych $wiadczy, ze uczestniczy
on w roznych procesach neurodegeneracyjnych. Jest to jedna z lepiej poznanych
niekodujacych, jednoniciowych czasteczek miRNA. Wraz z miRNA-212 tworzy ona
Klaster zlokalizowany na 17. chromosomie, kodowany w tym samym intronie. Bardzo
czesto badaniom poddawane sg te dwie czgsteczki miRNA razem. MiRNA-132 bierze
udzial w funkcjach przeciwzapalnych i wspomagajacych pamieé¢ w uktadzie nerwowym
[113].

Zaburzenia ekspresji tej czasteczki miRNA, byty przestanka do przeprowadzenia
szczegotowych badan kierunku zmian ekspresji W ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej. W przeprowadzonych badaniach wykazano statystycznie istotng rdznice
(p=0,037) ekspresji mMIRNA-132-3p podczas progresji choroby otepienne;.
Zaobserwowano wyrazny spadek poziomu ekspresji wraz z postepem choroby.
Najwyzsza ekspresje zaobserwowano w grupie kontrolnej, nizsza w MCI oraz kolejno
w AD | oraz AD Il i AD Il. Dodatkowa analiza poziomu ekspresji miRNA-132-3p
z podzialem pacjentow na ple¢, wykazala istotnie wyzszy poziom jego ekspresji
u pacjentow plci meskiej. Wyniki te potwierdzaja wplyw pici na zachorowalno$c na
AD. W przypaku kobiet poziom ekspresji jest obnizony, ze wzgledu na dtugos¢ zycia
oraz dozywania stadium glebokiego otgpienia alzheimerowskiego AD 111 AD III, ktore
charakteryzuja si¢ znacznie obnizong ekspresja miRNA-132-3p. Dodatkowym
potwierdzeniem tej hipotezy sa wyniki badan predykcyjnych w postaci modelu drzewa
decyzyjnego, ktore pozwalaja wykluczy¢ otepienie u pacjentow na podstawie uzyskanej

ekspresji miRNA-132-3p na poziomie > 0,47 RQ.

Wyniki te sa spojne z licznymi doniesieniami literatury, wskazujagcymi na
obnizenie ekspresji miRNA-132-3p wraz z poglebianiem zmian
neurozwyrodnieniowych charakterystycznych dla AD. Salta i in. potwierdzili, ze
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wyciszenie ekspresji miRNA-132 wzmaga patologi¢ na poziomie molekularnym
I funkcjonalnym [200]. Na podstawie swoich badan z 2016 r. stwierdzili, Ze obnizona
ekspresja miRNA-132-3p nasila cechy patologiczne wywotane odktadaniem si¢ biatka
amyloidowego AP oraz biatka Tau, poprzez zwigkszenie ekspresji inozytolu 1,4,5-
trifosforanu 3-kinazy B ang. Inositol-trisphosphate 3-kinase B (ITPKB) w osoczu
pacjentow z AD. Wykazano, ze miRNA-132-3p celuje bezposrednio w 3'UTR genu
ITPKB, ktory aktywuje produkcje AP. Wyciszenie ekspresji genu ITPKB jest wiec
wskazane, gdyz obniza poziom AP. Pokazuje to, ze ITPKB podlega kontroli
regulacyjnej miRNA-132-3p. Tak wigc, silne obnizenie jego ekspresji zaobserwowane
w mozgu osob z AD, jest nie tylko konsekwencja procesu chorobowego, ale przyczynia

si¢ do zmian patologicznych w procesach biochemicznych méozgu [201].

Celem miRNA-132/212 jest rowniez mRNA PTEN i CDK5 w hipokampie.
Badania prowadzone na tkance hipokampu myszy nie wykazaty jednak zmian
w poziomie PTEN i CDK5 w wyniku zahamowania miRNA-132/212. Moze to
sugerowa¢, ze miRNA-132/212 nickoniecznie odgrywaja gtowng role w regulacji
poziomow PTEN i CDK5 w hipokampie. Sami autorzy jednak nie wysuwajg takich
wnioskow, wskazujac na koniecznos$¢ rozszerzenia swoich badan o konkretne obszary

hipokampu [202].

