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I. WPROWADZENIE

I.1. Paraoksonazy

[.1.1. Paraoksonazy — charakterystyka

W 1946 roku Abraham Mazur po raz pierwszy opisal enzym w tkankach zwierzecych majacy
zdolno$¢ hydrolizowania zwigzkow fosforoorganicznych [Mazur, 1946]. Zostal on nazwany
paraoksonaza 1 (PONI1, EC 3.1.8.1) ze wzgledu na zdolnos¢ do hydrolizy paraoksonu,
jednego ze zwigzkéw fosforoorganicznych [Draganov i La Du, 2004]. Obecnie znane s3 trzy
biatka paraoksonazy. Bialka te sa kodowane przez trzy geny, tzn. PONI, PON2, PON3
[Primo—Parmo i wsp., 1996]. Geny te zlokalizowane s3 na ramieniu dtugim chromosomu 7
(7921.3-22.1) [Primo—Parmo i wsp., 1996, Mochizuki i wsp., 1998]. Najprawdopodobniej
powstaty one w wyniku duplikacji wspélnego ewolucyjnego prekursora genu. Swiadczy o
tym ich podobna budowa molekularna (w obrgbie rodziny genéw PON stwierdzono 70%
podobienstwa sekwencji nukleotydow) oraz ich przylegte umiejscowienie na tym

chromosomie [Primo—Parmo i wsp., 1996, Mochizuki i wsp., 1998].

[.1.2. Specyficznos¢ substratowa paraoksonaz

Paraoksonazy to rodzina hydrolaz, ktéra wykazuje aktywnos¢ wzgledem bardzo duzej liczby
substratow [Harel i wsp., 2004]. Aktywnos¢ hydrolityczng paraoksonaz w stosunku do

réznych substratdw mozna podzieli¢ na trzy rodzaje: aktywnos$¢ laktonazowa (np. wzgledem
tiolaktonu homocysteiny), arylesterazowa (np. wzgledem octanu fenylu) i fosfotriesterazowa

(np. wzgledem paraoksonu) [Rosenblat i wsp., 2006].

PONI1 posiada wszystkie wyzej wymienione aktywnosci, PON2 wykazuje jedynie aktywno$¢
laktonazowg [Reddy i wsp., 2001, Draganov i La Du, 2004, Draganov i wsp., 2005, Tavori i
wsp., 2008]. PON3 wykazuje tez aktywnos¢ laktonazowg [Draganov i wsp. 2000, Reddy 1
wsp., 2001, Khersonsky 1 Tawfik, 2006]. Nie ma jak dotad zgody na temat pozostatych
dwoch aktywnosci tego enzymu. Wedtug Draganova i wsp. [2000] PON3 ma $ladowa
aktywnos¢ arylesterazowa 1 paraoksonazowa, inni badacze neguja taka aktywnos¢ PON3

[Reddy 1 wsp., 2001, Khersonsky i1 Tawfik, 2006].



Aktywno$¢ fosfotriesterazowa i arylesterazowa jest ukierunkowana na zwigzki
fosforoorganiczne sztucznie wytworzone przez czlowieka. Za tym przemawia odkrycie, ze
PONT1 nie hydrolizuje naturalnego zwigzku fosforoorganicznego, jakim jest anatoksyna—a

[Draganov i La Du, 2004].

Obecnie uwaza si¢, ze jedynymi fizjologicznymi substratami paraoksonaz sg laktony. Laktony
to organiczne zwiazki chemiczne, pochodne hydroksykwasow, w ktorych grupa estrowa
wystepuje w ugrupowaniu cyklicznym. Stanowig naturalny sktadnik pokarméw roslinnych i
zwierzgcych. Obecne sg migedzy innymi w owocach (jagody, truskawki, orzechy kokosowe),
w migsie, nabiale, szczegdlnie w masle 1 serze. Ponadto dodawane sa do zywnosci jako Srodki
zapachowe [Adams 1 wsp., 1998]. Powstaja takze w organizmie ludzkim w trakcie utleniania
kwaséw tluszczowych [Khersonsky i Tawfik, 2006]. Tak wiec, w przeciwienstwie do
aktywnosci arylesterazowe]j 1 fosfotriesterazowej, tylko aktywnos$¢ laktonazowa paraoksonaz

ukierunkowana jest na naturalnie wystepujace w srodowisku substraty.

Argumentem przemawiajagcym za tym, ze naturalnymi substratami paraoksonaz sg laktony,
jest fakt, ze wszystkie trzy paraoksonazy wykazuja aktywnos$¢ laktonazowa. Wiadomo
rowniez, ze zdolnos$¢ do hydrolizy laktondw jest jedyng wiasciwoscig PON2, a to ona wiasnie
jest uwazana za najstarszg filogenetycznie paraoksonaze. Wielokrotnie udokumentowano tez,
ze paraoksonazy katalizujg nie tylko hydroliz¢ laktonéw, ale tez reakcje odwrotng —
laktonizacje [Billecke 1 wsp., 2000, Reddy i wsp., 2001, Draganov i La Du, 2004, Draganov 1
wsp., 2005, Khersonsky 1 Tawfik, 2006, Tavori i wsp., 2008].

Ostatnio pojawia si¢ coraz wigcej dowodow, ze to wilasnie aktywnos$¢ laktonazowa tego
enzymu jest odpowiedzialna za wlasciwosci przeciwmiazdzycowe PON1. Rosenblat 1 wsp.
[2006] wykazali, ze ostabienie aktywnosci laktonazowej (poprzez substytucje pary
katalitycznej His115 1 His134 przez glutaming) hamuje wiasciwosci przeciwmiazdzycowe

PONI.

I.1.3. Paraoksonaza 1 (PON1)

Bialko bedace produktem genu PONI jest wapniowo-zaleznym enzymem wykazujacym
aktywnos$¢ laktonazows, arylesterazowg i fosfotriesterazowa. PONT jest produkowana w

watrobie, a nastepnie wydzielana do krwi, gdzie wigze si¢ z frakcjg HDL (ang. High Density
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Lipoproteins). Wystepuje tez w innych w tkankach 1 narzadach gtéwnie w watrobie, sercu i

jelitach [Li, Liu 1 Liang, 2003, Draganov i wsp., 2005].
1.1.3.1. Budowa PON1

Paraoksonaza ludzka sktada si¢ z 354 aminokwasOw, jej masa miesci si¢ w przedziale 43—47
kDa. Enzym ten jest zamocowany w czgsteczce HDL za pomocg hydrofobowego N—konca,
dziatajacego jak peptyd sygnatowy [Draganov i La Du, 2004, Harel i wsp., 2004]. Biatkiem
stabilizujgcym PON1 w czasteczce HDL jest apoAl (apolipoproteina Al). Biatko to wiaze
PONI1 z duzym powinowactwem i selektywnie zwigksza jej aktywnos¢ laktonazowa (okoto
20 razy w poréwnaniu do wolnej PON1). Ma ono niewielki wptyw na aktywnos¢

fosfotriesterazowg i arylesterazowg [Rosenblat i wsp., 2006].

PON1 jest zbudowana z 6 walcowatych struktur beta—Smiglowych, kazda z tych struktur
sktada si¢ z 4 pasm. Potaczenie miedzy pasmami jest uzupetnione mostkiem
dwusiarczkowym miedzy Cys42 a Cys353. W kanale centralnym enzymu znajdujg si¢ 2 jony
wapnia oddalone od siebie 0 7,4 A. Pierwszy z tych jonéw (Cal) nazywany jest ,,wapniem
katalitycznym”. Cal jest wigzany przez atomy tlenu z fancuchéw bocznych pigciu
aminokwasow (Asn224, Asn270, Asnl168, Asp269, Glu53). Dwa kolejne potencjalne ligandy
,wapnia katalitycznego” to czgsteczka wody 1 atom tlenu w anionie fosforanowym. Jon Ca2
okreslany jest jako strukturalny, poniewaz jego dysocjacja powoduje nieodwracalng

denaturacj¢ PON1 [Harel i wsp., 2004].

Glowne elementy centrum katalitycznego tworzg wysoce stabilng strukture. Sktadajg si¢ na
nig tancuchy boczne aminokwaséw wigzacych Cal, aminokwasy tworzace wigzania
wodorowe z poprzednimi oraz para histydyn katalitycznych (His115, His134) [Harel 1 wsp.,
2004].

Kheronsky i Tawfik [2006] oraz Rosenblat i wsp. [2006] wykazali, ze PON1 wykazuje
aktywnos$¢ laktonazowg 1 arylesterazowa tylko wtedy, gdy obecna jest ta para histydyn
katalitycznych.

Zidentyfikowano 16 aminokwaséw w poblizu centrum katalitycznego enzymu, ktére poprzez

swoja lokalizacje wptywaja na jego specyficznos$¢ substratowa. Jednym z nich jest
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aminokwas kodowany w pozycji 192. W prezentowanym badaniu oznaczano polimorfizm,
ktory detereminuje rodzaj aminokwasu w tej pozycji. Oznaczano takze polimorfizm, ktdry
determinuje rodzaj aminokwasu w pozycji 55. Aminokwas w pozycji 55 ma wptyw na
strukture kanatu centralnego w czasteczce biatka PON1 [Harel i wsp., 2004, Tavori i wsp.,
2008].



Ryec. 1. Schemat struktury trzeciorzedowej PONT1; (a) Widok z géry na sze$cioelementowa
strukture beta—Smiglowa. Za szczyt umownie przyjeto strong¢ biatka, ktéra zawiera petle
taczace zewngtrzne beta—pasma (D) z pasmem wewnetrznym kolejnego elementu (A).
Uwidoczniono N- i C-konce, oraz dwa atomy wapnia w kanale centralnym $migta (Cal — na
zielono; Ca2 — na czerwono); (b) Widok z boku na struktur¢ $migta, uwidocznione potozenie
przestrzenne trzech struktur helikalnych na szczycie (H1, H2, H3), nie uwidoczniono
pierwszych pietnastu aminokwaséw N—konca i zewngtrznych petli tagczacych pasma 1B 1 1C
(aminokwasy 72-79). (Rycina z pracy Harel M. i wsp. ,,Structure and evolution of the serum
paraoxonase family of detoxifying and anti—atherosclerotic enzymes”. Nat Struct Mol Biol.

2004 May; 11(5): 412-9. Zamieszczona za zgodg autorow).




Ryec. 2. Schemat centrum katalitycznego PON1; (a) Centralny kanal $migta z widocznymi
dwoma atomami wapnia; oznaczone tancuchy boczne aminokwaséw: na pomaranczowo
zaznaczono aminokwasy, ktérych mutacje odgrywaja role w aktywnosci esterazowej i
laktonazowej, na z6ito — odgrywajace role w aktywnosci fosfodiesterazowej (tu réwniez
polimorfizm R192Q, przedstawiono wariant zrekombinowanego biatka PON1, w ktérym w
pozycji 192 wystepuje lizyna); przypuszczalna katalityczna para histydynowa oznaczona na
czerwono. (b) Widok powierzchni miejsca aktywnego enzymu; Lys70, Tyr71, Phe347
przedstawione schematycznie; na dnie zaglebienia lezy ,,gérny” atom wapnia (Cal —
zaznaczony na zielono) ze zwigzanym jonem fosforanowym. (Rycina z pracy Harel M. i1 wsp.
,structure and evolution of the serum paraoxonase family of detoxifying and

anti-atherosclerotic enzymes”. Nat Struct Mol Biol. 2004 May;11(5):412-9. Zamieszczona za

zgoda autoréw).




Ryc. 3. Proponowany schemat centrum katalitycznego i mechanizm dziatania PON1. (a)
Centrum katalityczne zawierajace ,,gorny” atom wapnia (Cal), jon fosforanowy oraz pare
histydynowa. (b) Proponowany mechanizmu dziatania PONT1 na substraty estrowe: hydroliza
czasteczki wody przy udziale pary histydynowej prowadzi do wytworzenia anionu
wodorotlenowego reagujacego z grupa karbonylowg estru, dajac w efekcie przejSciowy anion
rozpadajacy si¢ na jon octanowy i fenol lub 2—naftol. (Rycina z pracy Harel M. i wsp.
,structure and evolution of the serum paraoxonase family of detoxifying and
anti-atherosclerotic enzymes”. Nat Struct Mol Biol. 2004 May; 11(5): 412-9. Zamieszczona

za zgoda autorow).
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I.1.3.2. Funkcja PON1

Glowne zadania PON1 to ochrona LDL przed modyfikacja oksydacyjna oraz hydroliza
zwigzkow fosforoorganicznych [Harel 1 wsp., 2004, Draganov i La Du, 2004].

PON1, hydrolizujac nadtlenki fosfolipidowe 1 wodorotlenki estréw cholesterolu oraz
nadtlenek wodoru, [Aviram i wsp., 1998 (a), Aviram 1 wsp., 2000] chroni przed modyfikacja
oksydacyjna zar6wno LDL, jak 1 HDL [Mackness, Arrol i Durrington, 1991, Aviram 1 wsp.,
1998 (a), Rosenblat i wsp., 2006]. Enzym ten hydrolizuje takze juz utlenione reszty lipidowe
w tych lipoproteinach [Aviram i wsp., 1998 (a)], w blaszkach miazdzycowych [Aviram i
wsp., 2000] 1 w makrofagach [Fuhrman, Volkova i Aviram, 2002]. PON1 hamuje takze
syntez¢ cholesterolu w makrofagach [Rozenberg, Shih i Aviram, 2003] oraz stymuluje
wyptyw cholesterolu z tych komoérek [Aviram 1 wsp., 1998 (a), Rosenblat i wsp., 2006].
Hydrolizuje takze tiolakton homocysteiny [Jakubowski, 2000], katalizuje hydrolize
fosforoorganicznych insektycydow (parathion, diazinon, chlorpyrifos) oraz gazéw bojowych
(sarin, soman) [Draganov i La Du, 2004]. Ponadto bierze udziat w metabolizmie lekéw
majacych budowe laktonéw (spironolakton, inhibitory reduktazy hydroksymetyloglutarylo
koenzymu A, HMG-CoA) [Billecke i wsp., 2000] oraz w hydrolizie czynnika aktywujacego
plytki krwi (PAF, ang. platelet—activating factor), ktory jest mediatorem zapalenia [Rodrigo i
wsp., 2001].

I.1.3.3. Rola PON1 w procesach patofizjologicznych

Jednym z kluczowych elementéw inicjujacych proces miazdzycowy jest modyfikacja
oksydacyjna LDL, ktdrej konsekwencja jest powstanie czasteczek MM-LDL (ang. minimally
modified LDL, minimally oxidized LDL). Badania in vitro wskazuja, ze MM-LDL indukuja
srodbtonek do ekspresji molekut adhezyjnych, chemokin i cytokin aktywujacych monocyty.
Powoduje to przechodzenie monocytéw do przestrzeni podsrédblonkowej i przeksztatcanie
si¢ ich w makrofagi, tworzenie komodrek piankowatych i inicjacj¢ procesu miazdzycowego

[Shih i wsp., 2000, Fuhrman, Volkova i Aviram, 2002].

HDL maja wiasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwmiazdzycowe. Uczestnicza w procesie
redystrybucji cholesterolu w organizmie — transportuja nadmiar cholesterolu z obwodowych

tkanek oraz chronig LDL przed modyfikacja oksydacyjng. Wiasciwos¢ hamowania
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modyfikacji oksydacyjnej LDL wigze si¢ z aktywnoscia enzymatyczng biatek zawartych w
HDL. Do nich nalezy PON1, acylotransferaza lecytyno—cholesterolowa (LCAT, ang.
lecithin—cholesterol acyl transferase) oraz acetylohydrolaza czynnika aktywujacego ptytki
(PAFAH, ang. platelet—activating factor actetylhydrolase) [Aviram i wsp., 1998 (a), Harel 1
wsp., 2004].

Badania przeprowadzone na myszach transgenicznych pozbawionych mozliwosci ekspresji
genu PONI wykazaly, ze zwierzgta te sg znacznie bardziej podatne na proces miazdzycowy
[Shih 1 wsp., 2000]. Natomiast badania przeprowadzone na myszach transgenicznych
wykazujacych nadmierng ekspresje PONI wykazaty, ze zwierzeta te maja znacznie mniej
zaawansowane zmiany miazdzycowe w porownaniu do myszy z normalng ekspresja PONI.
Ponadto HDL wyizolowane od tych myszy skuteczniej chronity LDL przed oksydacja w
poréwnaniu do HDL wyizolowanych od myszy z normalng ekspresjg PONI [Tward 1 wsp.,

2002].

Dziatanie przeciwmiazdzycowe PON1 moze wynika¢ nie tylko z hamowania modyfikacji
oksydacyjnej lipidow 1 ich gromadzenia w LDL, ale réwniez z hydrolizy tiolaktonu

homocysteiny.

Tiolakton homocysteiny to pochodna homocysteiny, ktora stanowi niezalezny czynnik ryzyka
choréb sercowo—naczyniowych u ludzi. Coraz wigcej badan wskazuje, ze
najprawdopodobniej to nie sama homocysteina jest czynnikiem ryzyka, tylko tiolakton
homocysteiny. Tiolakton homocysteiny uszkadza biatka poprzez homocysteinylacje reszt
lizynowych, zwigkszajac w ten sposob agregacje LDL 1 potegujac aktywacje makrofagdéw
[Jakubowski, 2000, Billecke 1 wsp., 2000].

Tiolakton homocysteiny jest hydrolizowany w surowicy ludzkiej jedynie przez PON1. Ta

reakcja prowadzi do zahamowania procesu homocysteinylacji [Jakubowski, 2000].

PONT jest takze jednym z dwéch systeméw ochrony przed truciznami fosforoorganicznymi u
ssakow. Enzym ten katalizuje hydrolize zwigzkow fosforoorganicznych do mnie;j
szkodliwych produktow, ktdre sg nastepnie wydalane z organizmu. Drugi system stanowi

butyrylocholinesteraza (BuChE), ktéra wychwytuje zwiazki fosforoorganiczne z tkanki
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nerwowej 1 wigzac je, uniemozliwia w ten spos6b hamowanie cholinesterazy. BuChE ulega w

tym procesie inaktywacji [Haley, Billecke 1 La Du, 1999].

PON1 bierze udzial w metabolizmie lekow posiadajacych w swojej budowie elementy
laktonu. W ten spos6b PON1 ma najprawdopodobniej znaczenie w aktywacji prolekéw do
aktywnych substancji (statyny, spironolakton) oraz w unikaniu niepozadanych efektéw
ogdblnoustrojowych lekow stosowanych zewnetrznie (glikokortykosteroidy) [Billecke 1 wsp.,

2000].

Ze wzgledu na potencjalng zdolno$¢ do hydrolizy mediatora stanu zapalnego, jakim jest PAF,

PON1 moze wywiera¢ takze dziatanie przeciwzapalne [Rodrigo 1 wsp., 2001].

[.1.3.4. Czynniki wptywajace na aktywnos¢ PON1

Aktywno$¢ PONI jest zalezna od czynnikéw genetycznych oraz srodowiskowych.
Zidentyfikowano ponad 200 polimorfizméw genu PONI [Draganov i La Du, 2004]. Dwa
polimorfizmy miejsca kodujacego tego genu bedace przyczyng substytucji aminokwaséw w
pozycjach 192 1 55: GIn192Arg (Q192R rs662) i Leu5S5Met (L55M rs854560). W pierwszym
przypadku obecnos¢ glutaminy w pozycji 192 warunkuje fenotyp Q, obecnos¢ argininy
determinuje fenotyp R. Te dwa alloenzymy réznig si¢ powinowactwem i katalityczng
aktywnoscig w stosunku do licznych substratow PON1. Niektore substraty, takie jak
paraokson, sg hydrolizowane szybciej przez alloenzym R, podczas gdy inne, np. octan fenylu,
sarin, soman czy y-butyrolakton sg szybciej hydrolizowane przez alloenzym Q [Aviram i
wsp., 1998 (b), Draganov i La Du, 2004]. Polimorfizm w pozycji 192 wptywa takze na
wlasciwosci przeciwmiazdzycowe PON1. Obecnos$¢ allelu Q wigze si¢ z wigkszg zdolnoscia
do ochrony przed oksydacja [Aviram i wsp., 1998 (b), Aviram i wsp., 2000]. Miejsce
aminokwasowe w pozycji 192 stanowi cze$¢ centrum aktywnego oraz elementu kotwiczacego
PON1 w czasteczce HDL, stad wptyw polimorfizmu Q192R na specyficzno$¢ substratowg
tego enzymu [Harel i wsp., 2004, Gaidukov i wsp., 2006].

Polimorfizm genu PONI, wynikajacy z substytucji w pozycji 55 leucyny na metioning,
wplywa takze na aktywnosc¢ i st¢zenie PON1 [Garin 1 wsp., 1997]. Obecnos$¢ leucyny w
pozycji 55 jest zwigzana ze zwigkszeniem aktywnosci enzymu w pordwnaniu z izoformg M55

[Draganov i La Du, 2004, Deakin i James, 2004].
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Aktywnos¢ paraoksonazowa jest najwigksza u osob z fenotypami PON1 192RR 1 PON1
SSLL, a najmniejsza u os6b z fenotypami PON1 192QQ 1 PON1 55MM. Natomiast zdolnos¢
do ochrony LDL przed oksydacja jest najwieksza u 0séb z fenotypem PON1 192QQ i PON1
55MM [Li, Liu i Liang, 2003].

Obok polimorfizméw miejsca kodujacego znane sg polimorfizmy genu PONI w miejscu
regulatorowym: —C108T, -C126G, —A162G (rs705381), —A832G 1 —C909G, ktére w r6znym
stopniu mogg wptywac na aktywnosc¢ i stgzenie PON1 [Brophy i wsp., 2001 (a)].

Aktualnie uwaza si¢, ze najwigkszy wptyw na poziom aktywnosci PON1 wzgledem octanu
fenylu wywiera polimorfizm —C108T, —A162G ma mniejszy wptyw, natomiast

—C126G, —A832G 1 —C909G znikomy [Brophy i wsp., 2001 (b)]. Obecnos¢ alleli —108C 1 —
162A zwigksza ekspresje PON1 [Brophy i wsp., 2001 (b)]. Badania miejsca regulatorowego
genu PONI przy uzyciu sekwencji promotorowych réznej dlugosci wykazaty, ze obszar
promotorowy obejmujacy miejsce —108 1 —162 jest wystarczajacy do transkrypcji genu PONI
[Brophy 1 wsp., 2001 (b)]. Region zawierajacy miejsce —162 stanowi obszar przylgczania si¢
czynnika transkrypcyjnego NF-1 (ang. nuclear factor-1), obecnos¢ allelu —162A warunkuje
powstanie miejsca wigzgcego NF-1, obecnos¢ allelu G zaktoca wigzanie NF-1 [Brophy i

wsp., 2001 (a)].
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Ryc. 4. Schemat regionu promotorowego i kodujacego genu PONI. (a) Lokalizacja
niektorych polimorfizméw; (b) Powigkszenie fragmentu promotorowego genu (ok. 200 bp);
zaznaczono potozenie polimorfizméw —A162G oraz —C108T oraz miejsca wigzania
czynnikow transkrypcyjnych: NF-1 (ang. nuclear factor-1), NF-Y (ang. nuclear factor-Y)
oraz Spl; SRE, ang. sterol regulatory element; XRE, ang. xenobiotic responsive element. Na
podstawie: Deakin SP, James RW. Genetic and environmental factors modulating serum
concentrations and activities of the antioxidant enzyme paraoxonase—1. Clin Sci (Lond). 2004

Nov;107(5):435-47. Review. (Fig. 1.), modyfikacja wiasna.

-C126G
-C909G -A832G -A162G | -C108T L55M Q192R
| i i r»St-arti i |
(a)

SRE like XRE

(b)
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Poziom aktywnosci PONI jest zalezny takze od czynnikéw srodowiskowych takich jak: dieta,
stosowane uzywki, zazywane leki, toksyczne czynniki chemiczne i in. [Draganov i La Du,

2004, Deakin i James, 2004].

Aktywno$¢ PON1 wzrasta od urodzenia do okoto 15-25 miesigca zycia, osiaga plateau w
okresie dojrzatosci, nastepnie zmniejsza si¢ wraz z uptywem lat [Li, Liu 1 Liang, 2003].
Zmniejszanie si¢ aktywnosci PON1 wraz z wiekiem moze ttumaczy¢ zwigkszona wrazliwos$¢
HDL na modyfikacje oksydacyjng u starszych oséb [Deakin i James, 2004]. Znaczenie ma
takze polimorfizm genu PONI w pozycji 192, homozygoty QQ wykazuja silniejszy spadek
aktywnosci paraoksonazy w miarg¢ starzenia si¢ [Senti i wsp., 2001]. Aktywno$¢ PON1 w

surowicy jest zmniejszona takze w okresie cigzy i menopauzy [Li, Liu i Liang, 2003].

Obnizona aktywno$¢ PON1 wystepuje w cukrzycy [Abbott i wsp., 1995], chorobach nerek
[Dantoine i wsp., 1998, Hasselwander i wsp., 1998], hipercholesterolemii [Tomads i wsp.,
2000], chorobie niedokrwiennej serca [Senti i wsp., 2001, Mackness 1 wsp., 2001] 1
przewlektych chorobach watroby (marskos$¢ watroby, zapalenie watroby) [Ferre 1 wsp., 2002].
Obnizenie aktywnosci PON1 w cukrzycy zaréwno typu 1 jak i 2, prawdopodobnie jest
zwigzane z wysokim poziomem glukozy we krwi i procesem glikozylacji, ktéry moze
inaktywowa¢ PON1. Moze by¢ tez wynikiem nieprawidlowego sktadu czgsteczek HDL
wystepujacych u oséb chorych na cukrzyce, co moze uposledza¢ wigzanie PON1 z HDL
[Abbott i wsp., 1995]. W przewlektych chorobach nerek za niski poziom aktywnosci PON1
moze odpowiada¢ zmniejszone st¢zenie HDL. Sugeruje si¢ rOwniez, ze wysokie wartosci
mocznika mogg takze hamowac¢ aktywnos¢ PON1 [Hasselwander i wsp., 1998]. Zmniejszona
aktywnos$¢ PON1 w chorobach watroby moze wynika¢ z ograniczenia syntezy tego biatka lub

by¢ efektem zmienionego wytwarzania lub wydzielania HDL [Ferre i wsp., 2002].

Do zmniejszenia zawartosci PON1 w czasteczkach HDL dochodzi takze w stanie zapalnym
[Van Lenten 1 wsp., 1995]. Endotoksyny indukujace zapalenie oraz mediatory stanu
zapalnego takie jak, czynnik martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor) i
interleukina 1 (IL-1, ang. interleukin-1) obnizaja aktywnos¢ PON1 w surowicy oraz indukuja

spadek mRNA PONI w watrobie [Feingold 1 wsp., 1998].

Wplyw diety na aktywno$¢ PON1 badano u zwierzat oraz ludzi. U myszy stwierdzono spadek
aktywnosci PON1 we krwi po zastosowaniu diety bogatotluszczowej [Forte 1 wsp., 2002,
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Hedrick i1 wsp., 2000]. Spozywanie oliwy z oliwek wigzalo si¢ ze zwigkszeniem aktywnosci
PON1 w populacji kobiet z cukrzycag typu 2 [Wallace 1 wsp., 2001]. Badania Sutherlanda i
wsp. [1999] potwierdzily, ze aktywnos¢ PON1 zmienia si¢ w zaleznosci od rodzaju spozytego
positku. Dwie godziny po zjedzeniu positku o wysokiej zawartosci utlenionych thuszczow
(tluszcz wielokrotnie uzyty do smazenia) aktywnos¢ PON1 obnizyta sig, niski poziom
aktywnosci utrzymywat si¢ przez kolejne osiem godzin i powrdcit do stanu wyjsciowego
dwanascie godzin pdzniej. Natomiast dwie godziny po spozyciu positku zawierajacego
thuszcz niewykorzystany do smazenia, zaobserwowano wzrost aktywnosci PON1 w surowicy,
ktory utrzymywat sie¢ do oSmiu godzin. Autorzy badania ttumacza zaobserwowane zmiany
jako konsekwencje odmiennego wptywu, jaki wywieraja thuszcze nasycone i nienasycone na
zawarto$¢ apoAl w HDL oraz na same czasteczki HDL [Sutherland i wsp., 1999].
Spozywanie antyoksydantow, takich jak witamina C czy E zwigksza aktywnos¢ PONT1 [Jarvik
1 wsp., 2002].

