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1.Wstep

1.1 Definicja i epidemiologia choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera (anchlzheimer's Disease — ADest chorob zwyrodnieniovy
osrodkowego ukiadu nerwowego. Charakteryzuje sha posipujacym deficytem
pamkci i innych funkcji poznawczych, takich jak np. oeesytuacji, zdoln& uczenia

sie 1 myslenia. Ponadto u pacjentow chorych na ADxsta wystpuja zaburzenia
zachowania. Wraz z p@giujacym zaawansowaniem choroby dochodzi do pogarszania
sie umiegtnosci komunikacyjnych oraz znacznego ofamia s¢ zdolngci radzenia
sobie z czynngiami zycia codziennego, co prowadzi do stopniowej utraty
samodzielnéci. W badaniu neuropatologicznym mozgu chorych ria #ajbardziej
charakterystycznymi zmianama:sblaszki amyloidowe, zwyrodnienie widkienkowe,
dystroficzne aksony oraz utrata neurondow i syndglenhow, de Leon, Zetterberg,
2006].

Choroba Alzheimera jest najsisz przyczyrm ofepienia w spoteczestwach
zachodnich. Szaagipi¢, ze obecnie nawiecie na ofpienie choruje 35.6 milionéw ludzi
[Prince i Jackson, 2009]. Przewiduje,sie liczba osob dotkeiych otpieniem podwoi
sie w ciggu 20. lat [Qiu, Kivipelto, von Strauss, 2009]. Baepidemiologiczne donasgz
ze w USA okoto 5.4 miliona oséb choruje na AD, w geypie okoto 5,2 miliona to
osoby powyej 65 rokuzycia, a okoto 200 tys. to osoby w wieku pa#)i65 rokuzycia

[Alzheimer’s Association Report, 2011 Alzheimer'ssBase Facts and Figures].

Na podstawie dotychczas przyprowadzonych haslaacuje i, ze w Polsce objawy
otepienia wys¢puja u okoto 500 tysicy oséb, z czego okoto 200 tysy to osoby chore
na AD [Siuda i wsp., 2009; Talarowska i wsp., 201 1999 roku opublikowano
wyniki badania rozpowszechnienia zespotwp@nnego w warszawskiej gminie
Mokotow. W&rod 1000 losowo wybranych oséb w wieku peday 65. a 84. rokiem
zycia przeprowadzono badanie MMSE (amgni-Mental State Examinatignu 893.

os6b. Stwierdzonoze zespét afpienny wystépuje u 1,9% osOb w grupie wiekowej



65-69 lat, 5,8% 0s6b w grupie 70 — 74 lata, 8,6%bos grupie 75 — 79 lat i 16,5%
0s6b w grupie 80 - 84 lata [Gabryelewicz, 1999].

1.2 Srodowiskowe i genetyczne uwarunkowania choroby Alzsimera

Choroba Alzheimera posiada znorodry etiologe i ztozong, wieloczynnikowy
patogenegz Uwaza sk, ze na rozwoj AD maj wptyw zardwno czynnikérodowiskowe
i uwarunkowania genetyczne [Cutler i Mattson, 20@ najwaniejszych czynnikdw
ryzyka zalicza si starszy wiek, przebyty uraz gtowy, naczyniowe roaii ryzyka,
niski poziom wyksztatcenia, ograniczone kontaktgtepzne w starszym wieku a fak
prag o niskim poziomie skomplikowania zadawnsrod czynnikdéw ryzyka wymienia
sie rowniez czynniki zapalne i toksyczne oraz niestosowanignomoterapii zagpczej

I malg aktywna¢ fizyczm.

Bioragc pod uwag wyniki bada epidemiologicznych dotygeych AD, ktére wykazuj,

ze wraz z wiekiem wzrasta odsetek osob detioh 3 choroly, mazna uzné wiek za
czynnik ryzyka AD [Bachman i wsp., 1993]. Z prowadygch bada wynika, ze

pomicdzy 65 a 85 rokientycia zachorowaln@ na AD podwaja sico 5 lat [Ritchie
i wsp., 2002]. Corrada i wsp. obserwowali 330 opolwvyzej 90. rokuzycia oceniajc

u nich wyst¢powanie objawOw zespotu guiennego. Stwierdzonge zapadaln@ na
otepienie zweksza s¢ z wiekiem i wynosi 12,7% na rok w grupie wiekov@€j— 94 lat,
21,2% w grupie 95-99 lat i 40,7% w grupie osOb poeyyl00 rokuzycia [Corrada
i wsp., 2010].

Badania dowodg ze niski poziom wyksztatcenia, niski status ekonamyc jak
rowniez mata aktywné¢ spoteczna zwkszap ryzyko zachorowania na AD. W jednym
Z bada przez 3 lata obserwowano 931 oséb pzeyy5 rokuzycia, u ktérych w chwili
wiaczenia do badania nie stwierdzangptnia. Po zakiczeniu obserwacji u 101
badanych rozpoznano epienie, w tym u 76 osob zdiagnozowano AD. W analizi
jednoczynnikowej wykazano,ze niski poziom wyksztatcenia | niski status
socjoekonomiczny stanowviczynnik ryzyka AD, natomiast wadznej analizie tych

parametrow tylko niski poziom edukacji stanowit zaézny czynnik ryzyka



zachorowania na AD [Karp i wsp., 2004]. W innym &ad Fratiglioni i wsp.
obserwowali 1203 osoby przez 3 lata i stwierdzsi,ubogiezycie spoteczne zwksza

ryzyko zachorowani na ¢pienie o 60% [Fratiglioni i wsp., 2000].

Obserwacja 1740 badanych w wieku paejy65 lat wykazataze regularna aktywrio
fizyczna jest czynnikiem, ktory opdia rozwdj otpienia i AD. W czasie 6 lat
obserwacji 158 os6b zachorowalo ngpinie, z czego AD zdiagnozowano u 107
badanych. W grupie osob, wykonaych ¢wiczenia fizyczne 3 razy w tygodniu lub
czesciej oepienie wysgpowato z czstascig 13 na 1000 osobolat, podczas gdy w grupie
badanych, ktérzy wykonywatiwiczenia rzadziej 1zi 3 razy w tygodniu, 19,7 na 1000
osobolat. W grupie ograniczonej do chorych na ARskano podobne wyniki [Larson

I wsp., 2006; Rovio i wsp., 2005].

Liczne badania (epidemiologiczne, neuroobrazoweluropatologiczne) potwierdzaja
tez, o korelacji m¢dzy naczyniowymi czynnikami ryzyka a zkszonym ryzykiem
zachorowania na e¢pienie i AD. Dotyczy to palenia papierosow, otyn
hipercholesterolemii, nadgiienia ttniczego, cukrzycy, przebytego ,niemego

klinicznie” zawatu mdzgu czy zmian w istocie biatepzgu o typie leukoarajozy.

Pierwsze opublikowane badania dotyz wptywu palenia papieroséw na ryzyko
wystgpienia o¢pienia wykazato okoto dwukrotnieasizy odsetek chorych na ADsmd
os6b pajcych papierosy [Fratiglioni i wsp., 2000]. Spowodme to byto
najprawdopodobniej krotszym czasem pgoéa 0sOb palcych papierosy, co
spowodowato mniejgzliczbe palaczy wrod badanych chorych na AD. W kolejnych
badaniach, m.in. dym badaniu populacyjnyrihe Rotterdam Studyv ktérym przez
ponad 2 lata obserwowano 6870 oséb p@yp5 rokuzycia, stwierdzonae palacze
papieroséw majznacznie wiksze ryzyko zachorowania napienie (OR=2,2, 95%ClI:
1,3-3,6) i AD (OR=2,3, 05%CI. 1,3-4,1). Wykazante zalenos¢ ta dotyczy
szczegOlnie 0sOb niectlgcych nosicielami allelie4 genu apolipoproteiny FAPOE)
[Ott i wsp., 1998]. Wgksze ryzyko zachorowania na AD oraz szybszygposarastania

zaburzé funkcji poznawczych w skali roku wykazano réwniev metaanalizie



opublikowanej w 2007 roku. \#zono do niej 19 badaktore hcznie obgty 26.374

uczestnikéw, ktérych obserwowano przez 2 do 3QAastey i wsp., 2007].

Badania dotyczre zwhzku mkdzy spaywaniem alkoholu a ryzykiem gienia
wykazaty, ze nadaywanie alkoholu wsrednim wieku dwukrotnie podnosi ryzyko
zachorowania na e¢pienie i AD; zalenos¢ ta jest szczegOlnie silnie wyena
u nosicieli allelue4 genuAPOE [Anttila i wsp., 2004]. Natomiast w badaniu Huanga
I wczesnie] przytaczanymThe Rotterdam Studystwierdzono, ze niewielkie lub
umiarkowane spigywanie alkoholu znamiennie korelowato ze zmniejsa@nryzyka

wysfgpienia o¢pienia [Huang i wsp., 2002; Ruitenberg i wsp., 4002

Otylos¢ (BMI >30 kg/nf) w $rednim wieku jest zwizana ze zwkszonym ryzykiem
zachorowania na gpienie, w tym na AD. W jednym z badarzez 21 lat obserwowano
1449 os6b midzy 65 a 79 rokienrycia i wykazano,ze otytags¢ w srednim wieku
powoduje ponad dwukrotnie gksze ryzyko zachorowania nagpienie (OR=2,4;
95%CI: 1,2-5,1). Stwierdzono réwiieze wspotwysipowanie innych naczyniowych
czynnikdéw ryzyka takich jak nadgiienie ttnicze i hipercholesterolemia potraja to
ryzyko [Kivipelto i wsp., 2005].Jednoczénie badania dowodz korelacji medzy
wigkszg utrap masy ciala a nagiujgcym po niej wysipieniem objawéw AD
w porownaniu do os6b zdrowych [Buchman i wsp., 2008hnson i wsp., 2006].
Wyniki te potwierdza m.in. badanie poréwnawcze prag/adzone u 15 0s6b z AD, 15
0sOb z rozpoznaniem tagodnych zabarz@oznawczych (ang.mild cognitive
impairement — MCl)oraz 15 oséb zdrowych. Stwierdzony zostat istotnizszy
wskaznik BMI u chorych na AD (p=0,001). Najbardziej prdwpodoby przyczyr
utraty masy ciala gs zmiany trybuzycia spowodowane rozwojem choroby, jednak
zwigzek masy ciata z gpieniem nie jest do kwa jasny [Ciobica i wsp., 2011].

W duwzych kohortowych badaniach epidemiologicznych wiebbkie badano wptyw
wartasci cisnienia ttniczego skurczowego i rozkurczowego oraz stoscavaekow
przeciwnadcinieniowych na rozwdéj epienia. Wyniki tych bada wskazuy, ze
wysokie wartdci cisnienia ttniczego krwi (przede wszystkim skurczowego)

wystepujace wsrednim wieku zwizane g ze zwikszonym ryzykiem zachorowania na



otepienie [Launer i wsp., 2000; Kivipelto i wsp., 2Q@iobica i wsp., 2011]. Jednak
cze$¢ bada nie wykazata zwizku midzy podwyszonymi wartéciami cknienia
tetniczego krwi a ryzykiem rozwoju AD [Morris i wsp2001]. W niektérych ponadto

badaniach stwierdzono odwratmaleznos¢ [Guo i wsp., 1997; Qui i wsp., 2003].

Rownie badania  oceniage zwpgzek  medzy  stosowaniem lekéw
przeciwnadcinieniowych a ryzykiem wysgpienia AD dostarczaj niespéjnych
informacji. W jednym z badanie stwierdzono, aby stosowanie blokerow kanatow
wapniowych powodowato zmniejszenie ryzyka zachorowana AD [Yasar i wsp.,
2005]. Natomiast w badanilihe Cache County Studynalizowano wptyw leczenia
lekami przeciwnadénieniowymi (inhibitory konwertazy angiotensyny, adtlokery,
blokery kanatow wapniowych lub diuretykija ryzyko rozwoju AD i wykazanaze
stosowanie jakichkolwiek lekow obajacych cknienie ttnicze krwi zmniejsza istotnie
ryzyko wystpienia AD. SzczegOlnie korzystny wplyw stwierdzomo przypadku
stosowania diuretykdw oszgizapce potas [Khachaturian i wsp., 2006]. Wielokrotnie
udokumentowano zataosé mi¢dzy diuzszym czasem leczenia
przeciwnadcinieniowego a mniejszym ryzykiem zachorowania na fMRila i ws.,
2006; Haag i wsp., 2009]. Wedtug aktualnych pdgiv ochronne dziatanie lekéw
przeciwnadcinieniowych polega na spowalnianiu rozwoju maigycy, korzystnym
wptywie na przeptyw moézgowy i zmniejszeniu nasigerzimian naczyniopochodnych
w mozgu [Qiu i wsp., 2005; Hoffman i wsp., 2009;gdai wsp., 2010].

Wykazano réwnig, ze zwhzek medzy poziomem cholesterolu catkowitego we krwi
aryzykiem zachorowania na ¢ptenie jest niejednoznaczny. Stwierdzonge
podniesiony poziom cholesterolu we krwi u osokrednim wieku powoduje wzrost
ryzyka zachorowania nagmienie i AD. Z drugiej jednak strony samoistne dlanie
sie poziomu cholesterolu catkowitego we krwi u osOlarstych mege swiadczyé

0 rozwijagcej st chorobie, a nawet lbymarkerem dla AD i @pienia [Solomon i wsp.,
2007; Mielke i wsp., 2005]. Wyniki bada oceniagcych zwpzek poméedzy
stosowaniem lekéw obiajacych poziom lipidow we krwi z ryzykiem wygtienia
otepienia dostarczajsprzecznych informacji. Niektore z prac dorpsz ochronnym

dziataniu statyn na rozwoj AD [Rockwood i wsp., 200ick i wsp., 2000]. Inne zanie
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wykazup zwigzku migdzy stosowaniem statyn a rozwojem fea i wsp., 2005; Zandi
I wsp., 2005].

W kilku badaniach wykazanag cukrzyca jest czynnikiem ryzyka zaréwnepi¢nia
naczyniopochodnego, jak iepienia o podtau zwyrodnieniowym [Arvanitakis i wsp.,
2004; Akomolafe i wsp., 2006; Irie i wsp., 2008;eBsels i wsp., 2006; Xu i wsp.,
2007]. Przyktadowo w badaniu Xu i wsp. stwierdzowne, zaburzenia metabolizmu
glukozy juz na wczéniejszym etapie (stan przedcukrzycowy) gwzap ryzyko

zachorowania na AD.

Choroby naczyniowe serca, mozgu i naczpbwodowych zwikszap ryzyko
wysfgpienia AD, co wykazano w wielu badaniach. Przykiadow 2003 roku
opublikowano wyniki badania przeprowadzonego u 1386b bez @pienia w wieku
powyzej 65 lat. Po 7 latach obserwacji zdiagnozowanop@e®kpienny u 212
badanych, w tym AD stwierdzono u 181 oséb. Wykamanage ryzyko wzgtdne
zachorowania na AD byto 1,6 razagksze w grupie badanych z przebytym udarem
mozgu. Dodatkowo istotnie wzrastato w przypadku disgstepowania innych
naczyniowych czynnikow ryzyka takich jak nadgenie ttnicze (OR= 2,3; 95%ClI:
1,4-3,6), cukrzyca (OR=4,6; 95%ClI: 2,2-9,5) czyrdy serca (OR=2,0; 95%CI: 1,2-
3,2) [Honig i wsp., 2003].

Wiele bada prowadzonych wdd starszych pacjentow wykazato zmeék medzy
podniesionym poziomem wskaikow zapalnych, na przyktad hsCRP [Schimt i wsp.,
2002], czy IL-1 i TNFe [Tan i wsp., 2007], a wkszym ryzykiem zachorowania na
AD.

Podczas gdy wptyw czynnikbw zapalnych na ryzykohpaowania na AD zostat
udowodniony, to wyniki bada dotyczacych ochronnego dziatania niesterydowych
lekébw przeciwzapalnych (NLPZ) nieg gednoznaczne. W 2004 roku opublikowano
metaanaliz, w ktorej wzeto pod uwag 11 bada i stwierdzono,ze NLPZ powoduyj
zmniejszenie ryzyka zachorowania na AD [Szekelyspw 2004]. Natomiast dane

uzyskane w diym wielogrodkowym randomizowanym i kontrolowanym placebo



badaniu Alzheimer's DiseaseAnti-Inflammatory Prevention Trial (ADAP nie
potwierdzag ochronnego dziatania NLE Ponadto w badaniu tym wykazange
stosowanie takiego leczenia powodujecksize ryzyko rozwoju AD [Martin i wsp.,
2008].

U o0sob spaywajscych wod z dwa zawartdcia aluminium 20,1 mg/dzie)

stwierdzono istotnpogorszenie funkcji poznawczy[Rondeau i wsp., 200¢

Dane dotyczce wptywu hormonalnej terapii zgptzej (HTZ) podczas menopauzy
ryzyko wystpienia otpienia ¢ niejednoznaczne [Janicki i Schupf, 20 Niektore
badania nie potwierdzgjtakiego zwizku, podczas gdy inne wykazaujze jej
stosowanie powoduje mniejsze ryzyko zachorowaniaABa[Kawas i wsp., 1997;
Zandi i wsp., 2002].

Rowniez pod wzgétdem uwarunkowa genetycznychAD stanow heterogens
jednostke chorobows. Wykazano,ze okoto 5— 10% wszgtkich chorych na AD t
osoby z postaci rodzinrg choroby o0 wczesnym pogiku, dziedziczon sie
autosomalnie dominggo. Resz, czyli okoto 90— 95 % chorych na AD, stanog
chorzy z postagi 0 p&nym pocatku, ktéra wystpuje najczsciej sporadycznie
W tych przypadkach zidentyfikowano istnienie tzw. gigeznych czynnikéw ryzyk
[Kowalska, 2009] Posté AD o wczesnym pocku i autosomalnie dominggym typie
dziedziczenia w 50% przypadkéw zwana jest z mutacjami w genie biatka prekur:
amyloidu (angamyloid prekursor protei APP), genie preseniliny Jang.Presenilin-1
PSENJ oraz genie preseniliny :ang.Presenilin-2 PSEN2 [Kowalska i wsp 2009].

Mutacje gentAPP s3 odpowiedzialne za okoto 5% przypadkdéw postaci i (ang.
familial Alzheimer’s diseas— FAD) o wczesnym pogtku [Van Broeckhoven, 1995
U okoto 30 — 50%chorych z FADstwierdzono mutacjev genie PSEN1[Campion,
I wsp., 1995], a iewielki odsetek chorych na FAD o0 wczesnym pyka to nosiciele
mutacji w geniePSEN:. (od 1 do okoto 5%) [Cruts i wspl998; Kowalska, 2009
W Polsce przebadano 40 chorych z rozpoznanym . Kryteriami wiaczenia byto

rozpoznanie AD o wczesnym patiku u przynajmniejjednego krewnego pierwsze
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stopnia isredni wiek zachorowania 52#88,2 lat. Oceniano obecfiomutacji w genach
APP, PSEN1i PSEN2u zakwalifikowanych do badania chorych. U 17% utz&éw
badania wykryto mutacje w badanych genach: cztariagpe w geniePSEN1(P117R,
M139V, H163R i 1213F), dwie w geni&PP (T714A, V715A) oraz jednnowg mutacg
w geniePSEN2(Q228L) [Zekanowski i wsp., 2003]. Mutacje w genaPP, PSEN1
i PSEN2majp niewielki lub zaden wptyw na ryzyko zachorowania na AD azmpgm
pocztku [Bertram i wsp., 2007; Harold i wsp., 2009].

Do niedawna jedynym udowodnionym genetycznym cZiem ryzyka AD 0 péanym
poczatku byto nosicielstwo przynajmniej jednego alledi genuAPOE a czynnikiem
protekcyjnym allelue2 tego genu [Saunders i wsp., 1993; Corder i w&p93;
Schmechel i wsp., 1993; Strittmatter i wsp, 1998)limorfizm APOE charakteryzuje
6 réznych wariantdw genu zlokalizowanego na chromosob®e (19913.31) [Seripa
i wsp., 2009]: 3 homozygotyczne2(c2, €3/e3, €4/e4) i 3 heterozygotycznesZ/e3,
e2le4, €3/e4). W zalenaosci od kombinaciji alleli powstajbiatka rénigce s¢ obecndcia
argininy lub cysteiny w pozycji odpowiednio 112 58 dajc: izoformg APOE €2
(cysl12,cys158), APOE:3 (cysll2, argl58) oraz APOE4 (argll2, argl58)
[Nickerson i wsp., 2000]. Obecfio jednego allelue4 zwicksza 2-4 krotnie ryzyko
wystgpienia AD o pénym pocatku i okoto 12-krotnie w przypadku homozygods
[Farrer i wsp., 1997; Bertram i wsp., 2007]. BiatR®OE w organizmie uczestniczy
w metabolizmie lipidow, gtdwnie w transporcie i pmaianach cholesterolu. Rownie
w osrodkowym uktadzie nerwowym najpewniej bierze udzimatdystrybucji lipidow
i rozpuszczalnych zwekéw lipidowych pomgdzy komoérkami mozgu i ptynem

mozgowo-rdzeniowym [Holtzman i wsp., 2012].

Patomechanizm odpowiedzialny za ek@zanie ryzyka zachorowania na AD przez
APOE nie jest w petni znany [Poirer i wsp., 200Bbecnie wyniki badasugeruyy, ze
rola APOE w rozwoju AD polega gtdownie na jego wplgwna metabolizm

i dystrybucg AB [Kim i wsp., 2009]. Po wyprodukowaniu w mozgu @zastrocyty

I mikroglej APOE podlega procesowi lipidacji, a tgmie po padczeniu z A,

w zaleznosci od izoformy, powoduje jego odktadanie w postalek amyloidowych lub
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dystrybucg do ptynu mézgowo-rdzeniowego. Badania wykazuje APOE mae
nasila zdolngci mikrogleju i astrocytow do upgrania A3 [Jiang i wsp., 2008], a tak
kontrolowa transport A przez barier krew-mozg [Bell i wsp., 2007]. Uwa sk
rowniez, ze APOE wplywa na inne procesy potencjalniegzane z rozwojem AD takie
jak: przekanictwo synaptyczne, neuroplastyczéo  neurotoksyczni,
hiperfosforylacja biatka tau oraz procesy zapalneemtralnym systemie nerwowym
[Holtzman i wsp., 2012]. Mechanizm ten jest obecwigkorzystywany w badanych
lekach na AD. Opublikowane ostatnio ®cience wyniki badania oceniagego
skuteczné¢ bexarotenu, ktory jest agorisiRXRs (ang.retinoid X receptors —
czynnikdw transkrypcyjnych bigeych udziat w ekspresji APOE. Na modelu
zwierzcym AD wykazano,ze doustna podatej substancji powoduje zgkszone
usuwanie rozpuszczalnej formyBAraz zmniejszenie grozmiaru plak amyloidowych

i nasilenia deficytow funkcji poznawczych [Crameavsp., 2012].

Wykonano wiele bada w ktérych stwierdzono naiwy wptyw réznych wariantow
genetycznych w ponad 500zrych genach na ryzyko wygienia AD o péanym
pocztku [Hollingworth i wsp., 2011]. W wkszaci, wplyw poszczegolnych
wariantow na ryzyko choroby jest minimalny. Z tegeoynika przekonanie,ze
wystgpienie choroby mze by skutkiem wspétdziatania wielu wariantow ryzyka

o niskiej penetracji [Avramopoulos 2009; Bertraianzi 2009].