Badania na myszach z zastosowanym zjawiskiem knockout miRNA-132/212
wskazuja, ze utrata tych czasteczek miRNA prowadzi do zauwazalnych zmian
w funkcji synaptycznej. Zarowno w hipokampie, jak i w korze nowej knockout
zmniejszyt podstawowa transmisj¢ synaptyczna. Wyniki te wskazuja, ze miRNA-132
i/lub miRNA-212 odgrywaja znaczaca rolg w transmisji synaptycznej, prawdopodobnie
poprzez regulacje liczby postsynaptycznych receptorow AMPA ang. a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor [203].

Bormann i in. rowniez potwierdzili hipoteze, w ktorej klaster miRNA-132/212
odgrywa wazna rol¢ w sygnalizacji cholinergicznej i transmisji synaptycznej. Wptywa
on rowniez na ochronng odpowiedz neuronalng w wyniku niedotlenienia [204].
Dojrzewanie dendrytéw w nowych neuronach oraz tworzenie kolcow w odpowiedzi

synaptycznej podlega modulacji miRNA-132 regulowanego przez jeden
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z najwazniejszych czynnikow transkrypcyjnych ssakéw ang. cAMP responsive element
binding protein (CREB) [205].

Odkryto rowniez, ze miR-132-3p jest zaangazowany w procesy proapoptyczne
poprzez posrednig regulacje poziomu fosfatazy biatkowej 1F ang. protein phosphatase,
Mg2+/Mn2+ dependent 1F (PPM1F). MiRNA-132 bezposrednio celuje w FOXO3a
ang. forkhead box O3, czynnik transkrypcyjny posredniczacy w wielu procesach
komoérkowych, w tym apoptozie, proliferacji, postepie cyklu komorkowego
I uszkodzeniu DNA. Ekspozycja na A4 powoduje wzrost poziomu PPMIF, ktora
odpowiada za defosforylacje i aktywacje FOXO3a oraz promuje jego transport
komorkowy z cytoplazmy do jadra. U pacjentow z AD ekspresja miRNA-132
negatywnie korelowata z PPM1F [206].

Ochronng rolg miRNA-132 w apoptozie wykazat réwniez Qu 1 in. Opierajac si¢
na wynikach badan prowadzonych na szczurach leczonych homocysteing, wykazal, ze
miR-132-3p w obecnosci homocysteiny thumi poziom gendéw apoptycznych
w hipokampie i zmniejsza upos$ledzenie zdolno$ci uczenia si¢ i zapamigtywania.
Mechanistycznie miRNA-132 ukierunkowany jest na heterogeniczne jadrowe
rybonukleoproteiny U ang. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (HNRNPU).
HNRNPU dziatajac jako biatko wigzace RNA, reguluje stabilno§¢ mRNA BACEL.
Nadmierna ekspresja HNRNPU lub BACEL negatywnie koreluje z poziomem ekspresji
miR-132-3p. Zatem miR-132-3p poprzez modulacj¢ osi HNRNPU/BACE1 zmniejsza
apoptoz¢ komorek i1 lagodzi upos$ledzenie zdolno$ci uczenia si¢ i1 zapamig¢tywania

u szczurdéw z chorobg Alzheimera [204].