Badania dotyczace wptywu lekow obnizajacych poziom cholesterolu na aktywnos¢ PON1
przyniosty rozbiezne wyniki. Balogh 1 wsp. [2001] oraz Paragh i wsp. [2003] w badaniach
przeprowadzonych wsréd chorych z hiperlipidemia, cukrzycg i chorobg niedokrwienng serca
wykazali wzrost aktywnosci PON1 w trakcie lecznia gemfibrozilem 1 fenofibratem. Gouédard
1 wsp. [2003] w badaniach na ludzkiej linii komérkowej HuH7 wykazali, ze fibraty
zwigkszaja poziom ekspresji mRNA PONI i aktywnos$¢ PON1, ponadto wptywaja na
aktywnos$¢ promotora genu PONI. Natomiast Durrington i wsp. [1998] nie wykazal wptywu
gemfibrozilu 1 bezafibratu na aktywno$¢ PON1. Podobnie, rozbiezne wyniki uzyskano w
badaniach dotyczacych wplywu statyn na aktywnos¢ PON1. Tomds i wsp. [2000] oraz Deakin
1 wsp. [2003] stwierdzili wzrost aktywnosci PON1 w surowicy u os6b z rodzinng
hipercholesterolemig oraz 0séb z hipercholesterolemig i chorobg niedokrwienng serca w
trakcie leczenia simwastatyng. Natomiast badania przeprowadzone z atorwastatyng na grupie
pacjentéw z dyslipidemig typu I1A i IIB przez Tsimihodimos i wsp. [2002] nie wykazaty
takiego wplywu na aktywnos¢ PON1 w surowicy. Gouédard i wsp. [2003] stwierdzili spadek
aktywnosci PON1 i obnizenie poziomu mRNA PONI1 oraz aktywnosci promotora genu PON/
pod wptywem statyn. Autorzy wigzali ten wynik z hamowaniem przez statyny aktywnosci
reduktazy HMG—CoA, czego konsekwencja jest mniejsza produkcja zmodyfikowanych
oksydacyjnie LDL.
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Sposréd uzywek badano wplyw palenia papieroséw i spozywania alkoholu na aktywnos¢
PONI1. Nishio i Watanabe [1997] wykazali, ze wyciag z dymu papierosowego hamuje
aktywnos¢ PON1 w surowicy ludzkiej. Palenie papieroséw obniza poziom i aktywnos¢ PON1
najprawdopodobniej wskutek modyfikacji wolnych grup tiolowych enzymu [Nishio 1
Watanabe, 1997]. W badaniach przeprowadzonych przez James, Leviev i Righetti [2000]
wsrdd pacjentdw z chorobg niedokrwienng serca wykazano, ze stezenie 1 aktywnos¢ PON1
byty obnizone w grupie palagcych w poréwnaniu do grupy niepalacych. Byli palacze mieli

poziom aktywnosci i stgzenia PON1 pordwnywalny do grupy niepalacych.

Spozywanie alkoholu w stopniu umiarkowanym powoduje wzrost aktywnosci PONT1,
najprawdopodobniej poprzez zwigkszenie stezenia frakcji HDL i apoAl w osoczu [van der
Gaag 1 wsp., 1999]. Natomiast u 0s6b uzaleznionych od alkoholu aktywnos$¢ enzymu w
surowicy zmniejsza si¢ w porownaniu z osobami niepijacymi. Spozywanie duzych ilosci
alkoholu przez dlugi okres hamuje ekspresje genu i aktywno$¢ enzymatyczng PON1

niezaleznie od polimorfizmu [Costa i wsp., 2005].

I.1.4. Paraoksonaza 2 (PON2)

Biatko bedace produktem genu PON2, podobnie do biatka PON1, posiada reszty cysteinowe i
mostki dwusiarczkowe, reszty histydynowe oraz potencjalne odpowiedniki struktur

wigzacych jony wapnia jak w PON1 [Mochizuki i wsp., 1998].

PON2 mRNA jest wykrywane niemal w kazdej tkance ludzkiej, szczegbélnie w watrobie,
mézgu i sercu [Mochizuki i wsp., 1998]. PON2 ulega takze ekspresji w makrofagach jako
jedyny przedstawiciel rodziny PON [Rosenblat i wsp., 2003]. PON2 nie wystepuje w
surowicy, nie wigze si¢ z lipoproteinami, pozostaje wewnatrzkomérkowo zwigzana z btong
komérkowa [Ng 1 wsp., 2001, Ng i wsp., 2006]. PON2 ma wlasciwosci antyoksydacyjne
podobnie jak PON1 i PON3, ale swéj wptyw wywiera na poziomie komérkowym [Ng 1 wsp.,
2001].

Badania przeprowadzone na ludzkiej linii komérkowej HelLa, wykazujacej nadmierng
ekspresje¢ PON2 wykazaty, ze PON2 zapobiega modyfikacji oksydacyjnej LDL, a takze
hydrolizuje juz utlenione reszty lipidowe [Ng i wsp., 2001]. Natomiast badanie na myszach

transgenicznych pozbawionych mozliwosci ekspresji PON2 wykazalo znacznie bardziej
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zaawansowane zmiany miazdzycowe u tych myszy w poréwnaniu do myszy z normalna
ekspresja PON2 [Ng i wsp., 2006]. PON2 zmniejsza nasilenie reakcji stresu oksydacyjnego,
hamuje wytwarzanie przez monocyty substancji chemotaktycznych 1 ich przeksztalcanie si¢ w

makrofagi oraz rozwdj miazdzycy [Ng i wsp., 2001, Ng i wsp., 2006].

W miejscu kodujagcym genu PON2 zidentyfikowano dwa miejsca polimorficzne
odpowiedzialne za substytucje aminokwaséw w pozycjach 148 1 311: Ala148Gly (A148G) i
Cys311Ser (C311S rs6954345) [Mochizuki i wsp., 1998].

Mochizuki i wsp. [1998] wysungli hipoteze, ze wprowadzenie dodatkowej reszty cysteinowe;j
w polimorfizmie 311 moze wptywac na strukture i funkcj¢ biatka PON2. Martinelli i wsp.
[2004] wykazali, ze obecnos¢ allelu C polimorfizmu C311S genu PON2 wiaze si¢ ze
zwigkszonym poziomem w surowicy dialdehydu malonowego, uwazanego za marker
peroksydacji lipidow. Autorzy ci wykazali takze, ze wsrod osob palacych papierosy ryzyko
wystgpienia zawalu mig¢$nia sercowego wigzalo si¢ z polimorfizmem C311S genu PON2.
Homozygoty CC miaty pigciokrotnie zwigkszone ryzyko zachorowania w poréwnaniu do
homozygot SS tego polimorfizmu. Osoby palgce papierosy mialy zwigkszone ryzyko

wystgpienia zawalu serca, jezeli byly nosicielami przynajmniej jednego allelu C.

Wielokrotnie wykazywano zwigzek tych polimorfizméw z chorobami uktadu sercowo—
naczyniowego [Martinelli 1 wsp., 2004, Su 1 wsp., 2005], cukrzyca typu 2 [Hegele i wsp.,
1997], chorobg Alzheimera [Shi i wsp., 2004] oraz takimi stanami jak hiperglikemia [Hegele i
wsp., 1997] 1 hiperlipidemia [Hegele i wsp., 1998].

I.1.5. Paraoksonaza 3 (PON3)

PONZ3 jest biatkiem o masie 40 kDa, syntetyzowanym w watrobie. Uwaza si¢, ze PON3 jest
wydzielana do krwi gdzie wiaze si¢ z frakcja HDL lipoprotein [Reddy 1 wsp., 2001, Rosenblat
1 wsp., 2003]. Istniejg takze hipotezy méwiace, ze PON3 dziata gtéwnie
wewnatrzkomoérkowo 1 nie jest fizjologicznie wydzielana do krwi, natomiast jej obecnos¢ w

surowicy jest konsekwencja proceséw patologicznych [Draganov, 2007].

Dotychczasowe badania na liniach komérkowych HepG2, HAECs, HeLa oraz na myszach

transgenicznych wskazuja, ze PON3 ma dziatanie antyoksydacyjne i przeciwmiazdzycowe,
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hamuje oksydacyjng modyfikacje LDL oraz zalezng od MM-LDL aktywacj¢ monocytow
[Draganov i wsp., 2000, Reddy i wsp., 2001, Shih i wsp., 2007]. Shih i wsp. [2007] wykazali,
ze zwigkszona ekspresja ludzkiej PON3 u myszy transgenicznych znaczaco zmniejsza
nasilenie procesu tworzenia blaszek miazdzycowych i redukuje otytos¢, ale tylko u
osobnikdéw pici meskiej. Draganov i wsp. [2000] w badaniu na linii komérkowej ssakow
293T/17 wykazali, ze PON3 jest bardziej efektywna niz PON1 w ochronie LDL przed
modyfikacja oksydacyjng sztucznie indukowang jonami miedzi. Niektére polimorfizmy genu
PON3 (A10340C, A2115T) modyfikuja poziom aktywnosci PON1 w surowicy [Sanghera i
wsp., 2008].
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[.2. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny to stan, w ktérym dochodzi do zachwiania rownowagi pomiedzy tempem
produkcji wolnych rodnikéw a ich usuwaniem przez ustrojowe systemy antyoksydacyjne
[Fisher—Wellman i Bloomer, 2009]. Kazdy atom lub czasteczka, zdolne do samodzielnego
istnienia, posiadajagce jeden lub wiecej niesparowanych elektrondw na zewnetrznej powtoce
okreslany jest jako wolny rodnik [Gendzwilt, 2007]. W organizmach zywych gtéwna grupe
wolnych rodnikéw stanowia te pochodzace z tlenu lub azotu. Wolne rodniki oraz substancje
nie—wolnorodnikowe, ktére powstaly w wyniku reakcji z wolnymi rodnikami nazywane sa
reaktywnymi formami tlenu (pol. RFT, ang. ROS, reactive oxygen species) lub odpowiednio
reaktywnymi formami azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species) [Fisher—Wellman 1
Bloomer, 2009]. Zrédlem RFT jest naturalne $rodowisko zycia (promieniowanie widzialne,
ultrafioletowe, gamma; obecno$¢ ozonu) oraz fizjologiczne procesy wewnatrzkomorkowe
takie jak: aktywacja fagocytéw, reakcje tancucha oddechowego, metabolizm nukleotydow
purynowych, mikrosomalny cykl hydroksylacyjny (cytochrom P-450), reakcje zachodzace z
udzialem oksydoreduktaz [Rutkowski i wsp.,2007, Luszczewski i wsp., 2007]. Natomiast
nadmierna produkcja RFT jest zwigzana miedzy innymi z rodzajem i ilo$cig spozywanej
zywnosci, paleniem papieroséw, wysitkiem fizycznym [Gracy 1 wsp., 1999, Fisher—Wellman
i Bloomer, 2009]. Niskie stezenia RFT sg niezbedne dla prawidlowego przebiegu sygnalizacji
miedzykomoérkowej oraz zapewniaja prawidtowe funkcjonowanie komérek, natomiast RFT w
wysokich stezeniach sg wigczone w patogenez¢ wielu schorzen [Gendzwill, 2007, Fisher—
Wellman i Bloomer, 2009]. Szkodliwe dzialanie RFT wigze si¢ bowiem z modyfikacja
kwaséw nukleinowych, biatek i lipidéw, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia organelli
komérkowych i §mierci komoérki [Gracy 1 wsp., 1999]. Stan rownowagi komérek jest
utrzymywany przez zwiazki antyoksydacyjne, ktére umozliwiaja usuwanie nadmiaru RFT z

komoérki.

[.2.1. Antyoksydanty

Do antyoksydantéw nieenzymatycznych zaliczamy: glutation (GSH), witamine E, witaming
C, albuminy, bilirubing, kwas moczowy, kreatyning, cysteine, karotenoidy, flawonoidy,

koenzym Q (zredukowany). Do antyoksydantow enzymatycznych: dysmutaze nadtlenkowa

zalezng od jondw miedzi i cynku (CuZnSOD) i manganu (MnSOD), peroksydaze
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glutationowg (GPx), katalaze, ceruloplazming, biatka hemowe, tioredoksyne (TRX) i

paraoksonaz¢ (PON1) [Luszczewski 1 wsp., 2007].

Antyoksydanty mozna takze podzieli¢ na endogenne (np. bilirubina, kwas moczowy, SOD,
PON, peroksydaza glutationowa itd.) i egzogenne (np. karotenoidy, witamina E, witamina C,
flawonoidy itd.). Zrédlem antyoksydantéw egzogennych jest spozywany pokarm, gléwnie

owoce i warzywa [Fisher—Wellman i Bloomer, 2009].

Mozna wyr6zni¢ trzy podstawowe systemy obrony organizmu przed RFT [Euszczewski 1
wsp., 2007]:

® pierwsza linia obrony — zapobieganie powstawaniu rodnika wodorotlenowego;

¢ druga linia obrony — skierowanie reakcji wolnorodnikowych na tor terminacji;

® trzecia linia obrony — naprawa uszkodzen juz powstatych w wyniku dziatania RFT.

Wsréd antyoksydantow enzymatycznych pierwszej linii obrony najwieksze znaczenie ma
dysmutaza nadtlenkowa, ktora katalizuje reakcje przeksztalcenia anionorodnika

ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru 1 tlenu czasteczkowego.

Reakcja 1.
2 024 +2 H+ — H202 + 02

Nadtlenek wodoru, silny utleniacz, ktory fatwo przechodzi przez btony komoérkowe 1 dziata
toksycznie na komorki jest nastgpnie neutralizowany przez dwa rownie wazne enzymy
antyoksydacyjne — katalaze i peroksydaze glutationowg. Koncowym produktem obu
enzymoOw jest woda, a w przypadku katalazy réwniez czasteczka tlenu [Gendzwilt, 2007,

Fuszczewski i wsp., 2007].

Reakcja 2.
H202 — HQO + 1 02

Do antyoksydantow drugiej linii obrony naleza m.in. witamina C 1 E. Antyoksydanty te
konkuruja z innymi zwigzkami chemicznymi, ktére mogtyby zosta¢ utlenione przez RFT (np.
0O, ", H,0,, "OH, HOCI). W wyniku reakcji RFT z antyoksydantem powstaje wolny rodnik,

ktory jest znacznie mniej reaktywny niz rodnik, ktory powstatby np. w wyniku modyfikacji
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oksydacyjnej lipidow. Nast¢puje wtedy przerwanie tancuchowej reakcji wolnorodnikowej i
zahamowanie peroksydacji kolejnych zwigzkéw biologicznie czynnych [Luszczewski 1 wsp.,

2007].

Reakcja 3.
a-TOH + ROO" — o-TO" + ROOH

Produkt utlenienia — rodnik a—tokoferolowy (o~TO") — dzigki reakcji z kwasem
askorbinowym moze zosta¢ nastgpnie zredukowany znowu do witaminy E [Luszczewski 1

wsp., 2007].

Reakcja 4.
a-TO" + AH, — 0-TOH + AH’

Trzecia lini¢ obrony przed RFT stanowig enzymy naprawcze. Do tej linii obrony naleza
enzymy antyoksydacyjne o aktywnos$ci oksydoreduktaz, ktore potrafig zredukowac¢ produkty
modyfikacji oksydacyjnej lipidow (paraoksonaza) lub mostki disulfidowe powstale w wyniku

peroksydacji DNA (tioredoksyna, peroksydaza glutationowa) [Luszczewski i wsp., 2007].

[.2.2. Markery stresu oksydacyjnego

Za markery peroksydacji lipidow uwaza si¢ dialdehyd malonowy (MDA, ang.
malonylodialdehyde), 4—hydroksynonenal (HNE, ang. 4-hydroxynonenal) oraz izoprostany
(iPs). W celu oceny nasilenia procesu utlenienia lipidow oznacza si¢ takze w surowicy
przeciwciala przeciw oksydacyjnie zmodyfikowanym LDL (Ab oxLDL). Uszkodzenia biatek
spowodowane przez RFT wykrywane sg poprzez oznaczenie zawartosci grup karbonylowych
w tych czasteczkach. Za wskaznik uszkodzenia DNA uznaje si¢
8-hydroksy-2’—deoksyguanozyn¢ (8—OH2’dG) [Zarkovic, 2003, Flirski i Sobow, 2003,
Tokarz, Jelinska i Ozga, 2004, Luszczewski 1 wsp., 2007]. Markerem stresu oksydacyjnego
zaleznym od rodnikéw azotowych jest natomiast 3-nitrotyrozyna [Flirski i Sobow, 2003,

Kowalczyk i wsp., 2006].

Do choréb i stanéw, w ktérych stres oksydacyjny odgrywa kluczowa rolg, zalicza si¢ m.in.:

choroby uktadu sercowo—naczyniowego (miazdzyce, nadcisnienie t¢tnicze, chorobg
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niedokrwienng serca), cukrzyce, otytos¢, dng moczanowg, udar mézgu, choroby
neurodegeneracyjne (chorobe Parkinsona, chorobe Alzheimera, stwardnienie boczne
zanikowe, ataksje Friedreicha, zapalne choroby stawéw (reumatoidalne zapalenie stawow),
toczen trzewny uktadowy, choroby ptuc (astma, POChP), nowotwory, zapalenie, posocznice
oraz proces starzenia si¢ [Gendzwilt, 2007, Luszczewski i wsp., 2007, Rutkowski i wsp.,2007,

Kell, 2009].
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[.3. Neurodegeneracja

Choroby zwyrodnieniowe (neurodegeneracyjne) to grupa wrodzonych lub nabytych
postepujacych choréb uktadu nerwowego, w ktérych podstawowym zjawiskiem
patologicznym jest utrata komorek nerwowych [Martin, 1999]. Tradycyjnie sa definiowane
jako grupa choréb osrodkowego uktadu nerwowego, dla ktérych nie zostat zidentyfikowany
zaden czynnik przyczynowy [Bradley 1 wsp., 2006]. Obserwowany obecnie wzrost czestosci
wystepowania takich schorzen wydaje si¢ by¢ w duzej mierze zwigzany ze starzeniem si¢

populacji ludzkiej [Mattson, 2003].

Neurodegeneracja jest procesem post¢pujacym i nieodwracalnym. W przebiegu tego procesu
dochodzi do nieprawidlowej agregacji biatek, zaburzenia prawidlowego dziatania
mitochondriéw, nasilenia reakcji stresu oksydacyjnego; znaczenie ma takze narazenie na

toksyny srodowiskowe takie jak pestycydy i metale [Mattson, 2003].

Wsréd chordb neurodegeneracyjnych wyrdznia si¢ jednostki o znanym podiozu genetycznym
na przyktad choroba Huntingtona, choroby prionowe (kuru, choroba Creutzfelda—Jakoba),
choroby prawdopodobnie spowodowane wplywem srodowiska (stwardnienie boczne
zanikowe w kompleksie z parkinsonizmem i otgpieniem, tzw. wariant z Guam) oraz choroby
o niepoznanej etiologii (sporadyczne przypadki choroby Parkinsona, Alzheimera oraz
stwardnienia bocznego zanikowego, postepujacego porazenia nadjadrowego, zaniku

wielouktadowego) [Martin, 1999].
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1.4. Stwardnienie boczne zanikowe

Stwardnienie boczne zanikowe (lac. sclerosis lateralis amyotrophica — SLA, ang. amyotrophic
lateral sclerosis — ALS) jest chorobg zwyrodnieniowg osrodkowego uktadu nerwowego,
prowadzaca do uszkodzenia neuronéw ruchowych kory mézgowej, pnia mézgu i rdzenia
kregowego, cechujacg si¢ wystepowaniem objawdow uszkodzenia gérnego i dolnego neuronu
ruchowego [Wijesekera i1 Leigh, 2009]. Wedlug najnowszych koncepcji [Wijesekera i1 Leigh,
2009] uszkodzenie neurondw ruchowych jest pierwsza, najwczesniejsza faza choroby.
Dodatkowo w trakcie jej trwania dochodzi takze do uszkodzenia struktur czolowo—
skroniowych, hipokampa, wzgorza, istoty czarnej, drég rdzeniowo—moézdzkowych, sznuréw

tylnych oraz obwodowych nerwéw czuciowych [Wijesekera i Leigh, 2009].

SLA wystepuje rzadko, zapadalno$¢ okresla si¢ na poziomie 1,5-2,7 przypadkéw na 100 000
0s6b na rok w krajach Europy i Ameryki Péinocnej [Wijesekera i Leigh, 2009]. Sredni wiek
zachorowania miesci si¢ w przedziale od 55 do 65 roku zycia, nieco cze¢sciej choruja
mezczyzni niz kobiety (ok. 1,5:1) [Wijesekera i Leigh, 2009]. Mniej niz 5% wszystkich
przypadkéw SLA rozwija si¢ u os6b ponizej 30 roku zycia [Wijesekera i Leigh, 2009].

Choroba ta stopniowo ogranicza mozliwos¢ samodzielnego poruszania si¢ poprzez
narastajacy niedowlad konczyn i tutowia. Pojawiaja si¢ takze zaburzenia komunikacji z
otoczeniem wskutek zaburzen mowy (dyzartria) oraz niedozywienie ze wzgledu na
narastajace zaburzenia poltykania (dysfagia) [Adamek i Tomik, 2005, str. 11]. Kontrola
zwieraczy oraz ruchy galek ocznych zostajg zachowane [Adamek i Tomik, 2005, str.14]. SLA
jest chorobg postepujaca, nieuchronnie prowadzi do $mierci, najczesciej wskutek narastajace;j
niewydolnosci oddechowej, w ciggu srednio 2—4 lat od wystgpienia pierwszych objawow

chorobowych [Adamek i Tomik, 2005, str. 111 13].

SLA rozpoznaje si¢ w oparciu o obraz kliniczny, badanie elektromiograficzne,
histopatologiczne, pomocnicze badania laboratoryjne i obrazowe (kryteria El Escorial - WFN
1998) [Brooks i wsp., 2000]. W badaniu histopatologicznym poszukuje si¢ obecnosci
zwyrodniatych neuronéw ruchowych dajacych poczatek drodze korowo-rdzeniowej oraz tych
znajdujacych si¢ w pniu mézgu i rdzeniu krggowym [Strong, 2003, Strong, Kesavapany i
Pant, 2005]. Neuropatologiczng oznakg SLA jest obecno$¢ wewngtrzneuronalnych

agregatow, takich jak: ciatka Buniny, agregaty zlozone z ufosforylozowanych i
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nieufosforylozowanych neurofilamentow oraz wtrety z dodatnim odczynem
immunohistochemicznym na ubikwityne [ Wijesekera i1 Leigh, 2009]. SLA w wigkszosci

przypadkéw wystepuje sporadycznie, 5S—10% to przypadki rodzinne [Strong, 2003].

[.4.1. Sporadyczna posta¢ stwardnienia bocznego zanikowego.

Obraz klasycznego (najczestszego) fenotypu sporadycznej postaci SLA obejmuje
wystepowanie objawOw ze strony zaréwno gérnego, jak i dolnego neuronu ruchowego. U
chorego jednoczesnie wystepuja objawy uszkodzenia gérnego neuronu ruchowego:
spastyczne napigcie, niedowlad z wygérowaniem odruchéw glebokich, obecnos¢ objawu
Babinskiego, klonusy, zesp6t rzekomoopuszkowy, jak i dolnego neuronu ruchowego: zanik
migsni, niedowlad z obnizonym napigciem mi¢sniowym, fascykulacje, ostabienie odruchéw

glebokich, zesp6t opuszkowy [Brooks i wsp., 2000].

Przez zesp6t opuszkowy rozumie si¢ zespdt objawdw wynikajacych z uszkodzenia jader
ruchowych i nerwéw czaszkowych V, VII, IX, X, XTI i XII pnia mézgu, takich jak: dyzartria,
dysfagia, zniesienie odruchu zuchwowego, zanik mi¢sni policzkéw, zniesienie odruchow
podniebienno—gardtowych oraz zanik, fascykulacje i niedowlad migs$ni jezyka [Adamek 1

Tomik, 2005, str. 12].

Zesp6t rzekomoopuszkowy, ktéry jest konsekwencja uszkodzenia drég korowo—jadrowych,
cechuje si¢ obecnoscig nastepujacych objawdw: dyzartrii, dysfagii, labilnosci emocjonalnej,
wygorowaniem odruchu zuchwowego i1 odruchéw podniebienno—gardlowych, spastycznym

niedowladem migs$ni jezyka [Adamek i Tomik, 2005, str. 12].

Klasyfikacja kliniczna SLA wyr6znia dwie poczatkowe postaci choroby: postac z
poczatkowymi objawami zlokalizowanymi w konczynach (posta¢ konczynowa; ang. limb
onset), ktéra stanowi 75% przypadkéw SLA oraz posta¢ z poczatkowymi zaburzeniami
mowy, potykania (posta¢ opuszkowa; ang. bulbar onset), ktéra stanowi 25% przypadkéw

SLA [Wijesekera i Leigh, 2009].

Inne rzadkie fenotypy tej postaci SLA to postepujace porazenie opuszkowe (ang. progressive
bulbar palsy, PBP), pierwotne stwardnienie boczne (ang. primary lateral sclerosis, PLS),

postepujacy zanik migs$ni (ang. progressive muscular atrophy, PMA), zesp6t ramienia
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cepowatego (ang. flail arm, zesp6t Vulpiana—Bernhardta), zesp6t nogi cepowatej (ang. flail
leg, posta¢ pseudopolineuropatyczna) oraz SLA w kompleksie z innymi objawami (np. SLA
w kompleksie z ot¢gpieniem) [Adamek 1 Tomik, 2005, str. 16-18, Wijesekera i1 Leigh, 2009].
Przebieg SLA rézni si¢ w zaleznosci od postaci klinicznej. W postepujacym porazeniu
opuszkowym wystepuja objawy opuszkowo-rzekomoopuszkowe. Ten zespot, izolowany
niekiedy przez kilka lat, moze by¢ poczatkiem petnoobjawowego SLA. Postgpujace porazenie
opuszkowe jest postacig o najgorszym rokowaniu, w ktérej okres przezycia wynosi
najcze¢sciej ponizej trzech lat. W pierwotnym stwardnieniu bocznym wystepuja cechy
uszkodzenia tylko gérnego neuronu ruchowego, najczesciej jest to powoli narastajaca
parapareza spastyczna z wygérowaniem odruchéw i objawem Babinskiego. W postaci tej,
stanowigcej okoto 5% SLA, progresja jest bardzo powolna, wieloletnia. Dolny motoneuron, z
wiotkim niedowtadem konczyn, ostabieniem odruchéw gigbokich, zanikami migs$ni i
fascykulacjami zajety jest w postepujacym zaniku mig$ni. W postgpujacym zaniku mig¢$ni
zwykle nie ma objaw6w uszkodzenia na poziomie opuszki. W tej postaci choroby (ok. 10%
SLA) przezycia sg dtugie, do 30—40 lat [Adamek 1 Tomik, 2005, str. 16-18, Wijesekera i
Leigh, 2009]. Zesp6t ramienia cepowatego i nogi cepowatej cechuje si¢ zajeciem dolnego
neuronu ruchowego. W zespole ramienia cepowatego dochodzi do symetrycznego zajecia
proksymalnych odcinkéw koficzyn gérnych, natomiast w zespole nogi cepowatej wiotki
niedowlad obejmuje symetrycznie dystalne odcinki koniczyn dolnych. Te dwa zespoty cechuja
si¢ wolniejszg progresja objawoéw w poréwnaniu do klasycznych postaci SLA [Wijesekera 1

Leigh, 2009].