Poszukiwania genetycznych czynnikdw ryzyka AD @rmpdn pocatku umaliwiaja
trzy metody: analiza znaczenia wybranych genéw kdatbw (ang.candidate gene
approacl), analiza sprgen (ang.linkage analysisi przeszukiwanie catego genomu w
celu wykrycia wariantow ryzyka (anggenome-wide association study, GWABa
ostatnia metoda dgi rozwojowi technologii ma od niedawna coraz ¢k@ze
zastosowanie i umtiwia rownoczesn analiz milionéw wariantdw genetycznych
[Barrett i Cardon, 2006; Pe’er i wsp., 2006]. W Q@dku przeprowadzono metaanaliz
czterech bada GWAS dotycacych AD [Seshadri i wsp., 2010]. Wykazano wptyw
czterech, oprocAPOE wariantdw genetycznych na ryzyko rozwoju AD ozipym

pocatku: CLU (na chromosomie 8)CR1 (na chromosomie 1)PICALM (na
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chromosomie 11) BIN1 [Harold i wsp., 2009; Lambert i wsp., 2009; Lingvsp.,
2012]. Aktualne informacje dotygee gendw bdacych potencjalnymi czynnikami

ryzyka AD g zamieszczane w internetowej bazie danych: wwweslegrg.

W badaniach genetycznych w populacji polskiej wyay, ze polimorfizmy gendw,
wczelniej okrglone jako potencjalny czynnik ryzyka AD w innych pquacjach, nie
majs zwiagzku z ryzykiem zachorowania na AD w omawianej papjl Sytuacja taka
dotyczy m.in.: genuwalfa2-makroglobuliny[Styczyiska i wsp., 2001.], genMTHFR
[Religa i wsp., 2003], gensaitohin (STH [Peptaiska i wsp., 2003], genaterleukiny-
1 (-511 CT) [Klimkowicz- Mrowiec i wsp., 2009] iinterleukiny-6 (-174C/G)
[Klimkowicz-Mrowiec i wsp., 2010], gen€CYP46[Golanska i wsp., 2005], gerRIN1
[Maruszak i wsp., 2009], geneON1i PON2 [Klimkowicz- Mrowiec i wsp., 2011],
genuPS1i PS2[Gacia i wsp., 2008Zekanowski i wsp., 2005; Kowalska i wsp., 2004;
Zekanowski i wsp., 2004]. Potwierdzono natomiastazek polimorfizmu APOE
z ryzykiem wysipienia AD [Kowalska i wsp., 1998; Styarska i wsp., 2003] oraz
polimorfizméw gendwPRNPi PRND [Golanska i wsp., 2004.]M129V [Gacia i wsp.,
2006],UBQLN1[Golan i wsp., 2008.]NPC1[Erickson i wsp., 2008] oraz gePBB2
[Golanska i wsp., 2008].

1.3  Etiopatogeneza choroby Alzheimera

Nie jest do kaca znana etiopatogeneza AD. Wiadom®,w modzgu chorych na AD
obecne g dwa biatka patologiczng-amyloid (AB) oraz hiperfosforylowane biatko tau,
ktére powody zanik neurondéw i updedzenie ich funkcji. Proces ich powstawania
najlepiej ttumaczy hipoteza kaskady amyloidowej reppnowana na pogtku lat
dziewkc¢dziesptych [Hardy i Higgins,1992; Selkoe, 1991]. Z amylogenez
wspotistniej inne procesy patologiczne, takie jak stres oksyjdgc przewlekty proces
zapalny, zaburzenia kanatow jonowych i zaburzeneurastransmisji (hipoteza

cholinergiczna).
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1.3.1 Hipoteza kaskady amyloidowe]

Od czasu pierwszego opisiepienia starczego przez Aloisa Alzheimera w 1907urok
[Jarvik i Greenson, 1987] blaszki amyloidowe (aamyloid plaquesi zwyrodnienie
widkienkowe neurondéw typu Alzheimera (amgurofibrillary tangles, NFT)sstanows
charakterystyczne zmiany patomorfologiczne wysfice w AD [Newell i wsp., 1999].
Zgodnie z hipotez kaskady amyloidowej odktadaniez sk mézgu nierozpuszczalnych
i opornych na proteolizztogéw peptydu B jest pocatkowym procesem prowagzym
do zwyrodnienia wtokienkowego, utraty neuronow i,kensekwencji, @pienia. Do
sformutowania hipotezy kaskady amyloidowej dopromdgd dwie kluczowe
obserwacje. Po pierwsze odkryciez to AB stanowi gtdbwny skiadnik blaszek
amyloidowych [Glenner i Wong, 1984] oraz, po drygielkrycie mutacji w genach
APP [Goate i wsp., 1991]PSEN1i PSEN2[Levy-Lahad i wsp., 1995; Sherrington
i wsp., 1995] u rodzin, w ktérych wygtowata AD o wczesnym pogiku. Powysze
obserwacje doprowadzity do zinterpretowania obé&dnoAp w blaszkach
amyloidowych jako efektu tych mutacji, prowadego w konsekwencji démierci

neurondéw i agpienia.

B-amyloid powstaje w wyniku proteoliZAPP, ktore jest biatkiem syntetyzowanym we
wszystkich typach tkanek. @#teczka APP podlega licznym procesom obrobkeday
innymi serii specyficznych et przy pomocy proteaz zwanych sekretazamj (-, y-,
e- sekretazy). Za powstawanie neurotoksycznedgd cdlpowiedzialne g B- 1 v-

sekretazy [Haass i wsp., 2012; De Strooper, 2012].

W postaci rodzinnej AD przyczgynnieprawidiowego metabolizmu APP i@ by
wystepowanie mutacji w genacAPP oraz w genaclPSEN1i PSEN2 kodujcych
biatka odpowiedzialne za aktywdtosekretaz. W genidPP wykryto do tej pory 32
mutacje, ktére zidentyfikowano w 86 rodzinach [Abesp., 2012]. Wysipuja one w
eksonach 16 i 17 gendPP kodugcych region g-amyloidu w pobliu miejsc
rozpoznawanych przez sekretazy, co potwierdzaneltzenie w procesie powstawania
AB. Mutacg K/M670/671N/L stwierdzono w poldu miejsca cgjcia APP przez
B-sekretaz (Met671) [Mullan i wsp., 1992]. W poldli miejsca rozpoznawanego przez
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a-sekretaz (Lys687) wykryto mutagj A692G [Hendriks i wsp., 1992] i E693G
[Nilsberth i wsp., 2001]. Najwcej mutacji wykryto w regionie dziatanigsekretazy
(Ile712 oraz Thr714) np. V715A, V715M, 1716V, 1716V717I, V717F, V717G,
V717L [Kowalska, 2004].

Znaczna wgkszas¢ wykrytych mutacji zaburza proces endoproteolizyPAprowadac
do wzrostu produkcji B, a zwtaszcza amyloidogenneg@4® [Citron i wsp., 1992].
Wykazano, ze podwodjna mutacja K/M670/671N/L zykisza 10-krotnie produkgj
zarowno A42, jak i AB40 [Kowalska, 2004]. Wptyw na wzrost produkcjp Apoprzez
oddziatywanie na aktywn6 sekretaz, maj preseniliny biogce biogce udziat
w przekazywaniu sygnatow w z0ych szlakach komérkowych, m.in. Notch, WIRT/
kateniny oraz wchodze w sktad centrum Kkatalitycznego odpowiedzialnego
aktywnai¢ y-sekretazy. Mutacje presenilin, ktérych wykryta ju78 w geniePSEN1

u 392 rodzin i 14 w geni®SEN2u 23 rodzin [Abe i wsp., 2012], poprzez subtelne
zmiany konformacyjne magzaburza wzajemne oddziatywania biatek [Esler i wsp.,
2002] powodujc wzmazong produkcg Ap42 [De Strooper i wsp., 1998; Chavez-
Gutierrez i wsp., 2012].

Podczas gdy rola Anie budzi witpliwosci w patogenezie przypadkdw rodzinnych AD,
to nie jest ona tak jednoznaczna w przypadkachastyoznych AD [Reitz, 2012],
w ktorych etiopatogeneza jest stabiej poznana ipramjdopodobniej oparta na
wspotdziataniu wielu czynnikbw zaréwno genetycznyop. wariante4 genuAPOB),
jak i niegenetycznych (np. wptyw hormondw, patoogmikrokgzenia). Wsréd
przestanek przemawigjych przeciwko hipotezie kaskady amyloidowej nazegolry
uwag zastugug dwie: po pierwsze miwosé, ze blaszki amyloidowe 1 zwyrodnienie
widkienkowe g efektem neurodegeneraciji, a nie jej przyezgraz, po drugie, nie jest
oczywiste czy i w jaki sposob ziogi pAprowadz do powstawania zwyrodnienia

widkienkowego.

U 0so6b po urazie glowy stwierdzono obeghdép o podobnej dystrybucji jak w AD
[Gentleman i wsp., 1993], co sugeruje, zwikszona ekspresja APP jest reakop
uszkodzenie neuronéw [Roberts i wsp., 1994], pras@ddo wickszego odktadaniacsi
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AB. W zwigzku z tym zaproponowano rozanie, wedtug ktorego w AD zgkszona
produkcja APP mie by¢ reakcp na proces chorobowy. Celemzejprodukcji wydaje

sie by¢ podtrzymanie funkcji neuronow i ich peaeie [Regland i wsp., 1992].

1.3.2 Hipoteza dysfunkciji cholinergicznej

W procesie rozwoju AD dysfunkcja uktadu cholinemjiego jest uweana za jedno

Z pierwszych zjawisk zwiastagych rozwdéj choroby. W procesie tym dochodzi do
zaniku i zaburzenia funkcji neuronéw cholinergicenyw przodomozgowiu oraz
zmniejszenia aktywrsgi acetylotransferazy (ChAT) i acetylocholinestgrdAChE)

w moézgach chorych na AD [Auld i wsp., 2002]. Powmadiidokumentowano
zmniejszone uwalnianie acetylocholiny, jej zikgzony wychwyt oraz ugtedzone
wigzanie z receptorami nikotynowymi i, w mniejszym i, muskarynowym
[Teaktong i wsp., 2004; Warpman, Nordberg, 1995rderg, 1994; Nordberg i wsp.,
1995].

1.3.3 Dysfunkcja synaps

Jw na wczesnym etapie rozwoju AD, nawet przed powvistarplak amyloidowych,
stwierdza si zmniejszenie iléci synaps i upéledzenie ich funkcji [Walsh i wsp.,
2004]. Obecnie uwa sk, ze dysfunkcja synaps jest wynikiem toksycznego dniat
AP, ktérego oligomery wykazgj szczegolnie silne powinowactwo do zakpen
synaptycznych neuronéw hipokampa [Lacar wsp., 2004]. W badaniach
przeprowadzonych na myszach transgenicznych stwoam znamienny spadek $lo
zakaczen presynaptycznych korelgy ze wzrostem rozpuszczalnych fornf, Atére

nastpnie odktadaj si¢ w postaci plak amyloidowych [Mucke i wsp., 2000].
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1.3.4 Zaburzenia homeostazy cholesterolu

W procesie rozwoju AD zwkszony poziom cholesterolu wptywa na prodgkojaz
odktadanie A w postaci plak amyloidowych [Reiss i wsp., 2004jzego
potwierdzeniem jest rownieobecnéé APOE i cholesterolu w klasycznych blaszkach
amyloidowych [Burns i wsp., 2003]. W badaniach nasmach transgenicznych
potwierdzono zwjzek pom¢dzy diet bogatottuszczow a wysok zawartdcia Ap
[Refolo i wsp., 2001]. Wykazano rownieze cholesterol ma zwzek ze zdolngcia
wigzania A3 z blonami komorkowymi i jego cytotoksyczito[Subasinghe i wsp.,
2003]. Niektére badania dowogz ze to A3 maze indukow& powstawanie
cytotoksycznych metabolitdw cholesterolu, co smzyksydacji cholesterolu do
7B-hydroksycholesterolu, ktéry ma dziatanie proapopte [Nelson i wsp., 2005].
Potwierdzonym naukowo jest faktz igltbwnym czynnikiem wplywacym na
homeostag cholesterolu w uktadzie nerwowym jest APOE; wykazgonadto,ze
izoformae4 charakteryzuje siwickszy tendencg do wigzania z A niz €3 [Puglielli

i wsp., 2003]. Cholesterol znajdoy sk w centralnym systemie nerwowym jest
produkowany gtéwnie przez komorki glejowe a jegotabelizm jest regulowany
niezalenie od tkanek obwodowych. Produktami oksydacjnctecha bocznego
cholesterolu $ oksysterole, ktére magby¢ transportowane przez bagekrew-mozg.
W neuronach przy pomocy enzymu cytochromu P-450 R@BALl) powstaje
24-hydroksycholesterol, ktéry po przekroczeniu d&mari krew-mozg jest dalej
metabolizowany w watrobie, natomiast w tkankach obwodowych eliminacja
cholesterolu odbywa gipoprzez oksyda¢jdo 27-hydroksycholesterolu przez enzym
CYP27Al1 [Vaya i Schipper, 2007]. Poniewvaneurony § gtdbwnym zrodiem
24-hydroksycholesterolu to jego poziom w surowi@dgzwierciedla liczh aktywnych
metabolicznie komoérek nerwowych w moézgu. W chorbbaeurodegeneracyjnych
stwierdzono obrony poziom 24-hydroksycholesterolu w surowicy [Bjdem i wsp.,
2009]. Mniej nz 1% 24-hydroksycholesterolu trafia do ptynu mézgewdrzeniowego,
gdzie jego poziom koreluje z uszkodzeniem neuroni@h utrat. W ptynie mézgowo-
rdzeniowym pacjentow z chorobami neurodegeneraayijnyp. AD stwierdzono

podwyzszony poziom tego oksysterolu. Powstgj w tkankach obwodowych
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27-hydroksycholesterol jest transportowany do @dmégo systemu nerwowego.
U pacjentow chorych na AD stwierdzono podazone warteci
27-hydorksycholesterolu w ptynie mézgowo-rdzeniowynuwaza Sk, ze mae on

stanowé polgczenie pomgdzy hipercholesterolemi AD [Leoni i Caccia, 2011].

1.3.5 Zaburzenia homeostazy jonéw wapnia

Wyniki bada wskazug, ze jony wapnia uczestnigav procesie uszkadzania synaps
i neuronow w AD. Stwierdzono przyktadowie zaburzenia homeostazy jondw wapnia
wystepuja u chorych na sporadyczni rodzinrg posté AD oraz u myszy
transgenicznych, co mie mie€ znaczenie w patogenezie AD [Eckert i wsp., 2001].
W innym badaniu Xiao i wsp. wykazalze neurony zawiergge zwyrodnienie
widkienkowe charakteryzuje espodniesionym poziomem jonOw wapnia oraz proteaz
wapnio-zalenych i kinaz aktywowanych wapniem [Xiao i wsp., 89WVyniki bada
dowodz réwniez, ze mutacje w genaclPSEN skutkup zwiekszory wrazliwoscig
neurondéw na dziatanie fA apoptoz oraz na ekscytotoksyczéo Procesy te zwrzane

s3 z zaburzeniami homeostazy wapniowe] w siateczcdomazmatycznej oraz
aktywacp enzyméw biogcych udziat w gospodarce wapniowej (kalpaina, kasgR)
[Chan i wsp., 2002]. Ponadto stwierdzoue,w ich przebiegu dochodzi do zmiany w
receptorach rianodynowych [Chan i wsp., 20@0take w dziataniu biatka Herp,
stabilizupcego homeostgzwapniows w siateczce endoplazmatycznej [Chan i wsp.,
2004]. Uwaa sk rowniez, ze w AD z jednej strony zaburzenia westnzneuronalnej
gospodarki jonéw wapnia megoowodowa wzrost syntezy p42 [Gabuzda i wsp.,
1994], a z drugiej B powoduje aktywaej stresu oksydacyjnego, co prowadzi do

zaburzé homeostazy jonow wapnia [Mattson i wsp., 2003].
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1.3.6 Zaburzenia funkcji mitochondridéw i siateczkiendoplazmatycznej

Dotychczas uzyskane dane dowgdze gospodarka energetyczna moézgu chorych na
AD jest wyr&nie zaburzona, a dysfunkcja mitochondriow odgryweedkho wang role

w procesie rozwoju tej choroby [Hansson i wsp., 40& jednej strony A maze
powodow@& wzmazong produkcg wolnych rodnikéw, ktory to mechaniz e
uszkadza mitochondria [Arias i wsp., 2002], a z drugiej asty zaburzenia
metabolizmu w mitochondriach m@gndukowa amyloidogenny szlak obrobRAPP
[Gabuzda i wsp., 1994]. Mitochondria pozostay $cistym zwihzku z siateczk
endoplazmatycznpod wzgtdem potaenia i funkcji. Niektére badania wskazupa
zwigzek pomé¢dzy smiercig neurondéw u chorych na AD a uszkodzeniem siateczki
endoplazmatycznej [Boya i wsp., 2002]. Stwierdzom®,0soby posiadgte mutacje

w genachPSEN1i PSEN2map ostabion tzw. odpowied na nieprawidtowo ztzone
biatka (UPR, ang.Unfolded Protein Responsektéra stanowi jeden z mechanizmow
obronnych wobec czynnikow uszkadgajch siatecz& endoplazmatyczn W wyniku
tego w siateczce endoplazmatycznej gromadie nieprawidiowo zitaone biatka
[Paschen i wsp., 2003].

1.3.7 Rola apoptozy

Na podstawie badauwaza sk, ze cz$¢ neurondow u chorych na AD obumiera na
drodze apoptozy, czego potwierdzeniem jest: ob&cmpfragmentowanego DNA
w mézgach pacjentéw [Shimohama, 2000], obécraktywowanych form kaspazy-3,
-8, i =9 [Yuan i wsp., 2000] oraz zmiana eksprggnow zwjzanych zesmiercig
komorkowy takich jak Bcl-2 [Mattson, 2000]. Za jeden z czyww indukugcych
smier¢ neurondéw na drodze apoptozy wasst AB. W kilku badaniach wykazanae
AP aktywuje wewntrz- i zewntrzpochodnesciezki apoptozy, w ktorych uczestnigz
mitochondria, siateczka endoplazmatyczna oraz Wianewy ukitad sygnalizacyjny
[Aly i wsp., 2004; Nakagawa i wsp., 2000; Agostinhasp., 2003; Li i wsp., 2004].

Uwaza sk, ze AB moze indukow& apoptoz poprzez wzrost wewgtrzkomorkowego
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stezenia jondw wapnia i aktywagjkalpainy [Boland i wsp., 2003], aktywackinaz
wpltywajacych na ekspresjgendw apoptozy [Troy i wsp., 2001], aktywa&pspazy-3
przez wizanie A do zewntrzkomorkowej domeny receptora p75NTR [Hashimoto
i wsp., 2004], a tee przez zwikszenie liczby kanatéw chlorkowych (CLIC1) i wzrost
ich przepuszczaldai [Novarinoi wsp., 2004]. Jednocgeie stwierdzonoze apoptoza
stymuluje procesy sprzyjge powstawaniu patologicznych ztogévp fGervais i wsp.,
1999].

1.3.8 Rola proceséw zapalnych

W niektoérych badaniach epidemiologicznych stwierdzozmniejszenie ryzyka
zachorowania na AD dgi przewlektemu stosowaniu NLPZ [Stewart i wsp.91p
Ustalono take, ze komorki mikrogleju pozostage w zwhzku z plakami wykazuaj
nadekspresjprozapalnych receptoréw oraz biatek powierzchnidwya w gsiedztwie
plak amyloidowych stwierdzono réwrigodniesiony poziom biatek ostrej fazy (biatka
P, bialka c-reaktywnego) oraz inhibitorow proteazl-antychymotrypsyny,al-
antytrypsyny), ktore g wskanikami aktywnego procesu zapalnego [Tuppo i wsp.,
2005; Bamberger i wsp., 2002]. Stwierdzono rownie fibrylarna postaAp indukuje
syntez i uwalnianie przez mikroglej prozapalnych cytoKih-1, IL-6, TNF-o) oraz

chemokin [Yates i wsp., 2000].

1.4  Stres oksydacyjny. Definicja, mechanizmy i wpty na uktad nerwowy.

Stres oksydacyjny jest to stan nierbwnowagi polzy nasileniem reakciji
prowadacych do generacji reaktywnych form tlenu (amgactive oxygen species —
ROS), a reakcjami zwjizanymi z ich usuwaniem. Stres oksydacyjny spowodgwa
przez reaktywne formy tlenu jest p@wany z procesem starzenig sraz z licznymi

chorobami zwdzanymi z wiekiem [Harman, 1956; Andersen, 2004jal®gvne formy
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tlenu g produktami kolejnych stopni reakcji redukcji agsreczki tlenu i powstaj
w wyniku jej niepeinego przebiegu. Do form tych eial rodniki tlenowe (tlen
singletowy, ozon, anionorodnik ponadtlenkowy, rd&dnhydroksylowy, rodnik
nadtlenkowy) i nadtlenek wodoru. Z powodu obe&conmiesparowanych elektronéw
rodniki s bardzo nietrwate i wysoce reaktywneazZgc do sparowania elektronéw
zabierag elektrony innym cgsteczkom przeksztateg je w wolne rodniki [Chauhan,
2006]. Reaktywne formy tlenwy zaréwno szkodliwe, jak i korzystne dla organizmow.
Stanowj one integralny skladnik przekaictwa komorkowego i g kluczowe dla
prawidtowego wzrostu i metabolizmu [Finkel i Hollbkg 2000]. Fakt ten ttumaczy
niewielki poziom stresu oksydacyjnego w komoérkacktory jest niezbdny

i utrzymywany przy pomocy mechanizméw systemu akgydacyjnego takich jak
katalaza (CAT) czy dysmutaza nadtlenkowa (SOD) ESam, 2007; Andreyev i wsp.,
2005].

Do mechanizméw obronnych przeciwko wolnym rodnikeaficza s¢ niedopuszczenie
do reakcji wolnych rodnikow i ich pochodnych z dsiapgjami biologicznymi,

mechanizmy naprawcze, czyli przerwanie wolnorodwich i nierodnikowych reakcji

oksydaciji, jak réwnig mechanizmy usuwage produkty reakcji wolnych rodnikéw
pochodnych wraz z ich pochodnymi [Mangialaschep.w2009].

System antyoksydacyjny (angntioxidant defense system — ADO2fowieka tworz
endo- i egzogenne substancje, ktore hartwiprzenie wolnych rodnikéw lub powodyu;
ich przemiag w nieaktywne pochodne. Niektore z tych substam@ia wiasciwosci
enzymatyczne. Najwaiejsze z nich to: dysmutazy nadtlenkowe, CAT ioeydaza
glutationu-1 (GPx-1). Inne znane enzymy ADS tazéaknne selenoproteiny, reduktaza
glutationu, a take tioredoksyny. Do substancji twgych ADS naleg rowniez biatka
osocza krwi, ktére wgizagc jony metali przéciowych zmniejszaj nasilenie reakciji
prowadacych do powstawania wolnych rodnikéw, np. albumfea,ytyna, transferyna,
ceruloplazmina. Pozostate substancje taoezADS to antyoksydanty egzogenne, np.
witamina E, witamina C, beta-karotphugustyniak, 2004].
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Enzymy antyoksydacyjne metabolizuyolne rodniki lub produkty pwednie (np.
H.O,) do mniej toksycznych lub nietoksycznych produkt@ysmutazy nadtlenkowe
to enzymy odpowiedzialne za detoksyfikacje wolnydunikow ponadtlenkowych
(20, + 2H+ - H,0,+02). Wyr&nia sk trzy izoformy dysmutazy nadtlenkowej
(SOD): CuzZnSOD, MnSOD i EC-SOIarig. extra cellular SOP Pierwsza izoforma
wystepuje w cytoplazmie, druga w mitochondriach, podczagsly trzecia
pozakomorkowo. Peroksydaza glutationu-1 jest toyemzktéry katalizuje reakcje
usuwania nadtlenkéw organicznych i nieorganicznyalstroju za pomagcglutationu
(H20.+GPX=2H0 + GSSG). Peini ona tak rok biatka magazynggego selen (30%
calej puli tego pierwiastka w organizmie zawartst @ GPx-1). Katalaza jest obecna
gtébwnie w peroksysomach. Jest zbudowana z czteidehtycznych podjednostek.
Kazda z nich zawiera w centrum aktywnym ggupgemowy oraz casteczk NADPH.
Wykazuje ona dwie aktywroi: katalazow i peroksydazow. Przy duym sktzeniu
nadtlenku wodoru jej gtownfunkcijg jest aktywné¢ katalazowa (2bD, - 2H,0+0;),
natomiast przy malym &teniu aktywndé¢ peroksydazowa, ktérej substratamy s
zwigzki o charakterze donoréw wodoru, np. etanol, nwtafenol i inne [Lewhski

I Sewerynek, 2000].

