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I. WPROWADZENIE
I.1. CHOROBA ALZHEIMERA
L1.1. Wstep

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer Disease — AD) jest choroba pierwotnie zwyrodnieniowa
osrodkowego ukladu nerwowego, charakteryzujaca si¢ postepujacym deficytem pamigci
i innych funkcji poznawczych, np. zdolno$ci uczenia si¢, myslenia, oceny sytuacji, czgsto
z towarzyszacymi zaburzeniami zachowania, co prowadzi do pogarszania si¢ umiejgtnosci
komunikacyjnych oraz znacznego obnizenia si¢ zdolno$ci radzenia sobie z czynno$ciami
zycia codziennego w poréwnaniu do stanu sprzed choroby. W badaniu neuropatologicznym
mozgu najbardziej charakterystycznymi zmianami dla tej choroby sa: blaszki amyloidowe

oraz zwyrodnienie widkienkowe [Blennow, de Leon, Zetterberg, 2006].

I.1.2. Epidemiologia choroby Alzheimera

AD jest najczgstsza przyczyna otgpienia w spoleczenstwach zachodnich 1 druga, co do
czestosci w krajach Dalekiego Wschodu. Szacuje sig, ze w krajach zachodnich AD dotyka od
1 do 5% o0s6b w wieku 60-64 lata, od 3 do 12% oséb w wieku 70-80 lat 1 od 25 do 35% os6b
powyzej 85. roku zycia [Evans i wsp., 1989]. Zachorowalno$¢ na AD podwaja si¢ co 5 lat
u os6b pomigdzy 65. a 85. rokiem zycia [Ritchie K. i wsp., 2002]. Zasada ta juz nie

obowiazuje u oséb powyzej 85. roku zycia.

Dane epidemiologiczne opublikowane w 1999 roku szacuja, ze w Polsce na AD choruje okoto
200 tysigcy osob [Winblad B., 1999]. W populacji polskiej AD, zwlaszcza w mtodszych
grupach wiekowych 1 u megzczyzn, jest druga, co do czgstosci (po otgpieniu

naczyniopochodnym) przyczyna otgpienia [Gabryelewicz i wsp., 1999].

Najnowsze dane donosza, ze wsréd mieszkancéw USA okoto 5.3 miliona oséb choruje na AD
[Alzheimer’s Association Report, 2010 Alzheimer’s Disease Facts and Figures;
http://www.alz.org/documents_custom/report_alzfactsfigures2010].

Szcuje sig, ze w tej grupie okolo 5.1 miliona to osoby powyzej 65 roku zycia [Hebert
1 wsp., 2003], a okoto 200000 osoby w wieku ponizej 65 roku zycia [Alzheimer’s
Association. Early-Onset Dementia: A National Challenge, www.alz.org.]. Na podstawie

innych danych, opartych na wyliczeniach grupy badawczej ADAMS (ang. The Aging,



Demographics and Memory Study) 14% mieszkancow USA w wieku powyzej 71 roku zycia
choruje na AD. W tej grupie wiekowej wsrdd kobiet choruje 16%, a wsréd mezczyzn 11%
[Plassman i wsp., 2007].

Jeszcze bardziej niepokojace sa szacunki, wedtug ktérych w 2050r. chorowaé bedzie od
11.3 do 16 milioné6w o0séb, co oznacza potrojenie obecnej liczby chorych

[Hebert LE 1 wsp., 2003].

Ostatnie raporty donosza, ze w Stanach Zjednoczonych roczne koszty opieki nad chorymi na
AD i inne otgpienia wynosza 148 bilionéw $ oraz, ze w spoteczenstwie amerykanskim AD

potraja koszty opieki nad osobami powyzej 65 roku zycia [Alzheimer’s Association, 2009].

Jednoczesnie wiadomo, ze AD znamiennie skraca przewidywany czas przezycia oraz jest
jedna z gléwnych przyczyn niesprawnosci i potrzeby korzystania z pomocy innych oséb, co

znacznie pogarsza jakos¢ zycia zaréwno chorych jak 1 opiekunéw.
I.1.3. Uwarunkowania choroby Alzheimera
I.1.3.1. Srodowiskowe uwarunkowania choroby Alzheimera

AD jest choroba o heterogennej etiologii i ztozonej, wieloczynnikowej patogenezie.
W rozwoju AD bierze si¢ pod uwage wplyw czynnikéw srodowiskowych i uwarunkowan

genetycznych.

Najwazniejsze srodowiskowe czynniki ryzyka AD to: starszy wiek, czynniki psychosocjalne,
w tym niski poziom wyksztalcenia, wykonywanie mato skomplikowanych zadan w pracy
zawodowej czy ograniczone kontakty spoteczne w starszym wieku, a takze naczyniowe
czynniki ryzyka oraz tzw. inne czynniki ryzyka, tzn. zapalne, toksyczne, niestosowanie

hormonoterapii zastgpczej, przebyty uraz glowy.

Wiek jest najsilniejszym czynnikiem ryzyka AD, co dowodzi, ze procesy biologiczne
zwiazane z wiekiem moga mie¢ znaczenie w  patogenezie tej choroby

[Bachman i wsp., 1993].

Wielokrotnie dokumentowano, zZe niski poziom wyksztatcenia, niski status ekonomiczny czy

tez mata aktywno$¢ socjalna zwigkszaja ryzyko zachorowania na AD. Na przykiad,



w badaniu prowadzonym przez Karp i wsp. przez trzy lata monitorowano 931 oséb w wieku,
co najmniej 75 lat, u ktérych w chwili wiaczenia do badania nie stwierdzono otgpienia.
W grupie tej po zakonczeniu obserwacji otgpienie rozpoznano u 101 oséb, w tym u 76
badanych postawiono rozpoznanie AD. W analizie jednoczynnikowej stwierdzono, ze niski
poziom wyksztalcenia i niski status socjoekonomiczny zwigkszaja ryzyko zachorowania na
AD (odpowiednio ryzyko wzgledne rowne jest 3.4 1 1.6). Jednak laczna analiza obu tych
parametrow (wyksztalcenie i status ekonomiczny) wykazata, ze tylko niski poziom edukacji

stanowit niezalezny czynnik ryzyka AD [Karp i wsp., 2004].

Uwaza si¢ tez, ze ograniczone kontakty spoleczne roéwniez predysponuja do rozwoju AD.
Whioski takie wyciagni¢to m.in. na podstawie badania, w ktérym obserwowano przez 3 lata
1203 osoby bez otgpienia. Po tym okresie, otgpienie rozpoznano u 176 pacjentow.
Na podstawie danych, m.in. takich jak: czy badana osoba mieszka samotnie czy nie, czy jest
zamezna czy nie, czy pozostaje w bliskich relacjach z innymi osobami czy nie, stwierdzono,
ze ubogie zycie spoleczne zwigksza ryzyko rozwoju otgpienia o 60%

[Fratiglioni i wsp., 2000].

W innym badaniu analizowano wptyw aktywnosci fizycznej na ryzyko rozwoju AD.
Obserwowano 1740 oséb w wieku powyzej 65 lat przez 6 lat. Po tym czasie u 158 0séb
rozpoznano otgpienie, w tym AD u 107 oséb. Stwierdzono, ze regularnie wykonywane
¢wiczenia fizyczne sa czynnikiem, ktéry opdznia rozwdj otgpienia 1 AD. Czgstos¢
wystgpowania otgpienia w grupie pacjentow, ktérzy wykonywali ¢wiczenia fizyczne
przynajmniej 3 razy w tygodniu wynosita 13 na 1000 osobolat, w poréwnaniu z 19,7 na 1000
osobolat w grupie os6b wykonujacych ¢wiczenia fizyczne rzadziej niz 3 razy w tygodniu.
Podobne wyniki uzyskano w analizie grupy ograniczonej do 0s6b z rozpoznanym AD,

szczegblnie nosicieli allelu €4 genu APOE [Larson i wsp., 2006; Rovio i wsp., 2005].

Poza wyzszym poziomem edukacji réwniez podejmowanie réznych aktywnosci
stymulujacych intelektualnie i socjalnie wydaje si¢ by¢ czynnikiem chroniagcym przed
rozwojem otgpienia i AD. W jednym z badan przez 21 lat obserwowano pod tym katem 1449
0s6b w wieku od 65 do 79 lat. Stwierdzono, ze osoby aktywne, tzn. takie, ktére przynajmnie;j
dwa razy w tygodniu w czasie wolnym braty udzial w grupowych zajgciach sportowych

charakteryzowaty si¢ znamiennie nizszym ryzykiem zachorowania na otgpienie i AD



w poréwnaniu z osobami prowadzacymi spoczynkowy tryb zycia. Stwierdzono tez,

ze zwiazek ten byt szczegdlnie wyrazny u nosicieli allelu €4 genu APOE [Rovio 1 wsp., 2005].

Liczne badania popieraja tezg, ze naczyniowe czynniki ryzyka, w tym: palenie papieroséw,
otyto$¢, hipercholesterolemia, nadcis$nienie tgtnicze, cukrzyca, przebyty ,niemy” zawat
mozgu czy zmiany w istocie bialej mézgu o typie leukoarajozy, sa zwigzane ze zwigkszonym

ryzykiem zachorowania na otgpienie i AD.

Znaczenie palenia papieroséw jako czynnika ryzyka otgpienia w pierwszych opublikowanych
badaniach budzito pewne kontrowersje. Wedtug tych badan obserwowano znamiennie nizszy
odsetek chorych na AD ws$réd oséb palacych papierosy. Na tej podstawie wysunigto teze
o ochronnym dziataniu nikotyny [Fratiglioni i wsp., 2000]. Wydaje si¢ jednak, ze bylo to
spowodowane obecnoscia mniejszej liczby palaczy wsréd badanych chorych na AD (krétszy
czas przezycia osob palacych papierosy) i w kolejnych badaniach wykazano juz znamiennie
wyzsze ryzyko zachorowania na AD u palaczy.

W 1998r. w czasopisSmie Lancet opublikowano wyniki duzego populacyjnego badania,
the Rotterdam Study, do ktérego wilaczono 6870 oséb powyzej 55 roku zycia bez otgpienia
w chwili wtaczenia do badania, ktérych pod wzgledem wywiadu nikotynowego podzielono na
trzy grupy: nigdy nie palacych, palacych kiedykolwiek w przesztosci 1 palacych aktualnie.
Po ponad 2 latach obserwacji stwierdzono otgpienie u 146 os6b, w tym AD rozpoznano u 105
0s6b. Wykazano, ze w poréwnaniu z osobami nigdy nie palacymi palacze papieroséw sa
znacznie bardziej obciazeni ryzykiem zachorowania na otgpienie (OR=2.2, 95%CI:1.3 — 3.6)
1 AD (OR=2.3, 05%CI:1.3 — 4.1). Ta zaleznos$¢ jest szczegdlnie silnie wyrazona u os6b nie
bedacych nosicielami allelu €4 genu APOE, a nie ma znaczenia dla oséb bedacych
nosicielami tego allelu [Ott i wsp., 1998].

W metaanalizie opartej na 19 badaniach, ktére tacznie objely 26 374 uczestnikéw, ktérych
obserwowano przez 2 do 30 lat stwierdzono, ze w porOwnaniu z osobami, ktére pality
w przesztosci, aktualni palacze wykazuja znamiennie wigksze ryzyko zachorowania na AD
oraz wigkszy postgp narastania zaburzen funkcji poznawczych w skali roku
[Anstey 1 wsp., 2007].

Zwigkszone ryzyko zachorowania na AD u oséb z obciazajacym wywiadem w kierunku

palenia papieroséw potwierdzono réwniez w kilku innych badaniach [Merchant i wsp., 1999;



Aggarwal i wsp., 2006; Peters i wsp. 2008; Wang i wsp.,1999; Hill i wsp.,2003; Tyas i wsp.,
2003].

W prospektywnym badaniu prowadzonym przez Antilla i wsp. badano zwiazek migdzy
spozywaniem alkoholu a ryzykiem otgpienia. Sposréd 1464 badanych w wieku 65 do 79 lat,
po okresie obserwacji trwajacym 23 lata, badaniu kontrolnemu poddano 1018 o0s6b.
Stwierdzono, ze naduzywanie alkoholu w $rednim wieku, jest czynnikiem, ktéry dwukrotnie
podnosi ryzyko zachorowania na otgpienie i AD, szczegdlnie u nosicieli allelu €4 genu APOE
[Anttila 1 wsp., 2004]. W przeciwienstwie do naduzywania alkoholu, spozywanie niewielkich
jego ilosci wydaje si¢ by¢ czynnikiem chroniacym przed otgpieniem. W jednym z badan
przeprowadzonym na 402 osobach, ktére obserwowano przez 6 lat stwierdzono, ze niewielkie
lub umiarkowane spozywanie alkoholu bylo znamiennie zwiazane ze zmniejszeniem ryzyka
zachorowania na otgpienie (OR=0.5; 95%CI:0.3-0.7) [Huang i wsp., 2002].

Podobne wnioski wyciagnigto na podstawie wczesniej przytaczanego badania, the Rotterdam
Study, w ktérym stwierdzono, ze niewielkie i umiarkowane spozycie alkoholu (1-3 drinkéw na
dzien) bylo zwigzane ze znamiennym zmniejszeniem ryzyka zachorowania na jakiekolwiek

otgpienie (HR=0.58; 95%CI:0.38-0.90) [Ruitenberg i wsp., 2002].

Kolejnym naczyniowy czynnik ryzyka, ktéry poddano analizie w kontekscie ryzyka
zachorowania na AD byta otylos¢. W badaniu Kivipelto 1 wsp., w ktérym uczestniczyto
1449 os6b, w wieku 65 do 79 lat obserwowanych przez 21 lat stwierdzono, Ze otylos¢
(BMI >30 kg/m®) w érednim wieku jest zwiazana z ponad dwukrotnym ryzykiem
zachorowania na otgpienie, w tym na AD (OR=2.4; 95%CI: 1.2-5.1). Jednoczes$nie wykazano,
ze wystgpowanie innych naczyniowych czynnik6w ryzyka, tzn. nadci$nienia tgtniczego
1 hipercholesterolemii dodatkowo jeszcze potraja to ryzyko (OR=6,2) [Kivipelto i wsp.,2005].
Jednoczesnie kilka badan prowadzonych ws$réd starszych oséb przekonuje, ze stopniowe
zmniejszanie si¢ wagi ciala czesto jest jednym z objawdw towarzyszacych poczatkowemu
stadium otegpienia. W badaniu prowadzonym przez Buchmana i wsp. przez 5.5 roku
obserwowano 918 starszych oséb. Po tym czasie u 151 0séb rozpoznano AD. W modelu
logistycznym bioracym pod uwagg réwniez wiek, ple¢ 1 wyksztalcenie stwierdzono,
ze obnizenie BMI o 1 jednostke w stosunku do warto$ci wyjsciowej wiazato si¢ z 5%
zwigkszeniem ryzyka zachorowania na AD. Ponadto, jednocze$nie zmniejszenie BMI o jedna
jednostke w skali roku zwiazane bylo z 35% zwigkszeniem ryzyka zachorowania na AD

w porOéwnaniu z osobami, u ktérych takiego spadku wartosci BMI nie stwierdzano
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[Buchman i wsp., 2005]. W innym badaniu, w ktérym przez 6 lat obserwowano 449 oséb, w
wieku 65 do 95 lat, stwierdzono, ze u 125 o0séb, u ktérych po tym czasie zdiagnozowano AD,
w roku poprzedzajacym postawienie rozpoznania, utrata masy ciata byla dwa razy wigksza

niz u 0séb bez rozpoznanego AD [Johnson i wsp., 2006].