[.4.2. Rodzinna posta¢ stwardnienia bocznego zanikowego.

Rodzinne wystgpowanie SLA zostalo po raz pierwszy opisane przez Kurlanda i wsp. w 1955
roku. W 1993 roku Rosen i wsp. odkryli mutacje w genie kodujacym SODI1, ktéra zwigzana
jest z wystgpowaniem rodzinnej postaci SLA [Graham, Macdonald i Hawkes, 1997].

15-20% przypadkéw rodzinnej postaci SLA spowodowanych jest mutacja punktowa w genie
SOD]1 dla cytozolowej miedziowo—cynkowej dysmutazy nadtlenkowej [Wijesekera i Leigh,
2009].

Mutacje w innych genach sg jeszcze rzadsze. Jest to na przyktad mutacja w genie SETX (ang.

senataxin) zlokalizowanym na choromosomie (9q34), ktéra dziedziczona jest autosomalnie
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dominujgco. Powoduje ona wystapienie objawéw SLA u mtodych oséb, przebieg choroby w
tych przypadkach jest powolny. Mutacja w genie ALSIN dziedziczona recesywnie, wigze si¢ z
zachorowaniem w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia [Strong, Kesavapany i Pant, 2005].
Inne mutacje bedace przyczyng rodzinnych postaci SLA wystepuja w genach dla
angiogeniny, podjednostki p150 dynaktyny (DCTNI, ang. dynactin 1) oraz w genie VAPB
(ang. vesicle-associated membrane protein-associated protein B) kodujacym biatko VAPB
zwigzane z transportem pecherzykowym (ang. vesicle associated membrane protein)

[Wijesekera 1 Leigh, 2009].

SODI1 jest enzymem antyoksydacyjnym, kodowanym przez gen zlokalizowany na
chromosomie 21g22.1. Katalizuje ona reakcj¢ peroksydacji anionorodnika ponadtlenkowego

(O77) do nadtlenku wodoru (H>O,) i tlenu.

Reakcja 5.
2 024 +2 H+ — H202 + 02

Znanych jest ponad 120 mutacji genu SODI odpowiedzialnych za wystgpowanie rodzinne;j
postaci SLA [Wijesekera 1 Leigh, 2009]. Gl6wny model dziedziczenia jest autosomalny
dominujacy, ale sg takze modele recesywne 1 sprz¢zone z chromosomem X [Strong,
Kesavapany i1 Pant, 2005]. Rodzaj mutacji genu SODI moze mie¢ wptyw na wiek
zachorowania, na przebieg choroby, na to jakie objawy sa dominujace, a takze jaki jest
spodziewany okres przezycia [Strong, Kesavapany i Pant, 2005]. W przypadku mutacji
punktowej Asp90Ala genu SOD]! dziedziczonej recesywnie, choroba rozwija si¢ powoli,
objawiajac si¢ gldéwnie niedowladem konczyn dolnych, przezycia sa nawet powyzej 10 lat. Sa
tez mutacje genu SOD1 z bardzo szybka progresja choroby np. Ala4Val, Ala4Thr i His43Arg,
gdzie sredni czas przezycia wynosi okoto jednego roku [Adamek 1 Tomik, 2005, str. 23].

Istnieje szereg hipotez dotyczacych wystapienia neurodegeneracji zaleznej od SOD1. Mozna
je podzieli¢ na dwie grupy: hipotezy zaktadajace ,,zyskanie funkcji” (ang. gain of function),
oraz hipotezy zaktadajace ,,zyskanie zdolnosci do nowych oddziatywan” (ang. gain of

interaction) przez zmutowane biatko SOD1 [Strong, Kesavapany i Pant, 2005].

Zgodnie z hipotezami pierwszej grupy win¢ za rozw0j choroby ponosza nowe wlasnosci

katalityczne zmutowanej dysmutazy, spowodowane zmianami struktury trzeciorzedowej tego
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biatka. Tymi nowymi wlasnosciami moze by¢ zdolnos¢ do wytwarzania rodnik6w
hydroksylowych (zamiast nadtlenku wodoru), zdolnos¢ katalizowania reakcji peroksydacji
lipidéw, badz zdolnos¢ do przytaczania grup NO do reszt tyrozyny innych biatek [Strong,
Kesavapany i Pant, 2005].

Hipotezy drugiej grupy zaktadaja, ze toksycznos¢ tego bialka nie jest zwigzana z zyskaniem
nowej funkcji katalitycznej, lecz z zyskaniem nowych mozliwosci interakcji z czasteczkami
biatek. SOD1 zawiera strukture, ktdra jesli nie zostanie prawidtowo sfatdowana, przybiera
postac tzw. beta—kartki (ang. beta—sheet) zdolnej tworzy¢ (przez przylaczenie innych molekut
biatkowych) oligomery, fibrylle 1 agregaty. Takie agregaty ztozone z nieprawidlowego biatka
SODI1 s3 wykrywane w neuronach myszy transgenicznych wykazujacych ekspresje

zmutowanej SOD1 [Vijayvergiya i wsp., 2005].

Proponuje sig¢, ze agregaty ztozone ze SOD1 wywieraja efekt neurotoksyczny poprzez
ingerencj¢ w prawidlowo dziatajace proteasomy lub poprzez tworzenie komplekséw z
biatkami szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock protein). Niedobor HSP jest odpowiedzialny
za brak hamowania czynnikéw aktywujacych apoptoze i w konsekwencji prowadzi do

aktywacji tego procesu [Strong, Kesavapany i Pant, 2005].
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LI.5. Etiopatogeneza 1 czynniki ryzyka sporadycznej postaci stwardnienia bocznego

zanikowego.

[.5.1. Etiopatogeneza

Etiopatogeneza SLA wciaz nie jest poznana. Uwaza si¢, ze maja w niej udzial czynniki
genetyczne 1 sSrodowiskowe, za czym przemawiajg badania przeprowadzone na blizni¢tach
mono 1 dizygotycznych, u ktérych rozpoznano SLA [Graham, Macdonald 1 Hawkes, 1997].
Podkresla sig, ze pierwotna przyczyna lezaca u podloza zwyrodnienia neuronéw ruchowych
w SLA jest wieloczynnikowa i poszczegdlne patomechanizmy naktadajg si¢ na siebie

[Zarkovic, 2003, Strong, 2003].

Za potencjalne przyczyny rozwoju choroby bierze si¢ pod uwage: reakcje zapalng i1 aktywacje
gleju, nadmierng aktywnos¢ aminokwaséw ekscytotoksycznych, dezorganizacje
neurofilamentéw, zaburzenie transportu aksonalnego, niedobdr czynnikéw neurotroficznych

oraz stres oksydacyjny [Rowland i Shneider, 2001, Strong, 2003, Wijesekera 1 Leigh, 2009].

Aktywacja astrocytow i mikrogleju stanowi jedng z gtéwnych zmian patologicznych
stwierdzanych w SLA [Strong, 2003, Bruijn, Miller i Cleveland, 2004, Strong, Kesavapany i
Pant, 2005]. Aktywowany mikroglej wptywa na neurony oraz pozostale komorki gleju
(astrocyty, oligodendrocyty) poprzez uwalniane czynniki prozapalne oraz cytotoksyczne, jak
tlenek azotu (NO), glutaminian, prostaglandyny, TNF-a, a takze wolne rodniki [Strong, 2003,
Bruijn, Miller i Cleveland, 2004]. He, Wen i Strong [2002] w badaniu in vitro na liniach
komérkowych (BV-2, NSC-34, 1.929) wykazali, ze aktywowany mikroglej, wydzielajac
TNF-0, powoduje zwyrodnienie neuronéw ruchowych i ich §mier¢. Pojawienie si¢
aktywowanego mikrogeju oraz mediatoréw prozapalnych (TNF-a, TGF-B1, M-CSF) stanowi
takze wczesne stadium rozwoju choroby neuronu ruchowego u myszy transgenicznych

bedacych zwierzgcym modelem SLA [Alexianu, Kozovska i Appel, 2001, Elliott, 2001].

Wiele badan wskazuje, ze w SLA dochodzi do uszkodzenia neuronéw wskutek nadmierne;j
stymulacji postsynaptycznych receptoréw dla aminokwaséw ekscytotoksycznych, takich jak
NMDA i AMPA [Wijesekera i Leigh, 2009]. Nadmierna aktywacja receptoréw przez
glutaminian wynika ze zwigkszonego st¢zenia tego aminokwasu w przestrzeniach

migdzykomdrkowych, co thumaczone jest uposledzeniem transportu zwrotnego glutaminianu
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(utrata transporterow glutaminianowych EAAT?2 zwiazanych z astrocytami) [Cid 1 wsp.,
2003]. Aktywacja receptoréw dla aminokwaséw ekscytotoksycznych prowadzi do
nadmiernego naptywu wapnia do neuronéw, co kaskadowo uaktywnia enzymy: lipazy,
proteazy, endonukleazy, kalpainy, kaspazy, fosfatazy i kinazy bialkowe, prowadzac do
uszkodzenia cytoszkieletu, uposledzenia produkcji ATP, produkcji wolnych rodnikéw,
uszkodzeniu DNA i1 w efekcie do $mierci komorki [Cid 1 wsp., 2003, Strong, Kesavapany 1

Pant, 2005].

Neurofilamenty to gldwne bialka strukturalne w neuronach ruchowych, ich obecnos¢ jest
niezb¢dna do utrzymania prawidlowej srednicy aksonéw [Bruijn, Miller i Cleveland, 2004].
Liczne badania dowodza, ze zardwno nadmierne jak i nieprawidlowe gromadzenie si¢
neurofilamentéw jest czgstym znaleziskiem patologicznym tak w rodzinnej jak i sporadycznej
postaci SLA [Bruijn, Miller i Cleveland, 2004]. Jednym z czynnik6w sprawczych powstania
agregatow jest modyfikacja neurofilamentow przez wolne rodniki [Strong, 2003]. Badania
przeprowadzone na myszach transgenicznych wykazujacych mutacje w genie kodujacym
neurofilament lekki, wykazaty kumulowanie si¢ nieprawidtowych neurofilametéw w

motoneuronach co prowadzito do $mierci tych komoérek [Caiiete-Soler 1 wsp., 1999].

Do uszkodzenia motoneuronéw moze prowadzi¢ rOwniez zaburzenie transportu aksonalnego.
Zwolnienie tego transportu stwierdzono we wczesnym stadium choroby u myszy

transgenicznych wykazujacych mutacje w genie SODI [Williamson 1 Cleveland, 1999].

Czynniki neurotroficzne odpowiadaja za wzrost 1 przezycie neuronéw w centralnym i
obwodowym ukladzie nerwowym. Ich gtéwnym zrédlem sg astrocyty i komérki mikrogleju
[Bruijn, Miller i Cleveland, 2004]. Wiadomo, ze w tkankach chorych na SLA dochodzi do
obnizenia ich st¢zenia, miedzy innymi rzgskowego czynnika neurotropowego (CNTF, ang.
ciliary neurotrophic factor), czynnika neurotropowego pochodzenia mézgowego (BDNF,
ang. brain derived neurotrophic factor), glejopochodnego czynnika wzrostu nerwéw (GDNF,
ang. glial cell line—derived neurotrophic factor) i insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
(IGF-1, ang. Insulin-like Growth Factor 1) [Bruijn, Miller i Cleveland, 2004, Wijesekera i
Leigh, 2009]. W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia na temat zwigzku naczyniowego
czynnika wzrostu (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) z SLA [Bruijn, Miller 1
Cleveland, 2004]. Hamowanie aktywnos$ci VEGF w ukladzie nerwowym prowadzi do

miejscowego niedokrwienia, generowania wolnych rodnikéw, a ostatecznie do zwyrodnienia 1

-31-



$mierci neuronéw [Bruijn, Miller i Cleveland, 2004, Lambrechts, Storkebaum i Carmeliet,
2004]. Nizsze stezenie VEGF wykazano w surowicy krwi chorych ze sporadyczna, jak i
rodzinng postacig SLA w pordwnaniu do grupy kontrolnej [Lambrechts i wsp., 2003]. Devos i
wsp. [2004] stwierdzili obnizony poziom VEGF w ptynie mézgowo—-rdzeniowym chorych na
SLA w poréwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych oraz z grupg kontrolng 0séb z innymi

schorzeniami neurologicznymi.

I.5.1.1. Stres oksydacyjny w SLA

Uwaza si¢, ze motoneurony sg szczegdlnie narazone na stres oksydacyjny poprzez wysoka
aktywnos$¢ metaboliczng zwigzang z neurotransmisja, wysokg zawartos¢ nienasyconych reszt
lipidowych w blonach neuronéw oraz ekscytotoksycznos$¢ zwigzang z glutaminianem.
Dodatkowo centralny uktad nerwowy cechuje si¢ stabo rozwinigtym systemem

antyoksydacyjnym [Strong, Kesavapany i Pant, 2005].

Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw wigz¢ si¢ z nasileniem reakcji stresu
oksydacyjnego. Zachodzace w tych organellach reakcje tancucha oddechowego sg gtéwnym

zrodtem wolnych rodnikow wewnatrz komorki.

U o0s6b chorych na SLA wykryto obecno$¢ mitochondriéw o nieprawidtlowej morfologii w
zakonczeniach nerwéw ruchowych, watrobie 1 migsniach. Stwierdzono takze zaburzenie
funkcji mitochondriéw w ptytkach krwi i limfocytach [Strong, 2003]. Nieprawidlowe
dziatanie mitochondriéw powoduje generowanie wolnych rodnikéw, ktére modyfikujg kwasy
nukleinowe, biatka (mi¢dzy innymi neurofilamenty) i lipidy, co prowadzi do uszkodzenia
organelli komoérkowych 1 smierci komorki. Uszkodzenie mitochondriow stanowi jeden ze
szlakow powodujacych przeksztalcenie prokaspaz w aktywne proteazy i indukcje procesu
apoptozy. Dochodzi do uwolnienia z mitochondriéw do cytozolu cytochromu c, ktéry wigze
si¢ z biatkiem Apaf-1 (ang. apoptotic protease—activating factor—1) i prokaspaza 9 tworzac
kompleks zwany apoptosomem. Apoptosom aktywuje kaskade¢ kaspaz i zapoczatkowuje

proces apoptozy [Strong, 2003].

W badaniach na hodowlach komérkowych, tkankach myszy transgenicznych oraz tkankach 1

ptynach ustrojowych os6b chorych na SLA stwierdzono zwigkszone stezenie markerow
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uszkodzenia wywotanego przez stres oksydacyjny takich jak: 8OH2’dG czy HNE [Bogdanov
1 wsp., 2000, Pedersen i wsp., 1998].

Bogdanov i wsp. [2000] wykazali podwyzszony poziom 8OH2’dG w ptynie
moézgowo-rdzeniowym, krwi 1 moczu u chorych na SLA w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
0s6b zdrowych. Aguirre 1 wsp. [2005] w badaniu na modelu zwierzecym SLA (myszy
transgeniczne wykazujace ekspresje zmutowanej SODI), wykazali podwyzszony poziom
80OH2’dG w rdzeniach krggowych tych zwierzat w poréwnaniu do kontroli zaréwno w
okresie presymptomatycznym, objawowym i zaawansowanym choroby. Przy pomocy reakcji
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), wykazano zwigkszone st¢zenie utlenionych lipidow w
surowicy krwi chorych na SLA w poréwnaniu do kontrolnej grupy zdrowych os6b
[Bonnefont—Rousselot 1 wsp., 2000]. Pedersen 1 wsp. [1998] wykazali zwigkszong
modyfikacje biatek przez HNE w homogenatach rdzenia kregowego chorych na SLA w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Na przekrojach poprzecznych rdzenia kregowego kumulacje
HNE zaobserwowano w rejonie neuronéw ruchowych rogéw przednich rdzenia. Ponadto
wykazano, ze biatkami uszkadzanymi przez HNE s3 gidwnie transportery EAAT?2, ktérych
niedobdr stanowi istot¢ mechanizmu ekscytotoksycznosci. Dalsze prace tej grupy badawczej,
na linii komérkowej NSC-19 (wykazujacej charakterystyczne cechy neuronéw ruchowych)
wykazaty, ze pod wptywem oddzialywania HNE dochodzi do znacznego uposledzenia
transportu glutaminianu. Podanie antyoksydantu (glutationu) do hodowli komérkowej przed
ekspozycja na HNE chronito przed jego szkodliwym wptywem. Diluzsza ekspozycja hodowli
komérkowej na HNE wigzala si¢ ze zwigkszeniem wewngtrzkomérkowego stezenia wapnia i

$miercig komoérek w mechanizmie apoptozy [Pedersen, Cashman i Mattson, 1999].

Stres oksydacyjny wymieniany jest jako jeden z mozliwych mechanizméw majacych
odgrywac rolg w etiopatogenezie SLA, obok zaburzenia transportu aksonalnego,
ekscytotoksycznosci zwigzanej z glutaminianem czy reakcji zapalnej. Nalezy jednak
podkresli¢, ze stres oksydacyjny ma wptyw na te pozostale mechanizmy. Wolne rodniki
zwigkszaja wrazliwos$¢ neurondw na ekscytotoksycznos¢ zwigzang z glutaminianem poprzez
zaburzenie jego transportu przez komorki gleju, a takze promuja tworzenie agreagatow

biatkowych [Ascherio i wsp., 2005].

Nie ma dotychczas jednoznacznego rozstrzygniecia czy do smierci motoneuronéw w SLA
dochodzi na drodze nekrozy, apoptozy czy tez kombinacji tych dwéch proceséw [Strong,

2003]. Trudno morfologicznie rozrézni¢ te dwa procesy w przewleklej, wolno rozwijajace;j sie
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chorobie, ze wzgledu jednak na zidentyfikowanie w tkankach chorych na SLA markerow
apoptozy, uwaza si¢, ze to wlasnie ta droga odgrywa gtéwna role w $mierci neuronéw

[Strong, Kesavapany 1 Pant, 2005, Wijesekera 1 Leigh, 2009].

[.5.2. Czynniki ryzyka

Za niemodyfikowalne czynniki ryzyka wystgpienia SLA uznaje si¢ wiek, pte¢ oraz wywiad
rodzinny w kierunku choroby [Chio, 2000, Brooks, 2000]. Z czynnikéw egzogennych
wykazano, ze palenie papieroséw ma prawdopodobnie wptyw na wystgpienie SLA [Armon,
2003]. Sugeruje si¢ takze wpltyw narazenia na toksyczne zwiazki chemiczne obecne w
srodowisku, szczegdlnie ekspozycje na srodki stosowane w rolnictwie takie jak pestycydy,

herbicydy [Brooks, 2000].

W metaanalizie przeprowadzonej przez Armon [2003] stwierdzono, ze palenie papieros6w
jest prawdopodobnym czynnikiem ryzyka rozwoju SLA. Nelson i wsp. [2000 (a)]
przedstawili nastepujace wyniki: palenie papierosow (kiedykolwiek) dwukrotnie zwicksza
ryzyko SLA, dla aktualnie palacych papierosy ryzyko jest trzykrotnie zwigkszone, podczas
gdy dla bytych palaczy tylko nieznacznie podwyzszone. Ponadto, ryzyko to zwigzane jest z
czasem palenia papierosOw i liczba wypalanych papieroséw. Weisskopf i wsp. [2004] w
badaniu prospektywnym wykazali zwigzek migdzy aktualnym paleniem papieroséw a
zwigkszonym ryzykiem zgonu z powodu SLA w populacji kobiet. Sutedja i wsp. [2007]
wykazali, ze aktualne palenie papieroséw jest niezaleznym czynnikiem zwigkszajagcym
ryzyko wystgpienia SLA. Opublikowana w tym roku kolejna analiza potwierdza poprzednie
wyniki [Gallo 1 wsp., 2009]. W badaniu prospektywnym (zakwalifikowano 517 890),
stwierdzono, ze palenie papieroséw w momencie wlaczenia do badania prawie dwukrotnie
zwigkszalo ryzyko zgonu z powodu SLA w poréwnaniu do 0séb nigdy niepalacych. Status
bylego palacza w momencie wiaczenia do badania zwigkszalo to ryzyko o 50% w stosunku
do 0s6b nigdy niepalacych. Stwierdzono takze korelacj¢ z czasem palenia papieroséw. Osoby
palace dluzej niz 33 lata mialy ponad dwukrotnie wigksze ryzyko zachorowania na SLA niz
osoby niepalgce. Odwrotnie, liczba lat od zaprzestania palenia papieroséw korelowata ze

zmniejszeniem ryzyka zachorowania na SLA w poréwnaniu do nadal palacych.

Podawane sg dwie gidwne hipotezy dotyczace wptywu palenia papieroséw na zwigkszone

ryzyko zachorowania na SLA. Pierwsza mowi o bezposrednim efekcie neurotoksycznym
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wywieranym na motoneurony, druga o nasileniu reakcji stresu oksydacyjnego przez dym
tytoniowy. Dym tytoniowy zawiera liczne toksyczne zwigzki chemiczne, miedzy innymi
pestycydy uzywane do uprawy tytoniu, ponadto ot6w i inne metale cigzkie. Za mechanizmem
zwigzanym z nasileniem stresu oksydacyjnego przemawia fakt, ze we krwi 0séb palagcych
stwierdza si¢ zwigkszony poziom produktéw oksydacji lipidow [Rumley 1 wsp., 2004].
Ponadto, dym tytoniowy hamuje VEGF w stanach stresu oksydacyjnego, a obnizony poziom
VEGEF jest zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju SLA [Weisskopf 1 wsp., 2004].
Gallo 1 wsp. [2009] podkreslaja znaczenie formaldehydu w wydychanym dymie tytoniowym,
jako czynnika, ktdry nasila stres oksydacyjny poprzez utlenianie lipidéw w komérkach
nerwowych mézgu. Formaldehyd powstaje w trakcie palenia tytoniu ze sktadnika tytoniu

jakim jest sacharyna.

Wyniki badania przeprowadzonego przez McGuire i wsp. [1997] wskazuja, Ze narazenie na
chemiczne $rodki stosowane w rolnictwie (szczegdlnie insektycydy) jest czynnikiem ryzyka
zachorowania na SLA w populacji m¢zczyzn. Takze w badaniu Bharucha i wsp. [1983]
wykazano, ze z ryzykiem zachorowania na SLA zwigzany jest status socjoekonomiczny oraz
zamieszkiwanie terenéw rolniczych. Badania Chio 1 wsp. [2005] sugeruja, ze profesjonalna
gra w pitk¢ nozng zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na SLA moze by¢
konsekwencja migdzy innymi narazenia na herbicydy uzywane do pielegnacji boisk

sportowych.

Wyniki badan dotyczacych zwiagzku narazenia na metale ci¢zkie z ryzykiem rozwoju SLA s3
rozbiezne. Chancellor 1 wsp. [1993] wykazali, ze narazenie na otdw 1 rozpuszczalniki bylo
znamiennie czestsze w grupie chorych na SLA w poréwnaniu z grupg kontrolng. W innym
badaniu [Graham, Macdonald i Hawkes, 1997] w grupie chorych na SLA stwierdzono
czestsze wykonywanie zawodow, ktére wigzg si¢ z kontaktem z takimi substancjami jak
rozpuszczalniki, paliwa oraz farby. Wszystkie te substancje zawieraja otéw. Podobnie w
pracy Armon i wsp. [1991] ujawniono zwigzek mi¢dzy zachorowaniem na SLA wsréd
me¢zczyzn a wykonywaniem pracy takiej jak: spawanie czy lutowanie. Sutedja i wsp. [2007]
analizujac ryzyko zachorowania na SLA w zaleznosci od rodzaju wykonywanego zawodu,
stwierdzili wigksze ryzyko wystgpienia choroby w grupie kobiet zajmujacych si¢ rzemiostem.
Natomiast Bharucha i wsp. [1983] w swoim badaniu nie wykazali zwigzku SLA z poziomem

urbanizacji, wykonywaniem pracy fizycznej, narazeniem na oléw i rtec.
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Uwaza sig¢, ze oléw zaburza prawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw, nasila stres
oksydacyjny oraz ekscytotoksycznos¢, prowadzi to do zaburzenia wewnatrzkomérkowe;j
homeostazy wapnia. Oléw oddzialuje takze bezposrednio na neurony i komérki glejowe,
gtownie astrocyty [Kamel i wsp., 2005]. Dodatkowo Li i wsp. [2006] wykazali odwrotng
zalezno$¢ miedzy poziomem otowiu a poziomem aktywnosci PON1. Najnizszy poziom
aktywnosci PON1 wzgledem zaréwno paraoksonu, diazoksonu jak i octanu fenylu
stwierdzono w grupie osob z najwiekszg ekspozycja na oldw. Narazenie na otéw wigzato si¢ z
obnizeniem aktywnosci PONI, ten efekt byt szczegdlnie widoczny u nosicieli allelu R

polimorfizmu Q192R genu PONI.

Wsréd czynnikéw ryzyka SLA wymienia si¢ rowniez ekspozycj¢ na srodki
fosforoorganiczne. Udokumentowano wigkszg zapadalnos¢ na SLA wsrod weteranow Wojny

w Zatoce Perskiej, ktorzy byli narazeni na te substancje [Haley, 2003].

W badaniach poszukujacych zaleznosci miedzy ryzykiem zachorowania na SLA a rodzajem
wykonywanej pracy wykazano, ze ze zwigkszonym ryzykiem SLA u m¢zczyzn wigze si¢
wykonywanie takich takze zawoddéw jak programista i technik laboratoryjny natomiast u
kobiet praca przy sktadaniu maszyn (ang. machine assemblers). Autorzy uwazaja, ze
wykonywanie tych zawodow zwigzane jest z kolei z narazeniem na pole elektromagnetyczne

[Weisskopf i wsp., 2005].

Przeprowadzano takze badania dotyczace wptywu diety na ryzyko zachorowania na SLA.
Nelson 1 wsp. [2000 (b)] w prospektywnym badaniu kohortowym znalezli zalezno$¢ miedzy
spozywaniem tluszczéw (nasyconych i wielonienasyconych, kwasu linolenowego) oraz
glutaminianu a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na SLA oraz odwrotng zaleznos¢ ze
spozywaniem pokarmow zawierajacych sktadniki roslinne (pektyny, celuloze, lignine).
Autorzy podkreslaja, ze mézg jest szczegdlnie wrazliwy na stres oksydacyjny zwigzany z
utlenieniem wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, a ich zawarto$¢ w btonach
komoérkowych jest uzalezniona w duzej mierze od ilosci tych sktadnikéw w diecie. Dieta
bogata w blonnik przyspiesza czas przejScia pokarmu przez jelito grube i w ten sposéb skraca
czas mozliwej absorpcji zwigzkéw toksycznych, ponadto hamuje przeksztalcanie si¢
glutaminy w glutaminian, ktéry odgrywa zasadnicza role w indukowaniu ekcytotoksycznej
smierci neurondw. Dodatkowo zmniejsza wchianianie tluszczow z jelit. W badaniu

przeprowadzonym przez Ascherio 1 wsp. [2005] wykazano, ze Smiertelno$¢ z powodu SLA w
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grupie osob stosujacych wieloletnig suplementacje (=10 lat) witaming E, byta o 62% mniejsza
niz w grupie osob niestosujgcych suplementacji tag witaming. Witamina E uwazana jest za
gtéwny antyoksydant komérkowy, chronigcy lipidy blon komérkowych przed utlenieniem.
Nelson i wsp. [2000 (a)] w swoim badaniu nie znalezli zaleznosci mi¢dzy spozywaniem

alkoholu a ryzykiem zachorowania na SLA.