Aktualnie uwaa sk, ze stres oksydacyjny stanowi istotny element etmgenezy AD,

a powstawanie plak amyloidowych @@ by zardwno jego przyczyn jak

I konsekwengj [Murakami i wsp., 2011]. Dotychczasowe badaniateaat stresu
oksydacyjnego w AD skupialy gigtdwnie na ocenie znaczenia wolnych rodnikéw
w patomechanizmie tej choroby. Nie rozstrzytmi jak dotd czy nadprodukcja
wolnych rodnikow i, w konsekwencji, nadmierna okagyh biatek, DNA i lipidow jest
gtéwng przyczyn stresu oksydacyjnego w tej chorobie, czysres ten jest wynikiem
upcsledzenia funkcji systemu antyoksydacyjnego Ilub otych mechanizméw

rownoczénie [Gatecka i wsp, 2008].
Skutkiem stresu oksydacyjnego jest niekorzystnaodyanizmmu nadprodukcja wolnych

rodnikéw, ktore g odpowiedzialne za peroksydacje lipidow, oksyeldmptek i DNA.
Mobzg jest szczegllnie namany na te modyfikacje oksydacyjne [Albarracin i wsp
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2012]. Wynika to z diego zuycia tlenu, duej zawartéci wolnych kwasow
tluszczowych, szczegdlnie naomych na peroksydacje, oraz stosunkowo niewielkigj
zawartgci enzymow antyoksydacyjnych [Valko i wsp., 200ToyE i Hensley, 2002;
Beta i wsp., 1997]. Centralny system nerwowy jeszegolnie wraiwy na oksydagj
takze ze wzgidu na wysol zawartd¢ metali (Ca, Fe, Zn, Mn oraz Cu)
i askorbiniandw, ktore maja dziatanie prooksydaeyijrkatalizug tatwo wolne rodniki
tlenowe [Zarkovic, 2003]. Ponadto metabolizm mojasit oparty na utlenianiu glukozy
w mitochondriach w cyklu Krebsa iftfauchu oddechowym [Vaishnavi i wsp., 201].
90-98% reaktywnych form tlenu jest redukowanyclepriicuch oddechowy w trakcie
metabolizmu tlenowego [Skulachev, 1998]. Szacujeza okoto 2% tlenu ztywane
podczas metabolizmu tlenowego jest przeksztalcanydb anionorodnika
ponadtlenkowego. Procent ten wzrasta w uszkodzongtérych mitochondriach [Liu

I wsp., 2002; Grivennikova i wsp., 2006; Muller spu, 2004].

Stres oksydacyjny uszkadza elementy komorki powgedmmiany widciwosci btony
komorkowej, takich jak przepuszczafdp transport jonow, aktywrio enzymow

w konsekwencji prowadz dosmierci komorki [Bandopadhyay, 1999].

Hipoteza, wedlug ktorej neurodegeracja jest spowama stresem oksydacyjnym
proponuje wyjénienie, wedtug ktérego nadmiar wolnych rodnikow waozi do
smierci komorki nerwowej poprzez kumulacjuszkodzé w mitochondriach
[Albarracin i wsp., 2012]. Uwaa sk, ze uszkodzenie mitochondrialnego DNA i biatek
prowadzi do dwoéch szkodliwych efektow: zksza uwalnianie reaktywnych form tlenu
w mitochondriach i zmniejsza syntezATP [Jellinger, 2003]. To uptedzenie
metabolizmu energetycznego mitochondriow powadzezamiejszenia poziomu ATP,
zaburzenia potencjatlu btonowego i zachwiania rowagiwvapniowej [Annunziato

i wsp., 2003]. Mitochondria majduzg zdolng¢ do sekwestrowania wapnia, co jest
kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania neuron®aljcock i Hille, 1998; Rizzuto

I wsp., 2000; Nicholls, 2002]. W wielu chorobacluredegeneracyjnych (AD, choroba
Parkinsona, choroba Huntingtona i stwardnienie kzamé boczne) obserwowano
zaburzenia rownowagi wapniowej, wysokie poziomyktganych form tlenu, mutacje

mitochondrialnego DNA i obnenie funkcjonowania fecucha oddechowego
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[Swerdlow i Khan, 2009; Banerjee i wsp., 2009; Estei wsp., 2008; Almeida i wsp.,
2008; Petri i wsp., 2006; Dupuis i wsp., 2004]. Méefna aktywacja receptoréw
NMDA, spowodowana zwkszonym poziomem zewtrzkomorkowego glutaminianu,
moze prowadz do zaburzé homeostazy wapniowej, co skutkujmiercia neuronow
w chorobach degeneracyjnych w mechanizmie eksdsggtzndci [Hardingham,
2009]. W procesie tym dochodzi do otwarcia niesfieeyych kanatéw biatkowych
w btonie mitochondrialnej (angMTP - mitochondrial transition pojew skutek
przetadowania wapniem, szczegoélnie w obécnatresu oksydacyjnego, niedoboru
energetycznego i depolaryzacji btony mitochondeglMancuso i wsp., 2006]. Przez
otwarte kanaty swobodnie przechqdzasteczki o rozmiarach do 1,5 kDa, co, poprzez
wzrost cénienia osmotycznego, prowadzi do afkz mitochondriow i przerwania
ciggtosci blony zewntrznej. Dochodzi do uwolnienia do cytozolu proapyophych
biatek takich jak cytochrom c, co skutkuje aktywsakaskady kaspaz prowagtz do
apoptozy [Valko i wsp., 2007; Martinou i Green, 20Mengartner, 2000]. Ostatnio
stwierdzono,ze czynnik transkrypcyjny Nrf2 (angNF - E2- related factor Rchroni
neurony przed podwgzonym poziomem wevgirzkomorkowego wapnia, stresem
oksydacyjnym i dysfunkgj mitochondriéw. Nrf2 bierze udziat w aktywacji
mechanizméw antyoksydacyjnych takich jak ekspresjgataczy wolnych rodnikow
i enzymoOw cytoprotekcyjnych [Scapagnini i wsp., 2DP1 Wykazano ponadto
zmniejszenie ekspresji Nrf2 w chorobach neurodegeygych i ochronny wptyw jego
nadekspresji ngmiert komorek i procesy neurodegeneracyjne [Scapagniwsp.,
2011; De Vries i wsp., 2008].

Wiadomo,ze w chorobach neurodegeneracyjnych obserwgjénsierc neuronéw. Nie
jest jednak do kiica rozstrzygnite czy dochodzi do tego na drodze apoptozy czy
nekrozy [Raina i wsp., 2001; Perry i wsp., 1998u4hwsp., 2006]. Zwykle system
antyoksydacyjny jest na tyle sprawnye jest w stanie obrofiorganizm przed
niekorzystnymi efektami nadprodukcji wolnych rodiik Niestety wraz z wiekiem
wydolnaé¢ tego systemu si zmniejsza i w warunkach podw#szonego stresu

oksydacyjnego powstaje nadmiar wolnych rodnikowyétu niektorych osob sprzyjaj
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powstawaniu choréb zwzanych z wiekiem, np. choréb zwyrodnieniowych chgréb
naczyniowych moézgu lub nowotworéw [Lin i Beal, 2006

1.5 Enzymy systemu antyoksydacyjnego: Peroksydaza lutationu-1
I dysmutazy ponadtlenkowe SOD1 i SOD2.

1.5.1 Dysmutazy ponadtlenkowe SOD1 i SOD2

W 1969 roku po raz pierwszy opisano dysmutazy pteakbwe, ktore stanowi
istotny element komoérkowego i pozakomorkowego systeantyoksydacyjnego
[McCord i Fridovich, 1969]. Dysmutazy ponadtlenkowealeza do Kklasy
oksydoreduktaz i g metaloenzymami daulacymi produktami aktywnai réznych
genow. U cztowieka zidentyfikowano trzy izoformyteenzymu: cynkowo-miedziowa
dysmutaza ponadtlenkowa (Cu-ZnSOD, SOD1), manganlysmutaza ponadtlenkowa
(MnSOD, SOD2) oraz zewitrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa (EC-SOD,
SOD3) [Skolmowska i Kmig 2011]. Dziatanie tego enzymu polega na katalizowa
reakcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego medtlenku wodoru i wody
[Wojcicka i Beltowski, 2001]. Reakcja ta jest dwaj@bwa: pierwszy etap to redukcja
jonu metalu z jednoczesnym uwolnieniemasteczki tlenu, drugi etap stanowi
utlenienie jonu metalu przy udziale anionorodnikangdtlenkowego i wodoru

z nadtlenkiem wodoru jako produktem [Culotta i wRR06].

SOD-Me™ + 0, > soD-Me™* + 0,
SoD-Me™ V" + 0," +2H* > SOD-Me™ + H,0,

Gen cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej @sekalizowany na dtugim
ramieniu chromosomu 21 w pozycji 22.1 (21922.1) i wsp., 1999]. SOD1 to
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enzym o masie 32 kD, wygtujacy w postaci dimerycznej, ktéregozia podjednostka
ma mag okoto 16 kD i jest zbudowana z 151 reszt aminokmagh.
W podjednostkach wygbuja fragmenty B, ktore pozwalaj na utworzenie vdzan
wodorowych. W organizmie ludzkim SOD1 wygstje w komorkach wtroby, jder,
nerek, w erytrocytach oraz w komérkachsrawlkowego uktadu nerwowego.
Zlokalizowana jest przede wszystkim w cytoplazm@e znajduje si rOwniez
w jadrach komorkowych, lizosomach, peroksysomach orazwewrgtrzbtonowej
przestrzeni mitochondriow [Wong i wsp., 2000]. ZQuodpornd¢ na fizyczn

i chemiczm denaturagj zawdzeécza SOD1 jon cynku, ktéry stabilizuje struktur
trzeciorzdowg enzymu, natomiast mied jest niezbdna do reakcji usuwania
anionorodnika ponadtlenkowego i znajduje sv centrum katalitycznym enzymu
[Galecka i wsp., 2008]. W sprawnym dziataniu enzyrrerze udziat wytworzony przez
aminokwasy gradient pola elektrycznego, mostkiadczkowe i biatka chaperonowe
[Bartosz, 2003]. Badania wykazatye aktywnd¢ SOD1 to okoto 50-80% catkowitej
aktywnaci dysmutaz ponadtlenkowych [Faraci i Didion, 2Q0&jtwierdza si, ze
nadekspresja enzymu chroni przed aktywd@spaz [Guo i wsp., 2001], natomiast
obnizenie jego aktywnéci powoduje m.insmieré neurondéw i progresje nowotworow

na drodze stresu oksydacyjnego [Wang i wsp., 2004 ]

Gen SOD2 jest zlokalizowany na diugim ramieniu amsomu 6 w pozycji 25.3
(6925.3) [Wiener i wsp., 2007]. Enzym kodowany jgstzez genom aprowy
I syntetyzowany w postaci biatka prekursorowego.D2Qo enzym o masie 98 kD
bedacym tetramerem i posiadaym jony manganu w centrum aktywnym. \mstje
gldbwnie w macierzy mitochondrialnej, niewielkie @eg ilosci stwierdzono
w przestrzeniach zewtrzkomoérkowych i peroksysomach. Z uwagi na sWwoj
lokalizacje stanowi pierwgz bariee chrongcg komoérke przed anionorodnikiem
ponadtlenkowym [Waniak i Czyz, 2008]. Wykazanoze brak genu kodagego SOD2
jest letalny, a brak pozostatych form enzymu skjgtkpowanymi zaburzeniami w
funkcjonowaniu organizmu [Huang i wsp., 2001]. Baida wykazuy, ze szok

osmotyczny oraz dziatlanie zygkow generujcych anionorodnik ponadtlenkowy
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zwickszap aktywnagé SOD2 [Culotta i wsp., 2006; Czarna i Jarmuszkiewi2006;
Johnson i Giulivi, 2005].

1.5.2 Peroksydaza glutationu-1: GPx-1

Gen GPx-1 jest zlokalizowany na krétkim ramieniuacthosomu 3 w pozycji 21.3
(3p21.3) [Kiss i wsp., 1997]. GPx-1 jest enzymertezZzaym od glutationu i macym
zdolna¢ redukcji nadtlenkow nieorganicznych fBb) i kilku polarnych nadtlenkéw
organicznych (ROOH), wtzapc w to nadtlenki kwaséw tluszczowych. W reakcjach

jako produkt péredni powstaje kwas selenowy.

2GSH + H,0, - GSSH + 2H,0

GSH + ROOH - RO-SG + H,0

RO-SG + GSH - ROH + GSSG

GPx-1 jest selenoperoksydazo oznaczaze w miejscu aktywnym zawiera selen pod
postaci selenocysteiny. Do grupy selenoperoksydaz oprdex-G(czyli cytozolowej
peroksydazy glutationu) nalg zotadkowo — jelitowa peroksydaza glutationowa
(GPOx-2), plazmatyczna peroksydaza glutationowax{@P peroksydaza glutationowa
wodoronadtlenkoéw lipidéw (GPx-4) orazdrowa peroksydaza glutationowa (SpGPx)
[Galecka i wsp., 2008]. GPx-1 jest enzymem o ma&&iekD ziazonym z czterech

podjednostek.
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1.6 Badania systemu antyoksydacyjnego w AD

Badania wskazugj ze stres oksydacyjny odgrywa znamigmol¢ w etiopatogenezie
AD. Fakt, ze wiek jest istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju Aldmera ¢ teork,
poniewa uszkodzenia spowodowane przez ROS gniagmulowa& si¢ latami [Benzi

i Moretti, 1995]. Kwestia czy powstawanie patolagigch ztogow A jest przyczys,
czy konsekweng] stresu oksydacyjnego nie jest rozstrzgtmi Na podstawie
dotychczasowych bada mozna wnioskowd, ze AB stymuluje procesy stresu
oksydacyjnego i jednocgmeie stres oksydacyjny me indukow& amyloidogeneg
[Gabuzda i wsp., 1994].

Zarbwno w badaniaclpost mortemna médzgach chorych na AD, jak i w ptynie
maozgowo-rdzeniowym we krwi oraz w moczu stwierdzam@cnéé markerow stresu
oksydacyjnego [Butterfield i wsp., 2001]. Markeryresu oksydacyjnego stancwi
produkty powstajce w wyniku dziatania wolnych rodnikow na obecneosganizmie
czasteczki lipidéw, biatek, DNA i RNA. Za biomarkerywaza st charakterystyczne
substancje dmlace wskanikami prawidtowych lub patologicznych procesow

biologicznych, ktére mma obiektywnie zmierzy[Dalle-Donne i wsp., 2006].

Lipidy sg bardzo wraliwe na szkodliwe dziatanie wolnych rodnikéw, a \ghym
efektem ich peroksydacji jest zaburzenie funkcjoama bton, ktorych g sktadnikami
[Mangialasche i wsp., 2009]. Markerami peroksydalgfidow s3 na przykiad:
4 hydroksy-nonenal  (HNE), metylomalonylodialdehyd MDA), izoprostany
(F2-izoprostany), neuroprostany (F4— neuroprostamypz kacowe produkty
peroksydaciji lipidéw reagage z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) [Cherubini ipys
2005]. Metylomalonylodialdehyd i HNE za pomooddziatywa kowalentnych mog
wptywaé na funkcjonowanie biatek, upledza funkcjonowanie mitochondrialnego
tancucha oddechowego, powodaj zwickszenie produkcji wolnych rodnikow
tlenowych [Mangialasche i wsp., 2009]. Uwase, ze bardzo czulym markerem
peroksydaciji lipidéw jest 8-izoprostaglandyna-F&igo-PGF2), ktGr charakteryzuje
duwza stabilné¢, mazliwos¢ oznaczenia w ptynach biologicznych i brak mir&osci na

modyfikacje przez lipidy zawarte w diecie [RobertdMorrow, 2000]. W badaniu
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przeprowadzonym na 10 mozgach chorych na AD i 9gadiz oséb z grupy kontrolnej
stwierdzono podwiszony poziom TBARs we wszystkich badanych obszakaxly,
przy czym najbardziej istodnréznice stwierdzono w korze skroniowej. Oceniano
rowniez aktywna¢ enzymow antyoksydacyjnych i wykazano istotne obmie
aktywnaici SOD w korze czotowej i skroniowej oraz katalamykorze skroniowej
[Marcus i wsp., 1998]. Lovell i wsp. w 1997 roku utpikowali badanie
przeprowadzone na ptynie mézgowo-rdzeniowym pobrazykomor mozgu 19 osob
chorych na AD i 13 0sOb z grupy kontrolnej, w kidrystwierdzili podwyszony
poziom HNE u pacjentow w poréwnaniu do kontroli Yiedl i wsp., 1997]. W innym
badaniu pobrano pgmiertnie ptyn mézgowo-rdzeniowy z komér mbzgu ocdogbb
z rozpoznaniem prawdopodobnej AD oraz od 3 0sOb dexh ogpienia i innych
neurologicznych chordb, ktére stanowity getgontrolrg. Stwierdzono istotnie wgzy
poziom F2-izoprostanow w ptynie mézgowo-rdzeniowghorych na AD (110 +/- 12
pg/ml) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (64 +/- §/ml) (p < 0,05) [Roberts i wsp.,
1998]. Oceniano réwnie poziom MDA w surowicy u chorych na AD i MCI.
Przyktadowo w badaniu opublikowanym w 2010 rokujr&t przeprowadzono u 30
chorych na AD i u 29 0s6b z grupy kontrolnej, std@no istotnie wysze wartéci
MDA u pacjentéw [Gustaw-Rothenberg i wsp., 2010}yniki te potwierdzono m.in.
w badaniu, do ktérego zakwalifikowano 33 osoby zpaznaniem MCI, 29 oséb z AD
i 26 0sOb zdrowych. Wykazano podiggony poziom MDA w surowicy pacjentow
z MCIl i AD w poréwnaniu do grupy kontrolnej i stwizono rownie istotnie wy:sze
wartasci tego markera u chorych na AD w poréwnaniu dorgtio na MCI [Torres
i wsp., 2011]. Nie wszystkie badania potwierdzagnienie takiej patologii, np. Lyras
i wsp., 1997 przebadali mozgi chorych na AD i osbbgrupy kontrolnej nie
stwierdzagc istotnej ranicy poziomu MDA pomgdzy badanymi grupami [Lyras
i wsp., 1997]. Wykazano rowniewigzek pomé¢dzy peroksydagjlipidéw i genotypem
APOE stwierdzagc podwyszony poziom TBARs u chorych na ADedacych

nosicielami allelte4 genu [Ramassamy i wsp., 1999; Ramassamy i wapQ] 2

W korze moézgowej chorych z AD, w porownaniu do koht badanie za pomac

chromatografii  cieczowej wykazato podigzony poziom 8  hydroksy
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2 deoksyguanozyny (8-OHdG), markera oksydacji DN¥eg¢occi i wsp., 1994].
Wyniki te zostaty potwierdzono m. in badaniem immcytochemicznym [Nunomura
iwsp., 1999]. Grupa badaczy pod kierownictwem Llaverowniez stwierdzita
podwyzszony poziom 8-OHdG u chorych na AD. Z mozgéw 8rgblo na AD i 8 osob
stanowscych grug kontrolrg wyekstrahowano mitochondrialne (mtDNA) gdyowe
DNA (nDNA), stwierdzagc istotnie wyszy poziom 8-OHAG w korze czotowej,
skroniowej i ciemieniowej chorych na AD. Jednagte wykazali 10-krotnie wksz
oksydacg zasad mtDNA i nDNA [Wang i wsp., 2005]. W naginym badaniu ci sami
badacze oceniali marker oksydacji DNA u pacjentébwozpoznaniem MCI i po
zbadaniu mézgdéw 8 oséb z MCI i 6 0sbéb z grupy laingj stwierdzili podwyszony
poziom 8-OHAG u 0s0b z rozpoznaniem MCI [Wang i w006]. W artykule
przeghdowym dotycacym wolnych rodnikdw i procesu starzenig Barja przytacza
badania na zwieetach, w ktérych stwierdzano wymsie wyzszy poziom 8-OHdAG
wtDNA niz w nDNA, co dokumentuje wksz wrazliwos¢ mtDNA na stres
oksydacyjny [Barja, 2004]. Spowodowane to jest laak histondw, dig gestasciag
informacji (brak intronéw), niewielk odlegigcia od blony wewntrznej
mitochondridw, gdzie produkowaneg SROS oraz ograniczonymi mechanizmami
naprawczymi [Mangialasche i wsp., 2009; WallaceD320LeDoux i wsp., 2007].
Efektem uszkodze DNA jest produkcja nieprawidiowych biatek i zabone

funkcjonowanie komorki.

Badania dowodg ze RNA jest bardziej wediwe na dziatanie stresu oksydacyjnegg ni
DNA. Jest to spowodowane w gkiszasici jednoliniong budowg i brakiem ochronnego
wptywu wigzaa wodorowych i histondw [Nunomura i wsp., 1999]. ksdzenia mog
dotyczy¢ zarowno obszaréw kodygych jak i niekodujcych RNA powodujc
produkcje nieprawidtowych biatek i zaburzenia regiil ekspresji genow [Nunomura
I wsp., 2009]. Wiadomo,ze niekoduyjce RNA, w tym microRNA (okoto 22
nukleotyddéw), biog udziat w rozwoju uktadu nerwowego, a rgstie w utrzymaniu
homeostazy i prawidlowego funkcjonowania zr@owanych komérek (m. in
neuroplastyczn i reakcja na stres egzo- i endogenny) [Mehler itidia, 2006]. Coraz

wi¢cej danych przemawia za udzialem microRNA w pategen choréb
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neurodegeneracyjnych w tym AD [Nelson i wps., 2008 marker oksydacji RNA
uwaza st 8 hydroksyguanozyn (8-OHG) [Fiala i wsp., 1989]. We wspomnianym
wczesniej badaniu Nunomury i wsp. wykazano nie tylko wgédszony poziom markera
oksydacji DNA, ale réwnie markera oksydacji RNA u chorych na AD w poréwnaniu
do kontroli. Zanalizowano rownie petne spektrum zasad, ktére ulegly oksydacji
istwierdzono,ze uszkodzenie dotyczy gtéwnie cytoplazmatycznegcARNunomura

i wsp., 1999]. Ta sama grupa badaczy wykazata mwrie ilosciowo wyraone
uszkodzenie spowodowane stresem oksydacyjnym wdhora AD jest najwiksze na
pocatku choroby i spada w miarjej trwania [Nunomura i wsp., 2001]. Réwnie
badania wykorzystgge inne metody potwierdzity zgkszony poziom 8-OHG u 0s6b
chorych na AD w poréwnaniu z osobami z grupy kdngp[Shan i wsp., 2003]. Abe
iwsp. mierzyli poziom 8-OHG w ptynie mdzgowo-rdzewym i w surowicy u chorych
na AD i u 0séb z grupy kontrolnej i oceniali ichizmek z czasem trwania i nasileniem
otepienia. Stwierdzili okoto 5-krotnie wksze stzenie 8-OHG w piynie mézgowo-
rdzeniowym chorych na AD w poréwnaniu do kontrojego spadek w miarpostpu
otepienia. Potwierdza ta;e do oksydacji RNA dochodzi na wczesnym etapie aibwr
Poziom markera oksydacji RNA w surowicy niezmé sic znacaco w badanych
grupach [Abe i wsp., 2002].