Znaczenie wartosci ciSnienia tgtniczego dla ryzyka rozwoju otgpienia bylo badane
wielokrotnie w duzych kohortowych badaniach epidemiologicznych. Analizowano znaczenie
podwyzszonych wartos$ci ci$nienia tetniczego, skurczowego i rozkurczowego, rejestrowanych
u os6b w Srednim wieku 1 starszych oraz znaczenie stosowania lekow
przeciwnadci$nieniowych.

Do badania prowadzonego przez Launer i wsp. wlaczono 3703 Amerykanéw japonskiego
pochodzenia w wieku 45-68 lat, ktérzy brali udziat w the Honolulu Heart Program w latach
1965 do 1971 1 zostali ponownie zbadani w 1991r. pod katem wystgpowania otgpienia.
Odnotowywano wartosci ciSnienia tgtniczego krwi skurczowego 1 rozkurczowego oraz
przyjmowanie lub nie lekow przeciwnadci$nieniowych. Stwierdzono, ze osoby, ktére miaty
podwyzszone wartosci ci$nienia t¢tniczego krwi, zaréwno skurczowego jak i rozkurczowego,
1 nigdy nie byly leczone lekami przeciwnadcisnieniowymi miaty znamiennie wyzsze ryzyko
otgpienia. Wzrost wartosci ci$nienia tgtniczego korelowat ze wzrostem ryzyka otgpienia.
Dla wartos$ci ci$nienia rozkurczowego od 90 do 94 mmHg ryzyko wzgledne wynosito 3,8
i dla warto$ci réwnej 95 mmHg ryzyko wzgledne wynosito 4,3 w poréwnaniu z osobami,
u ktorych wartos¢ ci$nienia rozkurczowego miescita si¢ w granicach 80 do 89mmHg.
Podobnie, dla cisnienia skurczowego stwierdzono znamienne zwigkszenie ryzyka
zachorowania na otgpienie u os6b z warto$ciami ci$nienia rownymi 160mmHg i wyzej
(OR=4.8; 95%CI:2.0-11.0) w poréwnaniu z osobami z prawidlowymi warto§ciami cisnienia
skurczowego (110-139 mmHg). Nie stwierdzono zwiazku warto$ci ci$nienia tgtniczego krwi
z ryzykiem otgpienia u o0s6b leczonych lekami przeciw nadcisnieniowymi

[Launer i wsp., 2000].

Osoby do badania Kivipelto 1 wsp. rekrutowane byty sposréd mieszkancéw Finlandii, ktérzy
uczestniczyli w duzym badaniu oceniajacym czynniki ryzyka choréb sercowo-naczyniowych
(The North Karelia Project). U tych oséb na przestrzeni 20 lat w 5-letnich odstepach oceniano
warto$ci ciSnienia tgtniczego krwi i poziomu cholesterolu we krwi. Sposréd 2293 oséb
wlaczonych do badania, w 1998 roku ponownej ocenie poddano 1449 os6éb (w wieku 65 do

79 lat). Sredni czas obserwacji wynosit 21 lat. Stwierdzono, ze ci$nienie skurczowe powyzej
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160 mmHg znamiennie zwigksza ryzyko zachorowania na AD w starszym wieku (OR=2.3),
podobnie jak poziom cholesterolu we krwi powyzej 6.5 mmol/l (OR=2.1). Wykazano
rOwniez, ze osoby obcigzone jednoczesnie oboma tymi czynnikami ryzyka w srednim wieku
znacznie czgdciej choruja na AD w poréwnaniu z osobami z nadci$nieniem
lub hipercholesterolemia wystgpujacymi niezaleznie. W przeciwienstwie do badania Launer
1 wsp. [Launer 1 wsp., 2000] nie stwierdzono zwiazku migdzy cisnieniem rozkurczowym
a ryzykiem zachorowania na AD [Kivipelto i wsp., 2001].

W jednym z duzych populacyjnych badan prowadzono kilkakrotnie pomiar ci$nienia
tetniczego krwi u 634 0s6b powyzej 65 roku zycia. Po 13 latach trwania badania rozpoznanie
AD postawiono u 99 oséb. Nie stwierdzono zwiazku migdzy ryzykiem zachorowania na AD
a wysokimi wartoSciami skurczowego cisnienia tgtniczego mierzonego na poczatku
obserwacji (OR=1.03 na 10mm Hg; 95%CI:0.80-1.32), wykazano, ze wysokie wartosci
ci$nienia tgtniczego stwierdzone 4 lata przed postawieniem diagnozy zmniejszaja ryzyko
zachorowania na AD (OR=0.82 nal0 mm Hg; 95%CI:0.72-0.95), a wartosci ciS$nienia
tetniczego krwi mierzone 2 lata przed rozpoznaniem nie maja wplywu na ryzyko wystapienia

choroby [Morris i wsp., 2001].

W innym badaniu stwierdzono, ze niskie wartosci ci$nienia tgtniczego krwi u oséb w wieku
75 do 101 lat zwigkszaja ryzyko zaburzen funkcji poznawczych. W badaniu tym objgto
obserwacja 1736 oséb przez okres srednio 40,5 miesiaca. Stwierdzono, ze osoby nie leczone
lekami przeciwnadcisnieniowymi, ktére maja wartosci ci$nienia skurczowego ponizej 130
mmHg charakteryzuje znacznie wyzsze ryzyko wystapienia zaburzen funkcji poznawczych
(MMSE<24) w poréwnaniu z osobami, u ktérych warto$¢ ci$nienia skurczowego wynosita

130-159 mmHg [Guo i wsp.,1997].

Przytoczone powyzej dane wskazuja, ze wysokie wartoSci ci$nienia tgtniczego, przede
wszystkim skurczowego, stwierdzane w S$rednim wieku zwigkszaja ryzyko otgpienia
w wieloletniej perspektywie, z kolei u oséb w starszym wieku taki efekt daja zbyt niskie

wartosci skurczowego cisnienia tgtniczego krwi.

Badania analizujace zwiazek migdzy stosowaniem lekéw przeciwnadci$nieniowych
a ryzykiem zachorowania na AD réwniez dostarczaja sprzecznych informacji.
Do jednego z badan wilaczono 1092 osoby w wieku powyzej 60 lat i poddano 19-letniej

obserwacji pod katem stosowania blokeréw kanatéw wapniowych 1 ich korelacji z ryzykiem
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zachorowania na AD. Wbrew przyjetemu zalozeniu o ochronnym (neuroprotekcyjnym)
dziataniu lekéw z tej grupy na rozwoj otgpienia, w powyzszym badaniu nie stwierdzono, aby
u 0s6b stosujacych te leki ryzyko zachorowania na AD bylo mniejsze [Yasar 1 wsp., 2005].
Natomiast w badaniu the Cache County Study oceniano wpltyw stosowania jakichkolwiek
lekéw przeciwnadci$nieniowych (inhibitory konwertazy angiotensyny, beta-blokery, blokery
kanatéw wapniowych lub diuretyki) na ryzyko AD. W badaniu uczestniczylo 3308 os6b
w wieku powyzej 65 lat, sposrdd ktérych po 3 latach obserwacji AD rozpoznano
u 104 badanych. Wykazano, ze stosowanie jakichkolwiek lekéw przeciwnadci$nieniowych
w chwili wiaczenia do badania zmniejsza istotnie ryzyko zachorowania na AD (HR=0.64;
95%CI:0.41-0.98). Wykazano, ze szczegllnie korzystne dzialanie maja diuretyki
oszczgdzajace potas (HR=0.26; 95%C1:0.08-0.64) [Khachaturian i wsp., 2006].

Wielokrotnie udokumentowano, ze istotne ochronne dziatanie na rozw6j AD ma czas leczenia
lekami przeciwnadci$nieniowymi; im dluzszy czas leczenia, tym mniejsze ryzyko
zachorowania. W jednym z badan, ktore to udokumentowaty uczestniczyto okoto 1300 os6b
ze stwierdzonym nadcis$nieniem tgtniczym krwi, w wieku srednio 76,7 lat, u ktérych w chwili
wlaczenia do badania nie stwierdzano otgpienia. Wykazano, ze kazdy rok stosowania lekow
przeciwnadci$nieniowych  istotnie = zmniejszal  ryzyko = zachorowania = (HR=0.94;
95%CI:0.89-0.99). Ryzyko otgpienia u 0s6b leczonych powyzej 12 lat bylo znamiennie nizsze
w poréwnaniu z nigdy nie leczonymi (HR=0.40; 95%CI:0.22-0.75). Podobna zaleznos¢
zaobserwowano dla ryzyka AD (HR=0.35; 95%CI:0.16-0.78) [Peila i wsp., 2006].

W badaniu prowadzonym przez Haag i wsp.wykazano, ze leczenie to jest najskuteczniejsze
w grupie ,,mlodszych” starszych oséb (w wieku ponizej 75 lat). Do badania tego wiaczono
6249 o0s6b w wieku Srednio 68 lat 1 stwierdzono, ze stosowanie lekow
przeciwnadci$nieniowych wiaze si¢ ze znamiennym zmniejszeniem ryzyka zachorowania na
otgpienie (HR na rok stosowania lekéw=0.95; 95%CI:0.91-0.99). Ponadto wykazano,
ze rocznie ryzyko to zmniejsza si¢ 0 8% u oséb ponizej 75 roku zycia, a u pozostatych
badanych (= 75 roku zycia) tylko o 4% [Haag i wsp., 2009].

Uwaza sig, ze ochronne dziatanie lekow obnizajacych cisnienie tgtnicze krwi polega na
hamowaniu rozwoju miazdzycy, zmniejszeniu liczby zmian naczyniopochodnych w mézgu
i poprawie przeptywu moézgowego [Qiu i wsp., 2005]. W najnowszych publikacjach
donoszono réwniez o wystgpowaniu mniej nasilonych zmian neuropatologicznych, typowych
dla AD, w mézgu 0s6b leczonych lekami przeciwnadci$nieniowymi w poréwnaniu z grupa

0s0b, u ktérych takiego leczenia nie stosowano [Hoffman 1 wsp., 2009].
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Hipercholesterolemia jest stwierdzonym czynnikiem ryzyka otgpienia, jezeli wystepuje
w Srednim wieku, natomiast znaczenie poziomu cholesterolu we krwi w starszym wieku
w kontekScie wystgpowania otgpienia nie jest jednoznaczne. W badaniu Solomona i wsp.
w 21-letniej obserwacji udziat bralo 1449 os6b w wieku 65 do 79 lat. Stwierdzono,
ze zwiazek miedzy poziomem cholesterolu catkowitego we krwi i ryzykiem zachorowania na
otgpienie jest dwojaki. Z jednej strony podniesiony poziom cholesterolu we krwi stwierdzany
w Srednim wieku (Srednio 50,4 lat) zwigksza ryzyko zachorowania na otgpienie 1 AD,
z drugiej za$ strony samoistne obnizanie si¢ poziomu cholesterolu catkowitego we krwi
u starszych oséb ($rednio 71,3 lat) moze informowac o rozwijajacej si¢ chorobie, moze by¢

wrecz markerem dla AD 1 otgpienia [Solomon 1 wsp., 2007].

Réwniez dane dotyczace stosowania lekéw hipolipemizujacych (w tym statyn) i ich zwiazku
z wystgpowaniem AD dostarczaja sprzecznych informacji. Niektére z prac donosza, ze u oséb
stosujacych statyny ryzyko zachorowania na AD jest znamiennie mniejsze w poréwnaniu
z osobami bez takiego leczenia. Na przyktad w badaniu Rockwooda i wsp., do ktérego
wlaczono 2305 os6éb powyzej 65 roku zycia, otgpienie rozpoznano u 492 o0séb (w tym AD
u 326 oso6b), stwierdzono taki korzystny wplyw statyn. Stosowanie statyn i innych lekow
hipolipemizujacych znamiennie redukowato ryzyko zachorowania na AD u 0s6b ponizej 80
roku zycia (OR=0.26; 95%CI1:0.08-0.88). Rownie korzystnego efektu nie stwierdzono u os6b
starszych niz 80 lat [Rockwood i wsp., 2002]. Takze w pracy Jicka i wsp. stwierdzono,
ze stosowanie statyn u os6b w wieku co najmniej 50 lat zmniejsza ryzyko zachorowania na
otgpienie (RR=0.29; 95%CI1:0.13-0.63) [Jick 1 wsp., 2000].

Wyniki innych badan, przeciwnie, informuja, ze stosowanie statyn nie ma dzialania
ochronnego lub ma tylko minimalny wptyw na rozwéj AD. W badaniu The Cardiovascular
Health Study brato udziat 2798 oséb powyzej 65 roku zycia. Stwierdzono, ze w poréwnaniu
z osobami nigdy nie leczonymi statynami osoby z takim leczeniem nie byly mniej narazone
na zachorowanie na jakiekolwiek otgpienie (HR=1.08; 95% CI:0.77-1.52) lub AD (HR=1.21;
95%CI:0.76-1.91) czy tez mieszanag postaC otgpienia, tzn.otgpienie naczyniopochodne i AD
(HR=0.87; 95%CI:0.44-1.72) ani tez na ,,czyste” otgpienie naczyniopochodne (HR= 1.36;
95%CI:0.61-3.06) [Rea i wsp., 2005].

W innym prospektywnym badaniu brato udziat 5092 osoby powyzej 65 roku zycia, u ktérych
dwukrotnie (w latach 1995-1997 1 1998-2000) oceniano zwiazek wystgpowania otgpienia ze
stosowaniem statyn i innych lekow hipolipemizujacych. Podczas wstgpnego badania otgpienie

rozpoznano u 355 oséb, w tym AD u 200 oséb. Wykazano, ze stosowanie statyn bylo
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odwrotnie skorelowane z ryzykiem zachorowania na AD (OR=0.44; 95%CI:0.17-0.94).
Po 3 latach obserwacji otgpienie rozpoznano u 185 kolejnych oséb, w tym AD u 104 oséb.
Réwniez w tej grupie badanych stosowanie statyn zarowno w chwili wlaczenia do badania,
jak i w kontrolnym badaniu nie chronito przed zachorowaniem na otgpienie i AD
[Zandi i wsp., 2005]. Eksperymentalne prace dowodza, ze ochronny wplyw statyn na
otepienie moze wynika¢ z ich dziatania zmniejszajacego produkcj¢ B- amyloidu in vitro
1 in vivo [Fonseca 1 wsp., 2009] oraz ochronnego dziatania na srédblonek poprzez dziatanie

antyoksydacyjne, przeciwzapalne i przeciwplytkowe [Dobarro i wsp., 2009].