Za czynniki ryzyka SLA podaje si¢ takze uraz, nadmierny wysitek fizyczny. Chen 1 wsp.
[2007] wykazali, ze przebycie jakiegokolwiek urazu nie jest ryzykiem SLA, jedynie uraz
glowy wydaje si¢ by¢ zwigzany z wigkszym ryzykiem zachorowania. Natomiast liczne urazy
glowy, szczegodlnie te przebyte do 10 lat wstecz od zachorowania, sg zwiazane z ponad
trzykrotnym zwiekszeniem ryzyka rozwoju SLA. Takze Chio 1 wsp. [2005] wskazuje na
nadmierny wysilek fizyczny zwiazany z uprawianiem sportu oraz wystepowanie licznych
urazéw 1 mikrourazéw (glowy, konczyn), jakich doznaja zawodowi pitkarze za przyczyne
czestszego zachorowania na SLA w tej grupie zawodowej. Uraz glowy moze indukowac stan
zapalny w obrebie osrodkowego ukladu nerwowego lub aktywacj¢ mikrogleju, moze
powodowac uszkodzenie bariery krew—mozg, zaburzenie funkcji mitochondriéw, nadmierng
produkcje wolnych rodnikéw tlenowych i azotowych, akumulacje biatka tau [Chen i wsp.,
2007]. Wykonywanie ¢wiczen fizycznych prowadzi do zwigkszenia produkcji wolnych
rodnikéw tlenowych, z ktérymi z wiekiem uktad antyoksydacyjny nie w kazdym przypadku
jest w stanie sobie poradzi¢ [Rousseau i wsp., 2006]. U 0os6b mtodych umiarkowany wysitek
fizyczny, poprzez nasilenie reakcji stresu oksydacyjnego, indukuje zwiekszong synteze¢ biatek
majacych wilasciwosci antyoksydacyjne. Wyniki badania przeprowadzonego przez Rousseau i
wsp. [2006] wskazuja, ze u starszych os6b ten mechanizm nie jest na tyle wydolny, aby
zbalansowa¢ zwigzane z wiekiem nasilenie reakcji stresu oksydacyjnego. Ten mechanizm
moze ttumaczy¢ korelacje czasu wyczynowego uprawiania sportu z ryzykiem zachorowania
na SLA [Chio i wsp., 2005]. Zawodowi pitkarze poddani wyczynowemu treningowi ponizej 5
lat mieli 3,5 razy wigksze ryzyko zachorowania na SLA niz osoby z grupy kontrolnej,
natomiast osoby poddane wyczynowemu treningowi powyzej 5 lat miaty to ryzyko 15 razy

wieksze.

W badaniach epidemiologicznych zauwazono takze, ze osoby chore na SLA, czgsciej w
poréwnaniu do oséb zdrowych, posiadaja przynajmniej jednego krewnego z chorobg
zwyrodnieniowg [Armon i wsp., 1991]. Dodatkowo osoby chore na SLA w poréwnaniu do

grupy kontrolnej miaty nieco wigkszy wskaznik masy ciata (BMI, ang. body mass index) niz
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grupa kontrolna na 5 lat przed postawieniem diagnozy [Nelson i wsp., 2000 (b)]. U chorych
na SLA stwierdzono takze globalnie mniejszg liczbe lat nauki szkolnej 1 rzadsze
wystepowanie wyzszego wyksztalcenia w poréwnaniu do grupy kontrolnej [Nelson i wsp.,
2000 (b), Gallo i wsp., 2009]. Sutedja i wsp. [2007] wykazali, Ze niski poziom wyksztatcenia
(oddajacy najnizszy status socjoekonomiczny) faczyt si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju

SLA.

Dodatkowe dowody nad rola czynnikéw Srodowiskowych 1 toksycznych w rozwoju SLA
przyniosto odkrycie wspétwystgpowania SLA w kompleksie z parkinsonizmem i otgpieniem
u czlonkéw plemienia Chamorros, zamieszkujacych wyspe Guam na zachodnim Pacyfiku
(tzw. wariant z Guam, ang. ALS—parkinsonism—dementia complex, ALS—PDC).
Przeprowadzone badania epidemiologiczne wskazuja na czgstsze wystepowanie tego zespotu
u spokrewnionych oséb, jednak nie udato si¢ dotad ustali¢ zadnego modelu dziedziczenia,
ponadto zachorowania czegsto wystgpowaly takze u wspétmatzonkéw [Reed, Torres i Brody,
1975]. Zauwazono, ze rdzenni mieszkancy mieli zwigkszone ryzyko zachorowania na ALS—
PDC, jezeli stosowali tradycyjna, lokalng diete (m.in. jedli mi¢so nietoperzy). Osoby, ktdre
przejety zachodni styl zycia, w tym nawyki zywieniowe, miatly mniejsze ryzyko

zachorowania [Reed i wsp., 1987].

Za ewentualng przyczyn¢ wystepowania endemicznego ALS-PDC uwaza si¢ spozywanie
przez tubylcéw maki, uzyskiwanej z nasion sagowca oraz spozywanie mig¢sa nietoperzy
zywigcych si¢ gldwnie tymi nasionami. W sagowcach znajduje si¢ niebiatkowy aminokwas
beta—N-metyloamino—I-alanina (BMAA) o silnych wlasciwosciach neurotoksycznych.
Zrédlem BMAA w sagowcach sg cyjanobakterie (sinice). Uwaza sie, ze w organizmach
nietoperzy dochodzi do akumulacji neurotoksycznego aminokwasu [Cox, Banack i Murch,
2003]. Rao 1 wsp. [2006] w badaniu na komérkach rdzenia kregowego myszy udowodnili, ze
motoneurony sg selektywnie wrazliwe na BMAA, wykazano takze, ze efekt ten jest zalezny
od dawki. Praca Rao 1 wsp. [2006] wskazuje, ze BMAA niszczy neurony przez receptory
AMPA/kainowe. Aktywacja tych receptorow powoduje wzrost stezenia
wewnatrzkomorkowego wapnia i generacj¢ wolnych rodnikéw wskazujac na znaczny udziat

stresu oksydacyjnego w tym patomechanizmie.

Opisano takze kilka genéw, ktérych mutacje moga potencjalnie zwigkszac ryzyko

wystagpienia sporadycznych przypadkéw SLA. Jest to m.in. delecja lub insercja w domenie
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KSP genu NEFH kodujacego podjednostke cigzka neurofilamentu (NF-H), mikrodelecje w
mitochondrialnym DNA odpowiadajacym za kodowanie oksydazy cytochromu c, btedy w
obrobce RNA w transporterach aminokwaséw ekscytotoksycznych typu 2 (EAAT2), nadmiar
kopii genu SMN (ang. survival motor neuron gene) oraz delecja zwigzana z genem NAIP
(ang. neuronal apoptosis inhibitory protein) w pozycji 5q13. Ponadto donoszono o czgstszym
wystepowaniu genotypu epsilon3/epsilond4 genu apoE w postaci opuszkowej SLA oraz o
zmiennos$ci w genie VEGF u chorych na SLA [Strong, Kesavapany i Pant, 2005, Wijesekera i
Leigh, 2009].
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1.5.3. Leczenie SLA

Jedynym lekiem majagcym wplyw na przebieg SLA jest jak dotad Rilutek (Riluzole).
Dokfadny mechanizm dziatanie Riluteku w SLA jest nieznany, ale lek ten ma conajmniej trzy
uchwytne punkty dziatania, ktére moga wptywac na jego skutecznos¢: (1) hamuje uwalnianie
glutaminianu [Martin, Thompson i Nadler, 1993], (2) hamuje receptory NMDA i kainowe
[Debono i wsp., 1993, Hubert 1 wsp., 1994], (3) utrzymuje w stanie nieaktywnym zalezne od
potencjatu kanaly sodowe [Hebert 1 wsp., 1994]. Ponadto w szeregu badan in vitro 1 in vivo
wykazano jego dziatanie neuroprotekcyjne [Couratier i wsp., 1994, Estevez, Stutzmann i
Barbeito, 1995, Rothstein i Kuncl, 1995, Gurney i wsp., 1996]. Dwie wieoloosrodkowe préby
kliniczne wykazaty, ze po 18 miesigcach terapii lek zmniejsza ryzyko $mierci (lub
tracheostomii) o 35%, co w praktyce oznacza wydluzenie zycia przecig¢tnie o 2—3 miesigce; i
to nie u wszystkich chorych [Miller i wsp., 1996]. Badania dowodza, ze leczenie Rilutekiem
w dawce 100 mg dziennie (2 x 50 mg) przez 18 miesiecy nieznacznie wydiuza przezycia
chorych, ale niestety nie wptywa na poprawe ich stanu klinicznego i jakosci zycia [Bensimon,
Lacomblez i Meininger, 1994, Lacomblez i wsp., 1996, Miller i wsp., 2002]. Lek jest
bezpieczny, dajac niekiedy niewielkie podniesienie poziomu enzyméw watrobowych, stad
wskazana jest ich systematyczna kontrola. Leczenie powinno by¢ rozpoczgte tak szybko jak
to mozliwe, zaraz po przedstawieniu choremu diagnozy [Andersen i wsp., 2005]. Nie zaleca

si¢ stosowania Riluzole w innych postaciach SLA (PBP, PMA, PLS).

Nalezy podkresli¢, ze w literaturze brak, w chwili obecnej, naukowych przestanek
dotyczacych stosowania w SLA nastepujacych substancji: witamin, antyoksydantow
(koenzym Qo, B—karoten, selegilina), preparatow Gingko biloba, kreatyny, immunoglobulin
podawanych dozylnie, sterydéw, lekow immunosupresyjnych (cyklosporyna), interferonéw,
Copaxone, minocykliny, ceftriaksonu, czynnikéw neurotroficznych (VEGF) oraz terapii
komérkami macierzystymi [Andersen i wsp., 2005]. Ze wzgledu na intensywnie prowadzone
badania naukowe, zaréwno na poziomie doswiadczalnym jak i klinicznym oraz proby lekowe
by¢ moze niektére z wymienionych substancji stang si¢ w przysztosci elementem leczenia

przyczynowego choroby, jednak w chwili obecnej brak takich dowodow.

- 40 -



1.6. Stwardnienie boczne zanikowe a PON

Badania prowadzone na grupie weteranow Wojny w Zatoce Perskiej wykazaly, ze ryzyko
wystgpienia objawow i choréb neurologicznych takich jak apraksja, ataksja, neuropatia u tych
0s0b wigzalo si¢ z przebytym narazeniem na toksyczne substancje chemiczne (zwigzki
fosforoorganiczne, gazy bojowe) oraz z poziomem aktywnosci enzymow detoksyfikacyjnych
(BuChE, PON1) w surowicy krwi [Haley, Billecke i La Du, 1999, Mackness, Durrington 1
Mackness, 2000]. Haley, Billecke i La Du [1999] wykazal, Ze obok niskiej aktywnosci
BuChE 1 PON1 w surowicy takze obecnos¢ allelu R w pozycji 192 genu PONI wiaze si¢ z
tym ryzykiem. Stwierdzono takze, ze nawet wysoka aktywnos¢ BuChE nie byfa w stanie
skompensowac niskiej aktywnosci PON1, co wskazuje, ze gtéwna rol¢ w ochronie przed

szkodliwymi czynnikami Srodowiska pelni PON1 [Haley, Billecke i La Du, 1999].

W 2003 roku, Horner i wsp. [2003] i wsp. oraz Haley [2003] w badaniach
epidemiologicznych wykazali, ze SLA wystepuje znamiennie cz¢s$ciej wsrod weterandw
Wojny w Zatoce Perskiej. U przewazajacej wigkszosci weterandw pierwsze objawy SLA
pojawity sie przed ukonczeniem 45 roku zycia, co jest rzadkie w populacji ogdlnej [Haley,
2003]. Osoby bioragce udziat w Wojnie w Zatoce Perskiej byly narazone na liczne substancje
toksyczne m.in. pestycydy, gazy bojowe (sarin), wielokrotng immunizacj¢ szczepionkami
zawierajacymi rt¢¢, szkodliwe promieniowanie pochodzace z uzywania broni zawierajace;j
wzbogacony uran, a takze na nadmierny wysitek fizyczny i liczne urazy fizyczne ciata [Haley,

2003].

Powyzsze doniesienia wskazuja, ze zmniejszenie zdolnosci do hydrolizy szkodliwych
czynnikéw srodowiskowych oraz ostabienie wlasciwosci antyoksydacyjnych moze by¢

zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju SLA.

Opublikowana przez naszg grupe badawczg wstepna analiza wskazuje, ze obecnos$¢ allelu R w
pozycji 192 genu PONI oraz allelu C w pozycji 311 genu PON2 stanowi czynnik ryzyka
rozwoju sporadycznej postaci SLA [Stowik i wsp., 2006]. Zwigzek miedzy SLA a
paraoksonazami wykazali takze inni badacze: Saeed i wsp. [2006], Cronin i wsp. [2007],

Morahan i wsp. [2007], Valdmanis i wsp. [2008], Wills i wsp. [2008], Landers i wsp. [2008].
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Jak dotychczas, wptyw polimorfizmu tego genu byt badany w chorobie Alzheimera oraz w

chorobie Parkinsona, ktére podobnie jak SLA, naleza do chor6b neurodegeneracyjnych

[Zintzaras 1 Hadjigeorgiou, 2004, Erlich 1 wsp. 2006].

II. CEL NAUKOWY PROJEKTU I ZADANIA BADAWCZE

IL.1. Cel naukowy projektu

Celem naukowym projektu bylo okreslenie wptywu wybranych polimorfizméw genu PONI 1

PON?2 oraz aktywnosci enzymatycznej PON1 na ryzyko wystgpienia sporadycznej postaci

SLA.

I1.2. Zadania badawcze

Cel naukowy projektu zrealizowano poprzez nastepujace zadania badawcze:

Poréwnanie czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizméw genu PON1
(QI192R 15662, L55M 15854560, -A162G rs705381) w grupie chorych na sporadyczng
posta¢ SLA 1 w grupie kontrolne;.

Poréwnanie czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S
(rs6954345) genu PON2 w grupie chorych na sporadyczng posta¢ SLA i w grupie
kontrolne;.

Poréwnanie czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizméw genu PON1
(Q192R 15662, L55M rs854560, -A162G rs705381) i PON2 (C311S rs6954345) u
chorych z kofnczynowym i opuszkowym poczatkiem choroby.

Ocena aktywnosci enzymatycznej PON1 w surowicy krwi u chorych na sporadyczng
posta¢ SLA 1 w grupie kontrolne;.

Ocena zwigzku migdzy zbadanymi polimorfizmami genu PONI (Q192R rs662, L55M
rs854560, -A162G rs705381) a aktywnoscia enzymatyczng PON1 w surowicy krwiu
chorych na sporadyczng posta¢ SLA i w grupie kontrolne;.
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III. MATERIAL

III.1. Grupa badana

Do badania wiaczono kolejne osoby z diagnozg klinicznie prawdopodobnego lub pewnego
SLA postawiong wedtug kryteriow WEN El Escorial 1998 [Brooks i wsp., 2000], ktore byty
diagnozowane 1 leczone w Klinice Neurologii UJ CM w Krakowie w latach od 2005 do 2008.
Zakwalifikowane osoby nalezaty do rasy kaukaskiej i byty polskiego pochodzenia.

Wszystkie osoby uczestniczace w badaniu wyrazity §wiadomg zgode na udziat.

Wykluczono osoby z wywiadem rodzinnym w kierunku SLA, z rozpoznaniem mozliwego
SLA, ze wspotistniejacymi chorobami nerek, watroby oraz chorobami nowotworowymi, a
takze z zespotem SLA—plus, czyli osoby, ktére obok klasycznych objawéw SLA

prezentowaly objawy uszkodzenia innych struktur uktadu nerwowego.

Rozpoznanie SLA stawiano na podstawie aktualnie obowigzujacych kryteriow
diagnostycznych WFN El Escorial, wedlug ktérych do rozpoznania tej choroby konieczne jest
stwierdzenie objawOw uszkodzenia dolnego i gérnego neuronu ruchowego w badaniu
klinicznym oraz progresji choroby w danym regionie anatomicznym lub pojawienia si¢

objawéw choroby w nowym regionie [Brooks i wsp., 2000].

Klinicznie pewng diagnoz¢ SLA stawiano w przypadku, gdy w badaniu neurologicznym
stwierdzano cechy uszkodzenia gornego i dolnego neuronu ruchowego w obszarze opuszki i
przynajmniej w dwoch regionach rdzenia kregowego lub uszkodzenie gérnego 1 dolnego

neuronu ruchowego w trzech regionach rdzenia [Brooks i wsp., 2000].

Klicznie prawdopodobng diagnoze SLA stawiano w przypadku, gdy w badaniu
neurologicznym stwierdzano cechy uszkodzenia gérnego i dolnego neuronu ruchowego
przynajmniej w dwoch regionach anatomicznych, przy czym cze$¢ objawdw uszkodzenia
g6érnego neuronu ruchowego wystepowata w regionie powyzej uszkodzenia dolnego neuronu

ruchowego [Brooks i wsp., 2000].
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Klinicznie mozliwg diagnoz¢ SLA stawiano w przypadku, gdy w badaniu neurologicznym
stwierdzano cechy uszkodzenia zar6wno gérnego jak i dolnego neuronu ruchowego tylko w
jednym regionie, albo cechy uszkodzenia wylacznie gérnego neuronu ruchowego wystgpujace
w dwodch lub wiecej regionach, lub w przypadkach gdy cechy uszkodzenia dolnego i gérnego
neuronu ruchowego byly stwierdzane w r6znych regionach ale uszkodzenie dolnego neuronu
ruchowego bylo w regionie powyzej objawdw z gérnego neuronu ruchowego [Brooks 1 wsp.,

2000].

W przeprowadzonym badaniu pacjentéw przydzielono do dwoch grup, bioragc pod uwage
poczatek objawéw klinicznych choroby. Wyrézniono posta¢ z poczatkowym niedowtadem
kofczyn (posta¢ konczynowa SLA) oraz posta¢ z poczatkowymi objawami opuszkowymi,

tzn. z zaburzeniami mowy i/lub polykania (posta¢ opuszkowa SLA).

Do celéw badania przygotowano kwestionariusz, ktéry uwzgledniat:

¢ dane demograficzne;

¢ wiek zachorowania (wiek wystapienia pierwszych objawéw);

¢ Jokalizacje pierwszych objawdow, co stanowito podstawe do okreslenia postaci SLA
(opuszkowa/konczynowa);

e choroby wspotistniejace (cukrzyca, nadcisnienie tetnicze, choroba niedokrwienna
serca, hipercholesterolemia, choroby watroby, choroby nerek, choroby
nowotworowe);

e palenie papieroséw (aktualne palenie papieroséw, palenie w przesztosci, negatywny
wywiad w kierunku palenia papieroséw);

¢ wywiad rodzinny w kierunku SLA.

Wedtug powyzszego kwestionariusza przeprowadzono wywiad u zakwalifikowanych os6b.
I1I.2. Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano kolejne osoby, bez wywiadu w kierunku choréb
neurologicznych oraz bez objawdw neurologicznych, ktére wyrazity Swiadomg zgodg¢ na

udzial w badaniu. Zakwalifikowane osoby nalezaty do rasy kaukaskiej i byty polskiego

pochodzenia.
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Do celéw badania przygotowano kwestionariusz, ktéry uwzgledniat:

dane demograficzne;

wywiad w kierunku choréb neurologicznych;

wywiad w kierunku choréb wspdétistniejagcych (cukrzyca, nadcisnienie tgtnicze,
choroba niedokrwienna serca, hipercholesterolemia, choroby watroby, choroby nerek,
choroby nowotworowe)

palenie papieroséw (aktualne palenie papieroséw, palenie w przesztosci, negatywny

wywiad w kierunku palenia papieroséw).

Wedtug powyzszego kwestionariusza przeprowadzono wywiad u zakwalifikowanych os6b.

III.3. Materiat biologiczny

Materiat biologiczny stanowita krew zylna pobrana od chorych i 0s6b zdrowych z grupy

kontrolne;.

W celu wykonania izolacji DNA i przeprowadzenia badan genetycznych od wszystkich

chorych na SLA oraz od wszystkich os6b z grupy kontrolnej pobrano 5 ml krwi zylne;.

W celu oznaczenia aktywnosci PON1 dodatkowo od 63 chorych na SLA oraz od 57 0s6b z

grupy kontrolnej, bedacych na czczo, pobrano 5 ml krwi zylnej na skrzep. Po wytworzeniu

skrzepu (min. 30 minut) prébki krwi odwirowywano (4000 obrotéw/minut¢ przez 15 minut),

a otrzymang surowic¢ przechowywano w temperaturze —20°C do czasu wykonania oznaczen.

Czas przechowywania surowicy od momentu pobrania do momentu wykonania oznaczenia

wahat si¢ od 2 do 40 miesiecy.
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IV. METODY

IV.1. Badanie neurologiczne

Kazda osoba z podejrzeniem SLA byta badana neurologicznie, w celu postawienia ostatecznej
diagnozy, okreslenia poziomu klinicznej wiarygodnos$ci rozpoznania tej choroby (SLA
mozliwe, prawdopodobne lub pewne) 1 ustalenia lokalizacji pierwszych objawéw choroby
(posta¢ opuszkowa, posta¢ konczynowa). Wszystkie osoby z grupy kontrolnej byty badane

neurologicznie w celu wykluczenia objawow uszkodzenia ukladu nerwowego.

IV.2. Metodyka badan laboratoryjnych

IV.2.1. Izolowanie DNA

Leukocytarne DNA zostalo wyizolowane przy uzyciu DNAzolu (DNAzol Reagent) firmy
Invitrogen, cze¢s¢ DNA uzyskano przy uzyciu zestawu QIAamp DNA Blood Mini kit firmy

Qiagen.

IV.2.2. Oznaczenie polimorfizméw genéw

Polimorfizmy Q192R 1 L55M genu PONI oraz C311S genu PON?2 zostaly oznaczone przy
pomocy reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) oraz trawienia enzymami restrykcyjnymi z
rozdzialem otrzymanych fragmentéw na zelach agarozowych (4,0% 1 4,5%) barwionych
bromkiem etydyny. Polimorfizm —A162G genu PONI zostal oznaczony przy pomocy reakcji

tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR).

IV.2.2.1. Polimorfizm genu paraoksonazy 1 GIn192Arg (Q/R)

Reakcja tancuchowa polimerazy zostala przeprowadzona w koncowej objetosci 15 pL
mieszaniny reakcyjnej, ktora zawierata 0,7 UL kazdego ze starterow w stezeniu 10 uM, 10x
bufor (Qiagen), 0,3 uL dANTP w stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 uL. Taqg DNA polimerazy
(Qiagen) oraz 1,5 pL ludzkiego DNA o stezeniu 100 ng/pL. Sekwencje starterow
zastosowane w reakcji PCR byty nastepujace: 5’-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-
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3’ 15—CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC-3’ (Tib—Mol Biol). Reakcje PCR
przeprowadzono przy uzyciu aparatu UNO I firmy Biometra.

Po wstepnej denaturacji DNA przez 5 minut w 95°C, mieszanina reakcyjna zostala poddana
30 cyklom: denaturacja (1 minuta w 94°C), przylaczanie (30 sekund w 61°C) 1 polimeryzacja
(1 minuta w 72°C). Koncowy etap polimeryzacji odbywat si¢ w 72°C przez 6 minut.
Uzyskany produkt o dlugosci 99 bp trawiono enzymem restrykcyjnym Alw I (New England
Biolabs).

Trawienie przeprowadzono w objetosci 18 uL. zawierajacej 15 uL produktu, 10x bufor i
enzym (0,3 uL). Mieszaning inkubowano przez 12 godzin w 37°C. Otrzymane produkty
trawienia rozdzielano nast¢pnie na 4,5% zelu agarozowym (Sigma) barwionym bromkiem
etydyny (Gibco BRL) przez 30 minut przy 125 V. W przypadku homozygot A/A uzyskiwano
produkt 99 bp, homozygot B/B — produkty 65 bp i1 34 bp, oraz heterozygot — produkty 99 bp,
65 bp i34 bp.

IV.2.2.2. Polimorfizm genu paraoksanazy 1 Leu54Met (L/M)

Reakcja tfancuchowa polimerazy zostala przeprowadzona w koncowej objetosci 15 pL
mieszaniny reakcyjnej, ktora zawierala 0,5 puL kazdego ze starterow w stezeniu 10 uM, 10x
bufor, 0,3 uL ANTP w stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 pL. Taq DNA polimerazy (Qiagen)
oraz 1 uL ludzkiego DNA o stezeniu 100 ng/pL. Sekwencje starteréw zastosowane w reakcji
PCR byly nastepujace: 5S’-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3"15-TTT AAT CCA
GAG CTA ATG AAA GCC-3’ (Invitrogen). Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu
aparatu UNO I firmy Biometra.

Po wstepnej denaturacji DNA przez 4 minuty w 94°C, mieszanina reakcyjna zostala poddana
34 cyklom: denaturacja (45 sekund w 94°C), przytaczanie (50 sekund w 61°C) i polimeryzacja
(45 sekund w 72°C). Koncowy etap polimeryzacji odbywat si¢ w 72°C przez 6 minut.
Uzyskany produkt o dlugosci 170 bp trawiono enzymem restrykcyjnym Hsp 92 II (Promega).
Trawienie przeprowadzono w objetosci 18 uL zawierajacej 15 uL produktu, 10x bufor K,
100x BSA i enzym (0,3 uL). Mieszaning inkubowano przez 12 godzin w 37°C. Otrzymane
produkty trawienia rozdzielano nast¢pnie na 4% zelu agarozowym (Sigma) barwionym
bromkiem etydyny (Gibco BRL) przez 30 minut przy 125 V. W przypadku homozygot L/L
uzyskiwano produkt 170 bp, homozygot M/M — produkty: 126 bp 1 44 bp, oraz heterozygot —
produkty: 170 bp, 126 bp 1 44 bp.
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1V.2.2.3. Polimorfizm genu paraoksanazy 2 Cys311Ser (C/S)

Reakcja tfancuchowa polimerazy zostala przeprowadzona w koncowej objetosci 15 pL
mieszaniny reakcyjnej, ktora zawierala 0,5 puL kazdego ze starterow w stezeniu 10 uM, 10x
bufor, 0,3 uL ANTP w stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 pL. Taq DNA polimerazy (Qiagen)
oraz 1,5 pL ludzkiego DNA o st¢zeniu 100 ng/pL. Sekwencje starterOw zastosowane w
reakcji PCR byty nastepujace: 5’-ACA TGC ATG TAC GGT GGT CTT ATA-3 1 5’-AGC
ATT TCA TAG ATT AAT TGT TA-3’ (Invitrogen). Reakcje PCR przeprowadzono przy
uzyciu aparatu UNO I firmy Biometra.

Po wstepnej denaturacji DNA przez 4 minuty w 94°C, mieszanina reakcyjna zostala poddana
30 cyklom: denaturacja (50 sekund w 94°C), przytaczanie (1 minuta w 50°C), i polimeryzacja
(1,5 minuty w 72°C). Koncowy etap polimeryzacji odbywat si¢ w 72°C przez 7 minut.
Uzyskany produkt o dlugosci 262 bp trawiono enzymem restrykcyjnym Ddel (Promega).
Trawienie przeprowadzono w objetosci 18 uL zawierajacej 15 uL produktu, 10x bufor D,
100x BSA i enzym (0,2 uL). Mieszaning inkubowano przez 12 godzin w 37°C. Otrzymane
produkty trawienia rozdzielano nastgpnie na 4,5% zelu agarozowym (Sigma) barwionym
bromkiem etydyny (Gibco BRL) przez 30 minut przy 125 V. W przypadku homozygot C/C
uzyskiwano produkty 120bp i1 142 bp, homozygot S/S — produkty 120 bp 1 67 bp i 75 bp, oraz
heterozygot — produkty 120 bp, 142 bp, 75 bp 1 67 bp.

IV.2.2.4. Polimorfizm genu paraoksanazy 1 —A162G

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym zostala przeprowadzona przy uzyciu
aparatu ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Zamoéwiony zestaw firmy Applied zawierat TagMan Universal PCR Master Mix 1 specyficzng
pare sond znakowanych fluorochromami VIC i FAM oraz startery. Reakcja byta
przeprowadzona w koncowej objetosci 25 pl.

Profil termiczny reakcji amplifikacji przedstawiat si¢ nastgpujaco: 10 minut w 95°C, 40 cykli
przez 15 sekund w 95°C 1 przez 1 minute w temperaturze 60°C.