W badaniu na transgenicznych myszach (APP/PS1) wykazano neuroprotekcyjng
role miR-132-3p poprzez regulacje deacetylazy histonowej 3 (HDAC3). Do badania
wykorzystano lentiwirusy do modulowania ekspresji miR-132-3p w hipokampie myszy.
Nadmierna ekspresja miR-132-3p w hipokampie tagodzita deficyty pamieci
przestrzennej, zmniejszyta akumulacje AP 142, apoptoze oraz zwigkszala liczbg
komorek hipokampu. Badania te wskazuja, iz miRNA-132 w przysztosci moze by¢

obiecujacym celem terapeutycznym w AD [207].
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Cho¢ liczne badania nad miRNA-132 prowadzono w oparciu 0 eksperymenty na
myszach transgenicznych, dost¢gpne sa rowniez badania prowadzone na kohorcie
pacjentow. Sbriscia i in. analizowal poziom miR-132-3p w osoczu, oraz pecherzykach
zewnatrzkomorkowych pacjentow z AD. Wykazal réznice w jego ekspresji
w zaleznosci od stadium choroby. Najwyzszy poziom miRNA-132 zaobserwowano
w grupie kontrolnej, u pacjentow z MCI poziom miRNA-132 obnizyt si¢, za$
najnizsza ekspresje zaobserwowano u pacjentow w stadium AD. Co ciekawe poziom
badanego miRNA w osoczu i pecherzykach byly zblizone. Badania te sugeruja, iz
mMIRNA-132-3p moze w przysztosci pretendowaé jako potencjalny marker wczesnego

wykrywania oraz monitorowania postepu AD [208].

Nie wszystkie badania potwierdzaja hipoteze¢ o obnizonej ekspresji miRNA-132-
3p w chorobie Alzheimera. Liu i in. na podstawie swoich badan stwierdzili wyrazna
nadekspresje miR-132 w po$miertnych tkankach mézgéw, zarowno oséb z AD jak tez
z MCI, w porownaniu z grupag kontrolng [209]. Moze to by¢ zwigzane z rdznica
w wydzielaniu czasteczek czynnych biologicznie na zewnatrz komoérki do ptynow
ustrojowych. Profil ekspresji miRNA w komodrkach mozgowych moze by¢ znacznie

wyzszy od profilu w ptynach ustrojowych.

Przeanalizowany w ramach niniejszych badan poziom ekspresji miRNA-132-3p,
powigzano z polimorfizmem w genie APOE oraz ACE. Analiza statystyczna wykazata
istotny (p<0,05) spadek ekspresji mMiRNA-132-3p u pacjentow posiadajacych
przynajmniej jeden allel ¢4 APOE w poréwnaniu z pacjentami bez tego allelu. Wyniki
te sa spojne z danymi literatury naukowej wskazujacymi na obnizenie ekspresji
mMiRNA-132-3p wraz z postgpem choroby AD. Poniewaz forma polimorficzna APOE4
zwigksza ryzyko choroby AD, poziom miRNA-132-3p bedzie sie sukcesywnie obnizal
w trakcie choroby a w grupie pacjentow z najbardziej zaawansowanym stadium (AD

IIT) bedzie wykazywat najnizszy poziom ekspresji.

Istotng roznice ekspresji miRNA-132-3p wykazano rowniez pomigdzy grupa
homozygot insercyjnych 1I/T a grupa homozygot delecyjnych D/D przy poziomie
istotnosci p<0,05. Genotyp I/ wykazywat wyzsza ekspresje¢ miRNA-132-3p w stosunku
do genotypu D/D jak réwniez w pordwnaniu z grupa heterozygot I/D. Wyniki te moga

sugerowaé, iz mimo wyzszego prawdopodobienstwa zachorowania na AD przy
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obecnos$ci allelu I, poziom ekspresji miRNA-132-3p moze utrzymywac si¢ wyzszy
przez dtuzszy czas. Nalezy zauwazy¢, ze nie swiadczy to o nadekspresji tego miRNA
w grupie z allelem I lecz tylko o nieznacznie wyzszym poziomie w stosunku do
homozygot D/D. Obecnie brakuje badan, ktére moglyby potwierdzi¢ i poroéwnac
uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan nad wptywem polimorfizméw w genach
APOE oraz ACE na poziom ekspresji miRNA-132-3p. Analizujac dostepna literatura
naukowg nie znaleziono tego rodzaju badan, co moze sugerowac iz jest to pierwsze na
swiecie tego typu badanie. Dlatego tez wyniki uzyskane w ramach tej pracy, moga by¢

impulsem do kontynuowania i pogtebiania badan w tym zakresie.
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5.8 Uwagi koncowe