Wiekszai¢ bada potwierdza té zwickszory w AD oksydacje biatek mierzargtéwnie
poziomem grup karbonylowych w mézgach od choryclhbBgMclintosh i wsp., 1997].
Wykazano rownig podniesiony poziom innych markerow oksydacji kiate
(3-nitrotyrozyny i 3,3'-dityrozyny) u chorych na AW poréwnaniu do 0s6b z grupy
kontrolnej. Badanie zostato przeprowadzone na m@dbkpobranych pmiertnie
z mozgow 11 chorych na AD i 5 0sOb bez cechpienia. Stwierdzono istotnie
(5-8 krotnie) wysze poziomy 3-nitrotyrozyny i 3,3'-dityrozyny zarow mozgu
chorych na AD, jak i w plynie mézgowo-rdzeniowymbpanym z komor médzgu
[Hensley i wsp., 1998]. Oksydacji mpgleg& wszystkie aminokwasy twagze biatka,
jednak najbardziej na fiinar&one g te zawierajce siark i piersicien aromatyczny
[Stadtman i Levine, 2003]. Whksza¢ uszkodzonych aminokwasow nie podlega

procesom naprawczym, a biatka je zawigrejulegaj degradacji przez proteasomy
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20S [Mangialasche i wsp., 2009]. W badaniach nigiestizono rénicy w ilosci
proteasomow u chorych na AD, MCI a grupa kon#blmvykazano natomiast

upasledzone ich funkcjonowanie we wczesnych stadiach@&carini i wsp., 2007].

W ostatnio przeprowadzonym badaniu mézgu chorycM@alub AD stwierdzono nie
tylko podwyszony poziom markerow stresu oksydacyjnego, ktomyrelowat

z wynikami MMSE, ale take obnizony poziom enzyméw stresu oksydacyjnego. Ansari
I Scheff zbadali paniertnie koe czotowg 8 oséb z MCI, 4 z tagodnpostaci AD,
9z AD i 10 os0b, ktore nie prezentowaly przed zgorcech afpienia. Stwierdzili oni
podniesiony poziom markerow stresu oksydacyjnego. (m TBARS, grupy
karbonylowe, 3-nitrotyrozyny) w badanych prébkachypjednoczesnym zmniejszeniu
aktywnasci enzymow antyoksydacyjnych takich jak GPx, SQdatalazy. Nie wiadomo
czy zmniejszenie aktywsoi tych enzymow powoduje zgkszenie stresu
oksydacyjnego czy nadprodukcja wolnych rodnikbw pduje zuycie enzymoéw
antyoksydacyjnych [Ansari 1 Scheff, 2010]. Na niecwickszym materiale
przeprowadzono podobne badanigezbpc do niego 15 oséb z MCI, 15 z AD i 15
kontroli. Materiat biologiczny stanowita krew pobia od uczestnikow badania, ktérej
analiza biochemiczna wykazata zmniejszenie ochiamyoksydacyjnej (GPx i SOD)
oraz podwyszony poziom markera peroksydacji lipidow (MDA) fRaariu i wsp.,
2010]. W 2003 roku przeprowadzono badanie na 2%ep&ch z rozpoznaniem MCI,
63 pacjentach z rozpoznaniem AD i 52 osobach zygkoptrolnej oznacza¢ szerokie
spektrum nieenzymatycznych i enzymatycznych antyadstow m.in. witaminy C, A,
E, karotenoidow, aktywr$d osoczowej i czerwonokrwinkowej SOD i osoczowej GPx
Stwierdzono obrony poziom i aktywn& badanych antyoksydantéw zar6éwno
u pacjentow z MCI jak i z AD w poréwnaniu do osobgmipy kontrolnej [Rinaldi
iwsp., 2003]. Roéwniee inne badania potwierdzaj obnizony poziom
nieenzymatycznych antyoksydantéw u chorych na Ab wbadaniu na 20 chorych na
AD i 23 osobach z grupy kontrolnej stwierdzono @ébny poziom witaminy A i E

u pacjentow natomiast zmierzona aktyéwh8OD1 i GPx w erytrocytach niexndita sic

istotnie statystycznie w obu badanych grupach [BeurMarchasson i wsp., 2001].
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Podczas, gdy dane dotyce poziomu nieenzymatycznych antyoksydantgvsojne,
tzn., ze ich poziom jest obnony, to wyniki bada dotyczcych poziomu i aktywngi
enzymatycznych antyoksydantéw siejednoznaczne. Casado i wsp.. przebadali 150
0s6b (50 chorych na AD, 50 chorych napi¢nie naczyniopochodne i 50 0s6b z grupy
kontrolnej, dobranych pod wzglem wieku i ptci) oznaczag¢ u nich aktywné& SOD,
GPx, katalazy i reduktazy glutationowej w probceikiWykazali obnkone aktywnéci
badanych enzymow u chorych na AD ¢menie naczyniopochodne w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, przy czym pmica byta weksza w przypadku osob z rozpoznaniem
AD i najstabiej wyraona dla katalazy [Casado i wsp., 2008]. W innym aoaal
stwierdzono obrienie aktywnéci SOD1 i katalazy w korze mézgowej 10 chorych na
AD w poréwnaniu do 9 oséb z grupy kontrolnej, begragnej r@nicy w aktywndci
GPx [Marcus i wsp., 1998]. W 2005 roku ta sama grbpdaczy sprawdzata ekspees;j
genuSOD2w hipokampie 8 chorych na AD i 7 0s6b z grupy kointej i wykazataze
jest wikksza w mébzgach chorych na AD [Marcus i wsp., 2008]. jednym

Z przytoczonych wczaiej bada nie zaobserwowano #dicy w aktywndci enzymow
antyoksydacyjnych porailzy osobami z AD i z grupy kontrolnej [Bourdel- Mbhasson

I wsp., 2001], natomiast c&ebadaczy donosi nawet o ich podwsyonej aktywngci
uchorych na AD, co z kolei mpa tlumaczy jako kompensacyjny wzrost
w odpowiedzi na zwkszory produkcg wolnych rodnikéw. Wykazano na przykiad
zwickszony aktywnag¢ GPx [Martin-Aragon i wsp., 2009] i katalazy [Reqeet wsp.,
1999] u chorych na AD, a ta& zmiany w aktywnéci enzyméw antyoksydacyjnych
u chorych na MCI [Sultana i wsp., 2008].

Badano rownig na myszach transgenicznych zal@¢ pomiedzy aktywndcig SOD1
a toksycznéciag i akumulacy p-amyloidu. Stwierdzono m.in.,ze updledzona
aktywnag¢ SOD1 jest zwjzana ze wzrostem amyloidogennego rozpadu biatka APP
[Schuessel i wsp., 2005], nadekspresja SOD1lzemaedukowa toksycznéé
i odktadanie A& [Turner i wsp., 2004], a niedobér SOD1 zkgza oligomeryzagjAp

I upcsledzenie pangci [Murakami i wsp., 2011].

Dumont i wsp. stwierdzili u myszy z nadekspgeSOD2 wiksz odpornd¢ na AB,

spowolnienie tworzenia giplak, i wkksz ich degradagj oraz mniejszy deficyt
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pameci [Dumont i wsp., 2009]. W najnowszych badaniacbtwperdzono, ze
uszkodzenie neurondéw spowodowane stresem oksydacywynika ze zmniejszenia
aktywnaci SOD2, co prz§piesza wysipienie zaburze zachowania u myszyetacych
zwierzzcym modelem AD. Doktadny mechanizm, w jakim redak§OD2 promuje
uszkodzenie neurondw przes Anie jest jasny, jednak badanie to dowodeiredukcja
SOD2 prowadzi do utraty integrakod neuronéw na pogtkowym etapie choroby [Lee
i wsp., 2012].

Gatta i wsp. badali ekspreggenu SOD1 u pacjentéw z MCI i AD i stwierdzili ich
znacaco wyzszy poziom SOD1 mRNA w poréwnaniu do 0s6b z grupgtiolnej, co
sugeruje, ze stres oksydacyjny powoduje zkszory nadekspregj genu SOD1
w odpowiedzi na nadmiegrprodukcje ROS [Gatta i wsp., 2009].

Pomimo,ze wydolng¢ enzymow ADS byta przedmiotem bada réznych chorobach
zwyrodnieniowych mézgu (najbardziej systematyczraddmia byly prowadzone
w AD), to ich wyniki nie pozwalaj na stwierdzenie, jaki jest profil zabufizeystemu
antyoksydacyjnego w tej chorobie. Jak adotopisano wiele rhych wariantéw

funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego w AD:

A) Brak zmian aktywngci wszystkich enzymow [Fernandes i wsp., 1999];

B) Wzrost aktywnéci wszystkich enzymow [Aksenow i wsp., 1998];

C) Spadek aktywrigi wszystkich enzymow [Marcus i wsp., 1998];

D) Zmiana aktywngi tylko jednego lub dwu enzyméw [Famulari i wsp996].

Odmienné¢ uzyskiwanych wynikbw mogta By spowodowana nagiujagcymi

czynnikami:

A) Wykonywaniem bada na r&nym materiale biologicznym (wykazano npe

aktywnas¢ GPx-1 w osoczu u chorych z AD jestigya ni w grupie kontrolnej,
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ale aktywné¢ tego enzymu w erytrocytach tych chorych nieniésic od osob
grupy kontrolnej) [Ceballos-Picot i wsp., 1996];

B) Wykonywaniem badau chorych z rénym stopniem zaawansowania choroby
(stwierdzono np.ze aktywnd¢ enzymow antyoksydacyjnych w AD koreluje
z nasileniem zaburagunkcji poznawczych i jest inna na patia choroby ni

w jej schytkowym etapie) [Zafrilla i wsp., 2006];

C) Wykonywaniem bada aktywnagci enzymow w homogenatach pobranych

z raznych struktur mozgu i rdzenia [Gsell i wsp., 1995];

D) Brakiem uwzgtdniania w badaniach #aych czynnikdw srodowiskowych
i genetycznych, ktore, jak wiadomo, mognodyfikowa aktywngé tych

enzymow.

Wiekszai¢ bada enzymow ADS przeprowadzonych do tej pory skupisia na
oznaczaniu aktywrigi enzymow antyoksydacyjnych u chorych na AD i MCbséb
z grup kontrolnych. W literaturze znatemazna niewiele badaukierunkowanych na

ocere znaczenia polimorfizméw genéw ADS dla ryzyka AD.

Dotychczas opublikowano dwa badania doggezznaczenia polimorfizmu ger@AT
(C262T, rs1001179) dla ryzyka rozwoju AD. W badahidaych uczestniczylméznie
379 chorych na AD i 551 os6b zdrowych z grupy kolnij. W obu badaniach nie
stwierdzono istotnych émic w czstasci wystepowania tego polimorfizmu porgdzy

grupa chorych na AD, a grupkontrolng [Goulas i wsp., 2002; Capurso i wsp., 2008].

Opublikowano jedno badanie ocenizg wptyw czterech polimorfizméw w genBOD2
(rs2758346, r4880, rs2855116 i rs5746136) na ryzgahorowania na AD, w ktorym
wykazano ich zwjzek z ryzkiem wysijpienia choroby [Wiener i wsp., 2007].
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W przypadku polimorfizmoéw genGPx-1w jednej pracy opublikowanej w 2012 roku
stwierdzonogze polimorfizm rs1050450 nie ma wptywu na ryzykolmaowania na AD
[Cardoso i wsp., 2012].

Zgodnie z przedstawign wyzej hipotea stres oksydacyjny i zwkana z nim
zwickszona ild¢ ROS wptywag na starzenie siorganizmu. W Danii przebadano
kohore 1650 o0s6b i oceniano u nich wptyw polimorfizmu 888 genu SOD2

i rs1050450 genPx-1 na proces starzeniagsi dtugas¢ zycia. Wykazano mniejgz
smiertelng¢ u 0sob bdacych nosicielami allelu C polimorfizmu rs4880 (p802) lub
allelu T polimorfizmu rs1050450 (p=0,008), a zeksynergistyczny efekt tych alleli
(p=0,001) [Soerensen i wsp., 2009].

1.7 Uzasadnienie badania

Powodem podygia badania na temat znaczenia polimorfizméw ges&@b1, SOD2
i GPx-1w AD jest zaangawanie enzymow kodowanych przez te geny w dziatanie
antyoksydacyjne..Dotychczas w analizie AD opublikow zaledwie kilka badana ten

temat wykonanych na niewielkim materiale.

W prezentowanym badaniu zaplanowano przeanaliz@vamnaczenia trzech
polimorfizméw znacznikowych dla kdego z badanych genow, czyli polimorfizmdw,
ktére pozwalaj na identyfikagj haplotypu, tzn. zestawu wariantbw genetycznych
dziedzicacego st razem. Wybrane do badania polimorfizmy okazaky lsy¢ juz
udokumentowanymi czynnikami ryzyka zrgych, innych ni AD, chordb, ktorych
patomechanizm jest pognany ze stresem oksydacyjnym. Warto poélkée ze

w odniesieniu do niektérych ze wspomnianych mecradiv udowodniono znaczenie
funkcjonalne, tzn. wykazanage determinuj one aktywné¢ lub stzenie kodowanego
biatka. Przyktadowo genotyp z allelem T polimorfizms4880 geni&OD2 powoduje
zwiekszenie aktywngi enzymu [Bastaki i wsp., 2006]. W przypadku palifizmow
genu GPx-1 wykazano,ze genotyp CC polimorfizmu rs3448 genu zmany jest
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Z wyzszy aktywndacig enzymu w poréwnaniu do genotypéw CT i TT [Manseasp.,
2011], natomiast allel T polimorfizmu rs1050450 g&Px-1zwigzany jest z mniejsz
aktywnaicig tego enzymu [Hamanishi i wsp., 2004].

2. Cel badania

Ocena znaczenia polimorfizmow znacznikowych (aag. polymorphisn)swybranych
enzymow endogennego systemu antyoksydacyjnego, dymnutazy nadtlenkowej
zalenej od jonébw miedzi i cynku (CuzZnSOD, SOD1: rs104Q,7 rs4998557,
rs2070424), dyzmutazy nadtlenkowej zalej od jonéw manganu (MnSOD, SOD2:
rs2855116, rs5746136, rs4880) i peroksydazy ganatil (GPx-1: rs3448, rs1050450,
rs1800668) u chorych na prawdopodgpb®D i w grupie kontrolnej. Polimorfizmy
znacznikowe zostalty wybrane z bazy HapMap Projeay atoeniu MAF>0.1

i r2>0,8.
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3. Materiat i metody badawcze

3.1  Materiat badawczy

Badanie zostalo przeprowadzone u 400 chorych z ommmiem klinicznie
prawdopodobnej AD i u 402 osO6b z grupy kontrolndjszyscy zakwalifikowani
uczestnicy byli powxej 60 rokuzycia, wyrazili swiadonmg pisemn zgod na udziat
w badaniu, nateeli do rasy kaukaskiej i byli polskiego pochodzenia

3.1.1 Grupa badana

Do badania rekrutowano osobynd kolejnych pacjentdow z rozpoznaniem klinicznie
prawdopodobnej AD, ktorzy byli diagnozowani i leoz& Poradni Zaburze Pameci
Kliniki Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego w Kralvie w latach 2009 — 2011 oraz
w Klinice Neurologii i Epileptologii Szpitala Uniwsyteckiego w todzi. Diagngz
prawdopodobnej AD postawiono wedtug kryteriow NINEBDRDA. Kryteria

wiaczenia i wykluczenia spetnito 400 chorych na AD.

3.1.2 Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej wdczono osoby, ktore byly samodzielnezyciu codziennym, nie
podawaty zaburze pamkci, mialy negatywny wywiad w kierunku choréb
neurologicznych oraz u ktérych nie stwierdzono wldj& w badaniu neurologicznym.
Osoby te byty rekrutowanesmdd pracownikéw Kliniki Neurologii UJ CM i ich rodiz,
wspotmatonkéw lub opiekunéw pacjentéw chorych na AD, wspaonkow
pacjentow leczonych w Klinice Neurologii z powodwnych choréb i AD, innych
0s6b odwiedzagych, pacjentéw innych oddziatow i poradni Szpitdlawersyteckiego
w Krakowie, gtownie oddzialdw ortopedycznych i ahigicznych oraz studentow

Uniwersytetu Trzeciego Wieku Ignatianum w Krakowiazda z osob nalgca do
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grupy kontrolnej miata wypetnian ankiet, w ktérej odnotowane zostaty dane
demograficzne i informacje na temat wspotistugeh schorzé Uzyskane w ten

sposob informacje zostaty zgromadzone w komputgrbaze danych.

Badania genetyczne zostalo wykonane na wyizolowamNA. W tym celu od
pacjentow chorych na AD i od 0s6b z grupy kontrpim@czonych do badania pobrano
5ml krwi zylnej, ktéra stanowita materiat biologiczny.

Do badania wykorzystano materiat gromadzony przidkea dat w ramach projektu
.Genetyka molekularna choréb uktadu nerwowego azemnych z wiekiem — bank
materialu genetycznego”, na ktére zgaslyrazita Komisja Bioetyczna Uniwersytetu
Jagiellmskiego (opinia nr KBET/54/B/2007).

3.2  Metody

3.2.1. Metodyka procedur diagnostycznych przeprowagbna u chorych
kwalifikowanych do badania

3.2.1.1 Kryteria wilaczenia do badania

Rozpoznanie prawdopodobnej AD u pacjentow leczonydboradni ZaburzePameci
Kliniki Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego w Kralie stawiano zgodnie
z kryteriami NINCDS-ADRDA. U kadego chorego wykonano i uwzghiono:

A) Wywiad zebrany od pacjenta i jego rodzingdb opiekuna wskazagy na
wystepowanie od przynajmniej 6 miesy zaburzé licznych funkcji
poznawczych o pogbujgcym przebiegu, ktérych nasilenie powoduje istotne
zaburzenia w funkcjonowaniu zawodowym | spotecznyraz znacgce

pogorszenie dotychczasowego funkcjonowania;

39



B) Badanie neurologiczne, na podstawie ktérego wyldnoz wysgpowanie
objawéw pozapiramidowych, deficytbw ogniskowych 2razaburzé
swiadomgaci;

C) Badania neuropsychologiczne, ocesquaj pam¢¢, mowe, praksg, gnozje oraz
funkcje wykonawcze (planowanie, organizacjporzdkowanie, abstrakcyjne
myslenie),

D) Badanie neuroobrazowe gtowy oraz wyniki b@adiboratoryjnych (petna
morfologia krwi, OB, glukoza, elektrolity, kreatyrd, aminotransferazy, TSH lub
inne testy oceniage funkcg tarczycy, witamina B12, kwas foliowy, VDRL,
badanie moczu),na podstawie ktérych wykluczono imie AD przyczyny

otepienia.

3.2.1.2 Kryteria wykluczenia

Do badania nie zakwalifikowano oséb, ktére nie wityapisemnej zgody na udziat
w badaniu. Wykluczono osoby, u ktorych zaburzemanawcze miaty nagty pogtek

i stosunkowo wczaie w przebiegu choroby pojawity ¢sizaburzenia réwnowagi,
drgawki i zaburzenia zachowania. Do badania nigatiosdwniez zakwalifikowani
chorzy, u ktérych w badaniu neurologicznym w pgkawym okresie choroby
stwierdzono deficyty ogniskowe (niedowltad potowiczzaburzenia czucia, ubytki
w polu widzenia) oraz objawy pozapiramidowe. Pagjeru ktorych MRI glowy
wskazywat na podejrzenie obeénbzmian zapalnych lub ognisk naczyniopochodnych

nie byli wigczani do badania.

Do badania nie wkzono rownie osdb, u ktorych stwierdzono wspotistameg choroby
mogce przebiega z zaburzeniami funkcji poznawczych, takie jak: woldwie
normotensyjne, krwiak wewtrzczaszkowy, guz, choroba Parkinsona, choroba
Huntingtona, znacznie nasilona depresja, chorobgidaokve (kita uktadu nerwowego,
HIV), toksyczne lub zaburzenia metaboliczne (niegoaa¢ tarczycy, hiperkalcemia,

niedobdr witaminy B12, niedobor kwasu foliowegaayny).
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3.2.2 Wybdr polimorfizmdw

Miejsca w sekwencji DNA, w ktorych jednostkizrta sic pojedyncz zasad nazywane
s3 polimorfizmami pojedynczych nukleotydow (an@NPs - single nucleotide
polymorphisms SNPs leéagce na tym samym chromosomie obok siebie dziedzigav
zestawach. Zestaw SNPs ktory dziedziczyjsko zestaw spezonych ze sop alleli
nazywamy haplotypem. Haplotypy mpgkiad& sic z wielu SNPs, ale tylko kilka
wystarczy do zidentyfikowania haplotypu. Polimonfiz umaliwiajace identyfikacs

haplotypow nazywaneolimorfizmami znacznikowymi.

Identyfikacja polimorfizméw znacznikowych jest aligva dzicki udokumentowaniu
nierbwnowagi sprzen w ludzkim genomie, co oznaczae ssiadupce polimorfizmy
dziedzicz sie razem jako haplotypy. W pierwszym etapie identik polimorfizmdw
znacznikowych sekwencjonuje ¢siwybrany gen lub fragment genomu w celu
scharakteryzowania struktury haplotypu, w drugiapedt identyfikuje si polimorfizmy
znacznikowe charakteryzige okrglony haplotyp, a w trzecim etapie analizuje si
znaczenie polimorfizmow znacznikowych dla danejroby. Ta metoda pozwala na
doktadry analiz wybranego fragmentu genomu i jednagse znacznie obna koszty

badania [http://www.hapmap.org/].

Analizowano 9 polimorfizméw znacznikowych wybrany@mzymow endogennego
systemu antyoksydacyjnego, tzn. dyzmutazy nadtekaalenej od jondw miedzi
icynku (CuzZnSOD, SOD1: rs1041740, rs4998557, r8204), dyzmutazy
nadtlenkowej zalenej od jonéw manganu (MnSOD, SOD2: rs2855116, r8538,

rs4880) i peroksydazy glutationu-1 (GPx-1: rs3448050450, rs1800668).

3.2.3 Metodyka bada laboratoryjnych

Z materiatu biologicznego, ktéry stanowito 5 ml kniylnej pobranej od uczestnikow

badania i zabezpieczone w Laboratorium Genetycziyimki Neurologii CM UJ,
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wyizolowano leukocytarne DNA przyzuciu zestawu QlAamp DNA Blood Mini kit
firmy QIAGEN.

Wszystkie 9 polimorfizmow zostato oznaczone przympoy reakcji tacuchowej
polimerazy DNA z analig ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time
Polymorphism Chain Reaction, RT-PCR) za pogmoaparatu TagMan7900
z zastosowaniem protokotu badania podanego przex fApplied Biosystems. Do
oznaczé wykorzystano zestaw firmy Applied, ktory zawiefi@dgMan Universal PCR
Master Mix i specyficzne pary sond znakowanych rfbwbromami VIC i FAM oraz
startery. Reakcja byta przeprowadzona widawej obgtosci 10 ul. Proces amplifikacji
prowadzony byt wedtug schematu: 10 minut w 95 @¢ykli przez 15 sekund w 95 °C
i przez 1 minwg w temperaturze 60°C. Automatygzranaliz polimorfizméw
wykonano przy @yciu oprogramowania firmy Applied Biosystems. W ypadkach
watpliwych powtarzano wyniki przynajmniej jednokrognii uzywano programu
TagMan Genotyper Software 1.0 celem automatyczmhentyfikacji polimorfizmow.