Cukrzyca jako czynnik ryzyka nie tylko otgpienia naczyniopochodnego, ale tez otgpienia
o podtozu zwyrodnieniowym byta raportowana w kilku badaniach.

Na przyktad, w badaniu Arvanitakisa i wsp. bralo udziat 824 osoby w wieku powyzej 55 lat.
Cukrzyce stwierdzono u 127 oséb. Po 5 latach obserwacji AD rozpoznano u 151 oséb.
Stwierdzono, ze osoby z cukrzyca mialy o 65% wigksze ryzyko zachorowania na AD niz
osoby bez cukrzycy (HR=1.65; 95%CI:1.10-2.47) [Arvanitakis i wsp., 2004].

W badaniu the Framingham Study brato udziat 2210 oséb, srednio w wieku 70 lat. Oceniano
ryzyko zachorowania na AD zwiazane z wystgpowaniem cukrzycy podczas rekrutacji do
badania w obrgbie calej badanej grupy oraz w obregbie podgrup okreslonych poprzez genotyp
APOE i poziom homocysteiny w surowicy. W chwili wilaczenia do badania cukrzyce
rozpoznano u 202 oséb. Po okresie obserwacji, trwajacej 12.7 lat, AD rozpoznano u 17 os6b
z cukrzyca (8.4%) oraz u 220 bez cukrzycy (11.0%) (RR=1.15; 95%CI1:0.65-2.05). Ryzyko
wzgledne rozwoju AD u chorych z cukrzyca w poréwnaniu z osobami bez cukrzycy byto
wigksze u os6b bez allelu €4 genu APOE i podniesionego poziomu homocysteiny w surowicy
(RR=2.98;95%CI:1.06-8.39). Na podstawie tych danych stwierdzono, ze cukrzyca nie
podnosi ryzyka zachorowania na AD w calej badanej grupie, ale moze zwigksza¢ to ryzyko
przy braku innych obciazajacych czynnikéw (allel €4 genu APOE, hiperhomocysteinemia)
[Akomolafe i wsp., 2006].

W badaniu The Cardiovascular Health Study Cognition Study oceniano wplyw
wspOtwystgpowania cukrzycy typu I 1 allelu €4 genu APOE na ryzyko AD, ryzyko mieszanej
postaci otgpienia oraz otgpienia naczyniopochodnego. W badaniu brato udziat 2547 os6b,
w wieku 74.7 lat. Badani byli obserwowani $rednio przez 5.4 lat, po tym czasie otgpienie
stwierdzono u 411 os6b, w tym AD u 207 os6b, u 132 otgpienie mieszane i u 58 otgpienie

naczyniopochodne. Stwierdzono, ze w poroéwnaniu z osobami bez cukrzycy typu II i allelu
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€4 genu APOE, osoby obcigzone tymi oboma czynnikami ryzyka maja znamiennie wigksze
ryzyko zachorowania na AD (HR=4.58; 95%CI:2.18-9.65) i otgpienie mieszane (HR=3.89;
95%CI:1.46-10.40) [Irie i wsp., 2008].

W badaniu Xu i wsp. potwierdzono, ze zaburzenia metabolizmu glukozy juz na
wczesniejszym etapie (stan przedcukrzycowy) sa czynnikiem zwigkszajacym ryzyko
zachorowania na AD. Do badania wtaczono 1173 osoby bez otgpienia i cukrzycy w wieku
powyzej 75 lat. U oséb tych w chwili wiaczenia do badania oceniano poziom glikemii na
czczo pod katem wystgpowania stanu przedcukrzycowego (glikemia réwna 7.8-11.0 mmol/l).
Podczas 9-letniej obserwacji uczestnicy byli trzykrotnie poddani badaniu funkcji
poznawczych. Stan przedcukrzycowy stwierdzono u 47 o0s6b, otgpienie rozpoznano u
397 os6b, w tym AD u 307 oséb. Osoby z rozpoznanym stanem przedcukrzycowym
znamiennie czg¢sciej chorowaty na otepienie ( HR=1.67; 95%CI:1.04-2.67) i AD (HR=1.77,
95%CI:1.06-2.97). Zwigkszone ryzyko zachorowania na AD u oséb ze stanem
przedcukrzycowym stwierdzono tylko u badanych bez allelu €4 genu APOE. Jednoczesnie
wykazano, ze stan przedcukrzycowy jako ryzyko AD jest szczegdlnie silnie wyrazony u oséb

ze wspotwystepujacym nadcisnieniem skurczowym krwi [Xu 1 wsp., 2007].

Réwniez zesp6t metaboliczny, na ktéry sktadaja si¢ otylto$¢ brzuszna, hipertriglicerydemia,
obnizony poziom HDL (ang. High Density Lipoproteins), nadci$nienie tetnicze,
nieprawidlowa glikemia na czczo jest zwiazany z wigkszym ryzykiem zachorowania na AD.
W badaniu Vanhanena i wsp. brato udziat 959 oséb bez otgpienia, w wieku 69 do 78 lat. Dane
dotyczace sercowo-naczyniowych czynnikéw ryzyka rejestrowane byly w chwili wiaczenia
do badania i po 3.5 letniej obserwacji, kiedy to przeprowadzono réwniez badanie majace na
celu oceng wystgpowania zaburzen funkcji poznawczych. Zespdt metaboliczny stwierdzono
u 418 os6b (43.6%), AD u 45 oséb (4.7%). AD bylo czgSciej rozpoznawane u chorych
z zespotem metabolicznym w poréwnaniu z osobami bez tych zaburzen (7.2 vs 2.8%;
p<0.001) [Vanhanen i wsp.,2006].

W innej pracy donoszono, ze nie sam zespol metaboliczny jest czynnikiem sprzyjajacym
rozwojowi AD, a jedynie cukrzyca i hiperinsulinemia. W badaniu tym brato udziat
1833 osoby bez rozpoznanego otgpienia, w wieku powyzej 65 lat. Po okresie obserwacji
rownym 4.4 lat otgpienie rozpoznano u 236 oséb. Nie stwierdzono, aby zesp6t metaboliczny
zwigkszal ryzyko zachorowania na otgpienie, natomiast wykazano, ze niezaleznie od innych

komponentéw zespotu metabolicznego, cukrzyca 1 hiperinsulinemia zwigkszaja ryzyko
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zachorowania na AD (odpowiednio: HR=1.4; 95%CI:1.0-2.1 i HR=1.4; 95%CI.0.9-2.7)
[Muller i wsp., 2007].

Wielokrotnie dokumentowano, ze choroby naczyn serca, mézgu i naczyn obwodowych
podnosza ryzyko zachorowania na AD.

W badaniu Vermeera i wsp. badano zwiazek migdzy ,niemymi” zawalami moézgu
stwierdzanymi w MRI mézgu a ryzykiem zachorowania na otgpienie. Sposrdéd 1015 oséb
w wieku 60 do 90 lat, ktére nastgpnie byly monitorowane przez Srednio 3.6 lat pod katem
wystgpowania zaburzen funkcji poznawczych, otgpienie stwierdzono u 30 oséb, w tym AD
u 26. ,Nieme” zawaly moézgu stwierdzane w MRI przy wilaczeniu do badania ponad
dwukrotnie zwigkszaty ryzyko zachorowania na otgpienie po okresie obserwacji (HR= 2.26;
95%CI:1.09- 4.70). W badanej grupie wigkszo$¢ chorych na otgpienie miata rozpoznane AD
[Vermeer i wsp., 2003].

Honig 1 wsp. badali zwiazek migdzy przebytym udarem moézgu i innymi naczyniowymi
czynnikami ryzyka a ryzykiem zachorowania na otgpienie. Do badania wiaczono 1766 os6b
bez otgpienia w wieku powyzej 65 lat. Po 7-letniej obserwacji otepienie stwierdzono
u 212 oséb, w tym AD u 181. Wykazano, ze zapadalno$¢ na AD u 0s6b z przebytym udarem
mozgu wynosita 5.2% na osoborok w poroéwnaniu z osobami bez udaru: 4% na osoborok.
Ryzyko wzgledne wystapienia AD w grupie osoéb z udarem mézgu w wywiadzie bylo
zwigkszone 1.6 razy. Ryzyko zachorowania na AD u oséb po udarze mézgu znamiennie
wzrastato, gdy wspotwystepowaly inne naczyniowe czynniki ryzyka, w tym: nadcis$nienie
tetnicze (RR= 2.3; 95%CI:1.4-3.6), cukrzyca (RR=4.6; 95%CI:2.2-9.5) czy choroby serca
(RR=2.0; 95%CI:1.2-3.2) [Honig i wsp., 2003].

Choroby serca (migotanie przedsionkéw, przebyty zawal serca) oraz wystgpowanie
miazdzycy naczynh obwodowych maja zwiazek przede wszystkim 2z otgpieniem
naczyniopochodnym 1 typu mieszanego, jednak potwierdzono réwniez zwiazek tych
czynnikéw ryzyka z AD. W badaniu prowadzonym przez Qui i wsp. brato udziat 1301 oséb
powyzej 75 roku zycia, osoby te byly badane trzykrotnie podczas 9-letniej obserwacji.
U 440 oséb stwierdzono otgpienie, w tym AD u 333, w chwili wilaczenia do badania
niewydolno$¢ serca stwierdzono u 205 os6b. Wykazano, ze niewydolno$¢ serca zwigksza
ryzyko zachorowania na otgpienie (HR=1.84; 95%CI:1.35-2.51) 1 AD (HR=1.80;
95%CI:1.25-2.61). W badaniu tym jednocze$nie stwierdzono, ze ryzyko zachorowania na AD

zwiazane z wystgpowaniem niewydolnosci serca redukowane jest przez stosowanie lekow
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przeciwnadci$nieniowych (gtéwnie diuretykéw) (HR=1.38; 95%CI:0.99-1.94)
[Qiu 1 wsp., 2006].

W innym badaniu, do ktérego wiaczono 6647 oséb powyzej 55 roku zycia oceniano
wystgpowanie miazdzycy jako czynnika ryzyka zachorowania na otgpienie i jego podtypy,
w tym AD. Po $rednio 9 latach obserwacji otgpienie stwierdzono u 678 oséb, w tym AD
u 476. Okazato sig, ze w krétkotrwalej obserwacji miazdzyca (szczegdlnie dotyczaca tetnic
domézgowych oceniana za pomoca wskaznika intima-media) znamiennie zwigksza ryzyko
zachorowania na otgpienie. Osoby, u ktérych stwierdzono grubo$¢ kompleksu intima-media
w piatym quintylu miaty o 50% wigksze ryzyko zachorowania na AD w poréwnaniu
z osobami z tym wskaznikiem w 1 quintylu (wynik referencyjny). Wykazano ostabienie tej
korelacji w dtuzszej obserwacji, najprawdopodobniej na skutek wigkszej Smiertelnosci u oséb

z miazdzyca [van Oijen i wsp., 2007].

Udokumentowanie zwiazku stresu oksydacyjnego z patogeneza AD bylo podstawa badan
oceniajacych ochronne znaczenie antyoksydantéw (m.in. witaminy E i C) dla ryzyka rozwoju
tej choroby. Taki korzystny wptyw potwierdzono w badaniu The Cache County Study,
w ktérym brato udziat 3227 os6b, w wieku powyzej 65 lat, w grupie, ktérych AD rozpoznano
u 104 os6b. Stwierdzono, ze osoby, ktore stosowaly witaming E 1 C jednoczesnie, byly
w mniejszym stopniu narazone na AD (OR=0.22; 95%CI:0.05-0.60). Natomiast nie
stwierdzono analogicznej korelacji w wypadku stosowania tych witamin oddzielnie
[Zandi i wsp., 2004].

Negatywne wyniki badan analizujacych taka zaleznos¢ réwniez byly raportowane
[Gray i wsp., 2008]. Donoszono takze o pozytywnym dziataniu diety $rédziemnomorskiej
[Scarmeas i wsp., 2006], kwasu foliowego i witaminy B12 (dziatajacych poprzez obnizenie
poziomu homocysteiny w surowicy) [Malouf i wsp., 2003], wielonienasyconych kwaséw

tluszczowych 1 diety bogatej w ryby [Huang 1 wsp., 2005].

Podniesiony poziom wysoce czulego biatka C-reaktywnego (ang. high sensitivity C-reactive
protein, hsCRP) stwierdzany w $rednim wieku uwazany jest za czynnik predysponujacy do
rozwoju otgpienia i za czynnik, ktérego wzrost w surowicy znacznie wyprzedza manifestacje
kliniczna choroby. Takie dane pochodza z badania the Honolulu-Asia Aging Study, w ktérym
brato udziat 1050 o0s6b urodzonych pomigdzy 1900 a 1919 rokiem. Osoby te byly badane
podczas wstepnej rekrutacji w latach 1965-1968, a nastgpnie podczas badania kontrolnego

w latach 1968-1970 mialy pobierana krew celem oznaczenia poziomu hsCRP. W latach
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1991-1993 1 1994-1996 byly badane pod katem wystgpowania zaburzen funkcji
poznawczych. Poziom stwierdzanego hsCRP skwantyfikowano w czterech kwartylach:
1. kwartyl (<0.34mg/L), 2. kwartyl (0.34—0.56mg/L), 3. kwartyl (0.57-1.00mg/L), 4. kwartyl
(>1.00mg/L). Stwierdzono, ze w poréwnaniu z osobami, u ktérych warto§¢ hsCRP mies$cita
si¢ w 1.kwartylu, ryzyko zachorowania na AD i na otgpienie naczyniopochodne jest trzy razy
wigksze u os6b z poziomem hsCRP w trzecim kwartylu (dla otgpienia OR= 3.8;
95%Cl:2.2-6.6, dla AD OR= 3.9;95%CI:1.9-8.0, dla otgpienia naczyniopochodnego
OR=5.7;95%CI:1.1-12.0) [Schmidt i wsp., 2002].

Réwniez wiele innych badan prowadzonych wérdd starszych pacjentéw wskazuje na zwiazek
migdzy podniesionym poziomem wskaznikéw zapalnych a wigkszym ryzykiem zachorowania
na AD. W jednym z badan uczestniczyto 691 os6b, w srednim wieku 79 lat, ktére badano pod
katem wystgpowania zaburzen funkcji poznawczych oraz oznaczano wskazniki zapalne
(CRP, IL-6, IL-1, IL-1RA,TNF-a). Stwierdzono, ze u os6b z podniesionym poziomem IL-1
1 TNF-a ryzyko zachorowania na AD bylo wyraznie wigksze (dla IL-1 HR=2.84;
95%CI:1.09-7.43; p <0.03; dla TNF- o HR=2.59;95%CI:1.09-6.12; p< 0.031)
[Tan i wsp., 2007].

Mimo udowodnionego wplywu czynnikéw zapalnych na rozwdj AD, badania dotyczace
ochronnego dzialania niesterydowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ) dostarczaja
sprzecznych informacji. W metaanalizie opublikowanej] w 2004 roku wzigto pod uwage
wyniki 11 badan sposréd 38 (opublikowanych od 1960 r.), ktére dotyczyly zwiazku AD ze
stosowaniem NLPZ. Stwierdzono, ze ryzyko wzgledne zachorowania na AD u o0séb
stosujacych NLPZ wynosito 0.51 (95%CI:0.40-0.66), co dowodzi, ze NLPZ zmniejszaja
ryzyko zachorowania na AD [Szekely 1 wsp., 2004].