Zamowiony zestaw z firmy Applied Biosystems as Pre-Designed/Validated Assays byt

zaprojektowany 1 przygotowany do oznaczenie polimorfizmu genu PONI rs705381.
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IV.2.3. Oznaczanie aktywnosci paraoksonazy 1

Aktywno$¢ PON1 w surowicy krwi oceniano metodg spektrofotometryczng wzgledem dwoch
syntetycznych substratéw: paraoksonu i octanu fenylu. Oznaczenia aktywnosci wzgledem
paraoksonu wykonano dwukrotnie w jednym dniu dla wszystkich prébek. Podobnie
oznaczenia aktywnos$ci wzgledem octanu fenylu wykonywano tez dwukrotnie w jednym dniu.
Badanie aktywnosci PON1 wykonano u oséb chorych na SLA oraz oséb z grupy kontrolnej,

ktorzy wyrazili zgode na dodatkowe pobranie krwi.

IV.2.3.1. Aktywno$¢ paraoksonazowa (substrat — paraokson)

Aktywno$¢ PON1 wzgledem paraoksonu okreslono na podstawie poczatkowej szybkosci
hydrolizy paraoksonu do p—nitrofenolu, ktérego st¢zenie oznaczane bylo w oparciu o przyrost
absorbancji przy dlugosci fali 412 nm w ciggu 2 minut, w badanej mieszaninie (1,64 mL)
zawierajacej 2,0 mM paraoksonu (Sigma), 2,0 mM CaCl, oraz 40 pL surowicy w 50 mM Tris
Base (pH 8,0). Wyniki wyrazano w U/mL (1 U enzymu hydrolizuje 1 nmol paraoksonu w
ciagu minuty) [Ayub i wsp., 1999].

IV.2.3.2. Aktywno$¢ arylesterazowa (substrat — octan fenylu)

Aktywno$¢ wzgledem octanu fenylu (aktywnos$¢ arylesterazowa) oceniano przez pomiar
wstepnego stopnia hydrolizy octanu fenylu do fenolu, ktérego st¢zenie oznaczane byto na
podstawie przyrostu absorbancji przy 270 nm. Do 3 mL buforu (50 mM Tris o pH 8,0)
zawierajacego 2 mM octanu fenylu (Sigma) i 2 mM CaCl, dodawano 10 pL surowicy i
mierzono absorbancje przez 1 minute przy dlugosci fali 270 nm. Wyniki wyrazano w U/mL

(1 U enzymu hydrolizuje 1 pmol octanu fenylu w ciggu minuty) [Ayub i wsp., 1999].
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IV.3. Analiza statystyczna

Wyniki dotyczace danych ilosciowych zostaly przedstawione w postaci $redniej i odchylenia
standardowego lub mediany oraz dolnego i gérnego kwartylu. Do sprawdzenia obecnosci
réznic w rozkladzie wieku migdzy grupami uzyto testu nieparametrycznego Wilcoxona.
Testem y? sprawdzano réznice w rozktadzie plci miedzy grupami. Potencjalng niezgodnos¢
wykrytych genotypow z rownaniem Hardy—Weinberga zbadano za pomoca testu 2. Dla
poréwnania rozktadu genotypdw 1 alleli w badanych grupach uzyto testu ¥2, a w przypadkach,
gdy liczebno$¢ oséb z danym genotypem w poszczegdlnych grupach byta nizsza od pigciu
zgodnie ze standardowg praktyka statystyczng zastosowano test Fishera. Podobnie, r6znicg w
czestosci choréb wspdtistniejacych i palenia papieroséw miedzy badanymi grupami zbadano
przy pomocy testu y2 oraz testu doktadnego prawdopodobienstwa Fishera. Dla danych o
rozktadzie normalnym zastosowano test t-Studenta oraz wieloczynnikowg regresje liniowa.
Korelacje badano testem rang Speramana.

Badano zwigzek miedzy polimorfizmami a SLA w modelu recesywnym, addytywnym i
dominujacym oraz réznice czgstosci wystepowania badanych alleli u chorych i w grupie
kontrolnej. Ze wzgledu na testowanie w przypadku badanych polimorfizméw czterech
powyzszych hipotez, obliczono, ze warto$¢ p po uwzglednieniu korekty Bonferroniego
powinna by¢ w tych analizach nizsza niz 0,012.

Wplyw genotypéw ryzyka SLA na ryzyko zachorowania na SLA po uwzglednieniu wieku 1
plci analizowano za pomocg regresji logistycznej. Za prog istotnosci statystycznej przyjeto
wartos¢ p<0,05. Testem Wilcoxona badano réznice w aktywnosci miedzy grupg badang a
grupa kontrolng. Wplyw polimorfizméw na aktywnos¢ badano testem Kruskala—Wallisa. Za
prog istotnosci statystycznej przyjeto 0,05. Cato$¢ opracowano przy pomocy oprogramowania

do analizy genetycznej PLINK wersja 1.06 oraz SAS wersja 9.1.

IV.4. Informacje dodatkowe

Badanie zostalo sfinansowane ze srodkéw uzyskanych w ramach grantu promotorskiego
numer N402 092 32/3216 z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Procedury

badawcze przeprowadzono zgodnie z regutami Deklaracji Helsinskiej (zgoda Komisji

Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego nr KBET/66/B/2006 z dnia 27.04.2006).
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V. WYNIKI

V.1. Badania genetyczne

V.1.1. Charakterystyka badanych grup — dane demograficzne

Kryteria wiaczenia do badania spetnito 261 chorych na SLA. Wiek chorych w momencie
wystgpienia pierwszych objawéw wahat si¢ w przedziale od 20 do 84 lat (Srednia wieku:
56,1£12,7 lat). W grupie chorych na SLA byto 125 kobiet (47,9%). U 185 chorych (70,9%)

stwierdzono posta¢ konczynowa choroby, a u 76 chorych (29,1%) — posta¢ opuszkowa.

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 715 0s6b w wieku od 18 do 94 lat (Srednia wieku:
55,6£17,1 lat). W grupie tej byto 387 kobiet (54,1%).

Grupa chorych na SLA i grupa kontrolna nie r6znity si¢ pod wzgledem rozkladu pici (p=0,08)
1 wieku (p=0,58).

Informacje na temat schorzen wspétistniejgcych i palenia papieroséw zebrano od czesci
uczestnikow badania. Informacje dotyczace obecnosci hipercholesterolemii, cukrzycy,
nadci$nienia t¢tniczego i choroby niedokrwiennej serca, zebrano od 200 chorych (77,0%), a

informacje dotyczace natogu palenia papieroséw od 168 chorych (64,4%).

W grupie kontrolnej informacje dotyczace obecnosci hipercholesterolemii zebrano od 638
0s6b (89,0%), cukrzycy — od 710 os6éb (99,3%), a nadci$nienia t¢tniczego i choroby
niedokrwiennej serca — od 708 0s6b (99,0%). Informacje na temat nalogu palenia papieros6w

zebrano od 703 0s6b (98,0%).

Nie stwierdzono réznicy statystycznej mi¢dzy badanymi grupami w odniesieniu do czgstosci
wystepowania hipercholesterolemii (p=0,45), cukrzycy (p=0,78) i nadcisnienia t¢tniczego
(p=0,99). Nie bylo takze réznic w czgstosci palenia papieroséw aktualnie (p=0,38) i
kiedykolwiek (p=0,58). W grupie chorych znacznie rzadziej (p=0,005) wystgpowata choroba
niedokrwienna serca w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ze wzgledu na to, ze badane

polimorfizmy sa czynnikami ryzyka choroby niedokrwiennej serca w niektérych populacjach,
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poréwnano rozklad badanych polimorfizméw u oséb z grupy kontrolnej, ktére deklarowaty
obecnos¢ choroby niedokrwiennej serca z osobami bez choroby niedokrwiennej serca i nie
stwierdzono réznic czgstosci badanych polimorfizméw miedzy tymi dwoma grupami. Z tego
powodu wywiad w kierunku choroby niedokrwiennej serca nie zostat wigczony jako
niezalezny czynnik ryzyka do ostatecznej analizy wptywu badanych polimorfizméw na

wystapienie SLA.

Oznaczenie polimorfizméw Q192R oraz L55M genu PONI wykonano u wszystkich chorych
na SLA. W przypadku polimorfizmu —A162G genu PONI nie udalo si¢ okresli¢ genotypu u
dwoch chorych ze wzgledu na brak DNA. W badaniu polimorfizmu C311S genu PON2 nie
udato si¢ okresli¢ genotypu u jednego chorego, ze wzgledu na niespecyficzne produkty

reakcji, mimo kilkukrotnego powtarzania oznaczenia.

W grupie kontrolnej u jednej osoby nie uzyskano wyniku badania polimorfizmu Q192R genu
PONI ze wzgledu na niespecyficzne produkty reakcji, mimo kilkukrotnego powtarzania
oznaczenia, u dwoch os6b — polimorfizmu L55M genu PONI ze wzgledu na brak DNA. W
przypadku polimorfizmu —A162G genu PONI nie udalo si¢ okresli¢ genotypu u 21 oséb ze
wzgledu na brak DNA a w przypadku polimorfizmu C311S genu PON2 u 6 osob, takze ze
wzgledu na brak DNA.

Wszystkie badane polimorfizmy nie wykazywaly odchylen od réwnowagi Hardy—Weinberga,
zarobwno w calej analizowanej grupie, jak 1 oddzielnie w grupie chorych na SLA i grupie

kontrolnej dla kazdego z polimorfizméw (p>0,05).

Czestos¢ poszczegdlnych genotypdw i alleli w badanych grupach byta poréwnywalna do

rozkiadu w innych populacjach nalezacych do rasy kaukaskiej [Erlich 1 wsp., 2006].
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V.1.2. Polimorfizm Q192R genu PONI

W przeprowadzonym badaniu wykazano réznic¢ czestosci wystepowania genotypow i alleli
polimorfizmu Q192R genu PONI miedzy grupa badang i grupa kontrolng. Stwierdzono, ze

polimorfizm Q192R genu PONI ma zwiazek z ryzykiem zachorowania na SLA w modelu

addytywnym i recesywnym (Tabela 1).

Tabela 1. Czgstos¢ wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu Q192R genu PONI u

chorych na SLA iu oséb z grupy kontrolne;.

SLA Grupa kontrolna Istotnosce
(n=261) (n=714) statystyczna
®
Genotypy
QQ | 127 (48,7%) | 399 (55,9%) 0,05%*
QR | 104 (39,8%) | 267 (37,4%) 0,01%*
RR |30 (11,5%) 48 (6,7%) 0,01%%**
Allele
Q 358 (68,6%) | 1065 (74,6%) 0.01%
R 164 (31,4%) | 363 (25,4%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu R (RR+QR vs QQ) w obu badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).
ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu R (QQ+QR vs RR) w obu badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).
##k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—-Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa SLA 1 grupa kontrolna).
¥

Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach Q i R w dwéch

badanych grupach: SLA i grupie kontrolne;.
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Nie wykazano réznicy czestosci wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu Q192R genu

PONI migdzy chorymi z postacig opuszkowg i chorymi z postacig konczynowa SLA (Tabela

2).

Tabela 2. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu Q192R genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg i1 postacig konczynowa.

SLA SLA Istotnos¢
posta¢ opuszkowa | posta¢ konczynowa | statystyczna
(n=76) (n=185) ®)
Genotypy
QQ ]39(51,3%) 88 (47,6%) 0,58%*
QR | 27 (35,5%) 77 (41,6%) 0,59
RR | 10 (13,2%) 20 (10,8%) 0,88*#*
Allele
Q 105 (69,1%) 253 (68,4%) 0.88:
R 47 (30,9%) 117 (31,6%) ’

* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu R (RR+QR vs QQ) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu R (QQ+QR vs RR) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

##k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkow3 i z postacia
kofhczynowy).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach Q i R w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowg 1 z postacig konczynowa.
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Podobnie, nie wykazano réznicy czestosci wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu

QI192R genu PONI migdzy chorymi z postacig konczynowa SLA i grupa kontrolng po

zastosowaniu korekty Bonferroniego (Tabela 3).

Tabela 3. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu Q192R genu PONI u

chorych na SLA z postacig konczynowg i u 0séb z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
o Grupa kontrolna
posta¢ koficzynowa (n=714) statystyczna
(n=185) ®)
Genotypy
QQ | 88 (47,6%) 399 (55,9%) 0,04*
QR | 77 (41,6%) 267 (37,4%) 0,06%*
RR |20 (10,8%) 48 (6,7%) 0,027%**
Allele
Q 253 (68,4%) 1065 (74,6%) 0.02:
R 117 (31,6%) 363 (25,4%) ’

* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu R (RR+QR vs QQ) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
konczynowa i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu R (QQ+QR vs RR) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
konczynowa 1 grupa kontrolna).

##%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig konczynowg i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach Q i R w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig konczynowg i grupa kontrolna.
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Po zastosowaniu korekty Bonferroniego nie wykazano takze réznicy czestosci wystepowania

genotypow i alleli polimorfizmu Q192R genu PONI migdzy chorymi na SLA z postacia

opuszkowa w pordwnaniu do grupy kontrolnej (Tabela 4).

Tabela 4. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu Q192R genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg i u 0s6b z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
. Grupa kontrolna
posta¢ opuszkowa (n=714) statystyczna
(n=76) §2)
Genotypy
QQ |39(51,3%) 399 (55,9%) 0,45%
QR | 27 (35,5%) 267 (37,4%) 0,04%*%*
RR | 10 (13,2%) 48 (6,7%) 0,15%**
Allele
Q 105 (69,1%) 1065 (74,6%) 0.14%
R 47 (30,9%) 363 (25,4%) ’

* Test x° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu R (RR+QR vs QQ) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu R (QQ+QR vs RR) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

k% Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkow3 i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach Q i R w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowa i1 grupa kontrolna.
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V.1.3. Polimorfizm L55M genu PON1

Badanie nie wykazalo r6znicy czgstosci wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu

L55M genu PONI migdzy grupa chorych na SLA i grupa kontrolng (Tabela 5).

Tabela 5. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu L55M genu PONI u

chorych na SLA iu oséb z grupy kontrolne;.

SLA Grupa kontrolna Istotnosce
(n=261) (n=713) statystyczna
®
Genotypy
LL 116 (44,4%) 293 (41,1%) 0,35%*
LM | 115 (44,1%) 345 (48,4%) 0,66%*
MM |30 (11,5%) 75 (10,5%) 0,62%**
Allele
L 347 (66,48%) | 931 (65,3%) 0,63
M 175 (33,52%) | 495 (34,7%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu M (MM+ML vs LL) w obu badanych grupach (grupa SLA i kontrolna).
ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu M (LL+LM vs MM) w obu badanych grupach (grupa SLA i kontrolna).
k% Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa SLA i kontrolna).
T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach M i L w dwéch

badanych grupach: SLA i grupie kontrolne;.
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Badanie nie wykazalo takze roznicy czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu

L55M genu PONI migdzy chorymi z postacig opuszkowa i chorymi z postacig konczynowa
SLA (Tabela 6).

Tabela 6. Czgstos¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu L55M genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg 1 postacig konczynowa.

SLA SLA Istotnos¢
posta¢ opuszkowa | posta¢ konczynowa | statystyczna
(n=76) (n=185) (p)
Genotypy
LL 29 (38,2%) 87 (47,0%) 0,19%*
LM |42 (55,3%) 73 (39,5%) 0,11%*
MM |5 (6,6%) 25 (13,5%) 0,83#**
Allele
L 100 (65,8%) 247 (66,8%) 0.831
M 52 (34,2%) 123 (33,2%) ’

* Test x° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu M (MM+ML vs LL) w obu badanych grupach (chorzy na grupa SLA z postacia
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu M (LL+ML vs MM) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

k% Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkow3 i z postacia
kofhczynowy).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach L i M w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowg 1 z postacig konczynowa.
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Nie stwierdzono réznicy czgstosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu L55M

genu PONI migdzy chorymi z postacig konczynowa i grupg kontrolng (Tabela 7).

Tabela 7. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu L55M genu PONI u

chorych na SLA z postacig konczynowa i u 0séb z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
s Grupa kontrolna
posta¢ koficzynowa (n=713) statystyczna
(n=185) ®)
Genotypy
LL 87 (47,0%) 293 (41,1%) 0,15%
LM | 73(39,5%) 345 (48,4%) 0,25%%*
MM | 25 (13,5%) 75 (10,5%) 0,59%#**
Allele
L 247 (66,8%) 931 (65,3%) 0.60%
M 123 (33,2%) 495 (34,7%) ’

* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu M (MM+ML vs LL) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
konczynowa 1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu M (LL+LM vs MM) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
konczynowa i1 grupa kontrolna).

k% Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—-Armitage trend
test) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig konczynowag i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach M i L w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig konczynowg i grupa kontrolna.
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Podobnie, nie wykazano réznicy czestosci wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizmu
L55M genu PONI migdzy chorymi na SLA z postacig opuszkowg w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Tabela 8).

Tabela 8. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu L55M genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg i u 0s6b z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
. Grupa kontrolna
posta¢ opuszkowa (n=713) statystyczna
(n=76) §2)
Genotypy
LL 29 (38,2%) 293 (41,1%) 0,62*
LM | 42 (55,3%) 345 (48,4%) 0,28%*
MM | 5 (6,6%) 75 (10,5%) 0,90%**
Allele
L 100 (65,8%) 931 (65,3%) 0,90z
M | 52(34,2%) 495 (34,7%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu M (MM+ML vs LL) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu M (LL+LM vs MM) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

##k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—-Armitage trend
test) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkow3 i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach M i L w dwéch
badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowa i1 grupa kontrolna.
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V.1.4. Polimorfizm —A162G genu PON!

Badanie nie wykazalo r6znicy czgstosci wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu

—A162G genu PONI migdzy grupa chorych na SLA 1 grupa kontrolng (Tabela 9).

Tabela 9. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu —A162G genu PONI u
chorych na SLA iu os6b z grupy kontrolne;.

SLA Grupa kontrolna Istotnosc
(n=259 ) (n=694 ) statystyczna
®
Genotypy
GG | 143 (55.2%) | 394 (56,8%) 0,67*
GA | 101 (39,0%) | 259 (37,3%) 0,95%*
AA | 15(5,8%) 41 (5,9%) 0,74%%*
Allele
G 387 (74,7%) | 1047 (75,4%) 0.75%
A 131 (25,3%) | 341 (24,6%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu A (AA+GA vs GG) w obu badanych grupach (grupa SLA 1 grupa kontrolna).
ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny

allelu A (GG+GA vs AA) w obu badanych grupach (grupa SLA 1 grupa kontrolna).
#*k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage) w obu badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).
T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G w dwéch
badanych grupach: SLA i grupie kontrolne;.
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Stwierdzono natomiast rdéznice czgstosci wystepowania genotypow polimorfizmu

—A162G genu PONI migdzy chorymi z postacia opuszkowa i chorymi z postacig konczynowa

SLA w modelu dziedziczenia recesywnym i addytywnym. Wykazano takze r6znic¢ czgstosci

wystepowania alleli tego polimorfizmu migdzy badanymi grupami (Tabela 10).

Tabela 10. Cze¢stos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu —A162G genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg 1 postacig konczynowa.

SLA SLA Istotnos¢
posta¢ opuszkowa | posta¢ konczynowa | statystyczna
(n=76) (n=183) (p)

Genotypy

GG

49 (64,5%) 94 (51,4%) 0,05%*

GA

27 (35,5%) 74 (40,4%) 0,01%**

AA

0(0,0%) 15 (8,2%) 0,01

Allele

125 (82,2%) 262 (71,6%)

> Q

0,01

27 (17,8%) 104 (28,4%)

ek

skeksk

Test Fishera (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
dominujacy allelu A (AA+GA vs GG) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z
postacig opuszkowg 1 z postacig konczynowa).

Test Fishera (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
recesywny allelu A (GG+GA vs AA) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z
postacig opuszkowg i1 z postacig konczynowag).

Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkowg i z postacig
kofhczynowy).

Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G w dwéch
badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowg 1 z postacig konczynowa.
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Nie wykazano réznicy czestosci wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu —A162G

genu PONI migdzy chorymi z postacig konczynowa SLA i grupg kontrolng (Tabela 11).

Tabela 11. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu —A162G genu PONI u

chorych na SLA z postacig konczynowa i u 0séb z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
s Grupa kontrolna
posta¢ koficzynowa (n=694) statystyczna
(n=183) ®)
Genotypy
GG |94 (51,4%) 394 (56,8%) 0,19%*
GA | 74 (40,4%) 259 (37,3%) 0,26%*
AA | 15(8,2%) 41 (5,9%) 0,13%%%*
Allele
G 262 (71,6%) 1047(75,4%) 0.13
A 104 (28,4%) 341(24,6%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu A (AA+GA vs GG) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
konczynowa i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu A (GG+GA vs AA) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacia
konczynowa i1 grupa kontrolna).

#*k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage) w obu badanych grupach (chorzy na SLLA z postacig konczynowag i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G w dwéch
badanych grupach: chorzy na SLA z postacig konczynowg i grupa kontrolna.
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Po korekcie Bonferroniego nie wykazano takze réznicy czgstosci wystepowania genotypow i

alleli polimorfizmu —A162G genu PONI mig¢dzy chorymi na SLA z postacig opuszkowg i

grupg kontrolng (Tabela 12).

Tabela 12. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu —A162G genu PONI u

chorych na SLA z postacig opuszkowg i u 0s6b z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
. Grupa kontrolna
posta¢ opuszkowa (n=694) statystyczna
(n=76) §2)
Genotypy
GG | 49 (64,5%) 394 (56,8%) 0,22*
GA |27 (35,5%) 259 (37,3%) 0,037
AA |0 (0,0%) 41 (5,9%) 0,06%**
Allele
G 125 (82,2%) 1047 (75,4%) 0.07%
A 27 (17,8%) 341 (24,6%) ’

* Test Fishera (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
dominujacy allelu A (AA+GA vs GG) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z
postacig opuszkowg i1 grupa kontrolna).

*k Test Fishera (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt
recesywny allelu A (GG+GA vs AA) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z
postacig opuszkowg i1 grupa kontrolna).

#*k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkowg i grupa
kontrolna).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach A i G w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowa i1 grupa kontrolna.
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V.1.5. Polimorfizm C311S genu PON2

W prezentowanym badaniu wykazano réznic¢ czestosci wystepowania genotypow i alleli
polimorfizmu C311S genu PON2 miedzy grupa chorych na SLA 1 grupa kontrolna.
Stwierdzono czgstsze wystepowanie allelu C oraz genotypow z allelem C (CC i CS) w grupie
chorych na SLA w por6éwnaniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono takze, ze polimorfizm
C311S genu PON2 ma zwigzek z ryzykiem zachorowania na SLA w modelu dominujgcym i

addytywnym (Tabela 13).

Tabela 13. Czesto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S genu PON2 u
chorych na SLA iu os6b z grupy kontrolne;.

SLA Grupa kontrolna S tityosttr;(zszcna
(n=260) (n=709)
§2)
Genotypy

SS | 132(50,8%) | 422 (59,5%) 0,01*

SC | 104 (40,0%) | 239 (33,7%) 0,20%*

CC |24(9,2%) 48 (6,8%) 0,01%%**

Allele

S 368 (70,8%) | 1083 (76,4%) 0.01%

C 152 (29,2%) | 335 (23,6%) ’
* Test % (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu C (CC+CS vs SS) w obu badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny

allelu C (SS+SC vs CC) w obu badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).
#*k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage), ktéry jest modyfikacja testu %* z jednym stopniem swobody w obu
badanych grupach (grupa SLA i grupa kontrolna).
T Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i S w dwéch
badanych grupach: SLA i grupie kontrolne;.
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Nie wykazano réznicy czestosci wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu C311S genu
PON?2 migdzy chorymi z postacig opuszkowg i chorymi z postacig konczynowa SLA (Tabela
14).

Tabela 14. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S genu PON2 u

chorych na SLA z postacig opuszkowg 1 postacig konczynowa.

SLA SLA Istotnos¢
posta¢ opuszkowa | posta¢ konczynowa | statystyczna
(n=76) (n=184) (p)
Genotypy
CC |40 (52,6%) 92 (50,0%) 0,70%*
CT |29 (38,2%) 75 (40,8%) 0,99
TT |7(9,2%) 17 (9,2%) 0,77%%*
Allele
C 109 (71,7%) 259 (70,4%) 0.76%
T 43 (28,3%) 109 (29,6%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu C (CC+CS vs SS) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

ok Test %* (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu C (SS+SC vs CC) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
opuszkow3 i1 z postacig konczynowag).

##%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage), ktéry jest modyfikacja testu % z jednym stopniem swobody w obu
badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkowa i z postacig konczynow3).

T Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i S w dwéch
badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowg 1 z postacig konczynowa.

- 66 -



Po zastosowaniu korekty Bonferroniego nie wykazano réznicy czgstosci wystepowania
genotypow 1 alleli polimorfizmu C311S genu PON2 migdzy chorymi z postacig konczynowa
SLA i grupa kontrolng (Tabela 15).

Tabela 15. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S genu PON2 u

chorych na SLA z postacig konczynowg i u 0séb z grupy kontrolne;j.

SLA Istotnos¢
o Grupa kontrolna
posta¢ koficzynowa (n=709) statystyczna
(n=184) §2)
Genotypy
SS 192 (50,0%) 422 (59,5%) 0,02%*
SC |75 (40,8%) 239 (33,7%) 0,25%*
CC |17 (9,2%) 48 (6,8%) 0,02%%*%*
Allele
S 259 (70,4%) 1083 (76,4%) 0.02:
C 109 (29,6%) 335 (23,6%) ’
* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu C (CC+CS vs SS) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
konczynowa i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu C (SS+SC vs CC) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
konczynowa 1 grupa kontrolna).

##%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage), ktéry jest modyfikacja testu %* z jednym stopniem swobody w obu
badanych grupach (chorzy na SLA z postacig konczynowa i grupa kontrolna).

T Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i S w dwéch
badanych grupach: chorzy na SLA z postacig konczynowg i grupa kontrolna.
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Nie wykazano réznicy czestosci wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu C311S genu

PON?2 migdzy chorymi na SLA z postacig opuszkow3 i grupg kontrolng (Tabela 16).

Tabela 16. Cze¢stos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S genu PON2 u

chorych na SLA z postacig opuszkowg i u 0s6b z grupy kontrolne;.

SLA Istotnos¢
. Grupa kontrolna
posta¢ opuszkowa (n=709) statystyczna
(n=76) §2)
Genotypy
SS |40 (52,6%) 422 (59,5%) 0,25%
SC |29 (38,2%) 239 (33,7%) 0,43%*
CC | 709,2%) 48 (6,8%) 0,22%#%
Allele
S 109 (71,7%) 1083 (76,4%) 0.20%
C 43 (28,3%) 335 (23,6%) ’

* Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu C (CC+CS vs SS) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

ok Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu C (SS+SC vs CC) w obu badanych grupach (chorzy na SLA z postacig
opuszkowg i1 grupa kontrolna).

#*k%  Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (test trendu Cochran—
Armitage), ktéry jest modyfikacja testu %* z jednym stopniem swobody w obu
badanych grupach (chorzy na SLA z postacig opuszkowa i grupa kontrolna).

T Test %° (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i S w dwéch

badanych grupach: chorzy na SLA z postacig opuszkowa i1 grupa kontrolna.
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V.1.6. Analiza haplotypow

Za pomocg programu Haplowiev 4.1 [Barrett i wsp. 2005] sprawdzono czy cztery badane
polimorfizmy znajdujg si¢ w nierdwnowadze sprz¢zen. W tym celu obliczono wskaznik *iD'
(Tabela 17) 1 na tej podstawie wyznaczono haploblok (ryc. 4). Z wykonanych analiz wynika,
ze tylko loci polimorfizmu Q192R 1 L55M genu PONI s3 ze sobg sprzezone i dziedziczg si¢

razem z wysokim prawdopodobienstwem (D'=0,94).