Choroba Alzheimera jest najczestsza formg demencji wsréd pacjentow
w starzejacej si¢ populacji. Powoduje powazne 1 nieodwracalne deficyty funkcji
poznawczych, behawioralnych oraz psychologicznych. Stanowi ogromny problem
spoteczny ale rowniez ekonomiczny. Jest to choroba wielogenowa i wieloczynnikowa.
Nie ma konkretnych modeli predykcyjnych choroby, gdyz zmiany zachodzace
w czasie rozwoju AD powigzane sg z licznymi szlakami metabolicznymi,
biochemicznymi oraz zalezg od ekspresji wielu genow. Zainteresowania naukowcow
coraz czgsciej kierowane sg w stron¢ potranskrypcyjnej regulacji genéw za pomoca
miRNA. MiRNA odgrywaja wazng role w regulacji ekspresji genéw determinujacych
procesy neurodegeneracyjne w chorobie AD np. APP, PSEN 1, PSEN 2, BACE.

Wyniki przedstawione w ramach niniejszego badania stanowig probg okreslenie
kierunku zaburzen ekspresji trzech wybranych miRNA tj. miRNA-200a-3p, miRNA-
146a-5p, MIRNA-132-3p uwzgledniajac rézne stadia choroby. Dodatkowo zbadano
zwigzek poziomu ekspresji wybranych miRNA z cechami klinicznymi pacjentow.
Bardzo waznym aspektem poruszonym w tej pracy jest zwigzek poziomu ekspresji

badanych miRNA, z polimorfizmem w genie APOE i ACE.

W ramach wykonanej analizy ekspresji wybranych miRNA wyizolowanych
z surowicy pacjentow w roznym stadium otgpienia oraz grupy kontrolnej, wykazano
tendencj¢ spadkowa poziomu ekspresji miRNA-132-3p wraz z progresja choroby.
Wyniki badan nad miRNA-200a-3p oraz miRNA-146a-5p nie wykazaly zaburzen ich
ekspresji, co moze by¢ spowodowane niewystarczajaca liczebnoscig badanych podgrup.
Wiedzac, ze prawdopodobienstwo istotnosci wynikéw badan ro$nie wraz z liczebno$cia
grupy badanej, mozna uzna¢ to jako czynnik ograniczajacy niniejsze badania. Zasadne
wigc wydaje si¢ powigkszenie liczebnosci proby badanej i powtdrne przeprowadzenie
analizy pacjentow. Nalezy rowniez zaznaczy¢, iz na wynik badan okreslajacych poziom
ekspresji miRNA moze mie¢ wplyw postgpowanie przedanalityczne zwigzane
z pobraniem oraz przygotowaniem surowicy do badan molekularnych. Ponadto, jeden
gen moze by¢ regulowany przez rézne miRNA, dlatego nalezaloby podja¢ proba
zbadania ekspresji wszystkich miRNA modulujacych aktywnos¢ docelowego genu

zwigzanego z procesami neurodegeneracyjnymi w AD.
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Mocng strong tej pracy bylo zastosowanie modeli predykcyjnych, ktore
potwierdzity, iz obnizona ekspresja miRNA-132-3p moze by¢ czynnikiem

predykcyjnym stadium choroby AD.

Badajac zwigzek zaburzenia ekspresji poszczegbdlnych miRNA
z chorobami wspdtistniejacymi oraz korelacje pomigedzy poziomem parametrow
biochemicznych (cholesterol catkowity, trojglicerydy, witamina Bip) a poziomem

ekspresji miRNA, nie zaobserwowano zadnych istotnych zalezno$ci.