Nastpnie wyniki uzyskanych analiz wprowadzano do korepatvej bazy danych.

3.2.4 Analiza statystyczna

W odniesieniu do kalego badanego polimorfizmu zaréwno w grupie paéjenfak

I w grupie kontrolnej sprawdzono zgodha@ rownowag Hardy-Weinberga za pomgc
testuy®. Zwiazek badanych polimorfizméw z ryzykiem choroby analvano w modelu
dominugcym recesywnym i addytywnym. Oceniano #ak r&nice czstasci
wystepowania badanych alleli w grupie chorych na AD igwpie kontrolnej. Dla
poréwnania rozktadu genotypéw i alleli w badanyehpach uyto testux® Wplyw
badanych polimorfizméw na ryzyko choroby po uverglieniu wieku i ptci badano za
pomoe@ analizy regresji logistycznej. Potencjalnoznice w rozktadzie pici midzy
grupami sprawdzono testex, a w rozkladzie wieku testem t-studenta. Ze wdglna
rownoczesne testowanie znaczenia 1Q@nybh wariantdw genetycznych (trzy

polimorfizmy genu SODJ trzy polimorfizmy genuSOD2 i jeden genuAPOB),
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uwzgledniono korek¢ Bonferoniego i za prég istotéa statystycznej przgjo wartgé
p<0,005.
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka demograficzna u chorych na ADi u o0s6b z grupy

kontrolnej

Kryteria wigczenia do badania spetnito 400 osob chorych na Wik pacjentéw
W czasie postawienia rozpoznania wahatal 60 do 93 lats(ednia wieku:74,47+6,9
lat). W grupie chorych na AD bylo 250 kobiet (62)6%0 grupy kontrolnej
zakwalifikowano 402 osoby w wieku od 60 do 94 I@dnia wieku: 70,89+8,00 lat).
W grupie tej byto 240 kobiet (59,7%). Rozktad phcigrupie chorych na AD i w grupie
kontrolnej byt porownywalny (test chi-kwadrat, p,406) (Tabela 1). Osoby chore na
AD byly istotnie starsze od oséb z grupy kontrolftest t — Studenta, p <0,001).

Tabela 1. Rozktad pici w grupie chorych na AD i w gupie kontrolnej

Pled Ogotem

Mezczyzni Kobiety

N % N %

Grupa kontrolna 162 51,92 240 48,98 402 50,12

Pacjenci 150 48,08 250 51,02 400 49,88

Ogotem 312| 100,00, 490 100,00 802 100,p0

¥ (1)=0,66;p = 0,416

p doktadne Fishera = 0,426
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Z powodu istotnej réinicy wieku medzy badanymi grupami wszystkie analizy zakiu
badanych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania ria #estowano tate za pomog

analizy regresji logistycznej uwzglniajgcej dane demograficzne.

Pomimo wielokrotnych powtoraeu niektorych osob zaréwno z grupy kontrolnej, jak
Iz grupy chorych na AD nie udato¢siuzysk& wyniku planowanych oznacize
genetycznych (Tabela 2). Wszystkigtpliwe wyniki zostalty powtdrzone przynajmniej

raz.

Tabela 2. Liczba probek, w ktorych nie udato si okreslié¢ genotypu

Liczba oséb, u ktérych nie oléleno

Gen Polimorfizm genotypu
AD Grupa kontrolna

rs4998557 9 0

SOD1 rs1041740 13 2
rs2070424 50 34

rs2855116 48 12

SOD 2 rs5746136 34 6

rs4880 13 9

rs3448 6 4

GPx-1 rs1050450 1 7
rs1800668 19 18




4.2.

Polimorfizm rs4998557 gen$OD1a ryzyko zachorowania na AD

Analiza regresji logistycznej uwzglniagca wptyw wieku i pici wykazata,ze

polimorfizm rs4998557 genOD1 ma wptyw na ryzyko zachorowania na AD

w modelu addytywnym, na poziomie istofob rownym 0,044. Natomiast model

regresji logistycznej wykonany na allelach A i G dwoch badanych grupach

uwzgkdniagcy wptyw wieku i ptci wykazat wpltyw tego polimorfiau na poziomie

istotngci rownym 0,042. Ze wzgtlu na réwnoczesne testowanie wielu hipotez dla

prezentowanego badania uwadjtienie korekty Bonferroniego, co pozwolito ustali

poziom istotnéci statystycznej na 0,005. Z tego powodu uzyskaggikvnie mana

uzna za istotny statystycznie. Pozostate testowane tfagde@minugcy i recesywny)

takze takiej zalenosci nie wykazaty (Tabela 3).

Tabela 3. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs4998557 gnu

SOD1u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD
n=391 (49,31)

Grupa kontrolna
n=402 (50,69)

p
OR (95% CI)

P
OR (95% CI)

Genotypy
AA 0,151* 0,080**
3 (0,77%) 9 (2,24%)
n (%) 0,78 (0,55-1,10)| 0,73 (0,51-1,04)
AG 0,090# 0,117##
73 (18,67%) 86 (21,39%)
n (%) 0,34 (0,09-1,26) | 0,35 (0,09-1,31)
GG 0,0818 0,04488
315 (80,56%) 307 (76,37%)
n (%) 1,32 (0,97-1,79)| 1,39(1,01-1,91)
Allele
A
79 (10,10%) 104 (12,94%)
n (%) 0,077% 0,042%%
G 1,32 (0,97-1,80)| 1,40 (1,01-1,92)
703 (89,90%) 700 (87,06%)
n (%)
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Testy? (jeden stopik swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu dominujcym (AA + AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu A w modelu dominagym (AA
+ AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu recesywnym (AAis AG + GG) na ryzyko wyspienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesjay efekt allelu A w modelu recesywnym (AA
vs AG + GG) na ryzyko wysgpienia AD, uwzgtdniajgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regresiji logistycznej tesiay wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (GGvs AG vs AA) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniajcy

wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kaooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G
w dwoch badanych grupach: chorych na A i w grupietiolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelashi G w dwdch badanych

grupach: AD i grupie kontrolnej uwzglniajgcy wptyw wieku i ptci
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4.3

Polimorfizm rs1041740 gen®OD1a ryzyko zachorowania na AD

Zarbwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca

wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs1041740 ger@0D1z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 4).

Tabela 4. Czstosé¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs1041740 gnu

SOD1u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD
n=387 (49,17)

Grupa kontrolna
n=400 (50,83))

p
OR (95% CI)

P
OR (95% CI)

Genotypy
cc 0.370* 0.413%
233 (60,21%) 236 (59,00%)
n (%) 0,75 (0,41-1,40) 0,77 (0,41-1,45
CT 0,730 0.85844
130 (33,59%) 145 (36,25%)
n (%) 1,05 (0,79-1,40) 1,03 (0,77-1,38
T 0,9548§ 0,86988
24 (6,20%) 19 (4,75%)
n (%) 1,01 (0,80-1,27) 1,02 (0,80-1,30
Allele
C
o) | 5% (77,00%) 617 (77,13%)
n 0
0,954 0.868%1
T 1,01 (0,80-1,27)| 1,02 (0,80-1,30
178 (23,00%) 183 (22,88%)
n (%)
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Testy? (jeden stopig swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu domingcym (CC + CTvs TT) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu C w modelu domirggym (CC
+ CT vs TT) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniapgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu recesywnym (C@s CT + TT) na ryzyko wysgpienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testay efekt allelu C w modelu recesywnym (CC
vs CT + TT) na ryzyko wyspienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regresiji logistycznej tesiay wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (TTvs CT vs CC) na ryzyko wysjpienia AD, uwzgtdniagcy

wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i T

w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w griaietrolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelachi T w dwoch badanych

grupach: AD i grupie kontrolnej uwzglniajgcy wptyw wieku i ptci.
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4.4  Polimorfizm rs2070424 gen$OD1a ryzyko zachorowania na AD

Zaréwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza esg@rlogistycznej uwzghniajca
wptyw wieku i pici wykazaty,ze polimorfizm rs2070424 gen8OD1 ma wptyw na
ryzyko zachorowania na AD, przy czym uzyskano nagiee wyniki. W analizie
jednoczynnikowej w modelu recesywnym na poziomittigsci rownym 0,008,
w modelu addytywnym na poziomie istofebrownym 0,005 i w técie y* wykonanym
na allelach A i G na poziomie istotiod rownym 0,006. W analizie regres;ji logistycznej
uwzgkdniagca wptyw wieku i ptci w modelu recesywnym na pozienistotngci
rownym 0,002, w modelu addytywnym na poziomie sd&ti réwnym 0,001

i wmodelu regresji logistycznej wykonanym na &t A i G w dwdch badanych
grupach uwzgidniajgc wptyw wieku i pici na poziomie istotdoi rownym 0,002. Ze
wzgledu na rownoczesne testowanie wielu hipotez dla egoteavanego badania
uwzgkdnienie korekty Bonferroniego pozwolito ustapjoziom istotnéci statystyczne;j
na 0,005. Po uwzgtinieniu korekty Bonferroniego uzyskane wyniki ina uzné za
istotne statystycznie (Tabela 5). Analizzeba jednak traktowaostraznie z powodu

zerowych liczebn& genotypu GG w grupie chorych na AD.
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Tabela 5. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs2070424 gnu

SOD1u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD

n=350 (48,75)

Grupa kontrolna

n=368 (51,25)

p
OR (95% Cl)

p
OR (95% Cl)

Genotypy

AA 0,091*

299 (85,43%) 286 (77,72%) e
n (%)
AG 0,008# 0,002#

51 (14,57%) 79 (21,47%)
n (%) 1,68 (1,14-2,47) 1,86 (1,25-2,78
GG 0,0058 0,00188

0 (,00%) 3 (,82%)
n (%) 0,58 (0,40-,85)| 0,53 (0,36-,78)
Allele

A

649 (92,71%) 651 (88,45%)
n (%) 0,006% 0,002t+
G 0,60 (0,42-0,87) 0,55 (0,38-0,80

51 (7,29%) 85 (11,55%)
n (%)

**

Testy? (jeden stopik swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal

w modelu dominujcym (AA + AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regres;ji logistycznej testagy efekt allelu A w modelu dominggym (AA
+ AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici

(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).
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Testy’ (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu recesywnym (AAis AG + GG) na ryzyko wysgpienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesjay efekt allelu A w modelu recesywnym (AA
vs AG + GG) na ryzyko wysgpienia AD, uwzgtdniajgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przyyciu testu trenduGochran—Armitage

trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesqay wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (GGvs AG vs AA) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniajcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G
w dwdch badanych grupach: chorych na AD i w griqoietrolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelaghi G w dwoch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwzigliajgcy wptyw wieku
i ptci.
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4.5  Polimorfizm rs2855116 gen$OD2a ryzyko zachorowania na AD

Zarbwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs2855116 ger@0D2z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 6).

Tabela 6. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs2855116 gnu

SOD2u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD | Grupa kontrolna p P
n=352 (47,44%) n=390 (52,56) OR (95% CI) OR (95% ClI)

Genotypy
AA 0,804* 0,530**
108 (30,68%) 105 (26,92%)
n (%) 1,04 (0,74-1,46) 1,12 (0,79-1,58
AC 0,258# 0,151##
161 (45,74%) 190 (48,72%)
n (%) 1,20 (0,87-1,65) 1,27 (0,92-1,76
CcC 0,3948 0,20588
83 (23,58%) 95 (24,36%)
n (%) 0,92 (0,75-1,12) 0,88 (0,71-1,08
Allele
A
377 (53,55%) 400 (51,28%)
n (%)
0,382% 0,194%%
C 0,91 (0,74-1,12) 0,87 (0,71-1,07
327 (46,45%) 380 (48,72%)
n (%)
* Testy? (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal

w modelu dominujcym (AA + AC vs CC) na ryzyko wysjpienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).
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Model regres;ji logistycznej testagy efekt allelu A w modelu dominggym (AA
+ AC vs CC) na ryzyko wysgpienia AD, uwzgtdniajgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu recesywnym (AAis AC + CC) na ryzyko wygpienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesjay efekt allelu A w modelu recesywnym (AA
vs AC + CC) na ryzyko wygpienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage

trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (CCvs AC vs AA) na ryzyko wysipienia AD uwzgédniajgcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kaooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i C
w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w grigaietrolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelashi C w dwdéch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwaiyliajgcy wptyw wieku i
pici.
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4.6. Polimorfizmrs5746136 genitsOD2a ryzyko zachorowania na AD

Zaréwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wiglynnikowa uwzgidniagca
wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs5746136 ger@0D2z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 7).

Tabela 7. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs5746136 gnu

SOD2u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD | Grupa kontrolna p p
n=366 (48,03) n=396 (51,97) OR (95% CI) OR (95% CI)
Genotypy
CcC 0,903* 0,951**
178 (48,63%) 205 (51,77%)
n (%) 1,03 (0,64-1,66)| 0,98 (0,61-1,60)
CT 0,387# 0,129##
152 (41,53%) 151 (38,13%)
n (%) 0,88 (0,66-1,17)| 0,80 (0,59-1,07)
TT 0,5518 0,24288
36 (9,84%) 40 (10,10%)
n (%) 1,07 (0,86-1,32)| 1,14 (0,91-1,42)
Allele
C
508 (69,40%) 561 (70,83%)
n (%) 0,541% 0,230t
T 1,07 (0,86-1,33)| 1,15 (0,92-1,44)
224 (30,60%) 231 (29,17%)
n (%)
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Testy? (jeden stopig swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu domingcym (CC + CTvs TT) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu C w modelu domirggym (CC
+ CT vs TT) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniapgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu recesywnym (C@s CT + TT) na ryzyko wysgpienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testay efekt allelu C w modelu recesywnym (CC
vs CT + TT) na ryzyko wyspienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (TTvs CT vs CC) na ryzyko wysjpienia AD, uwzgtdniagcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa Kooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i T

w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w griaietrolnej.
Model regresji logistycznej wykonany na allelachi T w dwoch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwzigliapgcy wptyw wieku
i ptci.
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4.7

Polimorfizm rs4880 genl5OD2a ryzyko zachorowania na AD

Zarowno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca

wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs4880 gen8OD2z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 8).

Tabela 8. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs4880 genu

SOD2u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD

n=387 (49,62%)

Grupa kontrolna

n=393 (50,38%)

p
OR (95% CI)

p
OR (95% CI)

Genotypy
AA 0,961* 0,714**
101 (26,10%) 95 (24,17%)
n (%) 0,99 (0,72-1,36)| 1,06 (0,77-1,47)
AG 0,535# 0,390##
182 (47,03%) 193 (49,11%)
n (%) 1,11 (0,80-1,53)| 1,16 (0,83-1,61)
GG 0,7328 0,45788§
104 (26,87%) 105 (26,72%)
n (%) 0,97 (0,80-1,17)| 0,93 (0,76-1,13)
Allele
A
384 (49,61%) 383 (48,73%)
n (%) 0,727% 0,449+%
G 0,97 (0,79-1,18)| 0,92 (0,75-1,13)
390 (50,39%) 403 (51,27%)
n (%)
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Testy? (jeden stopik swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu dominujcym (AA + AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu A w modelu dominagym (AA
+ AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu recesywnym (AAsAG + GG) na ryzyko AD (grupa chorych na AD
I grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesjay efekt allelu A w modelu recesywnym (AA
vs AG + GG) na ryzyko wysgpienia AD, uwzgtdniajgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (GGvs AG vs AA) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniajcy

wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kaooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G
w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w grigaietrolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelashi G w dwdch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, untyliajgcy wptyw wieku i pici.
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4.8  Polimorfizm rs3448 genuGPx-1a ryzyko zachorowania na AD

Zarbwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs3448 gen@Px-1z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 9).

Tabela 9. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs3448 genu

GPx-1u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD Grupa kontrolna p p
n=394 (49,75%)| n=398 (50,25) OR (95% CI) OR (95% CI)
Genotypy
CcC 0,969* 0,965**
216 (54,82%) 237 (59,55%)
n (%) 0,99 (0,57-1,72)| 1,01 (0,57-1,79)
CT 0,179# 0,198##
151 (38,32%) 134 (33,67%)
n (%) 0,82 (0,62-1,09)| 0,83 (0,62-1,10)
TT 0,2788 0,31388
27 (6,85%) 27 (6,78%)
n (%) 1,13 (0,90-1,42)| 1,13 (0,89-1,42)
Allele
C
583 (73,98%) 608 (76,38%)
n (%) 0,269% 0,3053%
T 1,14 (0,91-1,43)| 1,13 (0,89-1,43)
205 (26,02%) 188 (23,62%)
n (%)
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Testy? (jeden stopig swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu domingcym (CC + CTvs TT) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu C w modelu domirggym (CC
+ CT vs TT) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniapgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu recesywnym (C@s CT + TT) na ryzyko wysgpienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesiay efekt allelu C w modelu recesywnym (CC
vs CT + TT) na ryzyko wyspienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (TTvs CT vs CC) na ryzyko wysjpienia AD, uwzgtdniagcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa Kooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i T

w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w griaietrolnej.
Model regresji logistycznej wykonany na allelachi T w dwoch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwzigliapgcy wptyw wieku
I pici.
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4.9  Polimorfizm rs1050450 genPx-1a ryzyko zachorowania na AD

Zarowno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i ptci w modelu dominggym, wykazatyze polimorfizm rs1050450 genu
GPx-1 ma wpltyw na ryzyko wygpienia AD na poziomie istotdoi rownym
odpowiednio 0,014 i 0,024. Ze wzdu na rownoczesne testowanie wielu hipotez dla
prezentowanego badania uwgdtienie korekty Bonferroniego pozwolito ustali
poziom istotnéci statystycznej na 0,005. Po uwadhieniu korekty Bonferroniego

uzyskane wyniki mazna uzna za istotne statystycznie (Tabela 10).

Tabela 10. Castos¢ wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmu rs1050450 gnu
GPx—1u chorych na AD i u 0séb z grupy kontrolnej

Chorzy na AD Grupa kontrolna p P
n=399 (50,25%)| n=395 (49,75%) | OR (95% CI) OR (95% CI)
Genotypy
CcC 0,014* 0,024**
188 (47,12%) 183 (46,33%)
n (%) 1,97 (1,14-3,42)| 1,92 (1,09-3,39)
CT 0,824# 0,851##
190 (47,62%) 173 (43,80%)
n (%) 1,03 (0,78-1,36)| 1,03 (0,77-1,37)
TT 0,2238 0,26588
21 (5,26%) 39 (9,87%)
n (%) 0,87 (0,70-1,09)| 0,88 (0,70-1,10)
Allele
C
566 (70,93%) 539 (68,23%)
n (%) 0,242% 0,2861%
T 0,88 (0,71-1,09)| 0,89 (0,71-1,11)
232 (29,07%) 251 (31,77%)
n (%)
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Testy? (jeden stopig swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu domingcym (CC + CTvs TT) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu C w modelu domirggym (CC
+ CT vs TT) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniapgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt all€l
w modelu recesywnym (C@s CT + TT) na ryzyko wysgpienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testay efekt allelu C w modelu recesywnym (CC
vs CT + TT) na ryzyko wyspienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (TTvs CT vs CC) na ryzyko wysjpienia AD, uwzgidniagcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa Kooina).

Testy” (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i T

w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w grigaietrolnej.
Model regresji logistycznej wykonany na allelachi T w dwoch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwzigliagcy wptyw wieku
I ptci.
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4.10 Polimorfizm rs1800668 genGPx-1a ryzyko zachorowania na AD

Zarowno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i pici w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykaza

zwigzku polimorfizmu rs1800668 geriPx-1z ryzykiem wysipienia AD (Tabela 11).

Tabela 11. Czstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs1800668 gnu
GPx-1u chorych na AD i u 0s6b z grupy kontrolnej

Chorzy na AD | Grupa kontrolna p p
n=381 (49,80%)| n=384 (50,20%) | OR (95% ClI) OR (95% CI)
Genotypy
AA 0,409* 0,439**
33 (8,66%) 46 (11,98%)
n (%) 0,89 (0,67-1,18) 0,89 (0,66-1,19)
AG 0,132# 0,208##
164 (43,04%) 164 (42,71%)
n (%) 0,70 (0,43-1,12) 0,73 (0,45-1,19)
GG 0,1898 0,24588
184 (48,29%) 174 (45,31%)
n (%) 1,15 (0,93-1,43) 1,14 (0,91-1,42)
Allele
A
230 (30,18%) 256 (33,33%)
n (%) 0,186% 0,242%%
G 1,16 (0,93-1,43)| 1,14 (0,91-1,43)
532 (69,82%) 512 (66,67%)
n (%)
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Testy? (jeden stopik swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu dominujcym (AA + AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD (grupa

chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresiji logistycznej testagy efekt allelu A w modelu dominagym (AA
+ AG vs GG) na ryzyko wysipienia AD, uwzgédniagcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2), ktérym testowano efekt allal
w modelu recesywnym (AAis AG + GG) na ryzyko wyspienia AD (grupa
chorych na AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesjay efekt allelu A w modelu recesywnym (AA
vs AG + GG) na ryzyko wysgpienia AD, uwzgtdniajgcy wptyw wieku i pici
(grupa chorych na AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przayciu testu trenduGochran—Armitage
trend test w obu badanych grupach (grupa chorych na AD pgrkontrolna).

Model regres;ji logistycznej tesday wptyw badanego polimorfizmu w modelu
addytywnym (GGvs AG vs AA) na ryzyko wysipienia AD, uwzgtdniajcy
wptyw wieku i ptci (grupa chorych na AD i grupa kaooina).

Testy® (jeden stopie swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G
w dwoch badanych grupach: chorych na AD i w grigaietrolnej.

Model regresji logistycznej wykonany na allelashi G w dwdch badanych

grupach: chorych na AD i w grupie kontrolnej, uwzigliagcy wptyw wieku
I ptci.
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4.11 Polimorfizm genuAPOE a ryzyko choroby Alzheimera

Zarowno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i ptci wykazaty zwgzek genotypweded i genotypow z allelens4 genu
APOE (e3¢4 i e4¢4 i e4e2) z ryzykiem zachorowania na AD (Tabela 12). Petdza to

liczne wczéniejsze doniesienia dokumergcg, ze allele4 genuAPOEjest czynnikiem
ryzyka zachorowania na AD.

Tabela 12. Rozkiad genotypéw polimorfizmu genuAPOE u chorych na AD
i u 0sob z grupy kontrolnej.

AD Grupa kontrolna
(N=350) (N=279) OR (95% CI) (p) OR (95% ClI) (p)
(55,64%) (44,36%)
€262 | 0 (0,00%) 3 (1,08%)
20
£2¢3 38 (13,62%)
(5,71%)
145 3,11 (2,21-4,36) 3,30 (2,32-4,68)
£3e3 164 (58,78% (<,001)* (<,001)**
(41,43%)
brak' (<0,001)# brak' (--)##
e2ed | 6(1,71%) 13 (4,66%)
1,80 (1,55-2,10) 1,84 (1,58-2,16)
154 (<0,001)8 (<0,001)88
34 61 (21,86%)
(44,00%)
25
cded 0 (0,00%)
(7,14%)

! zerowa liczebn@& komorki e4e4 w grupie kontrolnej, iloraz szans nietfivry do

policzenia; pozionp przyblizony
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Test y° (jeden stopie swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
dominupcy allelued (eded+ e3ed+ €2e4 vS.e3e3+ €23+ €2¢2) w obu badanych
grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testaygy wptyw efektu dominujcego allelued
(eded+ €3ed+ e2e4 vs.e3e3+ €263+ £2¢2) na ryzyko AD uwzgldniagcy wptyw
wieku i ptci (grupa AD i grupa kontrolna).