Tabela 17. Wspélczynniki nieréwnowagi sprzezen D' i r°.

Pary polimorfizmow D' r
QI92R/L55M |0,9466| |0,1738
QI192R/-A162G 10,1865| | 0,0043
QI92R/C311S |0,2486| | 0,0560
L55M/-A162G |0,7244| | 0,0905
L55M/C311S |0,6154| |0,0671
~A162G/C311S 10,3336 | 0,1082
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Ryec. 4. Graficzne przedstawienie LD. W kwadratach s3g zamieszczone wartosci D'

pomnozone przez 100.
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Wartos¢ p dla ogdlnego testu asocjacji haplotypéw ztozonych z polimorfizmu Q192R i L55M
genu PONI z ryzykiem zachorowania na SLA wyniosta 0,02. W zwigzku z tym
przeprowadzono dalszg analiz¢ zwiazku poszczegdlnych haplotypow z ryzykiem

zachorowania.

Wartosci p testow asocjacji dla poszczegdlnych haplotypéw z ryzykiem zachorowania

umieszczono w Tabeli 18.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze haplotyp RL wystgpowat czesciej w grupie chorych na
SLA w por6éwnaniu do grupy kontrolnej, co oznacza, ze jest haplotypem ryzyka. Haplotypy
QM 1 QL nie wykazywaty znamiennego zwiazku z choroba. Jednak wartos¢ p testu asocjacji
dla haplotypu QL (0,06) moze wskazywac¢ na jego funkcj¢ ochronng. Badanie na wigkszej
liczbie 0s6b mogloby wykazac $cislejszy zwigzek tego haplotypu z ryzykiem wystgpienia

SLA. Wedlug estymacji komputerowej haplotyp RM nie wystgpowat w badanych grupach.
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Tabela 18. Czestos¢ wystepowania haplotypéw dwoéch wariantow polimorficznych Q192R 1

L55M genu PON1 u chorych na SLA i w grupie kontrolne;j.

Haplotypy | Grupa Grupa Istotnos¢
PONI chorych | kontrolna | Statystyczna
(p)

QM 33,1% 34,4% 0,59
RL 31,0% 25,0% 0,01
QL 35,8% 40,6% 0,06
RM 0,0% 0,0%
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V.1.7. Modele logistyczne

Analiza haplotypéw wykazatla, ze czgsto§¢ wystgpowania haplotypu ryzyka (RL) u chorych
na SLA wynosi 31,0% 1i jest bliska czestosci wystgpowania samego allelu R, ktéra wynosi
31,4%. Podobnie, czestos¢ haplotypu ryzyka w grupie kontrolnej (25,0%) jest prawie
identyczna jak czestos¢ allelu R w tej grupie (25,4%). Z komputerowej analizy haplotypoéw
wynika rowniez, ze haplotyp zlozony z allelu RM nie jest obecny w populacji badanej. Z tych
powod6éw uznano, ze wykonanie analizy regresji logistycznej w celu sprawdzenia, czy
czynniki genetyczne, ktérych znaczenie dla ryzyka choroby stwierdzono w analizie
jednoczynnikowej, mozna przeprowadzi¢ z uwzglednieniem genotypu RR, a wyniki bedg si¢

odnosi¢ do haplotypéw RL.

Do modelu regresji logistycznej wigczono wiek i ptec, oraz genotyp RR genu PONI i genotyp
z allelem C genu PON2 (CC 1 CS), ktérych znaczenie dla ryzyka SLA udokumentowano w
analizie jednoczynnikowej i stwierdzono, ze genotyp RR genu PONI i genotyp z allelem C

genu PON2 sa niezaleznymi czynnikami ryzyka zachorowania na SLA (Tabela 19).

Tabela 19. Model regresji logistycznej uwzgledniajacy genotyp RR polimorfizmu Q192R
genu PONI oraz genotyp z allelem C (CC 1 CS) polimorfizmu C311S genu PON2, ktérych

znaczenie dla zachorowania na SLA okreslono w analizie jednoczynnikowe;j.

Iloraz szans | Przedzial ufnosci Istotnos¢
(OR) (95% CI) staty(slt)))fczna
Wiek (lata) 1,00 1,00-1,01 0,35
Ple¢ (pte¢ zenska) 0,79 0,59-1,05 0,10
Genotyp RR 1,65 1,01-2,70 0,04
Genotyp z allelem C (CC+CS) 1,35 1,01-1,81 0,04
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V.2. Badania aktywnosci paraoksonaz

Badanie aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu przeprowadzono u 63 chorych na SLA oraz
57 0s6b z grupy kontrolnej, natomiast wzgledem octanu fenylu u 62 chorych i 57 oséb z
grupy kontrolnej. Wiek chorych w momencie wystapienia pierwszych objawéw wahat sie¢ w
przedziale od 23 do 84 lat (Srednia wieku: 54,7+13,2 lat). W grupie badanej bylo 29 kobiet
(46,0%). U 47 chorych na SLA (74,5%) stwierdzono posta¢ konczynowg choroby, au 16
0s0b (25,5%) — posta¢ opuszkowa.

W grupie kontrolnej wiek wahat si¢ w przedziale od 28 do 70 lat (Srednia wieku: 47,2+10,2
lat). W grupie tej byto 33 kobiety (58,0%).

Grupa chorych na SLA i grupa kontrolna nie r6znity si¢ pod wzgledem rozktadu pici
(p=0,20). Stwierdzono natomiast, Ze osoby chore na SLA byly starsze (p<0,01).

W grupie badanej informacje dotyczace obecnosci hipercholesterolemii, cukrzycy,
nadci$nienia t¢tniczego i choroby niedokrwiennej serca zebrano u 57 chorych (90,0%), a

informacje dotyczace natogu palenia papieroséw u 42 chorych (66,7%).

U jednej osoby z grupy kontrolnej nie ustalono wywiadu na temat chor6b wspétistniejacych.

Nie stwierdzono réznicy statystycznej miedzy badanymi grupami w odniesieniu do czgstosci
wystepowania hipercholesterolemii (p=0,17), cukrzycy (p=0,37), nadci$nienia t¢tniczego
(p=0,11) oraz choroby niedokrwiennej serca (p=0,74). Nie bylto takze r6znic w czgstosci

palenia papieroséw aktualnie (p=0,14) i kiedykolwiek (p=0,61).

Badanie polimorfizmu C311S genu PON?2 nie pozwolito na okreslenie genotypu u jednego

chorego, a w przypadku polimorfizmu L55M genu PONI u jednej osoby z grupy kontrolne;.
Profil genetyczny (rozklad genotypow i alleli poszczeg6lnych polimorfizméw: Q192R,

L55M, —A162G genu PONI oraz C311S genu PON2 chorych na SLA oraz os6b z grupy
kontrolnej, u ktérych badano aktywnos¢ PON1 przedstawiono w tabeli 20.
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Tabela 20. Cze¢sto$¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizméw Q192R, LS5M i
—A162G genu PONI oraz C311S genu PON2 w grupie chorych na SLA i w grupie kontrolne;j.

Wariant Chorzy na SLA Grupa kontrolna
polimorficzny
n=63 n=57
Q192R QQ | n=29 (46,0%) | QQ | n=30 (52,6 %)
QR | n=26 (41,3%) | QR | n=23 (40,4%)
RR n=8 (12,7%) RR n=4 (7,0%)
n=63 n=56
L55M LL n=29 (46,0%) | LL n=27 (48,2 %)
LM | n=26 (41,3%) |LM | n=23 (41,1 %)
MM | n=8 (12,7%) MM | n=6 (10,7%)
n=63 n=57
_A162G GG | n=36(57,1%) | GG n=37 (65,0%)
GA | n=23(36,5%) | GA n=17 (29,8%)
AA | n=4(6,4%) AA n=3 (5,2%)
n=62 n=57
C311S SS n=37 (60,0%) | SS n=36 (63,2%)
CS n=20 (32,0%) | CS n=14 (24,5%)
CC n=5 (8,0%) CC n=7 ( 12,3%)

Oznaczenia aktywnosci wzgledem paraoksonu oraz octanu fenylu wykonano dwukrotnie dla
kazdej probki. Ocena korelacji migdzy wynikami aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu
uzyskanymi podczas pierwszego i drugiego oznaczenia wykazata, ze wartos¢ wspotczynnika
R jest bardzo wysoka i wynosi 0,92, p<0,05. Podobnie, bardzo wysoka wartos¢
wspotczynnika korelacji R (R=0,86), p<0,05 uzyskano przy ocenie zwigzku miedzy
wynikami aktywnos$ci wzgledem octanu fenylu uzyskanymi podczas pierwszego i1 drugiego
oznaczenia. Dla kazdej oznaczonej probki wyliczono $rednig warto$¢ aktywnosci

enzymatycznej z tych dwéch pomiaréw.

Analiza korelacji czasu przechowywania probek i wartosci sredniej aktywnosci PON1
wzgledem paraoksonu wykazala obecnos$¢ istotnej zaleznosci migdzy tymi zmiennymi
(R=(-0,56); p<0,05). Szczegdétowa analiza z uwzglednieniem réznych przedzialéw czasu
przechowywania wykazala, Ze taka korelacja utrzymuje si¢ tylko w przypadku, gdy czas
przechowywania wynosit rok i dluzej (R=(—0,41); p<0,05). W przypadku prébek
przechowywanych ponizej roku nie stwierdzono zwiazku migdzy czasem przechowywania a
srednig aktywnoscig PON1 wzgledem paraoksonu (R=(-0,33); p>0,05). Por6wnanie srednich

wartosci aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu migedzy pacjentami, ktérych probki
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przechowywano do roku i ponad rok wykazato, ze osoby z tej drugiej grupy maja znacznie

nizsza aktywnos$¢ PON1 wzgledem paraoksonu.

Otrzymane wyniki spowodowaly, ze poréwnanie aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu
przeprowadzono tylko u pacjentéw i 0s6b z grupy kontrolnej, u ktorych nie obserwowano
korelacji czasu przechowywania z aktywnoscig probek. Ostatecznie analizie poddano prébki
od 23 0s6b z rozpoznaniem SLA 157 0séb z grupy kontrolnej 1 stwierdzono brak réznicy

aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu miedzy pacjentami i grupg kontrolng (Tabela 21).

Analiza regresji liniowej u pacjentow, ktérych prébki surowicy przechowywano ponizej roku,
wykazatla, ze wiek, pte¢ ani czas od zachorowania do pobrania krwi nie miaty wptywu na
aktywnos$¢ PON1 wzgledem paraoksonu. Podobnie, u 0s6b z grupy kontrolnej nie

stwierdzono wplywu wieku 1 pici na aktywnos¢ PON1 wzgledem paraoksonu.

Analiza korelacji czasu przechowywania probek 1 wartosci Sredniej aktywnosci PON1

wzgledem octanu fenylu nie wykazala istnienia takiej zaleznosci (R=0,10; p>0,05).

Poréwnanie sredniej aktywnosci PON1 wzgledem octanu fenylu u pacjentéw i w grupie

kontrolnej wykazalo brak réznicy migdzy tymi grupami (Tabela 22).

Analiza regresji liniowej u pacjentéw wykazala, ze wiek, pte¢ ani czas od zachorowania do
pobrania krwi nie miaty wptywu na aktywno$¢ PON1 wzgledem octanu fenylu. Podobnie, u
0s0b z grupy kontrolnej nie stwierdzono wptywu wieku i ptci na aktywnos¢ PON1 wzgledem

octanu fenylu.
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Tabela 21. Aktywnos$¢ PON1 wzgledem paraoksonu w grupie chorych oraz grupie kontrolnej

(test regresji linioweyj).

SLA SLA
Probki Probki Grupa Istotnos$¢
przechowywane | przechowywane kontrolna statystyczna
do roku ponad rok (n=57) p)
(n=23) (n=40)

Aktywnos¢
PON1 120,91+58,77 75,05£76,30 | 117,16£101,88
wzgledem min=33,03 min=3,31 min=1,06 0,35
paraoksonu max=246,38 max=404,20 max=450,89
[U/mL]

Tabela 22. Aktywnos¢ PON1 wzgledem octanu fenylu w grupie chorych oraz grupie

kontrolnej (test regresji liniowej).

Grupa Istotnosé
SLA
(n=62) kontrolna statystyczna
(n=57) (p)
Aktywnos$¢
PON1 44,93+26,51 | 52,48+26,25
wzgledem min=12,08 min=13,78 0,08
octanu fenylu max=127,69 | max=129,91
[U/mL]

Poniewaz aktywnos$¢ PON1 wzgledem paraoksonu i octanu fenylu nie r6znity si¢ pomiedzy

osobami chorymi na SLA i osobami z grupy kontrolnej, wptyw poszczegdlnych genotypow

badanych polimorfizméw PON1 na te dwa rodzaje aktywnos$ci zbadano u wszystkich

uczestnikdw badania razem.
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Stwierdzono, ze aktywnos¢ PON1 wzgledem paraoksonu byla zdeterminowana przez

polimorfizm Q192R 1 L55M genu PONI. Osoby z genotypami QQ i MM mialy najnizsza

aktywnos¢, a osoby z genotypami RR 1 LL — najwyzszg. Polimorfizm —A162G genu PON1

nie mial wplywu na aktywnos¢ PON1 (Tabela 23).

Tabela 23. Wartosci mediany oraz dolnego i1 goérnego kwartylu aktywnosci PON1 wzgledem

paraoksonu obliczona dla poszczegdlnych genotypéw trzech badanych polimorfizméw genu

PONI.

Polimorfizm

Q192R genu N=40 N=33 N=7 p
PONI

Aktywnos¢ .
PONI1 71,61 157,17 229,88 i:]é: 8’88(1)02
wzgledem [46,60-88,63] [112,72-206,69] | [149,52-332,22] B—C: n,s
paraoksonu -
Polimorfizm LL [A] LM [B] MM [C]

L55M genu N=40 N=30 N=9

PONI ~ _ -

Aktywnos¢ .
PONI1 142,40 82,85 35,32 i:]é: 0.03
wzgledem [74,99-189,03] [57,98-141,76] [35,01-85,15] B—C: n,s
paraoksonu -
Polimorfizm GG [A] GA [B] AA [C]

~A162G genu N=51 N=25 N=4

PONI ~ _ -

Aktywnos¢ .
PON1 87,62 86.85 172,45 2:2: 0
wzgledem [57,98 —154,16] [51,27-169,52] | [91,94-291,44] B—C: n. '
paraoksonu -
* test Kruskala—Wallisa
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Stwierdzono, ze aktywno$¢ PON1 wzgledem octanu fenylu byta zdeterminowana réwniez
przez polimorfizm Q192R 1 L55M genu PONI. Osoby z genotypami QQ i MM miaty
najnizsza aktywnosc¢, a osoby z genotypami RR 1 LL — najwyzsza. Polimorfizm —A162G genu

PONI nie miat wptywu na aktywnos$¢ PONT1 (Tabela 24).

Tabela 24. Wartosci mediany oraz dolnego i1 gornego kwartylu aktywnosci PON1 wzgledem
octanu obliczona dla poszczegdlnych genotypdéw trzech badanych polimorfizméw genu

PONI.

Polimorfizm

1mornz QQ [A] QR [B] RR [C] *
Q192R genu N=58 N=49 N=12 p
PON1
Aktywnos¢ .
PON1 25,54 52,30 70,06 i:g 88888(1)5
wzgledem [20,26-50,05] | [41,11-65,30] | [60,98-87,62] B—C: n,s
octanu fenylu -
{‘;‘gﬁ"g‘;‘l" LL[A] LM [B] MM [C]
PONI1 N=56 N=49 N=13
Aktywnos¢ .
PONI 56,77 41,40 2358 | Ao
wzgledem [33,73 - 68,82] | [24,80-53,52] | [17,10-42,97] B—C: n’s
octanu fenylu -
Polimorfizm GG [A] GA [B] AA [C]
CALG2G genu | N7 N=40 N=7
PON1 B _ -
Aktywnos¢ .
PON1 43,48 51,20 4660 1o
wzgledem [25,01-59,00] | [25,62 —67,22] | [30,43-89,33] B—C: n. '
octanu fenylu e
* test Kruskala—Wallisa
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VI. DYSKUSJA

VI.1. Zwigzek polimorfizméw genu PONI i PON2 z ryzykiem zachorowania na SLA

Zaburzenie fizjologicznej rOwnowagi miedzy produkcja a usuwaniem reaktywnych form
tlenu prowadzi do stresu oksydacyjnego. Jego konsekwencja jest uszkodzenie lipidéw bton
komérkowych, kwaséw nukleinowych oraz inaktywacja biatek, co moze prowadzi¢ do
nieodwracalnego uszkodzenia narazonych na stres komorek. Ze wzgledu na duze znaczenie
paraoksonaz w ochronie tkanek przed dzialaniem wolnych rodnikéw tlenowych oraz
zwigzkow toksycznych, ich rola w schorzeniach takich jak nowotwory, choroby zapalne,
choroby uktadu krazenia oraz choroby zwyrodnieniowe, byla przedmiotem wielu badan
[Gendzwilt, 2007, Luszczewski 1 wsp., 2007, Rutkowski i wsp., 2007, Kell, 2009]. Jednym z
zadan przeprowadzonego badania byla ocena znaczenia wybranych polimorfizméw genéw
paraoksonaz dla ryzyka wystapienia SLA, ktora stanowi uzyteczny model choroby
zwyrodnieniowej uktadu nerwowego. SLA przebiega szybciej niz inne choroby
zwyrodnieniowe, takie jak choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera. Z tego powodu
mozna przypuszczac, ze w SLA nieprawidlowosci w zakresie produkcji wolnych rodnikow i
funkcjonowania enzymow antyoksydacyjnych sa znacznie wyrazniejsze niz w chorobach

przebiegajacych wolniej.

Zalozeniem prezentowanej pracy bylo sprawdzenie czy ryzyko zachorowania na SLA jest
wynikiem genetycznie uwarunkowanej, mniejszej aktywnosci paraoksonaz wzgledem

utlenionych lipidéw i1 zwigzkéw fosforoorganicznych.

Dotychczas zidentyfikowano ponad 300 polimorfizméw w obrebie gendw PON. Wybor
polimorfizméw genéw PON do aktualnego badania wynikat z wcze$niejszych badan
wskazujacych na ich znaczenie jako czynnikéw ryzyka réznych choréb, w ktérych
etiopatogenezie zasadnicza role odgrywa stres oksydacyjny. Zwiazek miedzy polimorfizmem
Q192R genu PONI oraz C311S genu PON2 z chorobg niedokrwienng serca wykazali migdzy
innymi Sanghera i wsp. [1998]. W badaniu przeprowadzonym przez tych autoréw wykazano,
ze ryzyko wystgpienia choroby niedokrwiennej serca u nosicieli allelu S polimorfizmu C311S
genu PON2 1 nosicieli allelu R polimorfizmu Q192R genu PON1 wzrastato ponad 3 krotnie
(OR=3.,6, 95% CI: 2,6-4,6; p=0,011). Takze badanie przeprowadzone przez Sen—Banerjee,
Siles 1 Campos [2000] wykazato zwigzek polimorfizmu Q192R genu PON! z ryzykiem
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wystgpienia zawalu serca. W grupie chorych znamiennie czg¢sciej wystepowat allel R
polimorfizmu Q192R genu PONI (p=0,008) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obecno$¢
allelu R polimorfizmu Q192R wigzata si¢ z 1,5 razy wigkszym ryzykiem wystgpienia zawatu
serca (OR=1,51, 95% CI: 1,13-2,03) w pordwnaniu do sytuacji, gdy wystgpowat allel Q w tej
pozycji. Podobne badania prowadzono wsérdd chorych, ktérzy przebyli udar mézgu. Ranade 1
wsp. [2005] wykazali, Zze osoby bedace heterozygotami QR polimorfizmu Q192R genu PON1
miaty okoto 2,5 razy wigksze ryzyko wystgpienia udaru niedokrwiennego mézgu (OR=2,41,
95% CI: 1,42-4,10), a homozygoty RR — okoto trzy razy wigksze (OR=2,84, 95% CI: 1,33—
6,01) w poréwnaniu do homozygot QQ. Polimorfizm Q192R genu PONI1 jako jedyny z 14
badanych polimorfizméw genéw PONI, PON2 i PON3 byt istotnie zwigzany z ryzykiem

wystgpienia udaru niedokrwiennego mézgu (p=0,002).

Ze wzgledu na udowodniony udziat stresu oksydacyjnego w procesie zwyrodnieniowym,
zwigzek z genami paraoksonaz badano m.in. w chorobie Alzheimera 1 w chorobie Parkinsona.
Erlich 1 wspoipracownicy [2006] wykazali istnienie zaleznosci migdzy polimorfizmem
—A162G genu PONI, a chorobg Alzheimera. Natomiast metaanaliza badan oceniajacych
zwigzek polimorfizméw gendéw paraoksonaz z ryzykiem zachorowania na chorobe¢ Parkinsona
przeprowadzona przez Zintzaras i Hadjigeorgiu [2004] wykazala, ze obecnos¢ allelu M
polimorfizmu L55M genu PON1 wigzala si¢ z 1,32 razy wigkszym ryzykiem wystgpienia
choroby niz obecnos$¢ allelu L (OR=1,32, 95% CI: 1,10-1,59). Obecno$¢ genotypu z
conajmniej jednym allelem M (MM+LM) polimorfizmu L55M genu PONI wigzala si¢ z 1,5
razy wigkszym ryzykiem wystapienia choroby Parkinsona (OR=1,5, 95% CI: 1,16-1,95) w
poréwnaniu do 0s6b z genotypem LL polimorfizmu L55M genu PONI.

Najwazniejszym wynikiem uzyskanym w prezentowanym badaniu byto wykazanie, ze
genotyp RR polimorfizmu Q192R genu PONI oraz genotyp z allelem C (CC+CS)
polimorfizmu C311S genu PON2 s3 niezaleznymi czynnikami ryzyka zachorowania na SLA 1

zwigkszaja to ryzyko odpowiednio 1,65 razy i 1,35 razy.

Ponadto stwierdzono, ze polimorfizm Q192R genu PONI jest w nier0wnowadze sprze¢zen z
polimorfizmem L55M genu PONI. Analiza asocjacji haplotypéw utworzonych z
polimorfizmu Q192R 1 L55M genu PONI1 z ryzykiem zachorowania okres$lita haplotyp RL
jako haplotyp ryzyka. Poniewaz czgstos¢ wystgpowania allelu R 1 haplotypu RL w grupie
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chorych i kontrolnej byta identyczna, ustalono, ze efekt haplotypu RL jest taki sam jak allelu
R. Obecne badanie nie wykazalo zwiazku samego wariantu polimorficznego L55M genu
PONI z ryzykiem zachorowania na SLA. Nie stwierdzono takze réznicy cze¢stosci
wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu —A162G genu PONI migdzy chorymi na SLA
1 grupa kontrolna.

W 2006 roku, w czasopismie Neurology przedstawiono wstgpne wyniki badania
przeprowadzonego przez zesp6t badawczy Kliniki Neurologii dotyczacego zwiazku
niektérych wariantow gendw paraoksonaz z ryzykiem zachorowania na SLA. Juz wéwczas na
znacznie mniejszym materiale (185 pacjentéw z SLA 1437 os6b z grupy kontrolnej)
wykazano, ze istnieje zwigzek migdzy polimorfizmem Q192R genu PONI 1 C311S genu
PON2, aryzykiem SLA [Stowik i wsp., 2006]. Czgstsze wystgpowanie allelu R polimorfizmu
QI192R w pozycji 192 genu PONI wykazali takze Wills 1 wsp. [2008] w populacji
amerykanskiej. Badanie to przeprowadzono u 140 chorych na SLA 1 153 osobach z grupy
kontrolnej. Wykazano, ze genotyp RR wystepowatl znamiennie czg¢sciej w grupie chorych na
SLA (p=0,004). W badaniu przeprowadzonym na populacji australijskiej (143 osoby chore na
SLA 1 143 osoby zdrowe), majacej korzenie angloceltyckie (rasa kaukaska), stwierdzono, ze
osoby, ktére byly narazone na wysokie dawki herbicydéw i pestycydéw miaty zwigkszone
ryzyko zachorowania na SLA, jezeli byly nosicielami allelu R w pozycji 192 genu PON1
[Morahan i wsp., 2007]. Ta grupa badawcza wykazata takze réznic¢ czestosci wystgpowania
genotypow polimorfizméw miejsca promotorowego genu PONI, tzn. —C108T 1 -A162G,
miedzy chorymi na SLA a grupa kontrolng [Morahan i wsp., 2007]. Saeed 1 wsp. [2006]
przeprowadzili badanie na grupie 1 891 os6b rasy kaukaskiej, wywodzacych sie z populacji
potnocnoamerykanskiej. W grupie badanej byto 284 osoby chore na SLA, pozostali
uczestnicy to 203 trjki obejmujace parg zdrowych rodzicéw i chore dziecko, 247 par
rodzenstw, z ktérych jedno bylo chore i jedno zdrowe i1 504 niespokrewnione osoby zdrowe.
Autorzy wykazali zwigzek miedzy haplotypem ztozonym z polimorfizméw genéw PON2 i
PON3 aryzykiem SLA (haplotyp AACT chronit przed ryzykiem zachorowania, p=0,00007,
natomiast haplotyp AGCC zwigkszat ryzyko zachorowania, p=0,026). Ponadto, w badaniu
przeprowadzonym na grupie ztozonej z chorych na SLA oraz ich zdrowych rodzicow
wykazano zwigzek polimorfizmu rs11981433 genu PON2 i polimorfizmu rs10487132 genu
PON3 z ryzykiem SLA. Oba polimorfizmy byly w silnej nier6wnowadze sprzezen.
Valdmanis 1 wsp. [2008] w populacji kanadyjskiej (159 chorych na SLA i 95 oséb zdrowych)
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1 francuskiej (480 chorych 1 475 os6b zdrowych) oraz populacji kanadyjskiej, francuskiej
facznie razem ze szwedzka (558 chorych 1 506 os6b zdrowych), wykryli zwigzek miedzy
haplotypem utworzonym z polimorfizméw zlokalizowanych w obrgbie C—koncowego
odcinka genu PON2 (zawierajacego m.in. miejsce polimorficzne 311), a ryzykiem
zachorowania na SLA (p=0,0000017). W badaniu Cronina i wsp. [2007] nie wykazano
zwigzku miedzy polimorfizmem Q192R genu PONI ani C311S genu PON2, a ryzykiem
zachorowania na SLA w populacji irlandzkiej. Stwierdzono natomiast znamiennie czg¢stsze
wystepowanie allelu M polimorfizmu L55M genu PONI (p=0.006) oraz podobnie jak w
badaniu Saeed i wsp. [2006] allelu G polimorfizmu rs10487132 genu PON3 (p=0,03) w
grupie chorych na SLA w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Badanie przeprowadzono u 221
chorych na SLA iu 202 o0séb z grupy kontrolnej. Landers 1 wsp. [2008] przeprowadzili
badanie u 597 chorych na SLA 1 u 692 0séb z grupy kontrolnej, wywodzacych si¢ z populacji
zamieszkujacej Stany Zjednoczone. Wszyscy uczestnicy byli rasy kaukaskiej. W badaniu tym
stwierdzono, ze polimorfizm rs987539 zlokalizowany w intronie 6 genu PON2 oraz
polimorfizm rs2074351, zlokalizowany 90 bp powyzej poczatku egzonu 2 genu PONI,
wystepowaly znacznie cz¢sciej u chorych na SLA niz w grupie kontrolnej (p odpowiednio
0,0006 1 0,0007). Ponadto, zidentyfikowano haplotyp ztozony z pigciu polimorfizméw,
miedzy innymi polimorfizmu —A162G genu PONI, ktéry wykazywat silny zwigzek z
ryzykiem zachorowania (p=0,00002).