Jednak w duzym wieloosrodkowym randomizowanym i kontrolowanym placebo badaniu
Alzheimer’s Disease Anti-Inflammatory Prevention Trial (ADAPT) nie potwierdzono
protekcyjnego dzialania niesterydowych lekéw przeciwzapalnych wobec rozwoju AD, co
wigcej, obserwowano zwigkszone ryzyko zachorowania na AD zwiazane ze stosowaniem
takiej terapii. W badaniu tym spos$réd zarekrutowanych 2528 o0séb powyzej 70 roku zycia,
2117 poddano ocenie funkcji poznawczych. Badani zostali zrandomizowani do grupy
stosujacej celecoxib (200mg dwa razy dziennie), naproxen (220 mg dwa razy dziennie) lub
placebo. Stwierdzono obnizenie punktacji w testach globalnie oceniajacych funkcje

poznawcze u oséb stosujacych naproxen w poréwnaniu z placebo oraz nizsza punktacje
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w MMSE zaréwno dla grupy stosujacej celecoxyb jak i naproxen w poréwnaniu z placebo

[Martin i wsp., 2008].

Zauwazono réwniez wptyw warunkéw zycia na ryzyko rozwoju AD, w tym za szczegdlnie
obciazajace uwaza si¢ zawodowe narazenie na substancje toksyczne, takie jak metale cigzkie
(aluminium). W jednym z badan przez 15 lat obserwowano 1925 0s6b powyzej 65 roku zycia.
Oceniano narazenie na aluminium monitorowane w miejscu zamieszkania oraz indywidualne
narazenie (mierzone poprzez dzienne spozycie aluminium w wypijanej wodzie). Stwierdzono
znamienne pogorszenie funkcji poznawczych u oséb spozywajacych wigksze ilosci

aluminium w wypijanej wodzie (0.1 mg/dzien) [Rondeau 1 wsp., 2009].

Istnieja réwniez kontrowersyjne doniesienia na temat wptywu, jaki moze wywiera¢ przebyty
uraz glowy na zwigkszone ryzyko zachorowania na AD. W 2003r. opublikowano wynik
metaanalizy 15 badan oceniajacych wplyw urazu gtowy jako czynnika ryzyka zachorowania
na AD. Stwierdzono, ze przebyty uraz gtowy zwigksza ryzyko zachorowania na AD tylko
u me¢zezyzn (OR=2.29; 95%CI:1.47-2.06) [Fleminger i wsp., 2003]. Doniesienia te jednak nie
maja potwierdzenia w innych dlugofalowych badaniach. W prospektywnym badaniu
the Rotterdam Study bratlo udziat 6645 os6b w wieku powyzej 55 lat, bez stwierdzanego
otgpienia w chwili wtaczenia do badania. Dane na temat przebytego urazu glowy (uraz
z utrata $wiadomosci, czas trwania utraty przytomnos$ci, jak dlugi czas uptyna od urazu
glowy, ilo§¢ urazéw glowy) czerpano z ankiet przeprowadzonych w chwili wilaczenia do
badania. Po czasie obserwacji trwajacym ponad 2 lata u 129 oséb stwierdzono otgpienie,
w tym AD u 91 os6b. Nie stwierdzono, aby przebyty uraz gtowy zwigkszat ryzyko otgpienia
(RR=1.0; 95%CI:0.5-2.0) lub AD (RR=0.8; 95%CI.0.4-1.9). Réwniez obecnos¢ allelu &4
genu APOE nie wptywata na wynik przeprowadzonej analizy [Mehta i wsp., 1999].

Wigkszos¢ badan wskazuje, ze stosowanie hormonalnej terapii zastgpczej (HTZ) podczas
menopauzy wigze si¢ z mniejszym ryzykiem zachorowania na AD. Kawas 1 wsp. po 16-letniej
obserwacji 500 kobiet stwierdzili, ze stosowanie HTZ skutkuje 54% redukcja ryzyka
zachorowania na AD [Kawas i wsp., 1997]. W innym badaniu, gdzie podczas 6 lat
obserwowano grupe prawie 1900 kobiet, potwierdzono ochronny wptyw uprzednio
stosowanej HTZ, ale nie wtedy, gdy czas leczenia byt dtuzszy niz 10 lat [Zandi i wsp., 2002].
Mechanizm dziatania HTZ nie jest do konca jasny. Mozliwe, ze ma on zwiazek
z ,ochronnym” wplywem edukacji (HTZ stosuja kobiety o wyzszym poziomie

wyksztatcenia). Nie mozna tez wykluczyé wplywu estrogenéw na metabolizm AP
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(amyloid-B) oraz ich dziatania stymulujacego uktad cholinergiczny, poprawiajacego

mikrokrazenie i metabolizm glukozy.

I.1.3.2. Genetyczne uwarunkowania choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera réwniez pod wzgledem uwarunkowan genetycznych jest heterogenna
1 ztozona jednostka chorobowa, a typ dziedziczenia zalezy od postaci choroby (Tabela 1).
Biorac pod uwage wiek zachorowania wyréznia si¢ posta¢ wczesng (wiek zachorowania
<60. roku zycia, ang. early onset AD, EOAD) i posta¢ p6zna (wiek zachorowania >60. roku
zycia, ang. late onset AD, LOAD) [Tanzi i wsp., 1999].

Inny podzial wyréznia postac¢ rodzinna (z co najmniej dwiema osobami chorymi w rodzinie,
ang. familial AD, FAD) i posta¢ sporadyczna (bez uwarunkowan rodzinnych, ang. sporadic
AD, SAD) [Kowalska i wsp., 2004]. Chcac usystematyzowaé wiedz¢ na temat dziedziczenia
AD badacze stworzyli dychotomiczny model, ktory zaklada inny sposob dziedziczenia
u chorych z EOAD zwykle wystepujacej rodzinnie i inny u chorych LOAD, najczgsciej
wystepujacej sporadycznie [Bertram i wsp., 2009].

Model ten opiera si¢ o zasadg, ze odmiany choroby cechujace si¢ wczesniejszym
zachorowaniem i rzadszym wystgpowaniem sa spowodowane przez rzadkie mutacje, zwykle
ze 100% penetracja, natomiast odmiany choroby o pdzniejszym poczatku, czgsciej
wystepujace, ktérych zapadalno$¢ wzrasta z wiekiem, sa uwarunkowane wieloczynnikowo,
zarbwno poprzez czynniki (warianty) genetyczne jak 1 czynniki Srodowiskowe
[Tanzi 1 wsp., 1999]. Jest to model przydatny do zdefiniowania sposobu dziedziczenia nie
tylko AD, ale tez innych czgstych w populacji choréb zwiazanych z wiekiem, jak choroby
Sercowo-naczyniowe, nowotwory czy cukrzyca.

Na podstawie dotychczasowych badah wykazano, ze chorzy na AD z postacia choroby
rodzinng o wczesnym poczatku, dziedziczaca si¢ autosomalnie dominujaco stanowia okoto
5 do 10% wszystkich chorych na AD. Natomiast okoto 90 do 95 % chorych na AD to chorzy
zZ postacia o pdéznym poczatku, najczesciej wystepujaca sporadycznie podlegajaca

dziedziczeniu wieloczynnikowemu [Kowalska, 2009].
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Tabela 1. Defekty genetyczne determinujace chorobg Alzheimera: posta¢ rodzinng (FAD)

o wczesnym poczatku (EOAD) 1 p6znym poczatku (LOAD) oraz posta¢ sporadyczng (SAD).

Na podstawie: Kowalska A. [Genetics of dementias, Part 4: a spectrum of mutations

responsible for the familial autosomal dominant form of Alzheimer's disease] Postepy Hig

Med Dosw (Online).2009;63:583-91. Modyfikacja wtasna.

AD

FAD/EOAD

FAD/LOAD oraz SAD

Dziedziczenie autosomalnie
dominujace

Dziedziczenie wieloczynnikowe

5-10% wszystkich chorych

90-95% wszystkich chorych

PSENI1 APP PSEN2 APOE
14q24.3 | 21921.2 1q31-42 19q13.2
mutacje | mutacje mutacje polimorfizm DNA
18-50% <5% <5% ~50%

Liczba wykrytych mutacji

166

29

13

Wiek na poczatku choroby (r.z.)

28-62

45-66

40-85
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1.1.3.2.1. Genetyczne uwarunkowania choroby Alzheimera o wczesnym poczatku

Wykryto dotychczas 3 geny, ktérych mutacje odpowiedzialne sa za posta¢ rodzinng AD
dziedziczona autosomalnie dominujaco: gen bialka prekursora amyloidu (ang. amyloid
prekursor protein, APP), gen preseniliny 1 (ang. Presenilin-1, PSENI) oraz gen preseniliny
2 (ang. Presenilin-2, PSEN2). Mutacje w tych genach sa odpowiedzialne za okoto
50% wszystkich przypadkéw rodzinnych AD o wczesnym poczatku i1 autosomalnie
dominujacym typie dziedziczenia [Kowalska i wsp., 2009]. Wszystkie te mutacje cechuje
petna (100%) penetracja. Oznacza to, ze ryzyko wystapienia AD u nosiciela danej mutacji jest
100%, a prawdopodobienstwo wystapienia choroby u potomstwa lub rodzenstwa chorego

wynosi 50% [Ciarleglio 1 wsp., 2003].

W okoto 5% przypadkéw FAD o wczesnym poczatku mutacje odpowiedzialne za rozwdj
choroby dotycza genu APP [Van Broeckhoven, 1995]. Gen ten zlokalizowany jest na
chromosomie 21 ( 21g21.1) [Goate 1 wsp., 1991].

Wedtug Campiona i wsp. od 30 do 50% chorych z FAD jest nosicielami mutacji w genie
PSENI [Campion i wsp., 1995] zlokalizowanym na chromosomie 14 (14q24.3)
[Sherrington i wsp., 1995]. Niewielki odstek chorych na FAD o wczesnym poczatku jest
nosicielem mutacji w genie PSEN2 (od 1 do okolo 5% wedlug réznych badaczy)
[Cruts 1 wsp., 1998; Kowalska, 2009]. Gen ten jest zlokalizowany na chromosomie 1 (1q42.1)
[Levy-Lahad i wsp., 1995].

APP jest glikoproteing btonowa typu 1. Jest syntetyzowana we wszystkich tkankach (gen APP
nalezy do tzw. podstawowego metabolizmu komoérkowego: house keeping gene)
[Kowalska, 2003].

Preseniliny sa biatkami transbtonowymi zbudowanymi z 7 do 9 odcinkéw przenikajacych
bton¢ komoérki nerwowej, gdzie petnig rolg receptoréw btonowych lub kanatéw wapniowych.
Najsilniejsza ekspresje presenilin stwierdzono w komorkach hipokampa i komdrkach
Purkiniego [Fraser i wsp., 2000].

Fizjologiczna rola APP, PSEN1 oraz PSEN2 w organizmie nie jest do konca poznana, ale
wiadomo, ze wystapienie mutacji w obrgbie ich genéw prowadzi do zaburzen endoproteolizy
APP i nadprodukcji beta-amyloidu (AP) o dlugosci 42 aminokwaséw (AP42), ktéry wykazuje

wigksze wlasciwosci amyloidogenne niz krétsze peptydy (AP41). Uruchamia to proces
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oligomeryzacji i agregacji AP w postaci ptytek starczych w korze mézgowej, co stanowi

podstawe etiopatogenezy AD (hipoteza kaskady amoloidowej) [Hardy, 1997].

Mutacje stwierdzane w powyzszych genach maja wplyw na przebieg kliniczny choroby,
m.in. na wiek zachorowania oraz czas przezycia. Stwierdzono, ze u nosicieli mutacji w genie
APP poczatek choroby przypada na wiek 40 do 65 lat, PSENI 35 do 55, a PSEN2 40 do 70
lat. Najdluzszy czas przezycia (okoto 9 do 10 lat) dotyczy chorych z mutacja w genie APP,
najkrétszy nosicieli mutacji w genie PSENI (5.8 do 6.8 lat) oraz $rednio diugi - nosicieli
mutacji w genie PSEN2 (4.4 do 10.8 lat) [Holmes, 2002]. Wedtug innych badaczy wiek
zachorowania przyjmuje nieco inne wartosci (vide powyzsza tabela), co jednak nie zmienia
ogolnej tendencji pokazujacej, ze mutacje w genie PSENI wiaza si¢ z najwczesniejszym
wiekiem zachorowania, w genie APP z posrednim, a w genie PSEN2 z najpOzniejszym.
Wydaje sig, ze wiek zachorowania u nosicieli niektérych mutacji genu APP moze byc¢
modyfikowany przez polimorfizm APOE. W rodzinie, w ktérej stwierdzono wystgpowanie
mutacji w genie APP, u os6b bedacych jednocze$nie homozygotami €4/e4 genu APOE
obserwowano wcze$niejszy o kilka lat poczatek choroby w poréwnaniu z osobami o innym

genotypie APOE [Cruts 1 wsp., 1998].

W 2003 roku opublikowano wyniki badania, w ktérym oceniano dystrybucj¢ mutacji
w genach APP, PSENI i1 PSEN2 w populacji polskiej. Przebadano 40 chorych z rozpoznanym
FAD (przynajmniej u jednego krewnego pierwszego stopnia rozpoznano AD o wczesnym
poczatku) 1 u ktérych sredni wiek zachorowania wynosit 52.8 + 8.2 lat. Wystgpowanie
mutacji w badanych genach wykryto tylko u 17% chorych. Stwierdzono siedem mutacji w
badanych genach: cztery mutacje sprawcze w genie PSENI (P117R, M139V, H163R
i I213F), dwie w genie APP (T714A, V715A) oraz jedna nowa mutacj¢ w genie PSEN2
(Q228L) [Zekanowski 1 wsp., 2003].

1.1.3.2.2. Genetyczne uwarunkowania choroby Alzheimera o p6znym poczatku

95% chorych na AD to przypadki tzw. postaci sporadycznej choroby o péznym poczatku
[Holmes, 2002]. Od wielu lat prowadzone sa intensywne poszukiwania zwiazku réznych
wariantow genetycznych genéw biatek zaangazowanych w patomechanizm choroby, ktére
przez modyfikacje ich stgzenia czy tez aktywno$ci moga mie¢ wplyw na ryzyko

zachorowania.
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Mimo wieloletnich badan w tym zakresie jedynym jak dotad pewnym genetycznym
czynnikiem ryzyka AD jest nosicielstwo przynajmniej jednego allelu €4 genu APOE
[Saunders 1 wsp., 1993]. Gen APOE jest zlokalizowany na chromosomie 19 (19q13.31)
[Seripa i wsp., 2009].

Polimorfizm APOE daje 6 réznych wariantéw tego genu: 3 homozygotyczne (€2/e2, €3/¢€3,
€d/e4) 1 3 heterozygotyczne (e2/€3, €2/e4, €3/e4). W populacji ogdlnej czgstos¢ wystgpowania
poszczegdlnych alleli jest rézna 1 wynosi dla APOE €3 okoto 75%, dla APOE €4 15% 1 dla
APOE g2 okoto 8% [Utermann i wsp., 1980].