Na podstawie analizy statystycznej stwierdzono natomiast pozytywng korelacj¢
pomiedzy ekspresja miRNA-146a-5p a wartoscig wskaznikow diagnostycznych w AD
tj. pTau/AP4, oraz hTau/ ABs,. Wyniki te potwierdzaja liczne doniesienia naukowe na
temat wzrostu poziomu biatka hTau oraz pTau w PMR pacjentdow z otepieniem.
Dostepne wyniki badan nad miRNA-146a-5p pokazuja, iz poziom ekspresji tego
miRNA w czasie choroby AD rowniez ulega podwyzszeniu. Czynnikiem
ograniczajagcym badania korelacyjne moze by¢ liczebno$¢ grupy oraz niepeilny zakres

badan biatek konformacyjnych u wszystkich badanych osob.

Niewatpliwie mocng strong tej pracy doktorskiej jest analiza zwiazku ekspresji
wybranych miRNA z polimorfizmem w dwoch genach, ktére odgrywaja wazng role
w chorobie Alzheimera: APOE oraz ACE. Nalezy podkresli¢, ze tego typu badania
zostaly przeprowadzone po raz pierwszy w tej pracy, co $wiadczy o innowacyjnym
charakterze prowadzonych badaf. Polimorfizm w genie APOE wykazat istotny zwigzek
z ekspresjga miRNA-132-3p. Obecnos¢ przynajmniej jednego allelu €4 w APOE, wigzata
si¢ z obnizong ekspresjag miRNA-132-3p. Natomiast polimorfizm w genie ACE wykazat
istotny wptyw na poziom ekspresji wszystkich analizowanych miRNA (miRNA-200a-
3p, MiRNA-132-3p oraz miRNA-146a-5p). Obecnos¢ przynajmniej jednego allelu
insercyjnego (1) w genie ACE wptywata na zmiang ekspresji miRNA. Najwyzszy
poziom ekspresji mMiRNA-200a-3p zaobserwowano wsréd homozygot insercyjnych I/1,
najnizszy wsrod homozygot delecyjnych D/D. Podobnie poziom ekspresji miRNA-132-
3p u homozygot I/I byt wyzszy w pordwnaniu z genotypami I/D oraz D/D. Natomiast
poziom ekspresji miRNA-146a-5p wykazuje najnizsza ekspresj¢ wsrod homozygot

insercyjnych, za$ najwyzsza u homozygot delecyjnych D/D.
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Analiza statystyczna wieku grupy badanej, potwierdzita wptyw wieku na stadium
otepienia. U o0sOb starszych mozna zaobserwowaé glebsze stadia otgpienia niz
u 0s6b miodszych, u ktorych najczesciej diagnozuje si¢ MCI lub tagodng posta¢ AD 1.
Potwierdzone zostaly rowniez liczne badania, dotyczace poziomu witaminy By, Wraz
z postepem choroby otepiennej mozna zauwazy¢ spadek poziomu witaminy Biy,

aw fazie AD Il i AD Il nawet jej niedobory.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
pozwalaja na potwierdzenie wszystkich postawionych hipotez badawczych. Jedna
hipoteza badawcza zostala potwierdzona w pelnym zakresie badanych miRNA,
natomiast dwie pozostate potwierdzono w oparciu o jedng z trzech badanych czasteczek

miRNA.

e Analiza ekspresji trzech wybranych krazacych miRNA wykazata, ze
poziom mMIRNA-132-3p rézni si¢ u pacjentow z chorobg Alzheimera,
a roznice te sg zwigzane ze stadium choroby.

e Obecno$¢ przynajmniej jednego allelu ¢4 w genie APOE wptywa na
ekspresje miRNA-132-3p.

e Obecnos¢ allelu insercyjnego (I) w genie ACE wptywa na ekspresje
wszystkich analizowanych w ramach niniejszej pracy miRNA: miRNA-
200a-3p, miRNA-146a-5p, miRNA-132-3p.

Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki badan moga by¢ uzyteczne
w wyjasnianiu mechanizmdw otepienia typu alzheimerowskiego. MiRNA w przysztosci
moga stanowi¢ wazne 1 skuteczne markery diagnostyczne lub prognostyczne. Niemniej
jednak, znaczenie miRNA-200a-3p, miRNA-132-3p i miRNA-146a-5p jako potencjalne
biomarkery wymagaja dalszych doktadnych badan i analiz. Ogromny wkiad wniostyby
badania dtugofalowe, ktore nalezaloby wykona¢ na tych samych osobach. Pozwolityby
one okresli¢ zmiany poziomu mMIRNA wraz z wiekiem oraz chorobami
wspotwystepujacymi. Dodatkowo wazny jest doktadny wywiad zwigzany z dieta,
aktywno$cig, sposobem Zzycia oraz stosowanymi lekami 1 uzywkami, wptywajacymi na
czynniki epigenetyczne, ktore moga potggowaé lub redukowaé ryzyko wszystkich
choréb. Z calg pewnos$cig przedstawione w niniejszej dysertacji wyniki badan moga

nada¢ kierunek dalszym badaniom.
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6 WNIOSKI

Przedstawione w rozprawie wyniki badan pozwalaja na sformulowanie nast¢pujacych

wnioskow:

1. Ekspresja miRNA-132-3p moze by¢ waznym markerem progresji stadium otepienia
w chorobie Alzheimera. Obnizajacy si¢ poziom ekspresji miRNA-132-3p moze

wskazywaé na coraz bardziej zaawansowane stadium AD.

2. MiIRNA-146a-5p moze mie¢ wplyw na regulacje bialek konformacyjnych

odpowiedzialnych za procesy neurodegeneracyjne w mozgu pacjentow z AD.

3. Mi-RNA-132-3p moze by¢é wykorzystywany jako marker do diagnozy
1 progresji stadium AD szczegolnie u os6b posiadajacych przynajmniej jeden allel €4
w genie APOE. Obecnos$¢ takiego genotypu moze by¢ zwigzana z obnizajaca si¢

ekspresja miRNA-132-3p u pacjentéw w trakcie przebiegu AD.

4. Mi-RNA-132-3p moze by¢ wykorzystywany jako marker diagnostyczny AD
szczegoblnie u osob posiadajacych allel insercyjny (I) w genie ACE. Jest to zwigzane
z podwyzszong ekspresja miRNA-132-3p u pacjentow z AD, ktérzy sa nosicielami

przynajmniej jednego allelu insercyjnego w genie ACE.

5. Mi-RNA-200a-3p moze by¢ wykorzystywany jako marker diagnostyczny AD
szczegolnie u osob posiadajacych allel insercyjny (I) w genie ACE. Jest to zwigzane
z nadekspresja miRNA-200a-3p u pacjentow z AD, ktorzy sa nosicielami przynajmniej

jednego allelu insercyjnego w genie ACE.

6. Mi-RNA-146a-5p moze by¢ wykorzystywany jako marker diagnostyczny AD
szczegolnie u osob posiadajacych allel insercyjny (I) w genie ACE. Jest to zwigzane
z obnizong ekspresja miRNA-146a-5p u pacjentow z AD, ktoérzy sa nosicielami

przynajmniej jednego allelu insercyjnego w genie ACE.

7. Wiek jest waznym czynnikiem ryzyka choroby Alzheimera. U oso6b starszych czesto
diagnozuje si¢ bardziej zaawansowane stadium choroby w  porOwnaniu

z osobami mtodszymi.
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8. Dodatkowa suplementacja witaminy Bj, moze odgrywa¢ korzystng role

w zahamowaniu progresji choroby AD u pacjentow.

9. Wraz z progresja choroby otgpiennej oraz zwigkszonym gromadzeniem amyloidu

AP1-42 w mozgu, dochodzi do obnizenia jego poziomu w PMR u pacjentow z AD.