Jedyne jak dotad negatywne badania oceniajace zwigzek wariantéw polimorficznych w
genach PON z ryzykiem zachorowania na SLA przeprowadzila Kasperaviciute i wsp. [2007].
Badanie przeprowadzono u 822 chorych na SLA 1 872 0séb zdrowych narodowosci
brytyjskiej. Wsréd ponad 1200 wariantow polimorficznych w 134 genach, w tym 43
wariantow w genach PON, wybranych przez autoréw jako potencjalne czynniki ryzyka SLA
nie wykazano zwigzku badanych polimorfizméw w genach PON, a ryzykiem zachorowania.
Wsréd tych polimorfizméw byty 3 z 4 analizowanych w prezentowanej pracy (Q192R, L55M
genu PONI 1C311S genu PON2).

Metaanaliza wszystkich badan oceniajacych zwigzek polimorfizméw genéw PON z ryzykiem
zachorowania na SLA nie potwierdzila zwigzku zadnego z wariantow z ryzykiem
zachorowania na SLA. Metaanaliza obj¢ta 4037 chorych na SLA i 4609 os6b z grupy
kontrolnej, ktérzy uczestniczyli w jedenastu dotychczas wykonanych badaniach. Bez

uwzglednienia korekty biorgcej pod uwage testowanie wielu hipotez (korekta Bonferroniego)
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okazalo sie, ze polimorfizm Q192R genu PONI jest czynnikiem ryzyka zachorowania na
SLA (OR=1,25, 95% CI: 1,07-1,45, p=0,004), niestety uwzglednienie tej korekty
spowodowalo, ze warto$¢ p ponizej ktorej wynik uznany bytby za istotny powinna wynosic¢
0,001. Wyniki tej analizy sktonily jej autoréw do stwierdzenia, ze polimorfizmy genéw PON
nie maja zwigzku z ryzykiem zachorowania na SLA [Wills 1 wsp., 2009]. Na tamach
czasopisma Neurology w komentarzu redakcyjnym, ktéry stanowit odpowiedz na ta
publikacje, pojawity si¢ argumenty przeciwko tak restrykcyjnej z punktu widzenia statystyki
interpretacji wynikéw [Greenberg, Stewart i Rowland, 2009]. Po pierwsze, zastosowanie
przez autoréw tej metaanalizy tak znacznego obnizenia wartosci p ze wzgledu na wielokrotne
testowanie, mogto doprowadzi¢ do zatuszowania istniejacego, cho¢ niewielkiego wpltywu
badanego polimorfizmu na ryzyko choroby. Nie mozna wykluczy¢, ze ten zwigzek istnieje,
ale brak uwzglednienia takze r6znorodnosci fenotypowej spradycznej postaci SLA w r6znych
obszarach geograficznych mogto tego zwigzku nie wykaza¢. Kolejnym argumentem
wskazujacym na mozliwa stabos¢ tej metaanalizy jest fakt, ze na jej ostateczny wynik moze
mie¢ wptyw réznica frekwencji alleli poszczegdlnych polimorfizméw miedzy populacjami

[Greenberg, Stewart i Rowland, 2009].

Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze zadne z szesciu badan przeszukiwania calego genomu
ludzkiego u chorych na SLA nie wykazato wigkszej czestosci polimorfizméw w genach PON
w stosunku do grupy kontrolnej [Schymick i wsp., 2007, Dunckley i wsp., 2007, van Es i
wsp., 2007, van Es i wsp., 2008, Cronin i wsp., 2008, Chio i wsp., 2009]. Badania te byly
przeprowadzone na stosunkowo niewielkich grupach. Schymick 1 wsp. [2007] przeprowadzili
badanie cze¢stosci wystepowania 555 352 polimorfizméw u 276 chorych na SLA iu 271 os6b
z grupy kontrolnej. Dunckley 1 wsp. [2007] poczatkowo zbadali czgsto$¢ wystgpowania

766 955 polimorfizméw w grupie 386 chorych na SLA iu 542 os6b z grupy kontrolnej, a
nastepnie przetestowali znaczenie wykrytych w tym badaniu polimorfizméw ryzyka w dwu
grupach replikacyjnych (766 chorych i 750 0s6b z grupy kontrolnej oraz 135 chorych i
275-osobowej grupie kontrolnej). Z kolei van Es i wsp. [2007] w pierwszym etapie przebadali
czestos¢ wystepowania 311 946 polimorfizméw u 461 chorych i u 450 0s6b z grupy
kontrolnej wywodzacych si¢ z populacji holenderskiej. Nastgpnie zidentyfikowane
polimorfizmy ryzyka (500) przetestowali w grupie replikacyjnej, w sklad ktérej wchodzito
272 chorych na SLA 1336 oséb zdrowych wywodzacych si¢ z populacji holenderskiej oraz
291 chorych 1 267 os6b zdrowych z populacji belgijskiej, a w trzecim etapie przeanalizowali

znaczenie polimorfizméw ryzyka (polimorfizmy dla ktérych wartos¢ p byta ponizej 0,1) u
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313 chorych 1 303 os6b z grupy kontrolnej wywodzacych si¢ z populacji szwedzkiej. W
kolejnej pracy van Es 1 wsp. [2008] przetestowali znaczenie zidentyfikowanych wczesnie;j
polimorfizméw w liczniejszych grupach replikacyjnych tzn. u 272 chorych 1 336 osobach
zdrowych wywodzacych si¢ z populacji holenderskiej, 467 chorych 1 437 osobach zdrowych z
populacji szwedzkiej oraz u 291 chorych i 420 osobach zdrowych z populacji belgijskie;j.
Cronin i wsp. [2008] w grupie 222 chorych i 217 os6b zdrowych z grupy kontrolne;j
wywodzacej si¢ z populacji irlandzkiej zbadali czgstos¢ wystepowania 540 466
polimorfizméw, a zidentyfikowane polimorfizmy ryzyka przetestowali w grupie replikacyjnej
zlozonej z 958 chorych 1 932 0s6b z grupy kontrolnej (grupa replikacyjna stanowita osoby
wywodzace si¢ z populacji amerykanskiej i holenderskiej wcze$niej wykorzystanej w pracy
Schymick i wsp. [2007] 1 van Es i wsp. [2007]). Nastepnie autorzy dobrali kolejng grupe
replikacyjng wywodzacg si¢ z populacji polskiej, w sktad ktérej wchodzito 218 chorych na
SLA 1356 os6b zdrowych [Cronin i wsp., 2009]. Chio i wsp. [2009] poczatkowo zbadali
czestos¢ wystepowania 545 066 polimorfizméw w grupie 553 os6b chorych 12 338 oséb
zdrowych z grupy kontrolnej, nastepnie przetestowali zidentyfikowane polimorfizmy ryzyka
w trzech niezaleznych grupach obejmujacych w sumie 2 160 0s6b chorych i 3 008 0s6b z
grupy kontrolnej, a w trzecim etapie przeanalizowali znaczenie polimorfizméw ryzyka u
pacjentéw i os6b z grupy kontrolnej razem. Niestety zadne z badan przeszukiwania genomu
ludzkiego w SLA nie wykazalo istnienia polimorfizméw ryzyka przy wymaganej w tego typu
badaniach wartos$ci p ponizej 0,00000001 [Mullen i wsp., 2009]. Mozna wiec z duzym
prawdopodobienstwiem uznac, ze uzyskane wyniki mogg by¢ przypadkowe. Mimo tego, w
oczekiwaniu na ich metaanaliz¢ ponizej przedstawiono szczegétowo wyniki uzyskanych

badan przeprowadzonych tg metoda.

Badanie wykonane przez Schymick i wsp. [2007] wykazalo zwigzek 34 polimorfizméw z
SLA przy wartosci istotnosci statystycznej ponizej 0,0001, ale najnizsza wartos¢ p jaka
uzyskano wyniosta 0,000001. Zidentyfikowane w tym badaniu regiony, ktére mogltyby
wskazywac na zwigzek z chorobg obejmowaty w duzej mierze geny zwigzane z regulacja i
metabolizmem cytoszkieletu aktynowego oraz transportem aksonalnym. Polimorfizm
(rs4363506), ktory wykazywat najsilniejszy zwigzek z chorobg byt zlokalizowany w
sgsiedztwie genu DOCK]1 (p=0,000001), ktéry odgrywa role we wzroscie neuronéw. Sposréd
zidentyfikowanych 10 loci genowych zwigzanych z SLA (p<0,05) przez Dunckley i wsp.
[2007] najsilniejszy zwiazek z chorobg wykazywat rejon zawierajacy niescharakteryzowany

do tej pory gen FLJ10986 (p=0,0003). Biatko bedace produktem tego genu zostato
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zidentyfikowane przez autor6w badania w rdzeniach krggowych oraz ptynie mézgowo—
rdzeniowym 0s6b chorych oraz z grupy kontrolnej. Pozostale zidentyfikowane w tym badaniu
geny w wigkszosci byty zwigzane z funkcja cytoszkieletu. Najsilniejszy zwigzek miedzy
zidentyfikowanym polimorfizmem a SLA (p=0,0007) w badaniu van Es i wsp. [2007]
stwierdzono dla polimorfizmu rs2306677 genu ITPR2 (ang. inositol 1,4,5—triphosphate
receptor 2 gene). Gen ten odgrywa role w neurotransmisji zwigzanej z glutaminianem oraz w
regulacji wewngtrzneuronalnej homeostazy jonéw wapnia. Biatko bedace jego produktem jest
kanatem wapniowym zlokalizowanym w siateczce endoplazmatycznej i odpowiada za
kontrolg wewnatrzkomérkowego st¢zenia jonéw wapnia w neuronach. Pobudzenie
receptoréw glutaminianowych powoduje uwolnienie tréjfosforanu inozytolu i jego
przylaczanie si¢ do biatka ITPR2. Zmienione wiasciwosci ITPR2 moga prowadzi¢ do
zaburzenia wewnatrzkomoérkowej rOwnowagi wapniowej i aktywowac proces apoptozy. Jego
poziom ekspresji w krwi obwodowej byt znaczaco wyzszy w grupie 126 chorych na SLA w

poréwnaniu z grupg 126 oséb z grupy kontrolnej (p=0,00016).

Kolejne badanie przeprowadzone przez tych autoréw [van Es 1 wsp., 2008], wykazalo
zwigzek innego polimorfizmu (rs 10260404) z choroba (p=0,00000005, po korekcie
Bonferroniego p=0,017). Polimorfizm ten jest zlokalizowany na chromosomie 7 w rejonie
genu DPP6 (DPPX), ktéry koduje biatko dipeptydylopeptydaze¢ 6. Gen ten ulega ekspresji w
mdbzgu, a enzym, ktory jest jego produktem jest zaangazowany w powstawanie
neuropeptydéw z ich prekursoréw, ponadto wigze specyficzne neuronalne kanaty potasowe
woltazowozalezne i wplywa na ich wlasciwosci. Badanie przeszukiwania calego genomu
ludzkiego w homogennej populacji irlandzkiej przez Cronina 1 wsp. [2008] doprowadzito do
zidentyfikowania 35 polimorfizméw zwigzanych z SLA (najnizsza warto$¢ p wynosita
0,00001), jednak zaden z nich nie wykazywat istotnego zwigzku z chorobg po korekcie
Bonferroniego. Analiza koncowa, do ktérej wiaczono grupy replikacyjne wczesniej
wykorzystane w badaniu Schymick i wsp. [2007] i1 van Es 1 wsp. [2007] wykazala zwigzek z
chorobg genu DPP6 (p=0,000002). Nalezy podkresli¢, ze kolejne badanie replikacyjne w
populacji polskiej wykonane przez tych autoréw [Cronin 1 wsp., 2009] wykazato brak
zwigzku tego wariantu polimorficzego z ryzykiem zachorowania na SLA. Najwieksze do tej
pory badanie przeszukiwania calego genomu ludzkiego (wykonane na najwiekszej grupie
chorych i 0s6b zdrowych) przeprowadzit Chio i wsp. [2009]. W badaniu tym zaden z
zidentyfikowanych polimorfizméw nie wykazat znamiennosci statystycznej po korekcji

Bonferroniego. Dwa polimorfizmy wykazujace najsilniejszy zwigzek z choroba, ktéry jednak
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nie zostal potwierdzony w grupach replikacyjnych, zidentyfikowano na chromosomie 7

(7p13.3) w rejonie sasiadujagcym z genami SUNCI, HUS1 i C7orf57.

Wyniki dwéch powyzszych badan wskazujg na zwigzek z chorobg genéw zlokalizowanych na
chromosomie 7, czyli tam gdzie zlokalizowane sg geny PON. Mozna przypuszczac, ze te
wskazane geny w badaniach przeszukiwania catego genomu ludzkiego moga by¢ w

nierdwnowadze sprzezen z innymi genami, np. PON.

Nalezy podkresli¢, ze wyniki dotychczas wykonanych badan przeszukiwania catego genomu
ludzkiego w SLA nie pokrywaja si¢ ze sobg. Moze to by¢ wynikiem matych liczebnosci grup
uczestniczacych w poszczegdlnych badaniach. Takie liczby uczestnikéw w poszczegdlnych
badaniach pozwalaja jedynie na wykrycie polimorfizméw ryzyka o wysokiej wartosci ryzyka
wzglednego, co udokumentowano w przypadku polimorfizmu genu APOE (ang.,
apolipoprotein E) w chorobie Alzheimera. Uwaza si¢, ze polimorfizmy ryzyka chordb,
ktoérych czestos¢ wzrasta z wiekiem, czego przyktadem moze by¢ SLA, charakteryzuje niska
wartos¢ ryzyka wzglednego, a efekt ryzyka takich polimorfizméw sumuje si¢ [Mullen i wsp.,
2009]. Dodatkowo istotnym elementem, ktéry nalezy wzig¢ pod uwage szacujac liczbg
uczestnikoOw w tego typu badaniach jest czestos¢ poszczegdlnych alleli w populacji. Tak wiec,
zwigzek polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na SLA w przeszukiwania calego genomu
ludzkiego mozna udokumentowac tylko na bardzo duzej liczbie uczestnikow. Szacowana
liczba os6b dla takiego badania wynosi od 10 000 do 20 000 os6b [Mullen 1 wsp., 2009].
Pewnym rozwigzaniem bedzie na pewno wykonanie w przysztosci metaanalizy wszystkich
badan przeszukiwania calego genomu ludzkiego u chorych na SLA i w grupie kontrolnej,
poniewaz tylko metaanaliza na tym etapie moze da¢ szans¢ znalezienia polimorfizméw
ryzyka o niskich wartosciach ryzyka wzglednego. Interpretacj¢ takiej metaanalizy moze
utrudniac fakt, ze przeszukiwania catego genomu ludzkiego w SLA byty wykonywane na
réznych platformach bioinformatycznych (Illumina, Affymetrix) przy r6znej liczbie

polimorfizméw znacznikowych.
Najtrudniejszg sprawa w interpretacji wynikéw badan na temat znaczenia polimorfizméw

gendw PON dla ryzyka SLA jest fakt, ze w prawie kazdej populacji czynnikiem ryzyka jest

inny wariant genetyczny.
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Wyjasnieniem trudnos$ci oceny znaczenia odmiennych wariantéw polimorficznych gendéw
PON dla ryzyka rozwoju SLA w r6znych populacjach moze by¢ znacznie wigksza, niz

dotychczas przypuszczano, zmienno$¢ fenotypowa.tej choroby [Chio i wsp., 2009].

Jedng z przyczyn zaistnialej sytuacji moze by¢ tez to, ze badane populacje r6znig si¢ stylem
zycia, miejscem zamieszkania 1 przez to narazone sg na inny profil szkodliwych substancji
podlegajacych hydrolizie przez paraoksonazy, w stosunku do ktérych obecnos¢ allelu R moze

odgrywac inng, nawet przeciwng role (protektor/czynnik ryzyka) [Billecke i wsp., 2000].
Moze byc¢ tez tak, ze paraoksonazy sg przyktadem genetycznych czynnikdéw ryzyka, ktére

cechuje niewielki lub umiarkowany wptyw na ryzyko choroby i ten rodzaj efektu moze by¢

wykryty tylko przy bardzo duzych liczbach uczestnikéw badania [Chio 1 wsp., 2009].
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VI.1.1. Zwiazek polimorfizméw genu PONI 1 PON2 z ryzykiem zachorowania na SLA w

zaleznosci od pierwszych objawéw choroby

Czestos¢ wystepowania postaci konczynowej SLA szacuje si¢ na 75% wszystkich
przypadkéw SLA, natomiast postaci opuszkowej na 25% [Wijesekera i Leigh, 2009]. W
materiale wlasnym osoby chore na SLA z postacig konczynowa stanowity 70,9%, pozostate
29,1% to chorzy na SLLA z postacig opuszkowa. Uwaza sig¢, ze te dwie postaci choroby
charakteryzuja si¢ takg samg etiopatogeneza, ale odmiennoscig w zakresie profilu niektérych

czynnikow ryzyka oraz obrazu klinicznego [Wijesekera i Leigh, 2009].

Posta¢ opuszkowa wystepuje czgsciej u osob starszych i u kobiet i charakteryzuje ja tez
znacznie krotsze przezycie [Wijesekera i1 Leigh, 2009, Adamek 1 Tomik, 2005]. Stwierdzono
takze, ze te dwie postaci maja odmienng czestos¢ alleli polimorfizmu apoE. W grupie chorych
z postacig opuszkowg Moulard i wsp. [1996] oraz Al-Chalabi i wsp. [1996] stwierdzili
znamiennie czg¢stsze wystepowanie przynajmniej jednego allelu epsilon4 w poréwnaniu do
chorych z postacig konczynowa oraz w pordwnaniu do grupy kontrolnej. W badaniu Chio 1
wsp. [2005] stwierdzono czgstsze zachorowanie na SLA wsréd zawodowych pitkarzy niz w
populacji ogbélnej oraz czestsze wystgpowanie jako pierwszych objawéw opuszkowych, co
sugeruje odmienne znaczenie nadmiernego wysitku fizycznego jako czynnika ryzyka u
pacjentéw z postacig opuszkow3 i konczynowg choroby. Odmienng czgstos¢ alleli réznych
polimorfizméw miedzy tymi postaciami choroby wykazano takze w badaniach
przeszukiwania catego genomu ludzkiego [Dunckley 1 wsp., 2007]. Posta¢ opuszkowa
charakteryzowalo czestsze wystgpowanie polimorfizméw nastepujacych genéw: AMPH,
BU173572, PARPS, PCSKS5 [Dunckley i wsp., 2007]. Niestety ta ostatnia zaleznos¢ wymaga

potwierdzenia na znacznie wigkszych grupach pacjentow.

W prezentowanym badaniu stwierdzono, ze sposréd badanych polimorfizméw tylko
polimorfizm —A162G genu PONI charakteryzowatl si¢ odmiennym znaczeniem dla ryzyka
wystgpienia postaci opuszkowej i konczynowej choroby. Stwierdzono, ze u 0s6b z postacia
opuszkowa rzadziej wystepowat allel A oraz genotyp AA polimorfizmu —A162G genu PONI
niz u 0séb z postacig konczynowa. Poréwnanie czgstosci wystgpowania alleli i genotypow
tego polimorfizmu migedzy poszczegdlnymi postaciami choroby i grupa kontrolng wykazat
réznice tylko migdzy postacig opuszkowaq i grupa kontrolng. Warto$¢ p wynosita 0,03,

niestety uwzglednienie korekty Bonferoniego, spowodowalo, Ze ta zalezno$¢ nie byta juz

- 88 -



istotna statystycznie. Zwigzek migdzy tym polimorfizmem a ryzykiem SLA byt juz wczesnie;j
stwierdzony w populacji australijskiej przez Morahan i wsp. [2007]. Wykazano, ze allel A byt

czynnikiem ochronnym dla rozwoju choroby.

Wiadomo, Ze region zawierajacy to miejsce polimorficzne stanowi obszar przytaczania si¢
czynnika transkrypcyjnego NF-1 (ang. nuclear factor—1), obecnos¢ allelu A warunkuje
powstanie miejsca wigzgcego NF-1, obecnos¢ allelu G zaktoca wigzanie NF-1 [Brophy i
wsp., 2001 (a)] co wptywa na poziom transkrypcji tego genu, a wigc decyduje o ilosci

czynnego enzymu PONI.

Do tej pory badano znaczenie tego polimorfizmu takze w chorobie Alzheimera, jednak
obecnos¢ allelu A w pozycji —162 genu PON1 wiazala si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na chorobg Alzheimera w grupie chorych wywodzacych si¢ z populacji
amerykanskiej (USA), kanadyjskiej, niemieckiej 1 greckiej (badanie MIRAGE) [Erlich 1 wsp.,
2006].

Uzyskane w prezentowanej pracy wyniki mogg sugerowac potrzebg dalszych badan

poréwnujacych rozktad polimorfizmu —A162G genu PONI u chorych na posta¢ opuszkowa

choroby i w grupie kontrolne;.
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VI.1.2. Zwiazek polimorfizméw genu PONI 1 PON2 z ryzykiem zachorowania na SLA —

podsumowanie

Wsréd zalet prezentowanego badania nalezy przedstawic€ to, ze zostato przeprowadzone w
jednej, homogennej populacji mieszkancéw potudniowej cz¢sci Polski. Dobor grupy
kontrolnej spoza cztonkéw rodzin chorych na SLA pozwolit na uniknigcie ,.efektu zdrowego
pracownika” (ang. Healthy worker effect, healthy user bias) oraz ryzyka, ze do grupy

kontrolnej zostaty zakwalifikowane osoby, ktére w przysziosci moga rozwing¢ SLA.

Jak we wszystkich pracach dotyczacych genetycznych czynnikdw ryzyka nalezy bra¢ pod
uwage btad systematyczny doboru préby (ang. selection bias) [Gajewski, Jaeschke i Brozek,
2008] zwiazanej z faktem, iz do badania wiaczono tylko tych chorych na SLA, ktorzy zglosili
si¢ do Kliniki Neurologii w Krakowie, co moze bylo trudne dla chorych w najbardzie;j
zaawansowanym stadium choroby, czy z bardzo szybkim przebiegiem choroby, a nie mozna
wykluczy¢, ze ta grupa chorych r6zni si¢ zestawem genotypow i haplotypéw od pozostatych
chorych. Dodatkowo, do stabych punktéw tej pracy nalezy fakt, ze tlo rodzinne choroby

wykluczano na podstawie wywiadu.

Niniejsza praca nie objela takze chorych, ktorzy nie wyrazili Swiadomej zgody na udziat w
badaniu. Nalezy zwrdci¢ rowniez uwage, ze badanie mialo stosunkowo niewysoka moc
wynikajaca z takich a nie innych liczebnosci badanych grup. Nalezy jednak podkresli¢, ze
materiat genetyczny Kliniki Neurologii nalezy do najwigkszych na $wiecie, a jego warto$¢
kliniczng podkresla uczestnictwo zespolu zajmujacego si¢ ta chorobg w wielu

mig¢dzynarodowych projektach badawczych.
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VI.2. Aktywnos$¢ PON1

Zaplanowane badanie miato na celu sprawdzenie czy aktywnos$¢ PON1 wzgledem paraoksonu
1 octanu fenylu r6zni si¢ miedzy grupa chorych na SLA i grupg kontrolng. Aktywnos¢ PON1
w surowicy krwi oznaczana jest jak dotad gtéwnie w stosunku do dwéch egzogennych
substratow: paraoksonu (aktywnos¢ fosfotriesterazowa) i jednego z estréw aromatycznych
octanu fenylu (aktywnos¢ arylesterazowa). Odzwierciedla to jedynie zdolnos$¢ do hydrolizy
toksycznych zwigzkéw chemicznych, natomiast nie testuje wlasciwosci antyoksydacyjnych

tego enzymu.

W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono réznicy aktywnosci PON1 wzgledem

paraoksonu 1 octanu fenylu miedzy grupa chorych i grupa kontrolna.

Dotychczas ukazaty si¢ wyniki tylko jednego badania [Wills 1 wsp., 2008] oceniajacego
stezenie oraz aktywno$¢ PON1 (wzgledem paraoksonu, diazoksonu i octanu fenylu) u
chorych na SLA i w grupie kontrolnej. Badanie to przeprowadzono u 140 chorych na SLA
oraz u 153 0s6b zdrowych. Srednia aktywno$¢ PON1 wzgledem paraoksonu u chorych na
SLA wynosita 792,5+574,1 U/L, natomiast w grupie kontrolnej 701,9+469,7 U/L. Srednia
aktywnos$¢ PON1 wzgledem octanu fenylu u chorych na SLA wynosita 150,3138,9, aw
grupie kontrolnej 142,1£35,5 U/L. Podobnie jak w prezentowanym badaniu, takze 1 tu nie
stwierdzono réznicy aktywnosci PONT1 oraz jej st¢zenia miedzy chorymi na SLA 1 grupa

kontrolna.

Badanie aktywnosci PON1 w chorobach zwyrodnieniowych prowadzono takze w chorobie
Alzheimera. W badaniu przeprowadzonym przez Dantoine i wsp. [2002] oceniano aktywnos¢
PONI1 wzgledem paraoksonu u 180 os6b zdrowych, 60 oséb z chorobg Alzheimera, 49 os6b z
otepieniem naczyniopochodnym oraz u 45 0séb z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi.
Otrzymane wartosci aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu byly nastepujace: w grupie
chorych z chorobg Alzheimera srednia aktywnos¢ wynosita 0,4110,2 U/mL, w grupie chorych
z otgpieniem naczynipochodnym 0,251+0,1 U/mL, u 0s6b z tagodnymi zaburzeniami
poznawczymi 0,3410,2 U/mL, a w grupie kontrolnej 0,4110,2 U/mL. Autorzy wykazali
znamienng réznic¢ aktywnosci PON1 migedzy osobami z otgpieniem naczyniopochodnym a

grupg kontrolng. W grupie chorych z otepieniem naczyniopochodnym aktywnos¢ PON1
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wzgledem paraoksonu byta znamiennie nizsza w poréwnaniu do 0s6b zdrowych oraz do 0séb
z otgpieniem Alzheimera. Nie stwierdzono istotnej r6znicy aktywnosci PON1 wzgledem
paraoksonu mi¢dzy chorymi z chorobg Alzheimera i osobami z grupy kontrolnej. Autorzy
tego badania nie wykonywali badan genetycznych, nie wiadomo wiec jaka byla czestos¢

poszczegbdlnych genotypéw polimorfizmu Q192R genu PONI.

Paragh 1 wsp. [2002] przeprowadzili badanie aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu oraz
octanu fenylu u 30 chorych z chorobg Alzheimera, 40 chorych z otgpieniem
naczyniopochodnym i 40 os6b zdrowych. Nie stwierdzono r6znicy aktywnosci PON1
wzgledem octanu fenylu migdzy badanymi grupami (Srednia aktywnos$¢ u oséb z chorobg
Alzheimera wynosita 123134 U/L, u chorych z otgpieniem naczyniopochodnym 128140, a w
grupie kontrolnej 130135 U/1). Natomiast wykazano, ze aktywnos¢ PON1 wzgledem
paraoksonu byta nizsza u chorych z chorobg Alzheimera (2722100 U/1) oraz u chorych z
otepieniem naczyniopochodnym (343189 U/l) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (4221120
U/1). Takze 1 w tym badaniu autorzy nie przeprowadzili badania czestosci wystgpowania
polimorfizmu Q192R genu PON1. W marcu 2009 roku ukazaty si¢ wyniki badania
przeprowadzonego wsrdd chorych z otgpieniem, wywodzacych si¢ z populacji polskiej [Wehr
1 wsp., 2009]. Autorzy badali aktywnos¢ PON1 wzgledem octanu fenylu u 51 oséb z chorobg
Alzheimera, 28 0s6b z otgpieniem naczyniopochodnym, 41 0s6b z otgpieniem mieszanym, 45
0s0b z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi oraz u 61 0s6b zdrowych, stanowigcych grupe
kontrolng. Aktywnos¢ PON1 wzgledem octanu fenylu byta znamiennie nizsza u chorych z
chorobg Alzheimera (143,3+37,54 umol/min/ml) oraz u chorych z otgpieniem mieszanym
(138,1138,83 umol/min/ml) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (162,0+41,25 umol/min/ml).
Autorzy pracy podkreslaja, ze aktywno$s¢ PON1 wzgledem octanu fenylu byta istotnie nizsza
w otepieniach, ktére sag wynikiem procesu neurodegeneracyjnego. W badaniu tym dodatkowo
oceniono czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu miejsca promotorowego —C108T
genu PONI, nie badano czestosci wystepowania innych polimorfizméw tego genu.
Podsumowujac, w dwdch z trzech powyzej przedstawionych badaniach stwierdzono nizsza
aktywnos$¢ PON1 u chorych na chorobe Alzheimera w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W
badaniu przeprowadzonym przez Paragh i wsp. stwierdzono réznic¢ miedzy tymi grupami w
aktywnosci wzgledem paraoksonu, natomiast w badaniu Wehr 1 wsp. wzgledem octanu

fenylu. Mozliwo$¢ wykazania tego zwiazku w chorobie Alzheimera, a nie w SLA, moze
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wigzac si¢ z dlugoscia trwania procesu zwyrodnieniowego. Przezycia w chorobie Alzheimera

sg $rednio 2-3 razy dluzsze niz w SLA.