Test ¥* (jeden stopie swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
recesywny alleltd (eded vse3ed+ e2e4 + £3e3+ £2¢3+ £2¢2) w obu badanych
grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej tesqay wptyw efektu recesywnego alletd (eded
Vs €3ed+ €2e4 + £3e3+ £2e3+ €2¢2) na ryzyko zachorowania na AD

uwzgkdniajgcy wptyw wieku i pici (grupa AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przyyciu testu trendu (Cochran—Armitage
trend test) w obu badanych grupach (grupa AD i gtkgmtrolna).

Model regresji logistycznej tesqay wptyw efektu addytywnega8e3 vs.e3e4
vs. e4e4) na ryzyko zachorowania na AD uweggdhiajgcy wptyw wieku i pici

(grupa AD i grupa kontrolna).
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Tabela 13. Rozkiad alleli polimorfizmu genuAPOE u chorych na AD i u oséb z
grupy kontrolnej

AD Grupa kontrolng

(N=700) (N=558)

2| 26(3,71%) | 57 (10,22%)

£3 | 464 (66,29%) 427 (76,52%) | p < 0,001

g4 | 210 (30,00%) 74 (13,26%)

Test y° (dwa stopnie swobody, tabela 3x2) wykonany nalales2, €3, ¢4 w
dwéchbadanych grupach: AD i grupie kontrolne;.

4.12 Testowanie interakcji medzy badanymi polimorfizmami rs2070424 genu
SOD1loraz genuAPOE

Przeprowadzone analizy wykazatge polimorfizm rs2070424 gen&sOD1 po

uwzgkdnieniu korekty Bonferroniego, jest istotnie amany z ryzykiem zachorowania
na AD. Poniewa nie stwierdzono interakcji rlzy polimorfizmami rs2070424 genu
SOD1i polimorfizmem genuAPOE (p>0,05), wptyw obu tych polimorfizmow na
ryzyko AD testowano za pomg@cmodelu regresji logistycznej. Analiza regresji
logistycznej uwzgjdniajgca wptyw genotypu gendPOEoraz wiek i pté wykazataze

polimorfizm rs2070424 gen®ODL1 jest zwigzany z ryzykiem zachorowania na AD
w modelu recesywnym na poziomie istatciorownym 0,002 (Tabela 14) i w modelu

addytywnym na poziomie istotbd rownym 0,001 (Tabela 15). Po zastosowaniu
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korekty Bonferroniego i obméniu progu istotnéi statystycznej dla prezentowanego

badania do 0,005 wynik pozostaje pozytywny.

Tabela 14. Analiza regresji logistycznej w modelu ecesywnym uwzgidniajaca

wptyw wieku, pici, allelu ¢4 genuAPOE i polimorfizmu rs2070424 genulSOD1

OR 95%ClI P
Wiek 1,08 1,05-1,10 <,001
Plet 1,19 | 0,82-1,74, 0,359

Genotyp z alleles4 genu APOH 3,95 | 2,66-5,86] <,001

rs2070424 - recesywny 0,47 | 0,30-0,75 ,002

Tabela 15. Analiza regresji logistycznej w modelu ddytywnym uwzgledniajaca
wptyw wieku, pitci, allelu ¢4 genuAPOE i polimorfizmu rs2070424 genulSOD1

OR 95%ClI P
Wiek 1,08 1,05-1,10 <,001
Plet 1,19 | 0,81-1,73 ,37(¢

Genotyp z allelem4 genu APOH 3,93 | 2,65-5,84| <,001

rs2070424 - addytywny 0,47 | 0,30-0,74/ 0,001
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5. Dyskusja

5.1 Zwiazek badanych polimorfizméw z ryzykiem zachorowaniana chorobe

Alzheimera

W prezentowanym badaniu stwierdzogne,3 spérdd 9 analizowanych polimorfizméw
gendéwSOD1, SOD2 GPx-1map zwigzek z ryzykiem zachorowania na AD, jednak
ten zwipzek po uwzgidnieniu korekty Bonferroniego utrzymaiesiylko w jednym
przypadku. W odniesieniu do pierwszego z nich,molfizmu rs4998557 gen8OD],
analiza regresji logistycznej uwzghiagca wptyw wieku i pici wykazata zwrek
z ryzykiem zachorowania na AD w modelu addytywnym poziomie istotni
rownym 0,044 (wynik nieistotny po korekcie Bonfari@go). Natomiast model regresji
logistycznej wykonany na allelach A i G, uwgdhiagcy wptyw wieku i ptci, wykazat
zwigzek tego polimorfizmu z ryzykiem choroby na pozienstotngci rownym 0,042.
Zarbwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza wielynnikowa uwzgidniajgca
wptyw wieku i pici w modelu dominggym, wykazaly,ze kolejny polimorfizm,
rs1050450 genuGPx-1, zwigzany jest z ryzykiem wysgpienia AD na poziomie
istotncgci rébwnym odpowiednio 0,014 i 0,024 (wynik nieisyonpo korekcie
Bonferroniego).

Z kolei polimorfizm rs2070424 genfsOD1ma wptyw na ryzyko zachorowania na AD
w analizie jednoczynnikowej w modelu recesywnympaaiomie istotnéci rownym
0,008, w modelu addytywnym na poziomie istdgioréwnym 0,005 i w técie
wykonanym na allelach A i G na poziomie istatiorownym 0,006. Natomiast
w analizie regresji logistycznej uwzgdhiajgcej wptyw wieku i pitci w modelu
recesywnym na poziomie istowd rownym 0,002, w modelu addytywnym
na poziomie istotriwi réwnym 0,001 i w modelu regresiji logistycznejkepanym na
allelach A i G, na poziomie istotéa réwnym 0,002 (wyniki istotne statystycznie po

korekcie Bonferroniego).

W prezentowanym badaniu potwierdzorie allel ¢4 genu APOE jest czynnikiem

ryzyka zachorowania na AD. Stwierdzono istotniestzze wysfpowanie tego allelu
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u chorych na AD w poréwnaniu do os6b z grupy kdnep (p<0,001). Ponadto
przeprowadzona analiza regresji logistycznej uedmghjpca wptyw allellu 4 genu
APOEoraz wiek i pté wykazata,ze polimorfizm rs2070424 gersOD1jest zwigzany

z ryzykiem zachorowania na AD w modelu recesywnym poziomie istotri
rownym 0,002 i w modelu addytywnym na poziomie tistéci rownym 0,001. Ze
wzgledu na to,ze w prezentowanym badaniu wykonywano réwnoczemmliz 10
polimorfizméw (trzech polimorfizméw gen8OD], trzech polimorfizméw gen80OD2
trzech polimorfizmow genGPx-1i jednego gentAPOE) obliczono, stosydp korekt
Bonferroniego,ze granica poziomu istotda dla prezentowanego badania wynosi
0,005. W tym konteicie jedynie wptyw polimorfizmu rs2070424 ger@0OD1 na

ryzyko rozwoju AD mana zosta uznany za istotny.

Aktualna wiedza na temat polimorfizmu rs2070424 y&ODJ jego wplywu na
aktywna¢ enzymu i znaczenia dla ryzyka chorob jesppsk Tylko w jednym
z opublikowanych do tej pory bagl@ceniano wptyw tego polimorfizmu na aktywédo
SOD1. W badaniu tym nie wykazano wptywu genotyplinparfizmu rs2070424 genu
SOD1na aktywné¢ SOD1 i zmierzona aktywdé enzymu wynosita 47,35+19,94 U/ml
u 0s6b z genotypem AA, 46,44+16,13 U/ml u os6b aotypem AG i 46,65+14,76
U/ml u 0s6b z genotypem GG [Liu i wsp., 2010].

Do tej pory ukazato giniewiele prac analizggych znaczenie polimorfizméw genow
SODJ] SOD2i GPx-1w rozwoju choroby Alzheimera. W badaniu przepronad/m
przez Wienera i wsp., i opublikowanym w 2007 ro&mnaczono cztery polimorfizmy:
rs2758346, r4880, rs2855116 i rs5746136 geé@D2u chorych na AD (trzy ostatnie
badano take w prezentowanej pracy) [Wiener i wsp., 2007].ldadlania wgczono 203
rodziny wybrane wrod uczestnikbw badania przeszukiwania genomu pilearzego
przez National Institute of Mental Health —AD Geneticstitive (NIMH-ADGI).

W kazdej rodzinie byly wrod rodzéstwa przynajmniej dwie osoby chore na AD
i jedna osoba zdrow&rednia wieku wysipienia objawdw choroby wynosita 70,9+7,4
lat i na kada rodzire przypadatosrednio 2,18 os6b chorych. Dodatkowogsréad
badanych rodzin wydzielono podgrupsob z rozpoznaniem AD o fodym pocatku

(po 65 rz.), ktdérg stanowity 142 rodziny zé&rednp wieku wysgpienia objawow
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73,515,7 lat. W tej podgrupie na Ada rodzire przypadato 2,21 oséb chorych.
W badaniu tym wykazano zgdek trzech badanych polimorfizméw z ryzykiem
wysfgpienia AD. Stwierdzonoze polimorfizmy rs2758346, rs4880 oraz rs2855116
w modelu dominujcym mag wptyw na ryzyko AD na poziomie istotéa rownym
odpowiednio 0,01, 0,03 i 0,03. Po ograniczeniu iagatio grupy chorych na AD

0 p&nym pocatku stwierdzonoze wszystkie 4 badane polimorfizmy mialy istotny
wptyw na rozwé] AD (poziom istotrs@i wynosit 0,03 dla wszystkich
4 polimorfizmow) [Wiener, 2007]. W prezentowanepgy doktorskiej nie wykazano
zwigzku tych polimorfizméw z ryzykiem AD. Niestety, Wradostpu do surowych
danych w publikacji Wienera uniemavit wykonanie meta-analizy uwzgtiniajgcej

jego wyniki i wyniki wtasne.

Ostatnio opublikowano badanie przeprowadzone usth @horych na AD i 29 os6b
z grupy kontrolnej zamieszlkygych Brazyle. W badaniu tym Cardoso i wsp. oceniali
wptyw polimorfizmu rs1050450 genuGPx-1, innego polimorfizmu badanego
w prezentowanej pracy, na ryzyko rozwoju AD, azeakaktywnd¢ kodowanego
enzymu w erytrocytach oraz poziom selenu. Dystrijogenotypow w grupie chorych
na AD i w grupie kontrolnej nie pdmita sk. Nie wykazano rownie zaleznosci
pomidzy genotypami a aktywkoia GPx-1. Stwierdzono natomiastzery poziom
selenu we krwi chorych na AD z genotypem Pro/Prpordwnaniu do 0s6éb z grupy
kontrolnej z tym samym genotypem [Cardoso i wspl22. Badanie to byto
przeprowadzone na bardzo niewielkich grupach baggetc Z tego powodu nie moa
jednoznacznie wnioskowaze badany polimorfizm ma lub nie ma wptywu na ryzyko
choroby. Z kolei wyniki prezentowanej pracy dokioes wykazaly zwyzek tego
polimorfizmu z ryzykiem AD, ktéry przestat Byistotny po zastosowaniu korekty
Bonferroniego. Nie wykonano meta-analizy wynikowdaaia wtasnego i wynikow
Cardoso, poniewa te dwie populacje tiig si¢ etnicznie, Brazyli zamieszkuyj
gtdéwnie potomkowie Portugalczykdw i Hiszpanow (aHgspanic white.

W 2007 roku opublikowano wyniki ciego badania, ktérego celem byta ocena wptywu
325 polimorfizmow 109 gendéw na funkcje poznawczen&kzenia genetyczne zostaty

przeprowadzone w dwdéch grupach uczestnikbédw. Piervesanich stanowity osoby
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urodzone w 1921 roku, u ktérych przeprowadzongyteseniajce funkcje poznawcze
w wieku 11 i 79 lat, natomiast drgigosoby urodzone w 1936 roku, u ktorych
przeprowadzono testy ocerjeg funkcje poznawcze w wieku 11 i 64 lat. Kryteriam
wykluczenia byly objawy zespotugtiennego i wynik testu MMSE paigj 24 punkty.
W badaniu tym wykazano zw#aek polimorfizmu rs2830102 genAlPP z poziomem
funkcji poznawczymi. Wréd badanych polimorfizmow, ktére nie miaty wptywa
funkcje poznawcze byt polimorfizm rs3448 ge@®x-1[Harris i wsp., 2007], badany
takze w prezentowanej pracy. W przypadku tego polimaarti w prezentowanym

badaniu nie stwierdzono jego zwku z ryzykiem AD.

5.2  Zwiagzek innych polimorfizmoéw gendéw uktadu antyoksydacyjego

z ryzykiem zachorowania na chorole Alzheimera

Zaledwie dwa badania analizowaly znaczenie innpchprzebadane w prezentowanej
pracy, polimorfizmow genow biatek uktadu antyoksygiaego jako czynnikéw ryzyka
AD. W obu analizowano znaczenie tego samego pofiemou rs1001179 genu
katalazy. Do pierwszego badania z 2002 rokgcadno 137 oséb z rozpoznaniem AD,
w tym 41 ngzczyzn i 96 kobiet. W grupie badanyétedni wiek wysgpienia objawow
wynosit 77,0+9,7 lat, z czego u 15 0sOb objawy wpity ponizej 65 rokuzycia. Grug
kontrolrg stanowito 130 os6b, w tym 39etrtzyzn i 91 kobiet. Warunkiem wdzenia
do grupy kontrolnej byt prawidlowy wynik testu MMSErednia wieku grupy
kontrolnej wynosita 83,7+8,6 lat. W badaniu tym steierdzono rénicy w dystrybucji
genotypow i alleli pongidzy badanymi grupami i tym samym nie wykazano wplyw
polimorfizmu rs1001179 genu katalazy na ryzyko ropnwAD [Goulas i wsp., 2002].

Drugie badanie opublikowane przez Capurso i wspO@7 roku przeprowadzono u 242
pacjentow z rozpoznaniem sporadycznej postaci ABS (kobiet i 97 mzczyzn),
ktorychsredni wiek wysdpienia objawow wynosit 70+8 lat. W grupie chorycjtd185
pacjentdw z rozpoznaniem AD o fmym pocatku ze srednig wieku wysgpienia

objawéw wynoszacg 75,2+5,9 i 57 pacjentdbw z rozpoznaniem AD o wcyasn
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pocztku (<65rz.) ze srednig wieku wystpienia objawdéw wynosza 56,5+5,5 lat.
Grupa kontrolna stanowita 351 osébsrednia wieku wynosgca 76,545,8 lat i 70 oséb
ze sredng wieku 40,8+13,9 lat, co stanowitackznie 421 os6b niespokrewnionych
Z pacjentami i dobranych pod wzdem wieku, ptci i rasy. Kryteriami wykluczenia
z grupy kontrolnej byto rozpoznanie ¢ptenia lub innej przewlekiej choroby
neurologicznej, zaburae psychiatrycznych przebiegaych z zaburzeniami funkcji
poznawczych, choroby naczyniowej mézgu, nefropatiikoncowego stadium choroby
nerek. W tym badaniu réwnienie wykazano rénicy w dystrybucji genotypow i alleli
pomiedzy badanymi grupami, réwniepo podziale na grupy z AD o wczesnym
i p6znym pocatku, co potwierdza wcZeiejsze doniesienie [Capurso i wsp., 2007].

Podsumowujc, badania kliniczno-kontrolne ocenjeg¢ znaczenie polimorfizméw
genow ukladu antyoksydacyjnego w AR gieliczne. Poza badaniem stangoyim
prezentowas prae doktorsk opublikowano 4 inne. Prezentowane badanie jest
wykonane na najwkszym dotychczas materiale badanych: 400 chorycAa 402
osoby z grupy kontrolnej. Tak przedstawia wyniki analizy najgkiszej liczby
polimorfizméw (dziewgc), podczas gdy jeden z pozostatych autorow przeleadery
polimorfizmy (Wiener i wsp, 2007), a trzech po jgdn(Cardoso i wsp, 2012; Goulas

I wsp 2002; Capurso i wsp, 2008).

5.3 Zwigzek badanych i innych polimorfizméw genow  ukfadu
antyoksydacyjnego z ryzykiem wysipienia innych chorob zwyrodnieniowych

uktadu nerwowego

Polimorfizmy ledagce przedmiotem analizy w prezentowanej pracy orame i
polimorfizmy genéw enzyméw uktadu antyoksydacyjnéyty takze badane w innych
chorobach zwyrodnieniowych ukfadu nerwowego. Podobjak w AD, prace
oceniajce znaczenie tych wariantow genetycznych dla ryzykaych choréb
zwyrodnieniowych s nieliczne, a ich wyniki negatywne. Badania te bgtpwadzone
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na mato licznych grupach chorych, co niestety uoidnvia wyciaganie

jednoznacznych wnioskoéw.

Przyktadowo, w chorobie Parkinsona (PD) badano zav@e polimorfizmoéw gendw
SOD1i SOD2 natomiast brak jest prac dotgycych polimorfizméw genowGPx-1
| katalazy w tej jednostce chorobowej. W badaniulbirowanym w 2001 roku Farin
i wsp. badali warianty genetyczr@&OD1i SOD2u 45 o0so6b z idiopatycznchoroly
Parkinsona i u 49 os6b z grupy kontrolnej, nie stdzagc réznic miedzy badanymi
grupami. Nasfpnie, na wgkszym materiale wykonano oznaczenia polimorfizni889
genuSOD2 Grup: badanych stanowito 155 0s6b z rozpoznaniem PDjmviiyto 93
mezczyzn i 62 kobiety, arednia wieku oséb w tej grupie wynosita 69 lat. oipy
kontrolnej zakwalifikowano 231 oséb Zeednp wieku wynos3ca 69 lat, w tym 148
mezczyzn i 83 kobiety. W badaniu stwierdzono braknidy w dystrybucji genotypow
pomicdzy osobami chorymi na PD, a osobami z grupy kémeygFarin i wsp., 2001].

W 2010 roku opublikowano badanie prowadzone w Sakhaeuropejskich na temat
znaczenia genetycznyckrodowiskowych i zawodowych czynnikéw ryzyka choroby
Parkinsona. W badaniu oceniano m.in. wplyw polinzonbw zwgzanych

z metabolizmem sktadnikow dymu tytoniowego i neraonsmisji dopaminergicznej
z PD. Do badania wtzono 767 os6b z rozpoznaniem PD i 1989 os6b zygrup
kontrolnej. Od wszystkich uczestnikbw zebrano infacje dotycgce palenia
papieroséw. Jednym z badanych polimorfizmow byB&XgenuSOD2 W badaniu nie
wykazano znaczenia tego polimorfizmu dla ryzykarobg Parkinsona [De Palma
I wsp., 2010].

Dotychczas wykonano wiele badaoceniagcych znaczenie gensOD1 w innej
chorobie zwyrodnieniowej uktadu nerwowego, tzn. wwasdnieniu bocznym
zanikowym. W tej chorobie wykryto,ze liczne mutacje w genieSOD1 g
odpowiedzialne za wygpienie choroby. Nie badano natomiast, czy warianty

genetyczne gen8OD1s3 czynnikami jej ryzyka.
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Odkad na pocatku lat 90. ubiegtego wieku opisano po raz pierwsaytacg genu
SOD1wystepujaca w 15-20% przypadkow postaci rodzinnej SLA, trgvadania, ktore
pozwolity na zidentyfikowanie ponad 130 mutacjidegenu [Andersen i wsp., 2007].
Post& kliniczna, wiek zachorowania oraz przebieg chorapydeterminowane przez
mutacje gentBOD1 Wykazano na przykfade mutacje punktowe A4V (Ala4Val) i
1113T determiny szybki przebieg choroby, @edni czas przscia wynosi okoto 2
lata, natomiast mutacje G37R i H46R zmé@ne g zesrednim przeyciem wynosgcym
okoto 18 lat [Ratovitski i wsp., 1999]. Z kolei nagfa DIOA (Asp96-Ala) maze byt
dziedziczona autosomalnie recesywnie lub domowyjcharakteryzuje giniecatkowit
penetragj genu i zostata zidentyfikowana rowaie sporadycznych przypadkach SLA
[Parton i wsp., 2002].

5.4  Badania polimorfizméw gendw ukiadu antyoksydagpego w innych
chorobach, ktérych patogeneza zwizana jest ze stresem oksydacyjnym

Stres oksydacyjny jest istotnym elementem patogeneue tylko choréb
zwyrodnieniowych ukfadu nerwowego, ale zaknowotworow i choréb naczyniowych,
czyli choréb, ktorych ryzyko wzrasta wraz z wiekieéh tego powodu zasadne jest
przeanalizowanie znaczenia wariantbw genetycznyéfadu antyoksydacyjnego
badanych w prezentowanej pracyzakv chorobach nowotworowych i naczyniowych,
tym bardziejze prace w chorobach zwyrodnieniowyghnseliczne, przeprowadzone na
niewielkim materiale (prezentowana praca jest dutygas najwiksza) i nie pozwalgj
na jednoznacznocerg znaczenia genetyki uktadu antyoksydacyjnego diarazwoju.
Wydaje s¢, ze przeprowadzenie meta-analizy wynikéw hadavykonanych
w chorobach o podobnym patomechanizmie (stres aksyaly) mogtoby pozwoti na
okreslenie znaczenia wariantow genetycznych determaygh patomechanizm

choroby a nie sagnchorolz.

Ostatnio podobne podeje do analizy danych genetycznych zaprezentowaan
iwsp [lkram i wsp., 2010]. Wykonali oni badanietdiego celem bylo wykrycie
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polimorfizméw ryzyka dla patologicznych zmian w mokragzeniu siatkOwki
charakterystycznych dla mdych choréb sercowo-naczyniowych, np. nédienia
tetniczego, choroby niedokrwiennej serca, cukrzyayaru mozgu. Autorzy tej pracy
wykazali istnienie 4 polimorfizmow powzanych z szerokoig zylek siatkowki.
W badaniach replikacyjnych wykryto &afakt, ze jeden z tych polimorfizméw
(rs10774625) na chromosomie 12924 jest czynnikigrygka choroby niedokrwiennej

serca i nadénienia ttniczego.

Znaczenie polimorfizmu rs4998557 ge®@OD1 byto badane jeden raz u chorych
z rozpoznaniem rakzotfadka i trzykrotnie u chorych na raka piersi. W odieaiu do
raka zotagdka stwierdzonoze allel A jest czynnikiem ryzyka tej choroby i usngeli
przynajmniej jednego allelu A istnieje 3.01 razyck@ze ryzyko jej rozwoju
w porownaniu do nosicieli genotypu GG [Yi i wspQ1®]. W badaniach oceniglych
znaczenie tego polimorfizmu dla ryzyka raka piesszestniczyto dcznie 11215
pacjentéw i 6860 oséb z grupy kontrolnBadne z omawianych batlaie wykazato
zZwigzku pomedzy badanym polimorfizmem a ryzykiem rozwoju rakaerg
I przezywalndscia po tej diagnozie [Udler i wsp., 2007; Oestergaamndsp., 2006;
Cebrian i wsp., 2006]. Polimorfizm ten nie byt ddtgzas badany w chorobach

naczyniowych.