Nosicielstwo allelu €4 genu APOE zwigksza ryzyko choroby, ale nie daje pewnosci
zachorowania i w tym konteks$cie mozna gen APOE nazwa¢ genem ryzyka, w odréznieniu od
gendw, ktérych mutacje determinuja rodzinng posta¢c AD i1 ktére nazywane sa genami
sprawczymi. Szacuje si¢, ze u miodych asymptomatycznych oséb bedacych homozygotami
APOE €4/e4 ryzyko zachorowania na AD wynosi okoto 30% [Breitner, 1996]. Inne badania
donosza, ze u kobiet o genotypie APOE €4/e4 ryzyko AD przed 73 rokiem zycia wynosi
45%, a u mezczyzn 25% [Breitner 1 wsp., 1999]. Ryzyko to jest mniejsze u oséb bedacych
nosicielami jednego allelu €4 genu APOE. Jednocze$nie szacuje sig, ze Sredni wiek
zachorowania u tych oséb wynosi okoto 75 lat, a u oséb bez tego allelu $redni wiek
zachorowania to 95 lat [Bird, 2008].

Wedlug innych danych ryzyko zachorowania na AD jest 2 do 3 razy wigksze u chorych
z jednym allelem €4 i wzrasta az 12-krotnie u nosicieli dwoéch alleli €4 genu APOE
w poréwnaniu z osobami bez tego allelu. [Roses, 1996]. Szereg badan wskazuje natomiast, ze
obecnos¢ allelu €2 w genie APOE wiaze si¢ z mniejszym ryzykiem zachorowania na AD

[Corder i wsp., 1994; Farrer 1 wsp., 1997].

Produktem genu APOE sa biatka, ktére w zaleznosci od kombinacji alleli w genomie
determinujacych fenotyp réznia si¢ migdzy soba obecnoscia dwoch aminokwaséw: argininy
1 cysteiny w pozycji odpowiednio 112 i 158. Wyrdznia sig: izoform¢ APOE €2 (cysl112,
cys158), APOE €3 (cysl12, argl58) oraz APOE &4 (argl12, argl58) [Nickerson i wsp.,
2000].

Biatko APOE nalezy do rodziny apolipoprotein, w ktorej wyrdznia sig: grupg APOA (APOA-
I, APOA-II i APOA-IV), grupg APOB (APOB48 i APOB-100), grupg APOC (APOC-I,
APOC-II 1 APOC-III), APOD, APOE, APOH i APOJ. Gtéwna rola APOE w organizmie jest
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jej udzial w metabolizmie lipidéw, przede wszystkim w transporcie i przemianach
cholesterolu 1 tréjglicerydow. Jest sktadnikiem chylomikronéw, VLDL oraz HDLI
i posredniczy w ich interakcjach z receptorami komérkowymi. U nosicieli allelu €4 genu
APOE stwierdzono wyzszy poziom cholesterolu catkowitego i LDL w surowicy oraz wigksze
ryzyko wystapienia choroby wiencowej [Wilson i wsp., 1996].

Najwicksza ekspresje APOE stwierdzono w watrobie i mdzgu (gléwnie w astrocytach
1 mikrogleju, w mniejszym stopniu w neuronach) [Grehan 1 wsp., 2001].

W  os$rodkowym ukladzie nerwowym fizjologiczna rola APOE polega na udziale
w dystrybucji lipidéw i rozpuszczalnych zwiazkéw lipidowych pomigdzy komérkami mézgu

i ptynem mézgowo-rdzeniowym [Pitas i wsp., 1987].

Rola APOE w patomechanizmie AD polega na jej udziale w metabolizmie i dystrybucji Ap.
APOE w moézgu jest produkowane przez astrocyty i mikroglej. Nastgpnie podlega procesowi
lipidacji. W zaleznosci od izoformy, APOE po potaczeniu z AR powoduje jego odktadanie si¢
w postaci plak amyloidowych lub dystrybucj¢ do ptynu mézgowo-rdzeniowego. APOE, za
pomoca lipoproteinowej jednostki wiazacej, moze tworzy¢ kompleks z AP i utatwiaé jego
komérkowy wychwyt na drodze endocytozy.

APOE r6éwniez moze nasila¢ zdolnosci mikrogleju i astrocytéw do uprzatania AP
[Jiang i wsp., 2008]. Uwaza si¢ tez, ze APOE moze kontrolowa¢ transport AP przez barierg
krew-mézg [Bell i wsp., 2007]. R6zne izoformy APOE w réznym stopniu uczestnicza w
wyzej wymienionych procesach. APOE réwniez wplywa na inne procesy w centralnym
systemie nerwowym, ktére sa potencjalnie zwiazane z rozwojem AD: przekaznictwo
synaptyczne, neurotoksyczno$¢, hiperfosforylacja biatka tau oraz procesy zapalne w
centralnym systemie nerwowym [Kim i wsp., 2009]. Wykazano réwniez wptyw polimorfizmu
APOE na odpowiedz na leczenie inhibitorami acetylocholinesterazy (AChEI, ang.
acetylcholinesterase inhibitor) [Poirier i wsp., 1995; Almkvist i wsp., 2001; Choi 1 wsp.,
2008; Bizzarro i wsp., 2005].

Polimorfizm APOE jest jedynym, wielokrotnie potwierdzonym genetycznym czynnikiem
ryzyka SAD, ale niewystarczajacym, aby w pelni tlumaczy¢ genetyczne uwarunkowania tej
postaci choroby. Szacuje si¢, ze okoto 50% predyspozycji genetycznych SAD jest nadal
nieznane [Bergem, 1994].

Determinuje to dalsze stale poszukiwania genetycznych czynnikéw ryzyka SAD.
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Poszukiwanie te umozliwiaja trzy metody: analiza znaczenia wybranych genéw kandydatow
(ang. candidate gene approach), analiza sprzgzen (ang. linkage analysis) 1 przeszukiwanie
catego genomu w celu wykrycia gendéw ryzyka (ang. genome-wide association study, GWAS).
Pierwsza metoda polega na sprawdzeniu, czy wybrany polimorfizm genu bialka
zaangazowanego w patofizjologi¢ choroby czesciej wystepuje u chorych w poréwnaniu
z osobami zdrowymi dobranymi pod wzgledem pici i wieku. Metoda ta, najpowszechniej
dotychczas stosowana, ma szereg stabych punktéow: stuzy przede wszystkim do badan
polimorfizméw funkcjonalnych, czyli zlokalizowanych w rejonach kodujacych, ktére, jak sig
okazuje, rzadko maja wplyw na ryzyko choréb (polimorfizmy odpowiedzialne za ryzyko
wielu choréb znajduja si¢ przede wszystkim w rejonach niekodujacych). Wymaga bardzo
duzej liczebnosci grup w celu uniknigcia wynikéw zafatszowanych, co niestety jest trudne do
uzyskania ze wzgledu na zbyt mata liczebno$¢ dostepnych grup badanych w poszczegdlnych

os$rodkach [Gulcher, 2005].

Druga metoda, analiza sprz¢zen, jest mozliwa tylko w specjalnych sytuacjach, tzn. gdy co
najmniej dwie spokrewnione osoby z rodziny, co najmniej dwupokoleniowej sa dotknigte
choroba. Analiza sprz¢gzen pozwala na  wykrycie wariantéw  genetycznych
charakterystycznychdla przypadkéw wystepujacych rodzinnie.
Od niedawna coraz wicksze zastosowanie ma badanie metoda GWAS. Metoda ta
jednoczasowo pozwala zbada¢ nawet milion wariantoéw genetycznych, zarbwno w rejonach
kodujacych jak i niekodujacych. W ludzkim genomie jest okoto 12 milionéw polimorfizmow.
Jak wykazaty odkrycia miedzynarodowego projektu HapMap (ang. International HapMap
Project) warianty genetyczne zlokalizowane blisko siebie dziedzicza si¢ razem, jako
haplotyp. W zwiazku z tym wystarczy zbadac¢ tylko tzw. polimorfizmy znacznikowe, ktérych
jest okoto milion, charakteryzujace okreslony haplotyp [http://www.hapmap.org/].
Przeszukiwanie genomu ludzkiego umozliwilo juz wykrycie gendéw ryzyka choroby
Parkinsona [Fung, 2006] czy zawalu serca [Helgadottir, 2007; McPherson, 2007; Samani,
2007].

Metode t¢ zaczeto stosowaé réwniez w celu identyfikacji genéw zwiazanych z SAD.
Opublikowane dotychczas badania GWAS poszukujace genetycznych czynnikéw ryzyka SAD
konsekwentnie potwierdzaja znacznie APOE dla ryzyka tej chorob [Coon i wsp., 2007;
Li 1 wsp., 2008; Bertram 1 wsp., 2008], natomiast tylko pojedyncze badania GWAS donosza o
polimorfizmach innych niz polimorfizmy genu APOE, a ktére sa potencjalnymi czynnikami

ryzyka SAD.
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W pierwszym badaniu opublikowanym w 2007 roku zbadano znaczenie 17343
polimorfizméw znacznikowych u 1808 chorych z LOAD 1 2062 os6b z grupy kontrolnej.
Wykazano 19 genéw, ktérych warianty znamiennie zwigzane sa z AD, m.in.. GALP na
chromosomie 19q13.42, TNKI na chromosomie 17p13.1 i PCKI na chromosomie 20q13.31.
Produkty wszystkich tych genéw wywieraja wptyw na metabolizm lub przekaznictwo
w szlakach zwiazanych z AD [Grupe 1 wsp., 2007]. W kolejnym badaniu GWAS
przeprowadzonym na wyizolowanej populacji zamieszkujacej potudniowo-zachodnia czgs¢
Niderlandéw brato udziat 103 pacjentéw z LOAD oraz 170 ich krewnych pierwszego stopnia.
Przeanalizowano 262 000 polimorfizméw znacznikowych. Potwierdzono wczesniej
stwierdzony zwiazek SAD z polimorfizmem w miejscach 1q21-25 oraz 10q22-24 oraz
zasugerowano zwiazek genéw RGSL2 na chromosomie 1 1 NMNAT3 na chromosomie 3
z ryzykiem SAD oraz po raz pierwszy wykazano taki zwiazek z polimorfizmem w locus 3q23
[Liu i wsp., 2007]. W badaniu Raimana i wsp. uczestniczyto 446 chorych z LOAD oraz 290
0sOb z grupy kontrolnej. W tym badaniu przeanalizowano znaczenie 312316 polimorfizméw
znacznikowych 1 wykazano, ze polimorfizm genu GAB2 modyfikuje ryzyko AD u nosicieli
allelu €4 genu APOE (genotyp GG znamiennie zwigkszat ryzyko AD u nosicieli allelu ¢4 w
poréwnaniu z genotypem GT lub TT); natomiast ta zmienno$¢ genotypowa nie miata wptywu
na ryzyko AD u os6b nie begdacych nosicielami allelu €4 [Reiman 1 wsp., 2007].
W 2009 roku opublikowano wyniki czterech badan GWAS. W badaniu Beechama 1 wsp. brato
udziat 492 pacjentéw z LOAD oraz 498 oséb z grupy kontrolnej. Przebadano 555 000
polimorfizméw  znacznikowych 1 potwierdzono znaczenie polimorfizmu APOE
w etiopatogenezie LOAD oraz wykazano, ze polimorfizm w locus 12ql13 ma zwiazek
z wystgpowaniem LOAD [Beecham i wsp., 2009]. W innym badaniu poddano analizie
313504 wariantéw u 844 chorych z LOAD i 1255 o0s6b z grupy kontrolnej. Wykazano silny
zwiazek polimorfizmu genu PCDHIIX na chromosomie X (Xqg21.3) z wystgpowaniem
LOAD [Carrasquillo i wsp., 2009]. Do kolejnego badania wiaczono 2032 chorych z AD
1 5328 o0s6b z grupy kontrolnej pochodzacych z Francji oraz 3978 chorych 1 3297 os6b
z grupy kontrolnej z Belgii, Finlandii, Wtoch i Hiszpanii. Poddano analizie 537029 wariantéw
znacznikowych. Wykazano znaczenie polimorfizmu nastgpujacych genéw w etiopatogenezie
AD: CLU (na chromosomie 8) i CRI (na chromosomie 1) [Lambert i wsp., 2009]. W badaniu
Harolda i wsp. brato udziat 3941 chorych na AD oraz 7848 0s6b z grupy kontrolnej. Poddano
analizie 529205 wariantdw genetycznych 1 wykazano zwiazek polimorfizméw w genach:
PICALM (na chromosomie 11) i CLU (na chromosomie 8) z ryzykiem zachrowania na AD

[Harold i wsp., 2009].
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Doniesienia dotyczace genéw begdacych potencjalnymi czynnikami ryzyka SAD zostaty
uporzadkowane 1 sa stale uaktualniane w internetowej bazie danych: www.alzgene.org.
Na podstawie sporzadzonych meta-analiz oraz danych potwierdzajacych znaczenie
poszczegdlnych alleli we wszystkich populacjach lub tylko populacji kaukaskiej sporzadzono
»top” liste genow, ktére wydaja si¢ najbardziej obiecujace pod wzgledem znaczenia dla

etiopatogenezy SAD (Tabela 2).

Tabela 2. ,,Top lista” gendw majacych znaczenie w etiopatogenezie SAD.

Na podstawie www.alzgene.org

CHROMOSOM NAZWA GENU LOCUS
MTHFR 1p36.3
1 CHRNB2 19213
CRI 1932
ECEl 1p36.1
ILIA 2q14
3 q
ILIB 2q14
3 TF 3q21
4
5
NEDD9 6p25.24
6 PGBDI 6p22.1
TNF 6p21.3
LOC651924 6q24.1
7
8 CLU 8p21-p12
1L33 9p24.1
9
DAPKI 9q34.1
TFAM 10g21
CH25H 10923
LOC439999 10q24.1
10 CALHMI 10q24.33
ENTPD7 10923-q24
SORCS1 10923-q25
hCG2039140 10925
BDNF 11pla.1
1 GAB2 11q13.4—q13.5
PICALM 11q.14.2
SORLI 11q.24.1
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12

13 -
14 GWA_14q32.13 1432.13
15 ADAMI10 15q22
16 -
TNK]1 17p13.1
THRA 17q11.2
17
ACE 17¢23
GRN 17q21.32
18 -
APOE 19¢13.31
PVRL2 19q13.2
TOMM40 19913
19 APOC1 19q13.2
APOC4 19q13.2
LDLR 19p13.3
BCAM 19q13.2
PRNP 20pter-pl2
20
CST3 20p11.2
21 -
22 -
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Niestety, zaden z dotychczas badanych polimorfizméw nie okazal si¢ czynnikiem ryzyka
SAD we wszystkich badanych populacjach. Moze to by¢ wynikiem odmiennosci fenotypowe;j
choroby w réznych populacjach, zbyt matej liczby uczestnikéw badan czy interakcji czynnik
genetyczny — czynnik Srodowiskowy. Zasadne, zatem sa dalsze poszukiwania genetycznych

czynnikéw ryzyka w AD.