10. Bardzo waznym czynnikiem ryzyka SAD jest polimorfizm w genie APOE.
Najczesciej wystepujacym genotypem APOE jest homozygota €3/€3 oraz heterozygota
€3/e4. Obecnos¢ przynajmniej jednego allu &4 zwigksza ryzyko choroby oraz
przyspiesza jej objawy, o czym moze swiadczyC fakt, iz pacjenci z genotypem e4/e4

najliczniej wystepuja w grupie MCL

11. Wsrdd pacjentdéw ze stwierdzonym otepieniem typu alzheimerowskiego allel

insercyjny (1) w genie ACE wystepowat czeSciej w porownaniu z grupg kontrolna.
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7 STRESZCZENIE

7.1 Wstep

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease - AD) stanowi 70 % demencji
wsrod starzejacej sie populacji. Patogeneza AD zwigzana jest z akumulacja blaszek
amyloidowych w przestrzeni zewnatrzkomorkowej mozgu, poprzez gromadzenie
nierozpuszczalnego peptydu B amyloidowego (AP) oraz wewnatrzkomoérkowych
splatkdéw neurofibrylarnych (NFT) zawierajgcych glownie wysoce ufosforylowane
biatko Tau. Utrzymujaca si¢ tendencja wzrostowa chorych w Polsce i na catym $wiecie
wskazuje na rosngcg potrzebe szybkiej diagnostyki i leczenia.

Wiele badan wskazuje na wazna role jaka petnig czasteczki miRNA w procesach
neurodegeneracyjnych. Poziom miRNA moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od

regulowanego genu oraz etapu choroby.

7.2 Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie zmian ekspresji trzech wybranych miRNA,
(MiRNA-132-5p, miRNA-146a-5p oraz miRNA-200a-3p) w zaleznosci od stopnia
zaawansowania choroby Alzheimera oraz zwigzku pomiedzy ekspresja miRNA
a polimorfizmem w genach APOE oraz ACE. Dokonano rowniez analizy zwigzku
ekspresji  wybranych miRNA z chorobami wspotistniejacymi oraz korelacji
z wybranymi parametrami biochemicznymi (TC, HDL, LDL, TG, witamina Bj,),
biatkami i wskaznikami diagnostycznymi izolowanymi z PMR (AB1-42, AB1-40,
p-Tau, t-Tau, AB1-42/ AB1-40, p-Taw/AB1-42, h-Tau/AP1-42).

7.3 Grupa badana

Grupe badang stanowito 70. pacjentow z Klinicznego Szpitala Wojewddzkiego
Nr 2 w Rzeszowie oraz 27 osob zdrowych stanowigcych grupe kontrolng. Analizie
molekularnej poddano 70 pacjentow w wieku miedzy 59 a 92 rokiem zycia
z rozpoznang chorobg otgpienng od stadium tagodnego zaburzenia poznawczego MCI,
poprzez trzy fazy choroby: AD I, AD II, AD IIlI. Klasyfikacji dokonat zespot

specjalistyczny z Kliniki Neurologii z Pododdziatem Leczenia Udaru Mobzgu.
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7.4 Materialy i metody

Materiatlem biologicznym do badan byla surowica biobankowana, z ktorej
dokonano izolacji RNA wedlug metodyki producenta QIAGEN miRNeasy
Serum/Plasma Advanced. Analize ekspresji wybranych miRNA przeprowadzono przy
uzyciu metody qPCR. Do amplifikacji wykorzystano zestaw miRCURY® LNA®
SYBR® Green PCR Kit oraz specyficzne startery z zestawu miRCURY® LNA®
miRNA PCR Assays, zgodnie z zaleceniami producenta.

7.5 Wyniki i wnioski

W wyniku analizy molekularnej wykazano, ze wraz z postegpem choroby,
nastepowata spadek ekspresji miRNA-132-3p oraz st¢zenie witaminy B, Dodatkowo
wykazano pozytywna korelacje pomiedzy ekspresja miRNA-146a-5p a wartoscia
wskaznikow diagnostycznych w AD tj. pTau/APa4, oraz hTau/ABs,. Analiza statystyczna
wykazala zwigzek polimorfizmu w genie APOE z obnizong ekspresja miRNA-132-3p.
Wykazano tez zwigzek migdzy polimorfizmem w genie ACE a poziomem ekspresji
miRNA-200a-3p, mMiRNA-132-3p oraz miRNA-146a-5p. Obecno$¢ przynajmniej
jednego allelu insercyjnego (I) w genie ACE, wptywata na podwyzszony poziom
ekspresji miRNA-200a-3p i miRNA-132-3p, oraz obnizony poziom ekspresji miRNA-
146a-5p.