Ukazaly s¢ dwa badania na temat znaczenia polimorfizmu rsb53@6genuSOD2
w chorobach nowotworowych. W jednej z prac sprawdzavigzek 64 polimorfizmow
gendéw biogcych udziat w metabolizmie alkoholu i stresie okayginym z ryzykiem
rozwoju nowotworéw gtowy i szyi. Do badaniageono 1227 os6b z rozpoznaniem
nowotworu i 1325 oséb zdrowych stangeych grug kontrolmg. Stwierdzonoze allel

T polimorfizmu rs5746136 gen$sOD2 zwigzany jest z ryzykiem rozwoju raka
krtaniowej czsci gardta (OR=2,1, 95%CI: 1,2-3,7) i allel A poliniamu rs4342445
genuSOD2ma wplyw na wysfpowanie nowotworéw jamy ustnej (OR=1,3, 95%CI:
1,1-1,6) [Hakenewerth i wsp., 2011]. Wyniki drugiepadania u chorych na raka
prostaty byty negatywne [Abe i wsp., 2011].
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Opublikowano 33 prace dotygz znaczenia polimorfizmu rs4880 ger&OD2
W rozwoju nowotworow, z czego 14 bylo negatywnyth, byto pozytywnych, a w 3
badaniach stwierdzono fedni zwizek polimorfizmu z badanchoroly. W dwdch
badaniach stwierdzono zyziek pom¢dzy polimorfizmem rs4880 gerdOD2i rakiem
ptuc. W 2008 roku opublikowano pradotyczca raka niedrobnokomérkowego ptuc
u palaczy. Do badania wdzono 335 o0séb z rozpoznaniem tego nowotworu
potwierdzonym przez dwoch patomorfologdbw i 413 osstanowscych grug
kontrolrg. Zbadano 105 polimorfizméw 31 genow hjoych udziat w metabolizmie
zwigzkow rakotwoOrczych zawartych w dymie tytoniowym. SMH pozytywnych
wynikow znalazt si polimorfizm rs4880 genu SOD2. Wykazan® nosiciele allelu
Ala map wicksze ryzyko rozwoju raka niedrobnokomorkowego pli@@R=1,90,
95%Cl: 1,29-2,79, p=0,01) [Zienolddiny i wsp., 2D08/ badaniu opublikowanym rok
pézniej przeprowadzonym u 100 chorych z rozpoznaniaka mptuc i u 50 zdrowych
0s0b z grupy kontrolnej rowniestwierdzono zwizek pomégdzy polimorfizmem rs4880
a ryzykiem rozwoju nowotworu. W analizie statystyeg wykazano,ze CzZsStas¢
wystepowania innego allelu tego genu, allelu Val (OR9Y,295%CI: 1,095-1,536)
I genotypu Val/Val (OR=7,00, 95%CI: 2,282- 21,4T8}a istotnie wgksza w grupie
chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej [Zejniloviwsp., 2009].

W badaniu przeprowadzonym u 90 pacjentow z rozpuena zigliwego
migdzybtoniaka optucnej i u 395 osob stangmyich grug kontrolmg stwierdzono,ze
nosiciele genotypu Ala/Ala m@jwicksze ryzyko zachorowania na ten nowotwor
(OR=3,07, 95%CI: 1,55-6,05, p=0,001). Silniejszyigzagk pom¢dzy polimorfizmem
rs4880 genuSOD2 i ryzykiem rozwoju ziéliwego midzybtoniaka optucnej

stwierdzono u pacjentéw nie nacaych na azbest [Landi i wsp., 2007].

W przypadku raka prostaty w 2 badaniach stwierdzistatrg zaleznos¢ pomedzy
polimorfizmem rs4880 gen8OD2a ryzykiem zachorowania. Kang i wsp. przebadali
1320 chorych z rozpoznaniem raka prostaty i 184 asgrupy kontrolnej dobranych
pod wzgédem wieku, rasy i czasu ktory mtrod pierwszego badania przesiewowego.
Stwierdzono,ze allel Ala jest czynnikiem ryzyka raka prostatya(Mla vs Val/Val:
OR=1,17, 95%CI: 0,97-1,42; Ala/Ala vs Val/Val: OR28&, 95%CI: 1,03-1,60; p=0,03)
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[Kang i wsp., 2007]. Takie same wnioski pdy@ badania przeprowadzonego przez
zespot pod kierownictwem Coopera w 2008 roku naufaap Szwecji. DNA do bada
zostalo pobrane od 2975 o0sOb z rozpoznaniem radstgly i od 1896 osob z grupy
kontrolnej. Stwierdzonaze osoby bdace nosicielami przynajmniej jednego allelu Ala
majg prawie o 20% zwgkszone ryzyko zachorowania na raka prostaty w poabw do
0sOb lkdacych homozygat Val/Val (OR=1,19, 95%CI: 1,03-1,37, p=0,02) [Coppe
i wsp., 2008]. W innym badaniu nie stwierdzono megpdniego wptywu polimorfizmu
rs4880 genl5OD2na ryzyko wysipienia raka prostaty. Wykazano natomiast,ten
polimorfizm modyfikuje zwazek pome¢dzy klinicznie agresywnym rakiem prostaty
a iloscig spaywanegazelaza na poziomie istotéa p=0,02 [Choi i wsp., 2008].

Trzy badania potwierdzajzwigzek pomédzy polimorfizmem rs4880 gen®OD2

a ryzykiem zachorowania na raka trzustki. Do baalapublikowanego w 2008 roku
zakwalifikowano 122 osoby, u ktérych rozpoznanoaréidzustki i 331 os6b dobranych
pod wzgtdem pici, wieku, a w analizie dodatkowo brano podag wywiad
w kierunku spaywania alkoholu i palenia papierosow. Stwierdzoim,0soby bdace
nosicielami genotypu Val/Val maja wgkisze ryzyko zachorowania na raka
trzustki(OR=1,96, 95%CI: 1,0-3,8, p=0,04) [Wheatkxyce i wsp., 2008]. W badaniu
opublikowanym w 2011 roku stwierdzonge osoby bdace nosicielami jednej albo
dwoch kopi allelu Val maja 43% mniejsze ryzyko zardwania na raka trzustki

w porownaniu do osébebacych homozygat Ala/Ala [Zhang i wsp., 2011].

W jednym badaniu analizowano zwek pom¢dzy polimorfizmamiSOD1i SOD2
aryzykiem zachorowania na rakeotadka. Zakwalifikowano 145 pacjentéw ze
zdiagnozowanym stanem przedrakowyiotagdka, 140 pacjentdw z rozpoznanym
rakiemzotadka i 147 zdrowych osob stanaeych grug kontrolng. Wykazanoze allel
Ala zwigksza ryzyko zachorowania na ten nowotwor (OR=238Cl: 1,66-4,89,
p<0,001). Ponadto stwierdzoni@ dodatni wywiad rodzinny w pgdzeniu z genotypem
zawieragcym przynajmniej jeden allel Ala skutkowat zkszonym ryzykiem
ztosliwego charakteru stanu przedrakowegdadka (OR=7,71, 95%CI: 2,10-28,22) [Yi
i wsp., 2010].
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Réwniez w przypadku raka wirobowokomérkowego dowiedziono zygku pomédzy
polimorfizmem rs4880 gen®OD2 a ryzykiem zachorowania. Wykazange osoby
bedace nosicielami przynajmniej jednego allelu Ala mialwigcksze ryzyko
zachorowania na rakagtwvobowokomorkowego (p= 0,02) i zgonu (p= 0,02) [Nah
iwsp., 2009]. W 2011 roku opublikowano meta-aralizadé& nad zwijzkiem
polimorfizméw  r&nych genébw z ryzykiem zachorowania na raka
watrobowokomdérkowego. Do meta-analizy aezono tylko te polimorfizmy, ktorych
Zznaczenie oceniano przynajmniej trzykrotnie. W pemku polimorfizmu rs4880 meta-
analiza wykazata, ze allel Ala zweksza ryzyko zachorowania na raka
watrobowokomorkowego w modelu domigaym (OR=1,97, 95%CI: 1,35-2,87) [Jin
i wsp., 2011].

W badaniach genetycznych nad rakiem jelita grubégodbytu nie wykazano
bezpdredniego wptywu polimorfizmu rs4880 gerslOD2 na rozwdj choroby, ale
stwierdzono,ze wchodzi on w interakcje z polimorfizmami gen&@®x-4i TXNRD2

modyfikujac ryzyko zachorowania na nowotwér. Przebadano 88@eptow i 705

kontroli i na podstawie wynikdw postawiono hipaieze interakcje pongdzy dwoma

loci odzwierciedlaj funkcjonalne interakcje porudzy produktami gendéw [Meplan
iwsp.,, 2010]. Wréd przeprowadzonych 4 bada dotyczcych znaczenia
polimorfizméw gendéw ukiadu oksydacyjnego, tylko wdpym stwierdzono wptyw
polimorfizmu rs4880 na ryzyko rozwoju chioniakazia@niczego [Wang i wsp., 2006;
Farawela i wsp., 2012; Lan i wsp., 2007; Lightfoatsp., 2006].

Oceniano rownig znaczenie polimorfizméw gendw uktadu antyoksydaegp w raku
piersi. W badaniu z 2006 roku przeprowadzonym wli&gbiet z rozpoznanym rakiem
piersi i 1533 zdrowych kobiet wykazanagge polimorfizm rs4880 genuSOD2
samodzielnie nie wptywa na ryzyko rozwoju nowotwoNatomiast w jednoczesnej
analizie polimorfizmu rs4880 gen80OD2 i polimorfizmu rs1050450 genPx-1
stwierdzono zwikszone ryzyko zachorowania na raka piersi u kolmgdacych
jednoczénie nosicielkami genotypéw Ala/Ala i Leu/Leu (OR8Z, 95%CI: 1,09-3,19,
p=0,03) [Cox i wsp., 2006]. Najnowsze badanie cmjeoe wptyw polimorfizmow

uktadu oksydacyjnego na progroa pacjentek z rozpoznanym rakiem piersi zostato
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przeprowadzone u 321 kobiet. Wykazano, ze osolgnbtgpem Ala/Ala majistotnie
krotszy czas przscia bez progresji choroby w grupie chorych lecaimy
cyklofosfamidem. Zakenosci tej nie wykazano w przypadku pacjentek leczonych
hormonalnie [Hubackova i wsp., 2012]. W opublikowpw 2010 roku metaanalizie
wykazano, ze polimorfizm rs4880 genuSOD2 nie jest zwizany z ryzykiem
zachorowania na raka piersi. Anglistatystycza przeprowadzono na 9710 chorych
i 11041 zdrowych osobach z 17aetonych badai nie stwierdzono zvgzku pomedzy
tym polimorfizmem a rakiem piersi w modelu addytynm (Ala/Ala vs Val/Val:
OR=1,091, 95%CI: 0,969-1,229), domigeym (Ala/Ala +Ala/Val vs Val/Val:
OR=1,045, 95%CI: 0,961-1,136) ani w recesywnym fAla vs Val/Val+ Ala/Val: OR
1,027, 95%CI: 0,956- 1,102) [Ma i wsp,. 2010].

Przeprowadzono rowniebadanie ocenigge wptyw polimorfizmu rs4880 gen8OD2
na ryzyko zachorowania na nowotwory uktadu nerwawdgp badania vgkczono 362
osoby z rozpoznaniem glejaka, 134 osoby z rozpaemaroponiaka i 69 0séb
Z rozpoznaniem schwannomy nerwu przedsionkowdirrakowego oraz 494 osoby
zdrowe stanowice grug kontrolmg. Wykazano, ze allel Ala zwgksza ryzyko
wysfgpienia schwannomy nerwu przedsionkowélimakowego (OR(CT/CC)=2,0,
95%Cl: 1,0-4,2; OR(CT)=2,1, 95%CI: 1,0-4,5; OR(CLCY; 95%CI: 0,8-4,6, p= 0,2)

[Rajaraman i wsp., 2008].

W 2008 roku opublikowano tak metaanaliz do ktérej whczono 13 publikaciji
dotyczicych zwizku polimorfizmu rs4880 genisOD2 z r&nymi nowotworami.
W analizie wykorzystano w sumie 7366 0s0b z rozpaim nowotworu i 9102 osoby
zdrowe stanowice grug kontrolng. Nie wykazano zwizku polimorfizmu rs4880
z ryzykiem zachorowania na raka piersi (OR=0,9808@% 0,90-1,07) ani z ryzykiem
wysfgpienia choroby nowotworowej ogélnie (OR=1,02 95%@,P1-1,14) [Bag i Bag,
2008].

Oprécz choréb nowotworowych polimorfizm rs4880 ge&3@D2 byt rowniez badany
w chorobach naczyniowych, gtownie w chorobie w@wej i w powiklaniach

naczyniowych u chorych na cukrzycTian i wsp. przeprowadzili badanie u 269 osob
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z choroly wiencowg 0 wczesnym poatku, u 278 pacjentdw z chorghwiencowg
0 p&nym pocatku i 299 zdrowych os6b z grupy kontrolnej. Wykazawigzek allelu
C ze zmniejszonym ryzykiem wyglienia choroby wigcowej 0 wczesnym pogiku
(odpowiednio OR=0,60, 95%CI: 0,41-0,87 i OR=0,5%%ZI: 0,40-0,87). Nie
obserwowano takiej zataosci w przypadku choroby wigowej o pégnym pocatku.
W tym samym artykule zamieszczono rownieeta-analig wykonarg na 8 badaniach
wiaczapc w to badanie autorow. Stwierdzono istotny wphiela C na zmniejszenie
ryzyka choroby wigcowej o wczesnym pogiku w modelu dominacym (OR=0,69,
95%ClI: 0,61-0,78), recesywnym (OR=0,64, 95%CIl: @%PR) i addytywnym
(OR=0,73, 95%CI: 0,65-0,80) [Tian i wsp., 2012].

W innym badaniu oceniano zyzek medzy polimorfizmem rs4880 a ryzykiem
rozwoju choroby wigcowej u 0séb chorych na cukrzyStwierdzonoze genotyp TT
jest zwigzany ze zwikszonym ryzykiem wysgpienia choroby wigcowej u kobiet
chorupcych na cukrzyg (OR=2,22, 95%CI: 1,17-4,24, p=0,01) [Jones i wg010].
Flekac i wsp. oceniali zwkek pomedzy polimorfizmami gendw ukiadu
antyoksydacyjnego a powiklaniami naczyniowymi w mayky u 120 pacjentow
chorupcych na cukrzyce typu 1 i 306 pacjentach chymygh na cukrzyg typu 2.
Stwierdzono,ze cukrzyca jest gorzej kontrolowana u chorych zopgrem TT ize
polimorfizm rs4880 ma zwkek z wysgpowaniem makroangiopatii u pacjentow
Z cukrzyg (p<0,05) [Flekac i wsp., 2008]. W 2011 roku opkblWwano metaanalz
dotyczca bada polimorfizmu rs4880 gen'sOD2 w cukrzycy i jego wptywu na
wystepowanie mikroangiopatii cukrzycowej. Do analizy ge#dono 17 bada

i wykazano, ze allel C wykazuje protekcyjny wptyw na ryzyko wysienia
mikroangiopatii cukrzycowej w modelu domigaym (OR=0,788, 95%CI: 0,860-
0,914), recesywnym (OR=0,808, 95%CI: 0,685-0,953addytywnym (OR=0,828,
95%CIl: 0,751-0,913) [Tian i wsp., 2011].

Opublikowano 30 badadotyczcych znaczenia polimorfizmu rs1050450 geaBx-1
w rozwoju nowotworéw z czego 15 byto negatywnycl? fylo pozytywnych,
aw 3 badaniach stwierdzono niebegpdni zwhzek polimorfizmu z ryzykiem

zachorowania na badany nowotwoér. U 213 pacjentdazpoznanym rakiemegpherza
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moczowego i u 209 zdrowych o0sOb oznaczono polimmyi gendéw ukfadu
antyoksydacyjnego. Stwierdzongge genotyp Pro/Leu zwzany jest z wikszym
ryzykiem zachorowania na rakagherza moczowego u osobdacych jego nosicielami

w poréwnaniu do genotypu Pro/Pro (OR=2,63, 95% (454,75, p=0,001). Ponadto
okazato s, ze genotyp Pro/Leu zwzany byt ze stopniem zaawansowania guza (Ta-1
vs T2-4: OR=2,58, 95%CI. 1,07-6,18, p=0,034) [Ichra i wsp., 2004]. W innym
badaniu stwierdzonoze genotyp Leu/Leu zwrany jest z wikszym ryzykiem
zachorowania na ten nowotwér (OR=1,67, 95%Cl: 240, p=0,005) [Kucukgergin

I wsp., 2011].

W przypadku chtoniakéw nieziarniczych Lightfoot spu wykazali niewielki zwgzek
pomiedzy polimorfizmem rs1050450 a ryzykiem zachorowafiigghtfoot i wsp.,
2006]. W badaniu z 2012 roku wykazana osoby bdace nosicielami genotypu
Leu/Leu mag wigksze ryzyko zachorowania na chioniaka B-komorkowgQR=3,3,
95%CIl: 1,4-7,4, p=0,004) [Farawela i wsp., 2012].

Ukazalty s¢ 3 prace dotycgce wptywu polimorfizmu rs1050450 gei@Px-1na ryzyko
rozwoju raka ptuc. W 2000 roku przebadano 315 aottory 315 zdrowych osob
| stwierdzonoze genotypy Pro/Leu i Leu/Leu (odpowiednio: OR=B8B%CI: 1,2-2,8;
OR=2,3 95%CI: 1,3-3,8, p<0,001} gwigzane z zachorowaniem na ten nowotwor
[Ratnasinghe i wsp., 2000]. To samo zagadnienidat@w 2007 roku i wykazange
allel T zwigzany jest z mniejszym ryzykiem zachorowania na falsg w porownaniu
do allelu C (OR=0,60, 95%CI: 0,35-1,05) [Raaschoeldé¢n i wsp., 2007]. Podobnych
wynikow dostarczyto nagbne badanie, w ktorym stwierdzoni@ nosiciele allelu Leu
mieli istotnie mniejsze ryzyko zachorowania na rakac (OR=0,6, 95%CI. 0,4-0,8,
p=0,02) i osobno w grupie palaczy (OR=0,3, 95%C1-@8, p=0,012) [Rosenberger
i wsp., 2008].

W jednej pracy zamieszczono wyniki badaniagzku polimorfizmu rs1050450 genu
GPx-1z nowotworami skory. Wykazange genotyp Leu/Leu zwkany jest z 2-krotnie
wigkszym ryzykiem wysipienia czerniaka skéry (OR=2,14, 95%CI: 1,22-3,[{2¢

i wsp., 2010].
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Zwigzek pomgdzy polimorfizmem rs1050450 a ryzykiem zachorowan@a raka

prostaty udokumentowano w jednej pracy. W badanimegrowadzonym u 82
pacjentow i 123 zdrowych osob stwierdzowne,allel Leu wykazuje protekcyjny efekt
na ryzyko zachorowania na ten nowotwér (OR=0,3868% 0,20-0,75, p=0,004)
[Arsova-Sarafinovska i wsp., 2009]. Natomiast Steacher i wsp. nie potwierdzili
wptywu tego polimorfizmu na ryzyko wygiienia raka prostaty, ale stwierdzili jego
modyfikujacy wptyw na poziom selenu, ktérego wpltyw na ryzyachorowania na rak

prostaty jest sugerowany [Steinberecher i wsp.QR01

W badaniach nad rakiem piersi przeprowadzonym u Xobiet, u Kktorych
zdiagnozowano ten nowotwor i 377 osobach zdrowysiesdzono,ze nosicielki allelu

T polimorfizmu rs1050450 gen@Px-1 map 1.43 razy w¢ksze ryzyko zachorowania
na raka piersi [Ravn-Haren i wsp., 2006]. Wplywgagojedynczego polimorfizmu nie
potwierdzili inni badacze na wkszym materiale (1262 chorych i 1533 zdrowych osdb)
Wykazali natomiast;e osoby bdace nosicielami jednoczeie genotypu Ala/Als&SOD2

i Leu/LeuGPx-1map wicksze ryzyko wysipienia tego nowotworu (OR=1,87, 95%ClI:
1,09-3,19) [Cox i wsp., 2006].

W 2011 roku opublikowano metaangliapart na 31 badaniach dotygz/ch zwhzku
pomiedzy polimorfizmem rs1050450 genGPx-1 a ryzykiem zachorowania na
nowotwor. tgczna liczba uczestnikow tych badaynosita 14372 osoby z rozpozran
choroly nowotworowg i 18 081 0s6b zdrowych stanawych grupy kontrolne. Wyniki
analizy wskazuy, ze nosiciele allelu Leu (Pro/Leu i Leu/Leu) w moddiominupcym
majg wieksze ryzyko zachorowania na nowotwor (OR=1,12, 95%(2-1,23) [Chen

i wsp., 2011].

Oprocz chorob nowotworowych polimorfizm rs1050456ng GPx-1 byt réwniez
badany w chorobach naczyniowych. Wyniki badaniaeprawadzonego na 265
osobach chorggych na chorop wiencows i 265 zdrowych osobach dobranych pod
wzgledem wieku i ptci dowodg, ze nosiciele allelu Leu (genotypy Leu/Leu i Leu/Pro)
mayj istotnie wysze ryzyko wysipienia choroby wigcowej w poréwnaniu do nosicieli
genotypu Pro/Pro (OR=2,02, 95%CI: 1,27-3,22) [Tangp., 2008]. W innym badaniu
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oceniano stopie miazdzycy tetnic wiencowych u chorych z rozpoznaeukrzyg typu

2 w zwigzku z polimorfizmem rs1050450 i stwierdzore, wsk&nik uwapnieniagtnic
wiencowych jest istotnie wiszy u 0sOb &dacych nosicielami genotypu Pro/Leu
w porownaniu do 0sob z genotypem Pro/Pro (p=0,@éjnoto i wsp., 2007]. Okazuje
sie rowniez, ze polimorfizm ten wpltywa na ryzyko restenozy ponsb@vaniu naczfy
wiencowych. Istoty zaleznos¢ wykazano w modelu domimgym (OR=2,1, 95%CI:
1,2-3,8, p=0,01) i addytywnym (OR=2,1, 95%CI: 1,7;3=0,02) [Oguri i wsp., 2007].

U pacjentow choragych na cukrzye typu 2 wykazano rownie zwigzek medzy
wariantami polimorfizmu rs1050450 ge@Px-1a grubdcia kompleksu intima-media
w tetnicach szyjnych.Srednia grub& kompleksu intima-media wethicy szyjnej
wspolnej byla istotnie wksza u osob z genotypem Pro/Leu w porownaniu ddv 0sO
Z genotypem Pro/Pro (p=0,0028) [Hamanishi i ws®Q4. W celu okréenia czy
czynniki genetyczne wptywajna rozwoj ¢tniaka aorty przebadano 88 pacjentéw
chorupcych na nadénienie ttnicze i ttniaka aorty oraz 1263 osoby z nddoeniem
tetniczym, u ktorych nie stwierdzoncgthiaka aorty. Wykazanoze polimorfizm
rs1050450 ma zwkek z ryzykiem rozwojuctniaka aorty u oséb z nadoieniem
tetniczym w modelu dominggym (OR=0,34, 95%CI: 0,12-0,78, p=0,0225) [Kato
i wsp., 2008]. Badania nad tym polimorfizmem bydyvniez prowadzone na pacjentach
z krwotokiemsrodmozgowym. Do badania zakwalifikowano 192 osolpierwotnym
krwotokiem srédmézgowym i 197 os6b zdrowych dobranych pod wdsyin wieku

I ptci. Wykazano istotny zvwzek pomé¢dzy genotypami zawierggymi allel T a cad
grupa chorych (OR=1,53, 95%CI: 1,02-2,29) oraz z ptatowgierwotnym krwotokiem
srodmozgowym (OR=2,36, 95%CI: 1,31-4,26). Zalesci tej nie stwierdzono w grupie

chorych na nieptatowy pierwotny krwotékdodmozgowy [Pera i wsp., 2008].

W badaniu dotyccym genetycznych czynnikdw ryzyka raka przetyku axzono

63 polimorfizmy r@nych gendéw. Wykazano zgdek polimorfizmu rs1800668 genu
GPx-1z ryzykiem rozwoju raka przetyku (OR=1,57, 95%QJ76-3,26, p<0,05) [Xie
i wsp., 2005]. Wrod pozostatych 3 prac dotyazch zwizku polimorfizmu rs1800668

genu GPx-1 z ryzykiem zachorowania na nowotwor 2 byly negatgywa w jednym
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polimorfizm byt czynnikiem modyfikugjcym inny czynnik ryzyka [Bhatti i wsp., 2009;
Rajaraman i wsp., 2008; Peters i wps., 2008].