Badania nad genetycznymi czynnikami ryzyka AD prowadzone byly réwniez w polskiej
populacji. Od 1998 roku opublikowano wyniki okoto 20 badaf analizujacych polimorfizmy
gendw potencjalnie zwiazanych z ryzykiem AD. Wigkszo$¢ z tych badan wykazato,
ze polimorfizmy genéw wczesniej okreslone jako potencjalny czynnik ryzyka AD w innych
populacjach, nie maja zwiazku z ryzykiem zachorowania na AD w populacji polskiej, dotyczy
to np.: genu alfa2-makroglobuliny [Styczynska i wsp., 2001], genu MTHFR [Religa i wsp.,
2003], genu saitohin (STH) [Peptonska i wsp., 2003], genu CYP46 [Golanska i wsp., 2005].
Potwierdzono natomiast zwigzek polimorfizmu APOE z ryzykiem wystapienia AD [Kowalska
1 wsp., 1998; Styczynska 1 wsp., 2003] oraz zwiazek z ryzykiem zachorowania na AD
polimorfizméw takich genéw jak gen: PRNP i PRND [Golanska i wsp., 2004],
M 129V [Gacia i wsp., 2006], UBQLNI [Golan i wsp., 2008], NPCI [Erickson i wsp., 2008]
oraz gen APBB2 [Golanska i wsp., 2008].
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I.1.4. Patomorfologia i etiopatogeneza choroby Alzheimera
1.1.4.1 Obraz patomorfologiczny choroby Alzheimera

W obrazie patomorfologicznym AD mozna wyrdzni¢ nastgpujace elementy: zmiany
wytworcze zwiazane z odktadaniem patologicznych produktéw, zmiany zanikowe oraz

zmiany odczynowe [Duyckaerts i wsp., 2009].

Zmiany, ktére sa konsekwencja odktadania si¢ produktéw patologicznych to: blaszki
amyloidowe (ang.: amyloid plaques) (Rycina 1), zwyrodnienie wtdkienkowe neuronéw typu
Alzheimera (ang.: neurofibrillary tangles, NFTs) (Rycina 2), a takze dystroficzne neuryty
(ang.: dystrophic neurites, DN), ,nitki neuropilowe” (ang.: neuropil threads), ciatla Hirano

oraz zwyrodnienie ziarnisto- widkienkowe (ang. granulovacuolar degeneration, GVD).

Ztogi AR w CSN moga przyjmowac rézng posta¢ [Delae’re i wsp., 1991]. Klasyczna blaszka
amyloidowa (ang. neuritic plaque) zbudowana jest z centralnego rdzenia, ktérego gtéwnym
sktadnikiem sa wtékna powstale w wyniku oligomeryzacji AP oraz z wienca zbudowanego
z dystroficznych neurytéw, reaktywnych astrocytow i mikrogleju, ktérych obecnos¢ §wiadczy
o stanie zapalnym, jaki towarzyszy odktadaniu si¢ AP [Cras i wsp., 1991]. Oprécz AP w sktad
blaszki amyloidowej wchodzi kilkadziesiat r6znych bialek, m.in.: acetylocholinoesteraza,
APOE, antygen HLA-DR, al-antychymotrypsyna, al-antytrypsyna, proteazy, biatka uktadu
dopetniacza, tromboplastyna, kalpaina, biatko adhezji komérkowej ICAM-1.

Oproécz klasycznych blaszek amyloidowych, AB moze formowa¢ ziarniste ztogi bez rdzenia,
tzw. ztogi rozproszone (ang.: diffuse plaques) [Wisniewski 1 wsp., 1998]. Sq one wykrywalne
jedynie metodami immunohistochemicznymi.

Bardzo rzadko spotyka si¢ tez blaszki typu waty (ang.: cotton wool plaques) [Crook 1 wsp.,
1998]. Cechuje je, podobnie do zlogéw rozproszonych, brak wyraznego rdzenia oraz

mozliwos¢ wykrycia jedynie przy pomocy barwnikéw eozynowych.

Zwyrodnienie witokienkowe typu Alzheimera sa to wewnatrzneuronalne ztogi spiralnie
skrgconych widkien. Te widkna okreslane w jezyku angielskim jako paired helical filaments,
PHF, zawieraja nadmiernie ufosforylowane biatko tau. Tau nalezy do rodziny bialek

zasocjowanych z mikrotubulami komérkowymi (ang. microtubule associated protein tau,
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MAP-7). W warunkach fizjologicznych rola tego biatka polega na inicjowaniu polimeryzacji
mikrotubul oraz ich stabilizacji w neuronach. O wtasciwosciach tego biatka decyduje stopien
jego ufosforylowania, ktéry to proces regulowany jest przy pomocy antagonistycznie
dziatajacych uktadéw enzymatycznych: kinaz, np. kinazy syntazy glikogenowej 33 (GSK-3p),
kinazy 5 zaleznej od cykliny, kinazy biatkowej aktywowanej przez mitogen (MAPK) oraz
fosfataz, np. PP-1 1 PP-2A [Igbal 1 wsp., 2005]. W AD tau jest hiperfosforylowane, co
prowadzi do uposledzenia funkcjonowania mikrotubul, uszkodzenia cytoszkieletu i zaburzen
transportu wewnatrz komorki nerwowej [Grundke-Igbal i wsp.,1986]. NFTs tworza si¢
wewnatrzkomorkowo, pdzniej wystgpuja réwniez pozakomoérkowo jako slad po obumartych,
zawierajacych NFTs, komoérkach nerwowych (ang. ghost tangles) [Anderton i wsp., 1982].

W AD NFTs wystgpuja gtownie w komorkach piramidowych regionu CAl hipokampa,
w korze entorinalnej, w warstwach III i V kory kojarzeniowej oraz w neuronach niektérych
jader kresomézgowia i pnia mézgu. Wykazano hierarchiczny wzorzec narastania ggstosci
NFTs od kory entorinalnej, poprzez struktury uktadu limbicznego az po kor¢ nowa
[Braak i wsp.,1991]. NFTs, poza biatkiem tau, zawieraja rOwniez wiele innych bialek,
np. kinaz¢ kazeiny II, proteinaz¢ neksyny I, proteoglikany siarczanu heparyny, czynnik

wzrostu fibroblastow, MAP-5 i ubikwityne [Mirra i wsp., 2002].

Z kolei dystroficzne neuryty to heterogenna grupa wypustek neuronalnych, zawierajacych
neurofilamenty, wyrodniejace organelle wewnatrzkomdrkowe, ciatla wielopgcherzykowe
i wieloblaszkowe lub widékna PHFs [Dickson i wsp., 2001]. Dystroficzne neuryty tworza
wieniec blaszki amyloidowej, zawieraja PHFs 1 barwia si¢ za pomoca przeciwciat

anty-MAP-t [Liberski 1 wsp., 1995].

Nitki neuropilowe to mate pofragmentowane struktury, o krgtym przebiegu zgromadzone
pomigdzy cialami komoérek nerwowych. Zbudowane sa z widkien PHFs, towarzysza
blaszkom amyloidowym 1 zwyrodnieniu widkienkowemu neuronéw. Pojawiaja si¢ we

wczesnym etapie zwyrodnienia widkienkowego [Braak i wsp., 1988].

Ciata Hirano skfadaja si¢ z ulozonych w “jodetke” (ang. herring bone configuration)
krystalicznych regularnych ukladéw przeplatajacych si¢ filamentéw. Spotykane sa gtéwnie
wewnatrz neurondw hipokampa jako eozynofilne ,,pateczki”. Towarzysza rowniez innym
procesom zwyrodnieniowym, np. zespotowi parkinsonizm-stwardnienie zanikowe boczne-

otgpienie z wysp Guam [Hirano 1 wsp., 1966].
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Zwyrodnienie ziarnisto - widkienkowe tworza wakuole zawierajace ziarnistosci,
zlokalizowane w cytoplazmie komdrek piramidowych hipokampa. Znaczenie i morfogeneza

zwyrodnienia ziarnisto-wtokienkowego sa niejasne [Price 1 wsp., 1986].

Mniej charakterystyczne dla AD, a obecne w obrazie neuropatologicznym sa zmiany
zwiazane z zanikiem. Naleza do nich: zanik neuronéw, zwyrodnienie synaps, zgabczenie

tkanki mézgowej oraz makroskopowo widoczny zanik mézgu.

Zanik neuronéw najprawdopodobniej jest zwigzany z toksycznym wplywem AB. Dowodem
na to moze by¢ obecnos¢ sladow po obumartych, obtadowanych NFTs komérkach
nerwowych w postaci tzw. ghost tangles [Cras i wsp., 1995]. Zanik ten dotyczy przede
wszystkim opuszki wechowej i przedniego jadra wechowego, ciata migdatowatego, jader

podstawnych Meynerta, miejsca sinawego oraz jader szwu [Duyckaerts i wsp., 2009].

Ultrastrukturalna oraz immunohistochemiczna ocena tkanki moézgowej chorych na AD
wykazuje zanik synaps z jednoczesnym powigkszeniem ich rozmiaréw [DeKosky i wsp.,
1990]. Wykazano, ze zanik synaps rowniez moze by¢ zwiazany z toksycznym dziataniem A}
[Grutzendleri wsp., 2007]. Znaczenie zaniku synaps w patomechanizmie AD potwierdza fakt,
ze nasilenie tego procesu wyraznie koreluje z nasileniem zaburzen funkcji poznawczych

[Terry i wsp., 1991].

Widoczne w badaniach neuropatologicznych zgabczenie tkanki mézgowej chorych na AD
wynika z obecnosci licznych wakuol w obrgbie siatki neuropilowej. Zwykle obraz ten moze
utrudnia¢ réznicowanie z obrazem charakterystycznym dla choroby Creutzfeldta-Jacoba
[Smith i wsp.,1987]. Taka nadmierna wakuolizacja jest czgstsza u chorych, u ktérych

stwierdzono wspotwystepowanie AD i1 otgpienia z ciatami Lewy'ego [Hansen 1 wsp., 1989].

Zanik tkanki mézgowej chorych na AD widoczny makroskopowo dotyczy giéwnie kory

wechowej, hipokampa i ciat migdatowatych [Whitwell i wsp., 2008].

Zmiany odczynowe stwierdzane w badaniach neuropatologicznych mézgéw chorych na AD

to zmiany zapalne, astrocytoza oraz procesy neuroregeneracyjne.
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Obecnos¢ aktywowanego mikrogleju, sktadnikéw kaskady dopelniacza oraz prozapalnych
cytokin w plakach amyloidowych $§wiadczy o aktywnym procesie zapalnym, jaki si¢ tu toczy
[Eikelenboom 1 wsp., 2008]. Przez niektérych badaczy proces ten jest interpretowany jako
pozytywny, poniewaz obecnos¢ aktywnych komérek fagocytarnych zmniejsza ilos¢
odktadanego amyloidu [Nicoll i wsp., 2006], inni z kolei uwazaja, ze proces ten moze nasila¢

zanik tkanki mézgowej [Fox 1 wsp., 2005].

Stwierdzono rowniez zwigkszona gestos¢ widknistych astrocytow w mézgach chorych na AD
[Schechter 1 wsp., 1981]. Dotyczy to gtéwnie kory, wzgorza, pnia mézgu, a w skrajnych
przypadkach nawet mézdzku [Delacourte, 1990]. Stwierdzono korelacje¢ nasilenia tego

procesu z gestoscia NFTs oraz iloscia zdeponowanego A [Cairnsi wsp., 1992].

Wykazano, ze w moézgach chorych na AD przebiegaja nie tylko procesy zwiazane
z degradacja tkanki moézgowej, ale takze procesy regeneracyjne [Teter i wsp., 2002].
Zaobserwowano kietkowanie zakonczen neurytycznych oraz powstawanie kolaterali aksonéw
w obrgbie plak amyloidowych [Arendt i wsp., 1986; Probst i wsp., 1983]. Ponadto
opublikowano doniesienia na temat podniesionego poziomu markerOw neurogenezy
w tkankach moézgowych chorych na AD, co moze swiadczy¢ o procesie regeneracji

[Jin 1 wsp., 2004].
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Rycl. Plaki amyloidowe w korze mézgowej- zmiany patomorfologiczne charakterystyczne
dla AD.
Rycina udostgpniona przez: Dr Kaj Blennow, Clinical Neurochemistry Laboratory,

Department of Neuroscience and Physiology, Sahlgren’s University Hospital, SE-431 80

Mondal, Sweden. kaj.blennow @neuro.gu.se
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Ryc 2. Zwyrodnienie widkienkowe w korze moézgowej- zmiany patomorfologiczne
charakterystyczne dla AD.

Rycina udostgpniona przez: Dr Kaj Blennow, Clinical Neurochemistry Laboratory,
Department of Neuroscience and Physiology, Sahlgren’s University Hospital, SE-431 80

Mondal, Sweden. kaj.blennow @neuro.gu.se
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[.1.4.2. Etiopatogeneza choroby Alzheimera

Etiopatogeneza choroby Alzheimera jest zlozona i nie w pelni poznana. Zanik neuronéw
1 uposledzenie ich funkcji w AD jest pochodna obecnosci dwu patologicznych biatek
w tkance mézgowej, peptydu AP oraz hiperfosforylowanego biatka tau. Najlepiej proces ich
powstawania ttumaczy zaproponowana na poczatku lat dziewigc¢dziesiatych hipoteza kaskady
amyloidowej, ktéra wiaze r6zne obserwacje z badan nad etiopatogeneza AD w jeden model
[Hardy 1 Higgins, 1992; Selkoe, 1991].

Na podstawie dotychczasowych badan, jako wtérne do amyloidogenezy nalezy traktowac
inne patologiczne procesy przebiegajace w moézgach chorych na AD, w tym podwyzszony
poziom stresu oksydacyjnego, przewlekly proces zapalny, zaburzenia formowania kanaléw

jonowych, zmiany w neurotransmisji (hipoteza cholinergiczna).

1.1.4.2.1. Hipoteza kaskady amyloidowe;]

Wedtug tej teorii pierwszym etapem choroby jest odktadanie si¢ w mézgu nierozpuszczalnych
i opornych na proteoliz¢ form AP, a pozostate zmiany neuropatologiczne tzn. zwyrodnienie
widkienkowe neuronéw, zwyrodnienie synaps oraz zanik neuronéw powstaja jako
konsekwencja  odktadania AP i  maja  charakter = wtérny  (Rycina  3).
Rola AP nie budzi watpliwoéci w patogenezie przypadkéw rodzinnych AD, gdzie stwierdzane
defekty genetyczne w wigkszosci prowadza do zmiany metabolizmu APP w kierunku
powstawania bardziej ,,amyloidogennych” form peptydu AP. Inaczej jest w przypadkach
sporadycznych AD, gdzie etiopatogeneza jest slabiej poznana i prawdopodobnie oparta na
wspotdziataniu wielu czynnikéw, zaréwno genetycznych (np. wariant ¢4 genu APOE) jak

i niegenetycznych (np. wptyw hormondw, patologia mikrokrazenia).