Liczne badania aktywnosci PON1 na duzych grupach chorych przeprowadzono wsréd oséb z
chorobami ukfadu krazenia. Mackness 1 wsp. [2001] badali aktywnos¢ PON1 wzgledem
paraoksonu u 417 oséb z chorobg niedokrwienng serca oraz u 282 zdrowych os6b
stanowigcych grupe kontrolna, ponadto oznaczyli stezenie biatka PON1 1 zbadali czestos¢
wystepowania genotypow polimorfizmu L55M 1 Q192R genu PON1 w badanych grupach.
Autorzy wykazali, ze zarowno aktywnosc¢ jak i stezenie PON1 bylo znamiennie nizsze w
grupie chorych w poréwnaniu z grupa kontrolna. Srednia aktywno$é PON1 wzgledem
paraoksonu w grupie chorych wynosita 122,8 (3,3-802,8) a w grupie kontrolnej 214,6 (26,3—
620,8) nmol/min x mL.

We wszystkich przedstawionych pracach, podobnie jak w prezentowanej pracy, wyniki
aktywnosci PON1 cechowaty si¢ duza zmienno$cig wewnatrzgrupowa [Mackness 1 wsp.,
2001, Dantoine i wsp., 2002, Paragh i wsp., 2002, Wills i wsp., 2008, Wehr i wsp., 2009].
Wedtug Costa i wsp. [2005] w badanej populacji zmiennos$¢ poziomu aktywnosci PON1

zarOwno wobec paraoksonu jak i octanu fenylu moze by¢ nawet 40—krotna.

Wyniki prezentowanego badania oraz przytoczone z pracy Wills i wsp. [2008] nie
potwierdzity zaktadanej wstepnej hipotezy sugerujacej istotnie mniejszg aktywnos¢ PON1
wzgledem paraoksonu i octanu fenylu w grupie chorych na SLA. Potwierdzenie takiej
zaleznosci utatwilby wytlumaczenie, w jaki sposob badane polimorfizmy genu PON1
determinujg ryzyko zachorowania na SLA. Nalezy podkresli¢, ze wedlug badan z ostatnich lat
to laktony, a nie paraokson i octan fenylu, uwazane sg za naturalne substraty dla paraoksonaz.
W zwiazku z tym uzyskane wyniki moga wskazywac, ze znaczenie paraoksonaz i ich
polimorfizméw w SLA wigze si¢ gidwnie z ich dzialaniem antyoksydacyjnym, wynikajacym
z aktywnosci laktonazowej. Wskazane wydaja si¢ wigc, dalsze badania aktywnosci PON1

wzgledem naturalnego substratu, czyli laktonu lub tiolaktonu.

Jedng z innych mozliwych przyczyn tego negatywnego wyniku jest fakt, ze badane
polimorfizmy genu PON1 maja niezbyt duzy wptyw na aktywnos¢ PON1. Wediug Carlsona i
wsp. [2006] wptyw polimorfizméw PONI na jej aktywnos¢ stanowi o okoto % jej

zmiennos$ci. Coraz wigcej doniesien wskazuje, ze pozostata zmienno$¢ aktywnosci PON1
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zalezy od czynnikéw srodowiskowych, takich jak wiek, pte¢, choroby wspdétistniejace,

stosowane leki i uzywki czy rodzaj pozywienia [Deakin i James, 2004].

W prezentowanym badaniu nie wykazano tez zwigzku aktywnosci PON1 z czasem trwania
choroby. W badaniu przeprowadzonym przez Wills i wsp. [2008] nie badano takiej hipotezy,
natomiast przeprowadzono analiz¢ zwigzku aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu,
diazoksonu i octanu fenylu z dlugoscig przezycia, badanie nie wykazato istnienia takiej
zaleznosci. W przytoczonych powyzej badaniach aktywnosci PON1 u chorych z r6znymi
typami otgpienia oraz z chorobg niedokrwienng serca takze nie przeprowadzono badania
zaleznos$ci miedzy poziomem aktywnosci PON1 a czasem trwania choroby [Mackness i1 wsp.,

2001, Dantoine i wsp., 2002, Paragh i wsp., 2002, Wehr i wsp., 2009].

Poniewaz nie wykazano r6znic aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu i octanu fenylu u
chorych i w grupie kontrolnej, ani nie stwierdzono wplywu tych aktywnosci na czas trwania
choroby analiz¢ zwigzku badanych polimorfizméw genu PONI na aktywnos¢ PON1
wzgledem tych dwu substratéw wykonano u chorych i w grupie kontrolnej tgcznie razem.
Stwierdzono, ze aktywno$¢ PON1 wzgledem obu substratow jest determinowana zardwno
polimorfizmem L55M jak 1 Q192R, nie stwierdzono takiej zaleznosci z polimorfizmem
—A162G genu PONI. Osoby z genotypami QQ i MM maj3g najnizszg aktywnos¢ PON1

wzgledem paraoksonu i octanu fenylu, a osoby z genotypami RR i LL — najwyzsza.

Wyniki prezentowanego badania sg zgodne z dotychczasowymi doniesieniami,
dokumentujagcymi wptyw polimorfizméw miejsca kodujacego genu PONI na poziom jej
aktywnosci, a szczeg6lnie polimorfizmu Q192R genu PONI na aktywnos¢ paraoksonazowa

PONI.

W badaniu przeprowadzonym u zdrowych ochotnikéw wywodzacych si¢ z populacji
meksykanskiej [Rojas—Garcia i wsp., 2005] stwierdzono, ze aktywno$s¢ PON1 wzgledem
octanu fenylu i paraoksonu jest determinowana przez polimorfizmy —C108T, L55M 1 Q192R
genu PONI. Wieloczynnikowa analiza logistyczna wykazata, ze gldéwny wplyw czynnikéw
genetycznych na aktywno$¢ PON1 wzgledem paraoksonu byt zalezny od polimorfizmu
QI192R genu PONI. Podonie jak w prezentowanym badaniu nie wykazano zwigzku miedzy
aktywnoscig PON1 wzgledem paraoksonu 1 octanu fenylu a polimorfizmem —-G162A genu

PONI [Rojas—Garcia 1 wsp., 2005]. Takze Mackness 1 wsp. [2001] wykazali, ze aktywnos¢
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PON1 wzgledem paraoksonu jest najnizsza u os6b z genotypami MM/QQ i najwyzsza w

przypadku genotypéw LL/RR.

Carlson i wsp. [2006] w badaniu przeprowadzonym u pacjentow z chorobg niedokrwienng
serca wykazali, ze polimorfizmy L55M, Q192R, -C108T oraz —A162G genu PONI sa
odpowiedzialne za 26% zmiennosci w aktywnosci PON1 wzgledem octanu fenylu, a
pozostale kilkanscie zbadanych polimorfizméw odpowiadato tylko za dodatkowe 4%
zmiennoS$ci aktywnosci tego enzymu. W badaniu opublikowanym przez Wills 1 wsp. [2008]
analiza dziewigciu zbadanych przez tg autorke polimorfizméw gendéw paraoksonaz (w tym
polimorfizméw zbadanych w prezentowanym badaniu) wykazala, ze tylko polimorfizm
rs705382 genu PONI ma wptyw na aktywnos¢ PON1 wzgledem octanu fenylu oraz na
poziom st¢zenia biatka PON1, natomiast polimorfizm Q192R na aktywnos¢ PON1 wzgledem
paraokosonu. Wykazano, ze homozygoty CC polimorfizmu rs705382 charakteryzuje
znamiennie wyzsza aktywnos¢ arylesterazowa oraz st¢zenie biatka PON1 (p<0,0001) niz
heterozygoty 1 nosicieli genotypu GG. Homozygoty RR polimorfizmu Q192R cechowato
najwyzsze stezenie i aktywnosc wzgledem paraokosnu (P<0,0001) w poréwnaniu do
heterozygot 1 homozygot QQ. Polimorfizmy L55M oraz -A162G genu PONI w tym badaniu
nie wykazywaty wptywu na poziom aktywnosci PON1. Wehr 1 wsp. 2009 wykazali zaleznos¢
miedzy poziomem aktywnosci PON1 wzgledem octanu fenylu a polimorfizmem —C108T
genu PONI. Najwyzszg aktywno$¢ PON1 stwierdzono w przypadku homozygot CC,

najnizsza u homozygot TT.

Zwiazek polimorfizméw Q192R 1 L55M genu PONI z aktywnoscig wzgledem paraoksonu i
octanu fenylu moze ttumaczy¢ odmiennos¢ budowy czasteczki PON1 oraz jej wlasciwosci

enzymatycznych w zaleznos$ci od wariantu polimorficznego.

Wiadomo, ze aminokwas kodowany w miejscu polimorficznym Q192R genu PONI, ze
wzgledu na bliskie przestrzenne sgsiedztwo z centrum aktywnym tego enzymu wptywa na
jego specyficznos¢ substratowa. Ponadto, aminokwas ten stanowi czg¢$¢ elementu
kotwiczacego PON1 w czagsteczce HDL, a dopiero zamocowanie PON1 w tej czasteczce
warunkuje stabilo$¢ tego enzymu [Harel i wsp., 2004, Deakin i James, 2004, Gaidukov i wsp.,
2006]. Natomiast wptyw polimorfizmu L55M genu PONI na jej aktywnos¢, najczesciej
thumaczony jest faktem, ze izoenzym S5L cechuje si¢ wiekszg stabilnos$cig czasteczki bialka.

Istniejg takze doniesienia, ze wptyw ten jest wynikiem nieréwnowagi sprze¢zen wystepujacej
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miedzy tym polimorfizmem a polimorfizmem miejsca promotorowego —C108T genu PONI,
ktory cechuje si¢ silnym wplywem na poziom aktynosci PON1 [Brophy i wsp., 2001 (a),
Harel 1 wsp., 2004].

W kwietniu tego roku ukazata si¢ praca Martinelli i wsp. [2009], ktorzy po raz pierwszy
badali aktywnos$¢ PON1 wzgledem naturalnych substratow — laktonéw. Badanie to zostato
przeprowadzone u 100 0s6b z choroba niedokrwienng serca, ktérzy przebyli zawat migsnia
sercowego, u 100 oséb z chorobg niedokrwienng serca, ktdrzy nie przebyli zawatu serca oraz
u 100 os6b bez choroby niedokrwiennej serca. TBBL (ang. 5—thiobutyl butyrolactone)
odzwierciedlal aktywnos¢ laktonazowg PON1, natomiast DEPCyMCaza

(ang. 7-O—diethylphosphoryl-3—cyano—4—methyl-7—hydroxycoumarin) byta wskaznikiem
stezenia biatka PON1. Autorzy wykazali, ze choroba niedokrwienna serca wigze si¢ z nizsza
aktywnosciag DEPCyMCazy. Natomiast nie stwierdzili r6znicy aktywnosci TBBLazy miedzy

grupa chorych, a osobami zdrowymi.

VI.2.1. Aktywnos$¢ PON1 — podsumowanie

W prezentowanym badaniu oznaczenie aktywnosci PON1 wykonano u stosunkowo
niewielkiej liczby pacjentéw. Przyczyng zaistnialej sytuacji byta mata liczba chorych, u
ktérych wykonane oznaczenia uznano za wiarygodne. Wiarygodne oznaczenia to te, ktore
wykonywano z krwi pobranej na czczo oraz przechowywane w temperaturze —20°C ponizej

roku.

Z literatury wynika, ze badanie aktywnosci PONT1 nalezy przeprowadzi¢ w surowicy
otrzymanej z krwi 0oséb bedacych na czczo, poniewaz spozycie positku powoduje zmiang
poziomu aktywnosci PON1, a rodzaj pokarmu moze t¢ aktywnos¢ obniza¢ lub podwyzszac
[Sutherland 1 wsp., 1999, Hedrick i wsp., 2000, Wallace i wsp., 2001]. Wiekszos¢ badan, w
ktérych oznaczano aktywno$¢ PON1 byla przeprowadzana na prébkach krwi pochodzacych
od 0s6b bedacych na czczo [Abbott i wsp., 1995, Dantoine i wsp., 1998, Durrington i wsp.,
1998, Hasselwander 1 wsp., 1998, Sutherland i wsp., 1999, van der Gaag i wsp., 1999, James,
Leviev i Righetti, 2000, Balogh i wsp., 2001, Mackness i wsp., 2001, Dantoine i wsp., 2002,
Paragh i wsp., 2002, Tsimihodimos i wsp., 2002, Deakin 1 wsp., 2003, Paragh i wsp. [2003]
Wehr i wsp., 2009]. W przypadku tego badania osoby chore na SLA byty rekrutowane w

Poradni Przyklinicznej Kliniki Neurologii, ktdra jest poradnig regionalng i z powodu
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odlegtego miejsca zamieszkania cz¢sto osoby, ktore zgtaszaty si¢ na wizyte, byty juz po

positku.

Pojedyncze badania dokumentuja, ze aktywnos¢ wzgledem paraoksonu determinuje czas
przechowywania probek [Brackley i wsp., 1983]. W badaniu przeprowadzonym przez
Mackness i wsp. [2001] czas przechowywania probek od pobrania do czasu wykonania
oznaczenia nie przekraczal 2 miesigcy. Wiasna analiza wykazala, Ze czas przechowywania
probek ponizej roku pozwala na wiarygodng ocene aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu.
Z tych dwu powoddéw badania aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu przeprowadzono u
23 chorych. Obok matej liczebnosci badanej grupy nalezy rdwniez zaznaczy¢, ze w analizie
jednoczynnikowej stwierdzono réznice w rozkladzie wieku miedzy chorymi a grupa
kontrolng, jednak w analizie regresji liniowej nie stwierdzono wplywu wieku na réznice

aktywnosci PON1 migdzy grupami.

Do zalet badania mozna zaliczy¢ fakt, ze udato si¢ uniknag¢ wptywu innych czynnikéw na
poziom aktywnosci PONT1. Nie stwierdzono réznicy miedzy czestoscig wystgpowania choréb
wspotistniejgcych, podobnie w czgstosci palenia papierosow aktualnie i kiedykolwiek miedzy
chorymi na SLA a grupg kontrolng. Jak juz wspominano we wstegpie, w hipercholesterolemii,
cukrzycy, nadci$nieniu tetniczym, chorobie niedokrwiennej serca i przewlektych chorobach
nerek 1 watroby wykazano, ze dochodzi do spadku poziomu aktywnosci PON1. Podobnie

palenie papieroséw moduluje poziom aktywnosci PONI1.
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VII. WNIOSKI
¢ Genotyp RR polimorfizmu Q192R genu PONI oraz genotyp z allelem C (CC+CS)
polimorfizmu C311S genu PON2 s3 niezaleznymi czynnikami ryzyka zachorowania

na SLA 1zwigkszaja to ryzyko odpowiednio 1,65 razy i 1,35 razy.

e Aktywnos¢ PONI wzgledem paraoksonu i octanu fenylu nie rdéznila si¢ miedzy

chorymi na SLA i grupg kontrolna.

e Aktywno$¢ PON1 wzgledem paraoksonu zalezy od czasu przechowywania probek od

momentu pobrania krwi do czasu wykonania oznaczenia.

e Aktywnos¢ PON1 wzgledem paraoksonu i octanu fenylu nie zalezy od czasu trwania

choroby.

e Aktywnos¢ PONTI jest modyfikowana przez polimorfizmy Q192R 1 L55M genu
PONI.
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VIII. STRESZCZENIE

Paraoksonazy (PON) to biatka kodowane przez trzy geny paraoksonaz (PONI, PON2,
PON?3), ktore zlokalizowane sg obok siebie na ramieniu dlugim chromosomu 7 (7q21.3—
22.1). Gi6wna rolg paraoksonaz jest ochrona przed stresem oksydacyjnym. PON1 dodatkowo
hydrolizuje zwiazki fosforoorganiczne. PON1 oraz PON3 sg produkowane w watrobie, a
nastepnie wydzielane do krwi, gdzie wigza si¢ z czasteczkami HDL. PON2 ulega ekspresji
niemal w kazdej tkance ludzkiej, nie jest wydzielana do krwi, swoje dziatanie
antyoksydacyjne wywiera wewnatrzkomorkowo. Aktywnos¢ osoczcowa PON1 wzgledem
paraoksonu i octanu fenylu, oceniajgca zdolno$¢ do hydrolizy toksycznych zwigzkow
chemicznych jest modyfikowana przez rézne czynniki srodowiskowe i toksyczne oraz
polimorfizmy genu PONI. Na przyktad, obecnos¢ alleli R 1 L polimorfizméw odpowiednio
QI192R 1 L55M genu PONI wiaze si¢, ze zmniejszong zdolnoscig PON1 do ochrony LDL
przed oksydacja, z najnizsza aktywnoscig hydrolityczng w stosunku do diazoksonu, somanu 1
sarinu 1 najwyzsza aktywnoscig w hydrolizowaniu paraoksonu w poréwnaniu do nosicieli
alleli Q i M tych polimorfizméw. Takze polimorfizm miejsca promotorowego genu PON/
—A162G poprzez wptyw na poziom ekspresji biatka PON1 wptywa na poziom tego enzymu.
Z kolei obecnos¢ allelu C polimorfizmu C311S genu PON2 powoduje zmniejszenie zdolnosci

biatka PON2 do ochrony LDL przed oksydacjag w poréwnaniu z allelem S.

SLA jest rzadkg chorobg zwyrodnieniowg uktadu nerwowego, ktorg charakteryzuja objawy
uszkodzenia gérnego i dolnego neuronu ruchowego. Choroba ta ma przebieg postepujacy,
stopniowo ogranicza sprawnos¢ chorego i w ciggu 2—4 lat prowadzi do $mierci. SLA w
wiekszosci przypadkéw wystepuje sporadycznie (90%). Wsréd czynnikéw ryzyka SLA
wymienia si¢ wiek, pte¢, dodatni wywiad rodzinny, a takze narazenie na nadmierny stres
oksydacyjny oraz szkodliwe substancje chemiczne, w tym zwigzki fosforoorganiczne.
Genetycznie uwarunkowana obnizona zdolnos¢ paraoksonaz do hydrolizy szkodliwych
czynnikéw srodowiskowych oraz ostabienie wlasciwosci antyoksydacyjnych paraoksonaz
moze by¢ zwigzana z ryzykiem wystgpienia SLA. Zaprojektowano badanie, ktérego celem
bylo okreslenie wptywu wybranych polimorfizméw genu PONI 1 PON2 oraz aktywnosci
enzymatycznej PON1 na ryzyko wystapienia sporadycznej postaci SLA. Cel naukowy
projektu zrealizowano w nastepujacy sposéb: 1) poréwnano czgstosci wystgpowania
genotypow i alleli polimorfizméw genu PONI (Q192R rs662, L55M rs854560, -A162G

rs705381) w grupie chorych na sporadyczng posta¢ SLA 1 w grupie kontrolnej; 2) poréwnano
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czestosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu C311S (rs6954345) genu PON2 w
grupie chorych na sporadyczng posta¢ SLA i1 w grupie kontrolnej; 3) poréwnano czestosci
wystepowania genotypow i alleli polimorfizméw genu PONI (Q192R rs662, L55M rs854560,
-A162G rs705381) 1 PON2 (C311S rs6954345) u chorych z konczynowym 1 opuszkowym
poczatkiem choroby; 4) oceniono aktywno$¢ enzymatyczng PON1 w surowicy krwi u
chorych na sporadyczng posta¢ SLA i w grupie kontrolnej; 5) oceniono zwigzek migdzy
zbadanymi polimorfizmami genu PON/ (Q192R rs662, L55M rs854560, -A162G rs705381) a
aktywnoscig enzymatyczng PON1 w surowicy krwi u chorych na sporadyczng posta¢ SLA i

w grupie kontrolne;j.

Badanie genetyczne wykonano u 261 chorych na SLA (diagnozowanych wedtug kryteriow
WEN El Escorial 1998) oraz 715 oséb zdrowych, ktére stanowilty grupe kontrolng. Badanie
aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu przeprowadzono u 63 chorych na SLA 157 oséb z
grupy kontrolnej, a badanie aktywnosci PON1 wzgledem octanu fenylu wykonano u 62
chorych na SLA 157 0s6b z grupy kontrolnej. Badania genetyczne wykonywano przy pomocy
reakcji PCR 1 trawienia odpowiednim enzymem restrykcyjnym (polimorfizm Q192R, L55M
genu PONI oraz C311S genu PON2) oraz metodg real time—PCR (polimorfizm —A162G genu
PONI). Aktywno$¢ enzymatyczng PON1 wzgledem paraoksonu oraz octanu fenylu zbadano

metodami spektrofotometrycznymi.

Badanie wykazato, ze genotyp RR polimorfizmu Q192R genu PONI oraz genotyp z allelem
C (CC+CS) polimorfizmu C311S genu PON2 s3 niezaleznymi czynnikami ryzyka

zachorowania na SLA i zwigkszaja to ryzyko odpowiednio 1,65 razy i 1,35 razy.

Nie stwierdzono r6znicy aktywnosci PON1 wzgledem paraoksonu i octanu fenylu miedzy
chorymi na SLA i grupg kontrolng. Wykazano natomiast, ze aktywnos¢ PON1 wzgledem
paraoksonu zalezy od czasu przechowywania probek od momentu pobrania krwi do czasu
wykonania oznaczenia. Ponadto, wykazano, ze aktywnos¢ PONT1 nie zalezy od czasu trwania
choroby. Stwierdzono takze, ze aktywno$s¢ PON1 wzgledem obu substratow jest
determinowana zaréwno przez polimorfizm L55M jak 1 Q192R. Osoby z genotypami QQ 1
MM miaty najnizszg aktywnos¢ PON1 wzgledem paraoksonu i octanu fenylu, a osoby z

genotypami RR 1 LL — najwyzsza.

- 100 -



Badanie wykazalo, ze dwa sposrdd czterech badanych polimorfizméw genéw PON maja
zwiazek z ryzykiem zachorowania na SLA oraz, ze aktywno$¢ PON1 wzgledem egzogennych
substratow, paraoksonu i octan fenylu, nie ma zwigzku z ryzykiem choroby. Badanie
potwierdzito takze, ze polimorfizm Q192 R 1 L55M genu PONI determinujg aktywnos$¢

PONI1 wzgledem paraoksonu 1 octanu fenylu.
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IX. SUMMARY

Paraoxonases (PON) are proteins which are coded by the three paraoxonase genes (PONI,
PON2, PON3) aligned next to each other on the long arm of the chromosome 7
(7921.3-22.1).

The main role of paraoxonases is protection against oxidative stress. Futhermore, PON1 can
hydrolyze toxic organophosphates. PON1 and PON3 are synthesized in the liver and are
secreted into the blood, where they are associated with the high-density lipoprotein (HDL).

PON?2 is expressed widely in almost all human tissues, is not presented in blood, it exerts its
antioxidative properties intracellulary. The PON1 paraoxonase and arylesteraze activities,
which represent their ability to hydrolyze organophosphate toxins, are modified by different
environmental and toxic factors as well as by the PONI gene polymorphisms. For example,
the presence of the R and L alleles of the Q192R and L55M PONI gene polymorphisms,
respectively, are correlated with a decreased PON1 activity to protect LDL from oxidation,
and with the lowest activity to hydrolyze diazoxon, soman, sarin and the highest to hydrolyze
paraoxon compared with individuals with the Q and M alleles of these polymorphisms. Also,
the polymorphism of the PONI regulatory region the —A162G, affects activity of PON1, by
modulating the expression of the levels of the PON1 protein. The presence of the C allele of
the C311S polymophism of the PON2 gene is correlated with a decreased PON2 activity to
protect LDL from oxidation compared with the S allele carriers. SLA is a rare
neurodegenerative disease of nervous system, characterized by the symptoms of the lower and
upper motor neuron dysfunction. ALS is a progressive disease which gradually restricted the
patients efficiency and leads to death after 2 to 4 years. Most of all cases of ALS are sporadic
(90%). The following factors increase the risk of sporadic ALS: age, gender, family history,
as well as exposure to excessive oxidative stress and harmful toxic substances including
organophosphates. The genetically reduced PONs ability to hydrolyze the environmental
toxins and the decrease of their antioxidant properties may affect the risk of ALS. We planned
the study, which aimed to evaluate the influence of the selected polymorphisms of the PON/
and PON2 genes and PON1 enzymatic activity on the risk of sporadic ALS. The aim was
executed by: 1) the comparison of the frequencies of the genotypes and alleles of the selected
PONI gene polymorphisms (Q192R rs662, L55M rs854560, —A162G rs705381) between the

ALS cases and controls; 2) the comparison of the frequencies of genotypes and alleles of the
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C311S PON?2 gene polymorphism (rs6954345) between the ALS cases and controls; 3) the
comparison of the frequencies of the genotypes and alleles of the PONI gene polymorphisms
(QI192R 15662, L55M 15854560, —A162G rs705381) and PON2 gene polymorphism C311S
(rs6954345) between the bulbar and limb onset of ALS; 4) evaluation of the blood PON1
activity in sporadic ALS cases and controls; 5) evaluation of the relationship between the
studied polymorphisms of the PONI gene (Q192R rs662, L55M rs854560, —A162G
rs705381) and the PONI1 activities in sporadic ALS cases and controls. The genotyping was
investigated in 261 patients with ALS (diagnosed according to WEN El Escorial criteria
1998) and in 715 healthy controls. The PONT1 activity due to paraoxon was investigated in 63
patients with ALS and 57 persons from the control group, the PON1 activity due to phenyl
acetate was investigated in 62 patients with ALS and 57 persons from the control group.
Genotyping of the Q192R and L55M polymorphisms of the PON! gene and the C311S
polymorphism of the PON2 gene were performed by the PCR and restrictive enzymes
digestions. The genotyping of the —A162G polymorphism of the PONI gene was performed
by the Real time-PCR method. The PONI1 activity due to paraoxon and phenyl acetate was
studied spectrofotometrically. The study revealed that the RR genotype of the Q192R
polymorphism of the PONI gene and the genotype with the allele C (CC+CS) of the C311S
polymorphism of the PON2 gene were independent risk factors of ALS, and increased the risk
1,65 and 1,35 fold, respectively. The study did not show any difference in PON1 activities
due to paraoxon and phenyl acetate between the ALS cases and controls. However it was
found, that the PON1 activities due to paraoxon and phenyl acetate were related to the time of
samples storage. Futhermore, it was showed that the PONT1 activities were not due to disease
duration. It was also shown that the PON1 activities due to both substrates were determined
by the L55M and Q192R polymorphisms. The individuals with the QQ and MM genotypes
presented with the lowest PON1 activities due to paraoxon and phenyl acetate, while the

individuals with RR and LL genotypes — the highest.

The study revealed that the two out of four studied polymorphisms of the PONs genes were
related to the risk of ALS, and that the PONT1 activities due to exogenous substrates, paraoxon
and phenyl acetate, were not related to the disease risk. The study confirmed, that the Q192R
and L55M polymorphisms of the PONI gene affected the PON1 activities due to paraoxon

and phenyl acetate.
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