W zadnym przypadku nie wykazano natomiast gzku polimorfizmow rs2070424
genu SOD1 [Rajaraman i wsp., 2008; Kang i wsp., 7200dler i wsp., 2007;
Oestergaard i wsp., 2006; Cebrian i wsp., 2006]044740 genu SOD1, rs2855116
genu SOD2 i rs3448 genu GpX1l [Mavaddat i wsp., 2008ler i wsp., 2007,
Oestergaard i wsp., 2006; Cebrian i wsp., 2006&rRBetwsp., 2008] z ryzykiem chordb

nowotworowych i naczyniowych.

Podsumowujc, przedstawione prace wskaguj ze niektore 2z badanych
w prezentowanej pracy polimorfizméwg sstotnymi czynnikami ryzyka niektérych
nowotworow, czy te chordb naczyniowych. Najetej danych opublikowano na temat
zwigzku dwoéch polimorfizmow z ryzykiem nowotworéw: r8 genu SOD2

1 11050450 genGPX1 W wigkszaici wskazug one,ze taki zwpzek istnieje. Te dwa
polimorfizmy nie wykazaty zwizku z ryzykiem AD w prezentowanej pracy. Z kolei
polimorfizm rs2070424 genu SOD1, jedyny wykazy] pozytywny zwjzek
zryzykiem AD w prezentowanej pracy nie jest czyem ryzyka ani choroby
nowotworowej anizadnej choroby naczyniowej. Z tego powodu nie praepdzono
metaanalizy wynikéw badagenetycznych w chorobach, ktére majewne wspolne

aspekty patomechanizmu (stres oksydacyjny).

5.5 Trudnosci metodyczne badé oceniagcych znaczenie genetycznych czynnikow

ryzyka

Badania kliniczno — kontrolne, ktore stanowity splogprezentacji wynikdw wiasnych
oraz liczne wyniki innych autoréw zaprezentowan&yej s najczsciej stosowa
metod, pozwalagca na wykrywanie genetycznych wariantéw ryzykamgch choréb.
Ten sposéb badania jest niestety ebmny dwym ryzykiem uzyskania wynikdw
fatszywie pozytywnych lub fatszywie negatywnych.¢€to zdarza §i ze pozytywne
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wyniki uzyskane w pierwszym badaniu kliniczno — foimym rzadko s powtarzane
w niezalenych populacjach [Lohmueller i wsp., 2003]. Takz tedarzylo s

w prezentowanej pracy. W przytaczanym zejy badaniu przeprowadzonym przez
Wienera i wsp. oznaczono cztery polimorfizmy: rs23%6, r4880, rs2855116
irs5746136 genu SOD2 u chorych na AD, z ktorychy trostatnie badano
w prezentowanej pracy. W pracy Wienera i wsp. [Wranwsp., 2007] stwierdzonae
polimorfizmy rs2758346, rs4880 oraz rs2855116 w etodiominujcym mag wptyw

na ryzyko AD na poziomie istotda rownym odpowiednio 0,01, 0,03 i 0,03, a po
ograniczeniu analizy do grupy chorych na AD ampgn pocatku wszystkie 4 badane
polimorfizmy miaty istotny wptyw na rozwoj AD (poain istotndci wynosit 0,03 dla
wszystkich 4 polimorfizmow) [Wiener i wsp., 200T), prezentowanej pracy natomiast

te polimorfizmy nie miaty istotnego zwzku z zachorowaniem na AD.

Trudncci replikacyjne mog by¢ efektem zbyt malej liczby uczestnikow bada
kliniczno-kontrolnych, zjawiska odmienfm genetycznej lub fenotypowej oraz

interakcji gen — czynnikrodowiskowy.

W zwigzku z tym istotne jest, aby genetyczne badaniadzivo — kontrolne prowadzi
na maliwie jak najwickszej liczbie uczestnikow [Lohmueller i wsp., 200Bfiestety,
pozyskanie do takich baflavystarczajco dwej liczby chorych jest esto bardzo
trudne w jednym @odku. W przypadku prezentowanej pracy DNA od 50rgbh
pochodzito z érodka t6dzkiego [Klinika Neurologii i EpileptologiiSzpitala
Uniwersyteckiego w todzi].

Innym powodem trudri@i potwierdzenia wynikdw uzyskiwanych w genetyczmyc
badaniach kliniczno — kontrolnych i by odmienné¢ genetyczna (anggenetic
heterogeneity [Van Vught i wsp., 2005]. Przykladem tego zjavask AD mae by
wystepowanie takiego samego fenotypu u osoéb, ktére mdape mutacje genBSEN1
Stwierdzono przyktadowo,e mutacje takie, jak np. L85P, P117L, P117S dge8&N1
powodup wystpienie zaburze funkcji poznawczych bardzo wczee, bo przed 30

rokiem zycia. Natomiast zaburzenia zachowania takie ¢ék halucynacje czy urojenia

86



zZwigzane § z mutacjami w geni@SEN1takimi jak np. M1461, M146L, L250S czy
R269H [Larner i Doran 2006].

Z kolei przyktadem zjawiska odmiensw fenotypowej w AD mae by wptyw jednej z

mutacji genlPSENZ2 Asnl4llle na przebieg rodzinnej postaci AD. Uockidw rodzin,

wsrod ktorych wysgpuje ta mutacja wiek zachorowania waha @il 40 & do 75 lat.

Ztego powodu podejrzewacsize istniej inne czynniki poza gt mutach, ktére

wplywajag na przebieg choroby. W badaniu przeprowadzony® malzinach, u ktérych
zidentyfikowano mutagj Asnl4llle w geniePSEN2wykazano,ze genotypyAPOE

istotnie wptywaj na wiek wysipienia objawow choroby [Wijsman i wsp., 2005].

Wspotdziatanie wariantow polimorficznych genow zymaikami srodowiskowymi
moze by kolejnym powodem trudrhci powtarzalnéci wynikdw pozytywnych
uzyskanych w genetycznych badaniach kliniczno -tredmych. Uwaa sk, ze czynniki
srodowiskowe mog wptywat na ekspresgj gendw, a z drugiej strony genotyp #eo
modyfikowa osobnicz podatné¢ jednostki na dziataniérodowiska. Wyniki daego
populacyjnego badaniaThe Rotterdam Studyzostalty opublikowane w 1998r.
w czasopimie Lancet W badaniu brato udziat 6870 oséb paejy55 rokuzycia bez
cech o¢pienia w chwili whczenia do badania. Uczestnikow badania podzielantway
grupy pod wzgjdem wywiadu nikotynowego: nigdy niepalch, padcych
kiedykolwiek w przeszkri oraz paicych aktualnie. Nagpnie po ponad dwaoch latach
obserwacji objawy @pienia stwierdzono u 146 oséb, w tym AD rozpoznan&05
0sOb. Stwierdzono znacznie gkze ryzyko zachorowania nagpienie u palaczy
w poréwnaniu z osobami nigdy nie peymi. Nie stwierdzono tej zataosci u nosiciel
allelu e4 genuAPOE, natomiast u 0séb niectlacych nosicielami tego allelu zateos¢

byta szczegdlnie silnie wyrana [Ott i wsp., 1998].

Biorgc pod uwag przytoczone powsej argumenty, aby znagzo zwikszy szanse na
uzyskanie wiarygodnych, powtarzalnych wynikow, b@dapowinny by prowadzone
na bardzo diwych grupach uczestnikbw o podobnym fenotypie z ugdrgeniem

wptywu czynnikowsrodowiskowych.
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Z uwagi na powysze ograniczenia ba@l&liniczno — kontrolnych coraz wksz role

w ocenianiu znaczenia wariantéw polimorficznych gakzynnikéw ryzyka nabiera
wprowadzona w ostatnich kilku latach metoda przkiszania catego genomu
ludzkiego (GWAS). Metoda ta nie zaktada gpstie hipotezy badawczej. Za czynniki
dokumentujce wynik pozytywny takich badauwaza st odpowiednio dig grup
badawcz, nawet 10 000 o0sOb, #0ice czstdsci wyskpowania wariantéw
genetycznych ngdzy chorymi i grup kontrolrg na poziomie istotri@i statystycznej
ponizej 10® oraz powtdrzenie w niezaeych populacjach pozytywnego wyniku
[Mullen 1 wsp. 2009]. Wykonanie takich badgest maliwe tylko dziki scistej
miedzynarodowej wspotpracy.

Do tej pory opublikowano 20 badlaGWAS u chorych na AD. Tylko 3 z tych bada
zostaly wykonane u wtej niz 10000 pacjentdw i 0os6b z grupy kontrolnej razem
[Harold i wsp., 2009; Seshadri i wsp., 2010; HgWorth i wsp., 2011]. Wymagany dla
bad@ GWAS poziom istotnéri p< 10° w pierwszym etapie (angliscovery samp)e
uzyskano w 7 badaniach [Seshadri i wsp., 2010; Wspi., 2009; Wijsman i wsp., 2011;
Naj i wsp., 2011; Reiman i wsp, 2007; Lambert i wt009; Harold i wsp., 2009],

natomiast wyniki powtdrzono na niezahgch populacjach w 15 badaniach.

Wszystkie trzy warunki jakei dla badéd GWAS zostaly spetnione w dwéch
badaniach. W pierwszym z nich opublikowanym w 2@8€u Harold i wsp. wykonali
oznaczenia u prawie 12000 uczestnikow uzygkuypoziom istotnéci dla wynikow
pozytywnych poniej 10° i potwierdzili wynik pozytywny w niezaleych populacjach
[Harold i wsp., 2009]. Drugie badanie opublikowave 2010 roku zostato
przeprowadzone na ponad 17000 os6b i roavepmetnito warunek poziomu istotém

i replikacji wynikow [Seshadri i wsp., 2010].

W badaniach tych, poza potwierdzeniem znaczeniempdizmu genuAPOEw AD,
wykazano roéwnig, ze warianty genetyczne gendLU (zwanego réwnie APQOJ),
PICALM, BIN1 oraz genlEXOC3L2 wykazup zwiazek z ryzykiem zachorowania na
AD.
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Gen CLU koduje biatko zwane kalsteryn wykazupce ekspregj we wszystkich
tkankach ssakow. Udokumentowano rownieizrost jego ekspresji w procesach
patologicznych przebieggjych w uktadzie nerwowym, takich jak np. uraz cisns
zapalny. W warunkach patologicznych biatko to gzaine jest z amyloidem i w AD
stwierdzono jego wyspowanie w plakach amyloidowych. Uwa sk, ze klasteryna
wchodzi w interakcje $-amyloidem chronic przed agregagji formujac kompleksy

zdolne do przekraczania bariery krew- mézg [Cal2o®0].

Gen PICALM koduje biatko o tej samej nazwie. Ulega ono ekgprmge wszystkich
tkankach, a szczegdlnie w neuronach. Pomimorola tego biatka nie jest do faa
poznana to wykazange bierze ono udziat w procesie endocytozy mediopidagyna

( ang. Qathrin — mediated endocytosis, CMBProces ten odpowiedzialny jest za
dystrybucg wielu czsteczek, takich jak sktadniki pokarmowe, czynnikir@stu czy
neurotransmitery. W niedawno opublikowanych badaniaa modelu zwieezym AD
(myszy Tg2576) wykazano istotnie podwsyony poziom biatka PICALM, co
potwierdza znaczenie procesu endocytozy mediowklaéjynag w patomechanizmie
AD i wzmacnia doniesienia batl&WAS dotycace roli genuPICALM jako czynnika

ryzyka rozwoju tej choroby [Thomas i wsp., 2011].

Z procesem endocytozy jest amane rownie biatko kodowane przez geBINL
Wystepuje ono w kilku izoformach m.in. specyficznej dfgzgu i udokumentowano,
ze niektore izoformy zaangawane § w proces endocytozy synaptycznej mediowanej
dynamiry [Wigge i wsp., 1998]. W badaniach na modelu zwieymm AD (myszy
Tg2576), poprzez stwierdzenie obomego poziomu dynaminy-1 w neuronach
hipokampu, wykazano istafnrole procesu endocytozy mediowanej dynagmin
w rozwoju AD [Kelly i wsp. 2005]. Biatko kodowaneazez genEXOC3L2zwigzane
jest z egzocytag biatek i lipidéw, co jest kluczowe dla wzrostu trazymania
integralndci neuronéw [Barkefors i wsp., 201Hadne z dotychczas opublikowanych
bada&n GWAS u chorych na AD nie udokumentowalo znaczemariantéw

genetycznych w genac0OD1, SOD2 GPx-1dla ryzyka tej choroby.
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6.

1)

2)

3)

4)

5)

Whioski

W prezentowanej pracy wykazana polimorfizm rs2070424 gen80DL1 jest
czynnikiem ryzyka AD w modelu addytywnym i receswymwn regresji
logistycznej uwzgidniajgcej wptyw wieku, pici i allele4 genuAPOE

Analiza materiatu wtasnego wykazata istotny azaek polimorfizmu rs4998557
genu SOD1z ryzykiem zachorowania na AD w modelu addytywnyagresji
logistycznej uwzgidniajgcej wptyw wieku i pici. Zwizek ten przestat ldyistotny

po zastosowaniu korekty Bonferroniego.

Analiza materiatu wtasnego wykazata istotny aaek polimorfizmu rs1050450
genu GPx-1z ryzykiem zachorowania na AD w modelu domgaym regres;ji
logistycznej uwzgidniajgcej wptyw wieku i pici. Zwizek ten przestat ldyistotny

po zastosowaniu korekty Bonferroniego.

Polimorfizm rs4998557 gersiOD, polimorfizmy rs2855116, rs5746136 i rs4380
genu SOD2i polimorfizmy rs3448, rs1800668 gerPx-1 nie % czynnikami
ryzyka AD.

U oso6b chorych na AD stwierdzono znaczniestsze wysipowanie genotypu
z alleleme4 w poréwnaniu do 0s6b z grupy kontrolnej, co jgtdne z licznymi
doniesieniami dokumentagymi, ze allele4 jest czynnikiem ryzyka zachorowania
na AD.
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7. Streszczenia

7.1 Streszczenie wegyku polskim

Wstep: Choroba Alzheimera (AD) jest chorplawyrodnieniowg osrodkowego uktadu
nerwowego, w Kktorej gtdbwnymi objawamia szaburzenia funkcji poznawczych
prowadace do stopniowej utraty samodziednb AD stanowi najcgstsz przyczyre
otepienia w spoteczestwach zachodnich. Etiologia tej choroby jestzalma i do tej
pory zidentyfikowano kilkasrodowiskowych (np. starszy wiek) i genetycznych.(np
nosicielstwo allelie4 genuAPOE) czynnikéw ryzyka tej choroby. W etiopatogenezie
AD, ktoéra jest rownie zlozona i nie w petni poznana, bierze giod uwag hipotez
kaskady amyloidowej, dysfunkcji cholinergicznej, stiynkcji synaps, a tak
zaburzenia homeostazy cholesterolu, jonow wapnigkdji mitochondridw i siateczki

endoplazmatycznej oraz procesy zapalne i stresdaksyny.

Stres oksydacyjny jest to stan nierbwnowagi polzy nasileniem reakciji
prowadacych do generacji reaktywnych form tlenu (ROS) akopami zwizanymi

z ich usuwaniem. Stres oksydacyjny spowodowanyzpreaktywne formy tlenu jest
powigzany z procesem starzenig $iz licznymi chorobami zwazanymi z wiekiem,
takimi jak AD. System antyoksydacyjny (ADS) cztok@etworz endo- i egzogenne
substancje, ktére hamujworzenie si wolnych rodnikow lub powodsjich przemian

w nieaktywne pochodne. Naj#m@iejsze z nich to: dysmutazy nadtlenkowe (SOD),
katalaza i peroksydaza glutationu-1 (GPx-1). Obecnvaa sk, ze stres oksydacyjny
odgrywa znamiennrole w etiopatogenezie AD, a powstawanie patologiczratolyéw

AP moze by zarowno jego przyczynjak i konsekwengj. Zaréwno w badaniacpost
mortemna mozgach chorych na AD, jak i w ptynie mdzgowaemiowym we Krwi i w
moczu stwierdzono obecfio markerow stresu oksydacyjnego, czyli produktow
powstagcych w wyniku dziatania wolnych rodnikbw na obecme organizmie
czgsteczki lipidow, biatek, DNA i RNA. Wikszag¢ bada enzymow ADS
przeprowadzonych do tej pory skupiatle sia oznaczaniu aktywsa enzymow
antyoksydacyjnych u chorych na AD i u 0s6b z groptkolnych. W literaturze znaié

mozna natomiast niewiele ba@lakierunkowanych na ocerznaczenia polimorfizmow
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genébw ADS dla ryzyka AD. Dotychczas opublikowano adwadania dotygze
znaczenia jednego polimorfizmu genu katalgdmyniki negatywne), jedno badanie
oceniajce wptyw czterech polimorfizmow w gen&0D2 (wynik pozytywny) i jedno
badanie oceniage wptyw polimorfizmu rs1050450 ger@Px-1 dla ryzyka rozwoju
AD (wynik negatywny).

Cele badania:Sprawdzenie czy polimorfizmy znacznikowe wybranyehzymow
endogennego systemu antyoksydacyjnego, tzn. dyzmutadtlenkowe] zalaej od
jondw miedzi i cynku (CuzZnSOD, SOD1: rs1041740, 988657, rs2070424),
dyzmutazy nadtlenkowej zaleej od jonéw manganu (MnSOD, SOD2: rs2855116,
rs5746136, rs4880) i peroksydazy glutationu-1 (GPrs3448, rs1050450, rs1800668)

Zwigzane g z ryzykiem AD.

Materiat i metody: Do badania zakwalifikowano 400 chorych z rozpozemn
klinicznie prawdopodobnej AD postawionym wedtug tlejow DSM-IV i NINCDS

ADRDA i 402 osoby zdrowe stanoyge z grup kontrolmg. W badaniach genetycznych
przeprowadzono analiz dziewkciu polimorfizmow trzech enzymow uktadu
antyoksydacyjnego wykorzysty metod reakcji tacuchowej polimerazy DNA
z analiz ilosci produktu w czasie rzeczywistym. Zwek polimorfizmoéw genow
enzymow systemu antyoksydacyjnego z ryzykiem zamhania na AD badano w
trzech modelach: bez uwzghienia wptywu czynnikow ryzyka, z uwzglnieniem
jedynie wieku i pfci, a nagbnie po uwzgldnieniu dodatkowo wptywu polimorfizmu
genuAPOE.

Wyniki: W prezentowanym badaniu stwierdzonag 3 spérdéd 9 analizowanych
polimorfizméw gendbwSOD1, SOD2 GPx-1map zwigzek z ryzykiem zachorowania
na AD, jednak ten zwkek po uwzgldnieniu korekty Bonferroniego utrzymat siylko

w jednym przypadku. Wykazanoze polimorfizm rs2070424 gen®sOD1 jest

czynnikiem ryzyka AD w modelu addytywnym i recesymm regresji logistycznej,
uwzgkdniagcej wptyw wieku, pfci i polimorfizmu APOE; zwkek ten pozostaje
istotny po zastosowaniu korekty Bonferroniego. Natst w przypadku polimorfizmu

rs4998557 gen®OD1i rs1050450 genGPx-1zwigzek ich z ryzykiem zachorowania
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na AD przestawal Wy istotny po zastosowaniu tej korekty. Wykazano ri@#nze

pozostate badane w prezentowanej pracy polimorfizi@ys czynnikami ryzyka AD.

Whioski: Polimorfizm rs2070424 gentOD1jest czynnikiem ryzyka zachorowania na
AD w populacji polskiej. Ponadto potwierdzono znaez czstsze wysfpowanie
genotypow z alleleng4 genuAPOE u oséb chorych na AD w poréwnaniu do oséb

z grupy kontrolnej.

7.2  Streszczenie wegyku angielskim

Introduction: Alzheimer’s disease (AD) is a degenerative disedgbe central nervous

system and its main symptoms are disorders of t@griunctions that gradually lead to
loss of independence. AD is one of the most comneasons of dementia in Western
societies. The etiology of the disease is complex anly some environmental (e.g.
older age) or genetic (e.g. possessiondoéllele ofAPOE gene) risk factors that have
influence on its development have been identifidte etiopathogenesis of AD is also
very complex and not fully known. The following lotpbeses are considered: amyloid
cascade hypothesis, cholinergic or synaptic dysioms, dysfunction of homeostasis of
cholesterol, calcium ions, mitochondria or endoplasc reticulum or inflammatory

processes and oxidative stress.

Oxidative stress is an imbalance between the iitteokreactions leading to generation
of reactive oxygen species (ROS) and the reactiaisted with their removal.
Oxidative stress that is caused by reactive oxygeeecies is related to the aging
processes and numerous age-related diseases,sédh &ntioxidant defense system
(ADS) of human consists of endo- and egzogenictanbss that hamper the creation of
free radicals or trigger their transformation iimtactive derivatives. The most important
ones are: superoxide dismutases (SOD), catalasglatathione peroxidase 1 (GPx-1).
Currently it is said that oxidative stress playsraportant role in AD etiopathogenesis,
and the creation of pathologicpAdepositions may be its cause or effect. The post
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mortem examinations of brains of people with AD dhd cerebrospinal fluid, blood
and urine show the presence of oxidative streskersrwhich are products of lipid,
protein, DNA and RNA oxidation.

Most studies on the ADS enzymes conducted so far f@aused on evaluating the
activity of antioxidant enzymes in patients withaAd controls. There are few studies
that were aimed at evaluating the importance of Aj@8e polymorphisms for the risk
of AD. So far there have been two studies evalgatine significance of one
polymorphism of the catalase gene (negative rgsutise study evaluating the
significance of four polymorphisms in ti8D2gene (positive results), and one study
evaluating the significance of the polymorphismO&1450 of theGPx-1gene for the

risk of AD (negative results).

The aim of the studyto check if the tag polymorphisms of the choseryeres of the

endogenic antioxydant system, i.e. superoxide diaseudependent on copper and zinc
iones (CuzZnSOD, SOD1: rs1041740, rs4998557, rsZ¥)4superoxide dismutase
dependent on manganese iones (MNnSOD, SOD2: rs28583746136, rs4880), and
glutathione peroxidase 1 (GPx-1: rs3448, rs105048B00668) are related to AD risk.

Material and methodology00 patients with clinical diagnosis of probablB,Ainder
DSM-IV i NINCDS-ADRDA criteria, and 402 healthy pele who constituted the

control group were selected for the study. The gerstudy comprised the analysis of

nine polymorphisms of three enzymes of the antaxidsystem with the use of DNA
guantitative real time polymerase chain reactiorhe Trelation of the gene
polymorphisms of antioxidant system enzymes with risk of AD was analyzed with
the use of three models: without taking into coesation the influence of risk factors,
with only age and gender taken into account ardr,lavith the inclusion of thAPOE

gene polymorphism.

Results:the presented study shows that 3 out of 9 analymdgmorphisms of the
SOD1 SOD2andGPx-1genes are related to the risk of AD, but the i@hapersisted

only in one case after the application of Bonferroarrection. It was shown that
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rs2070424 of th&OD1gene is a risk factor for AD in an additive andassive logistic
regression models that include the influence of, aggnder and théAPOE gene
polymorphism; this relation remains significanteafthe application of the Bonferroni
correction. The rs4998557 polymorphism of ti®D1 gene and rs1050450
polymorphism of theGPx-1 gene remained unrelated to the risk of AD aftex th
Bonferroni correction. It was also shown that temaining polymorphisms analyzed in

this study are not risk factors for AD.

Conclusions:Polymorphism rs2070424 of tH&OD1 gene is a risk factor for AD in
Polish population. Moreover, it was shown that geeotypes with the4 allele of the

APOEgene is more common in cases diagnosed with A@pared to controls.
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