B-amyloid powstaje w wyniku proteolizy BAPP. APP jest biatkiem syntetyzowanym we
wszystkich typach tkanek. Po zsyntetyzowaniu na rybosomach czasteczka APP podlega
licznym procesom obrobki, miedzy innymi serii specyficznych cig¢ przy pomocy proteaz
zwanych sekretazami. W wyniku cig¢ prowadzonych przy udziale a- i y-sekretaz (szlak
a-sekretazy) powstaja nieamyloidogenne produkty: N-koncowy fragment sAPPa, p3 oraz
C-koncowy fragment C83. Jesli proces obrébki prowadzony jest przy pomocy - i y-sekretazy

(szlak B-sekretazy) to powstaja: N-koncowy fragment sAPPf, C-koncowy fragment C99 oraz
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czasteczka B-amyloidu. Jezeli APP cigte jest przez y-sekretaz¢ w pozycji waliny 40 to
powstaje B- amyloid o dtugosci 40 aminokwaséw (AB40). Natomiast w wyniku cigcia APP
w pozycji alaniny 42 powstaje B- amyloid o dlugosci 42 aminokwasow (AP42). AP42 jest
bardziej hydrofobowy, ma wigksza tendencje do oligomeryzacji i agregacji, przez co,
w porownaniu z AP40, jest znacznie bardziej amyloidogenny i neurotoksyczny. Ostatnio
zidentyfikowano dodatkowe miejsce cigcia APP, zwane & [Weidemann, 2002]. Enzym
wykonujacy to cigcie zwany jest e-sekretaza. Nie jest znana jego rola, ale poprzez analogi¢ do
proteolizy receptora Notch mozna sadzi¢, ze bierze on udzial w tworzeniu
wewnatrzkomorkowej domeny biatka APP (ang. APP intracellular — domain).
Na podstawie dotychczasowych préb okreslenia fizjologicznej roli APP stwierdzono, ze
odgrywa ono istotna rolg w rozwoju i wzroscie komorki, regulacji dtugosci neurytu, adhezji
oraz w transporcie jonéw cynku i miedzi [Multhaup i wsp., 1998]. Fizjologicznie procesy
produkcji i eliminacji AP z tkanki mézgowej pozostaja w rownowadze. Dzieje si¢ tak dzigki
mechanizmom odpowiedzialnym za jego usuwanie. AP jest degradowany przez enzym zwany
neprylizyna oraz przez enzym konwertujacy endoteling [Carson i wsp., 2002]. Nadmiar A
usuwany jest réwniez na drodze jego eliminacji poprzez barier¢ krew- mézg, ktéry to proces

jest regulowany za pomoca biatek zwiazanych z receptorami dla LDL [Tanzi i wsp., 2004].
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Rycina 3. Hipoteza kaskady amyloidowe;.

Sekwencja wydarzen prowadzacych do

neurodegeneracji w chorobie Alzheimera. Na podstawie: Blennow K, de Leon MJ, Zetterberg

H. Alzheimer's disease. Lancet. 2006 Jul 29;368(9533):387-403. Modyfikacja wilasna.
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U chorych z AD dochodzi do zachwiania réwnowagi pomig¢dzy produkcja a utylizacja A

czego konsekwencja jest jego odktadania w tkance mézgowe;.

W postaci rodzinnej AD za nieprawidlowy metabolizm APP odpowiedzialne moze byc¢
wystgpowanie mutacji w genach APP oraz w genach bialek odpowiedzialnych za aktywnos¢
sekretaz.

Gen APP zmapowano na chromosomie 21q21.2 [Tanzii wsp., 1987]. Dotychczas opisano
ponad 20 mutacji tego genu, z tego 12 warunkuje rozw6j rodzinnej postaci AD o wczesnym
poczatku choroby [Kowalska i wsp., 2003].

Wszystkie mutacje wystepuja w eksonach 16 i 17 genu APP kodujacych region B-amyloidu.
Mutacje te wystgpuja w poblizu miejsc rozpoznawanych przez sekretazy, co potwierdza ich
znaczenie w procesie powstawania AB. W poblizu miejsca cigcia APP przez B-sekretaze
(Met671) wykryto mutacje K/M670/671N/L [Mullan i wsp., 1992].

W poblizu miejsca rozpoznawanego przez o-sekretazg (Lys687) wystepuja mutacje A692G
[Hendriks i wsp.,1992] 1 E693G [Nilsberth i wsp., 2001].

W regionie dziatania y-sekretazy (Ile712 oraz Thr714) znaleziono najwigcej mutacji: V715A,
V715M, 1716V, I716T, V7171, V717F, V117G, V717L [ Kowalska,A2004].

Prawie wszystkie poznane mutacje zaburzaja proces endoproteolizy APP. Wigkszos¢ z nich
powoduje wzrost produkcji AP, zwtaszcza amyloidogennego AP42 [Citron i wsp., 1992].
Podwdéjna mutacja K/M670/671N/L wzmaga az 10-krotnie produkcje zaréwno AP42, jak
1 AP40 [Kowalska, 2004].

Wykazano réwniez, ze wptyw na aktywno$¢ sekretaz, a co za tym idzie na wzrost produkcji
AP, maja biatka PSEN. PSEN sa biatkami blonowymi zlokalizowanymi, podobnie jak APP,
w btonie komdérkowej, siateczce endoplazmatycznej

i w aparacie Golgiego. W 1995 roku zidentyfikowano gen PSENI na chromosomie 14q24.3
[Sherrington i wsp., 1995] oraz PSEN2 na chromosomie 1g42.1 [Levy-Lahad 1 wsp., 1995].
Geny PSEN ulegaja ekspresji gldéwnie w neuronach, w mniejszym stopniu w innych typach
tkanek (serce, nerka, trzustka). Mutacje w genach PSEN warunkuja autosomalnie dominujaca
wczesng postaé AD. Wykryto juz okoto 200 mutacji w rodzinach z AD. Preseniliny biora
udzial w przekazywaniu sygnaléw w réznych szlakach komoérkowych, m.in. Notch,
WNT/B-kateniny oraz wchodza w sktad centrum katalitycznego odpowiedzialnego za
aktywnos¢ y-sekretazy. Mutacje presenilin poprzez subtelne zmiany konformacyjne moga

zaburza¢ wzajemne oddziatywania biatek w tym kompleksie [Esler i wsp., 2002]. Jednym
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z efektéw molekularnych tych zmian, podobnie jak mutacji w genie APP, jest wzmozona
produkcja AB42 [De Strooper i wsp., 1998].

Poczatkowo uwazano, ze neurotoksyczne sa jedynie fibrylarne formy AP gromadzone
w plakach, jednak ostatnie dane przekonuja o znaczeniu rozpuszczalnych oligomeréw Af

w patomechanizmie AD. Rozpuszczalne oligomery pozostaja w réwnowadze z forma
fibrylarna 1 moga pojawiac si¢ zanim jeszcze dochodzi do powstania plak 1 juz na takim etapie

dziata¢ neurotoksycznie, sprzyjajac procesom rozwoju otgpienia [Klein i wsp., 2004].

Na podstawie dotychczasowych badan wydaje sig, ze powstawanie zwyrodnienia
widkienkowego, drugiej charakterystycznej dla AD zmiany patomorfologicznej, jest $cisle
zwiazane z toksycznym dziataniem Af. Prawdopodobnie to akumulacja AP powoduje
aktywacj¢ kinaz, odpowiedzialnych za nadmierne ufosforylowanie biatka tau, warunkujace
powstawanie NFTs, a nie odwrotnie.
Stusznos¢ hipotezy kaskady amyloidowej wielokrotnie poddawano w watpliwos¢, ale
dotychczasowe obserwacje przekonuja raczej, ze to ona jest kluczowa dla patofizjologii AD.
Na przyktad:
- wigkszo$¢ mutacji w genach APP i PSEN we wczesnych rodzinnych postaciach AD
powoduje jednoczes$nie wzrost produkcji AP;
zarbwno w postaciach sporadycznych jak i rodzinnych AD wykazano silng korelacjg
poziomu AP w moézgach chorych z nasileniem zaburzen funkcji poznawczych
[Néslund i wsp.,2000];
u chorych z zespolem Downa, bedacych nosicielami trzech chromosoméw 21
(co oznacza nosicielstwo trzech kopii genu APP) wystgpuje zespot otgpienny 1 zmiany
neuropatologiczne analogiczne do stwierdzanych w AD [Wisniewski i wsp., 1985].
w badaniach eksperymentalnych potwierdzono, ze to AP indukuje powstawanie NFTs,
natomiast wystgpowanie jedynie NFTs nie wystarcza do zainicjowania procesu
akumulacji AP i rozwoju procesu otgpiennego [Games i wsp., 1995; Gotz i wsp., 2001;

Lewis i wsp., 2001].

Ciagle nieznany jest mechanizm odpowiadajacy za wytwarzanie AP w postaci sporadyczne;j
LOAD. Przypuszcza sig, ze za ten proces odpowiedzialne moga by¢ zaburzenia metabolizmu
cholesterolu w komoérkach nerwowych. Za ta hipoteza przemawia fakt, ze nosicielstwo allelu
€4 genu APOE, gtéwny czynnik ryzyka LOAD, wptywa na rozktad cholesterolu oraz jego

metabolizm w blonach neuronéw [Tun i wsp., 2002]. Ponadto przypuszcza si¢, ze kumulacja
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AB w tkance moézgowej chorych na AD zaczyna si¢ od jego wiazania do czasteczki
glikolipidu zwanego gangliozydem GMI1. Wysnuto hipotezg, ze AP wiazac si¢ z GMI
zmienia swa konformacjg¢, co stymuluje agregacje rozpuszczalnego AP w jego
nierozpuszczalne zlogi [Yanagisawa i wsp., 1995].Wykazano réwniez, ze wiazanie AP z GM1
jest znacznie silniejsze w przedziatach komoérkowych bogatych w cholesterol. Stwierdzono
tez, ze AP odklada si¢ w tzw. tratwach lipidowych (ang. lipid rafts) [Sawamura i wsp., 2000].
W zwiazku z powyzszym mozna przypuszczaé, ze lipidy bton komoérek nerwowych, ktore
zawieraja cholesterol i gangliozydy odgrywaja znaczaca rol¢ w procesie agregacji AP

w moézgach chorych na AD [Ehehalt i wsp., 2003; Tun i wsp., 2002].

1.1.4.2.2. Inne procesy w etiopatogenezie choroby Alzheimera

1.1.4.2.2.1. Hipoteza dysfunkcji cholinergicznej

Dysfunkcja uktadu cholinergicznego jest uwazana za jedno z wczesniejszych zjawisk, jakie
wystepuje w procesie rozwoju AD. O uposledzeniu czynnosciowym i strukturalnym uktadu
cholinergicznego u chorych na AD $wiadcza zanik 1 zaburzenia funkcji neuronéw
cholinergicznych w przodomézgowiu oraz zmniejszona aktywno$¢ acetylotransferazy
(ChAT) 1 acetylocholinesterazy (AChE) w tkance mézgowej chorych na AD, a takze
zmniejszone uwalnianie acetylocholiny, zwigkszony jej wychwyt oraz uposledzenie jej
wigzania z receptorami nikotynowymi i muskarynowymi [Auld i wsp., 2002].

Wykazano, ze spadek aktywnos$ci ChAT stwierdzany w tkance mézgowej chorych na AD
koreluje z nasileniem zaburzen funkcji poznawczych [Davies i wsp., 1976].

Acetylocholina, bgdaca neuromediatorem w ukladzie cholinergicznym, wiaze si¢ z dwoma
typami receptoréw: nikotynowymi i muskarynowymi. Wykazano, ze w patomechanizmie AD
szczegblne znaczenie ma uposledzenie aktywacji receptorow nikotynowych. Niektorzy
badacze stwierdzili wrecz selektywny zanik konkretnych podtypow (a7 lub 04p2) tych
receptorow [Teaktong i wsp., 2004; Warpman, Nordberg, 1995; Nordberg, 1994].

Réwniez badania przyzyciowe z wykorzystaniem metody PET wykazaly zmniejszenie
gestosci receptoréw nikotynowych w mézgach chorych na AD [Nordberg i wsp., 1995].
Przyczyna uposledzenia funkcji ukiadu cholinergicznego u chorych na AD nie jest
jednoznacznie okreslona, ale wydaje sig, ze zmniejszenie produkcji i uwalniania oraz
zwigkszona degradacja acetylocholiny powodowana jest przez nadmierna kumulacje AP

[Auld i wwsp., 2002].
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Znaczenie hipotezy cholinergicznej w patomechanizmie AD stalo si¢ punktem uchwytu dla
koncepcji terapeutycznych poktadajacych nadziej¢ w inhibitorach AChE (AChEI), ktore
poprzez hamowanie rozktadu acetylocholiny maja wptywa¢ na zmniejszenie deficytéw
poznawczych [Johannsen, 2004].

Poza acetylocholing u chorych z AD stwierdzono réwniez obnizony poziom innych
neuroprzekaznikéw, w tym: kwasu glutaminowego, GABA, serotoniny, neuropeptydu Y

[Doraiswamy , 2002].

Inne, wtérne do amyloidogenezy, neurotoksyczne procesy wspotuczestniczace
w etiopatogenezie AD to m.in. dysfunkcja synaps nerwowych, wzmozony poziom stresu
oksydacyjnego oraz zaburzenia homeostazy jonéw metali, zaburzenia homeostazy
cholesterolu, zaburzenia homeostazy jondw wapnia, zaburzenia funkcji mitochondriéw

i siateczki endoplazmatycznej, wzmozony proces apoptozy i zwigkszona odpowiedz zapalna.

[.1.4.2.2.2. Dysfunkcja synaps

Zanik synaps oraz upos$ledzenie ich funkcji jest procesem stwierdzanym na wczesnym etapie
rozwoju AD, nawet na etapie poprzedzajacym powstanie plak amyloidowych [Walsh i wsp.,
2004]. Zmniejszona ggsto$¢ synaps w tkance mozgowej chorych na AD oraz mniejsza liczbg
synaps przypadajacych na jeden neuron stwierdzono réwniez w badaniach po$miertnych
[Davies i wsp., 1987].

W niektérych badaniach wykazano, ze patologia w obrgbie synaps moze lepiej korelowac
z nasileniem zaburzen funkcji poznawczych niz plaki amyloidowe 1 zwyrodnienie
widkienkowe [Coleman i wsp., 2003]. Stwierdzono réwniez znamienna korelacje pomigdzy
poziomem AP, nat¢zeniem zaniku synaps oraz nasileniem zaburzen funkcji poznawczych
[Lue i wsp., 1999].

Na podstawie dotychczasowych badan wydaje sig, ze dysfunkcja synaps jest wynikiem
toksycznego dziatania AP. Oligomery AP wykazuja szczegdlne powinowactwo do zakonczen
synaptycznych neuronéw hipokampa [Lacor i wsp., 2004].

Wptyw toksycznego dziatania AP na liczbe synaps wykazano réwniez w badaniach na
myszach transgenicznych. Stwierdzono, ze liczba zakonczen presynaptycznych znamiennie
spada wraz ze wzrostem rozpuszczalnych form AP zanim ulegna one depozycji w postaci plak

amyloidowych [Mucke i wsp., 2000].
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Kumulacja oligomeréw AP w synapsach moze sprzyja¢ dalszym patologicznym procesom,
tzn. indukcji stresu oksydacyjnego, zaburzeniom homeostazy jonéw wapnia oraz
uposledzeniu funkcji mitochondriéw 1 siateczki endoplazmatycznej; w sumie wzmagajac

aktywacje kaskady apoptozy.