Dodatkowo analiza statystyczna grupy badanej, potwierdzita wptyw wieku na
stadium otepienia. U o0sOb starszych mozna zaobserwowac glebsze fazy otepienia,

podczas gdy u 0s6b mtodszych najczesciej diagnozuje si¢ MCI lub tagodng posta¢ ADI.
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8 SUMMARY

8.1 Entry

Alzheimer's disease (AD) accounts for 70% of dementias among the aging
population. The pathogenesis of AD is associated with the accumulation of amyloid
plaques in the extracellular space of the brain, resulting from the accumulation of
insoluble amyloid B peptide (AB) and intracellular neurofibrillary tangles (NFTs), which
primarily contain highly phosphorylated tau protein. The continuing upward trend in the
number of patients in Poland and worldwide indicates a growing need for rapid
diagnosis and treatment. Many studies indicate the important role of miRNA molecules
in neurodegenerative processes. MiRNA levels can vary depending on the gene being

regulated and the stage of the disease.

8.2 Aim of the study

The aim of the study was to examine changes in the expression of three selected
miRNAs (miRNA-132-5p, miRNA-146a-5p, and miRNA-200a-3p) in relation to the
stage of Alzheimer's disease and the relationship between miRNA expression and
polymorphisms in the APOE and ACE genes. The association of selected miRNA
expression with comorbidities and correlations with selected biochemical parameters
(TC, HDL, LDL, TG, vitamin B12), proteins, and diagnostic markers isolated from CSF
(AB1-42, AB1-40, p-Tau, t-Tau, AP1-42/AB1-40, p-Tau/AB1-42, h-Tau/AB1-42) were

also analyzed.

8.3 Study Group

The study group consisted of 70 patients from the Provincial Clinical Hospital
No. 2 in Rzeszow and 27 healthy individuals without dementia as controls. Molecular
analysis was performed on 70 patients aged 59-92 years diagnosed with dementia
ranging from mild cognitive impairment (MCI) through the three stages of Alzheimer's
disease: AD I, AD II, and AD IIl. Classification was performed by the staff of the
Neurology Clinic with the Stroke Treatment Unit.
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8.4 Materials and Methods

The biological material used for the study was biobanked serum from which
RNA was isolated according to the manufacturer's QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma
Advanced methodology. Analysis of selected miRNA expression was performed using
gPCR. The miRCURY® LNA® SYBR® Green PCR Kit and specific primers from the
miRCURY® LNA® miRNA PCR Assays kit were used for amplification, according to

the manufacturer's recommendations.

8.5 Results and Conclusions

Molecular analysis demonstrated that as the disease progresses, there is a decline
in the levels of both microRNA-132-3p expression and vitamin B12 concentration.
Furthermore, a positive correlation was identified between the expression of
microRNA-146a-5p and the values of diagnostic indicators in Alzheimer's disease
(AD), specifically pTau/AP42 and hTau/AP42. Statistical analysis revealed a
relationship between polymorphism in the APOE gene and reduced expression of
miRNA-132-3p. Additionally, a relationship was observed between polymorphism in
the ACE gene and the expression levels of miRNA-200a-3p, miRNA-132-3p, and
miRNA-146a-5p. The presence of at least one insertion allele (1) in the ACE gene
resulted in increased expression of microRNA-200a-3p and microRNA-132-3p, and
decreased expression of microRNA-146a-5p.

Moreover, statistical analysis of the study group confirmed the influence of age
on the stage of dementia. Older individuals tend to exhibit more severe stages of
dementia, while younger individuals are more frequently diagnosed with mild cognitive
impairment (MCI) or mild Alzheimer's disease impairment (ADI).
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