1.1.4.2.2.3. Stres oksydacyjny 1 zaburzenia homeostazy jonéw metali

Obecnie uwaza sig, ze stres oksydacyjny odgrywa znamienna rol¢ w etiopatogenezie AD,
a powstawanie patologicznych zlogéw AP moze by¢ zaréwno jego przyczyna jak
1 konsekwencja. W dotychczasowych badaniach wykazywano obecnos¢ licznych marker6w
stresu  oksydacyjnego powiazanych z plakami amyloidowymi 1 zwyrodnieniem
widkienkowym w tkance mézgowej chorych na AD [Butterfield i wsp., 2001]. Znaczenie
stresu oksydacyjnego w etiopatogenezie AD potwierdza réwniez fakt, ze niektérzy badacze
wykazali,ze antyoksydanty moga opdznia¢ postgp choroby [Sano i wsp., 1997]. W jedne;j
z eksperymentalnych prac na myszach transgenicznych wykazano, ze przyczyna stresu
oksydacyjnego u chorych na AD moze by¢ AP [Poon i wsp., 2004]. W innych badaniach
stwierdzono, ze agregacji AP towarzysza procesy bedace wskaznikami stresu oksydacyjnego,
tzn. wytwarzanie H;O, [Bush i1 wsp., 2003] peroksydacja lipidéow oraz produkcja
cytotoksycznego aldehydu 4-HNE (ang. 4-hydroxy-2-nonenal-HNE) [Mark 1 wsp., 1995],
ktéry wydaje si¢ zwigksza¢ podatnos¢ neuronéw na apoptoze [Tamagno i wsp., 2003] oraz
stymulowa¢ oksydacyjna modyfikacje biatka tau sprzyjajaca jego odktadaniu w postaci NFTs
[Mattson 1 wsp., 1997].

Wydaje si¢ réwniez, ze do uszkodzenia synaps indukowanego przez AP dochodzi za
posrednictwem mechanizmu stresu oksydacyjnego [Lauderback i wsp., 2002]. Na podstawie
badan na myszach transgenicznych stwierdzono, ze indukowane wiekiem zmiany
w procesach stresu oksydacyjnego, poprzez stymulacj¢ aktywnos$ci B-sekretazy, zwigkszaja
produkcje i odktadanie AP w mézgu [Apelt i wsp., 2004]. Na tej podstawie mozna
wnioskowac, ze nie tylko AP stymuluje procesy stresu oksydacyjnego u chorych na AD, ale

i odwrotnie, stres oksydacyjny moze indukowa¢ amyloidogeneze [Gabuzda i wsp., 1994].

W etiopatogenezie AD stres oksydacyjny moze wplywa¢ na rozregulowanie homeostazy
jonéw metali, co sprzyja uszkodzeniom tkanki mézgowej [Rogers 1 wsp., 2004]. Stwierdzono
podniesiony poziom jonéw miedzi, zelaza i cynku w tkance mdzgowej zawierajacej plaki

amyloidowe [Lovell i wsp., 1998]. Wykazano, ze jony tych metali przyspieszaja odktadanie
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AP, wzmagaja stres oksydacyjny towarzyszacy procesowi formowania plak amyloidowych
[Smith 1 wsp., 1997] oraz powoduja, ze AP jest bardziej neurotoksyczny
[Moreira i wsp., 2000]. Wydaje sig, ze akumulacja jonéw zelaza, miedzi i cynku moze byc¢
gtéwnym zrédlem wolnych rodnikéw odpowiedzialnych za stres oksydacyjny w AD

[Kim i wsp., 1999].

1.1.4.2.2.4. Zaburzenia homeostazy cholesterolu

Cholesterol jest w fizjologicznych warunkach znaczacym Kkomponentem neuronéw
(szczegblnie bton komoérkowych) oraz komoérek glejowych. Jego zawarto§¢ w tkance
nerwowej jest regulowana poprzez pozostajace w rownowadze procesy produkcji 1 usuwania
jego metabolitéw poprzez barier¢ krew-moézg. Wykazano, ze w procesie rozwoju AD
zwigkszony poziom cholesterolu wptywa na produkcje oraz odkladanie AP w postaci plak
amyloidowych [Reiss 1 wsp., 2004]. Zwiazek pomigdzy dieta bogatotluszczowa a wysoka
zawarto$cia AP w tkance mdzgowej wykazano na modelu zwierzgcym z wykorzystaniem
myszy transgenicznych [Refolo i wsp., 2001]. Stwierdzono réwniez, ze cholesterol wptywa na
zdolno$¢ wiazania AP =z blonami komdérkowymi oraz na jego cytotoksycznosé
[Subasinghe i wsp., 2003]. Réwniez odwrotnie, to AP moze indukowa¢ powstawanie
cytotoksycznych  metabolitéw  cholesterolu  sprzyjajac  oksydacji  cholesterolu  do
7B-hydroxycholesterolu, ktéry ma dziatanie proapoptyczne [Nelson i wsp., 2004].

Gléwnym czynnikiem wptywajacym na homeostaz¢ cholesterolu w centralnym systemie
nerwowym jest APOE. Wykazano, ze izoforma €4 ma wigksza tendencje do wiazania z A
niz €3 [Puglielli 1 wsp., 2003].

Wykazano réwniez, ze APOE i cholesterol wspdétwystepuja w klasycznych blaszkach
amyloidowych, co potwierdza ich wspoétoddzialywanie w procesie tworzenia tych zmian

patomorfologicznych [Burns i wsp., 2003].

1.1.4.2.2.5. Zaburzenia homeostazy jondw wapnia

Wyniki licznych badan donosza o znaczeniu homeostazy jonéw wapnia w procesie
uszkadzania synaps i1 $mierci neuronéw w AD [LaFerla i wsp., 2002]. Stwierdzono,
ze neurony zawierajace zwyrodnienie widkienkowe wykazuja podniesiony poziom jondw

wapnia oraz proteaz wapnio-zaleznych i kinaz aktywowanych wapniem [Xiao i wsp., 1996],
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a enzym wiazacy jony wapnia, kalpaina, uczestniczy w procesie hiperfosforylacji biatka tau
w tkance mézgowej chorych na AD [Veeranna i wsp., 2004].

Na podstawie badania przeprowadzonego na limfocytach pobranych od chorych
na sporadyczng i rodzinna posta¢ AD oraz od myszy transgenicznych (linia BAPP oraz linia
PSENI1), w ktérym wykazano zaburzenia homeostazy jonéw wapnia w badanych prébkach,
stwierdzono, Ze proces ten moze mie¢ znaczenie w patogenezie zarOwno postaci rodzinnej jak
1 sporadycznej AD [Eckert i wsp., 2001]. Wiadomo réwniez, ze mutacje w genach PSEN
zwigkszaja wrazliwo$¢ neurondéw na dziatanie AP, na ekscytotoksyczno$¢ oraz apoptoze
na drodze mechanizméw wapniozaleznych. Mechanizmy te wykorzystuja zaburzenia
homeostazy wapniowej w siateczce endoplazmatycznej oraz aktywacj¢ enzymow zwigzanych
z gospodarka wapniowa (kalpaina, kaspaza-12) [Chan i wsp., 2002], zmiany w receptorach
rianodynowych [Chan i1 wsp., 2000] a takze w dzialaniu biatka Herp, ktére stabilizuje
homeostaz¢ wapniowa w siateczce endoplazmatycznej [Chan i wsp., 2004].

W AD zaburzenia wewnatrzneuronalnej gospodarki jonéw wapnia moga, na drodze zmiany
w proteolizie BAPP, powodowa¢ wzrost syntezy AB42 [Gabuzda i wsp., 1994].

Z kolei AP powoduje zaburzenia homeostazy jonéw wapnia poprzez aktywacje stresu
oksydacyjnego, zwigkszenie peroksydacji lipidéw blonowych oraz zwigkszenie wytwarzania
aldehydu 4-HNE, ktéry powoduje rozregulowanie transbtonowego transportu jondw wapnia
[Mattson 1 wsp., 2003].

W badaniach z wykorzystaniem zwierzgcego modelu AD stwierdzono, ze melatonina
(antyoksydant oraz zmiatacz wolnych rodnikow), ktéra poprawia pamig¢ i zdolno$ci uczenia
si¢, chroni przed wewnatrzkomérkowym przetadowaniem jonami wapnia, indukowanym Af}
[Feng i wsp., 2004].

Homeostaza wapniowa, aktywacja kaspaz oraz kalpainy maja rowniez znaczenie
w indukowanych AP zaburzeniach proliferacji oraz r6znicowania komoérek nerwowych, ktére
to mechanizmy biora udziat w procesach uczenia si¢ 1 zapamigtywania
[Haughey i wsp., 2002].

Uposledzenie funkcji synaps w AD réwniez ma zwiazek z zaburzeniami homeostazy
wapniowej [Mattson i wsp., 2003]. Stwierdzono, ze synaptosomy poddane dziataniu AP
wykazuja uposledzenia dziatania ATPazy wapniowej [Mark i wsp., 1995].

Réwniez w modelu zwierzgcym (mutanty mysz PSENI1) wykazano, ze podniesiony
presynaptyczny poziom jonoéw wapnia modyfikuje plastyczno$¢ synaps w hipokampie

[Parent i wsp., 1999].
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1.1.4.2.2.6. Zaburzenia funkcji mitochondriéw i siateczki endoplazmatyczne;j

Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze gospodarka energetyczna tkanki
moézgowej u chorych na AD jest wyraznie zaburzona. Badania neuroobrazowe pokazuja
zmniejszone wykorzystanie glukozy w tkance moézgowej chorych na AD 1 coraz wigcej
danych wskazuje, ze ten obraz moze poprzedza¢ manifestacj¢ kliniczna choroby. Wykazano
rowniez zmniejszenie aktywnosci uktadow enzymatycznych uczestniczacych w procesach
energetycznych, w tym oksydazy cytochromu c, dehydrogenazy pirogronianowej oraz
dehydrogenazy o-ketoglutarowej [Blass 1 wsp., 2001]. Jednoczesnie wykazano,
ze degeneracja mitochondriéw jest wczesnym zjawiskiem w patomechanizmie AD, wrecz

poprzedzajacym powstanie NFT [Manczak 1 wsp., 2004].

W kilku badaniach udokumentowano, ze proteolityczna obrobka BAPP pozostaje w korelacji
z zaburzeniami funkcji energetycznych. W badaniach na myszach transgenicznych (mutanty
BAPP) wykazano zmniejszenie mézgowego metabolizmu glukozy wspotwystepujace ze
zwigkszonym odkladaniem AP w obszarach zwiazanych z funkcjami poznawczymi
[Dodart i wsp., 1999] oraz znamiennie zmniejszona tolerancj¢ na hipoksj¢ [Biichner 1 wsp.,
2002]. Najnowsze badania donosza, ze dysfunkcja mitochondriow odgrywa bardzo wazna
role w procesie rozwoju AD [Hansson i wsp., 2004]. Wykazano, ze AP moze wptywac
na funkcjonowanie tancucha oddechowego, prowadzac do wzmozonej produkcji wolnych
rodnikéw i w tym mechanizmie moze uszkadza¢ mitochondria [Arias i wsp., 2002].
Stwierdzono réwniez, ze zwrotnie zaburzenia metabolizmu energetycznego moga indukowac
amyloidogenny szlak obrébki BAPP, sprzyjajac odktadaniu neurotoksycznych form Af
[Gabuzda i wsp., 1994].

Wiadomo, ze mitochondria pod wzgledem potozenia i funkcji pozostaja w Scistym zwiazku

z siateczka endoplazmatyczna co ma odzwierciedlenie réwniez w mechanizmie rozwoju AD.
Wykazano, ze czynniki, ktére dzialaja szkodliwie na siateczk¢ endoplazmatyczna, zwigkszaja
uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw 1 powoduja wzrost st¢zenia kaspazy-3,

sa hamowane przez Bcl-2 (heterogenna grupa biatek hamujaca apoptozg), ktére sa powiazane
z uktadem siateczki endoplazmatycznej [Hacki i wsp., 2000].

Niektore badania donosza, ze $mier¢ neuronéw w rodzinnej i sporadycznej postaci AD moze
mie¢ zwiazek z uszkodzeniem siateczki endoplazmatycznej [Boya i wsp., 2002].
Stwierdzono, ze mutacje w genach PSENI i PSEN2 powoduja wzrost produkcji A oraz

jednoczes$nie ostabiaja tzw. odpowiedz na nieprawidlowo ztozone biatka (UPR,
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ang.: Unfolded Protein Response). UPR jest jednym z mechanizméw obronnych wobec
czynnikéw uszkadzajacych siateczkg endoplazmatyczng i ostabienie UPR powoduje
gromadzenie w niej nieprawidtowo ztozonych biatek [Paschen i wsp., 2003].

Znaczenie siateczki endoplazmatycznej w etiopatogenezie AD wykazano réwniez na modelu
zwierzgcym. Wykazano, ze myszy pozbawione kaspazy-12 (enzym, ktéry po uwolnieniu

z siateczki endoplazmatycznej kieruje komoérke na droge apoptozy), odporne sa na toksyczne

dziatanie AP [Nakagawa i wsp., 2000].

[.1.4.2.2.7. Rola apoptozy

Liczne badania donosza, ze apoptoza moze by¢ jednym z mechanizméw $§mierci neuronéw
u chorych na AD. Potwierdzono to w badaniach eksperymentalnych na limfocytach
poddanych dziataniu réznych czynnikéw ryzyka AD, ktére wykazywaly zwigkszona

podatnos¢ na $mier¢ na drodze apoptozy [Schindowski i wsp., 2003].

Przypuszczenia, ze przynajmniej czg¢$¢ neuronéw u chorych na AD obumiera na drodze
apoptozy potwierdzaja: obecnos¢ pofragmentowanego DNA w tkance mézgowej chorych
na AD [Shimohama, 2000], obecnos¢ aktywowanych form kaspazy-3, -8 1 -9 [Yuan 1 wsp.,
2000] oraz zmiana ekspresji genéw zwiazanych ze $miercia komoérkowa jak Bcl-2 [Mattson,

2000].

Prawdopodobnie jednym z czynnikéw indukujacych $mier¢ neuronéw na drodze apoptozy
jest AB. W kilku badaniach potwierdzono, ze wewnatrz- jak i zewnatrzpochodne $ciezki
apoptozy, ktére angazuja mitochondria, siateczke endoplazmatyczna oraz transbtonowy uktad
sygnalizacyjny, sa mediowane przez AP [Aly i wsp., 2004; Nakagawa i wsp., 2000;
Agostinho 1 wsp., 2003; Li 1 wsp., 2004].

Zaproponowano kilka mechanizméw, na drodze, ktérych AP mialby indukowaé apoptoze,
m.in.: podniesienie wewnatrzkomorkowego stgzenia jondOw wapnia 1 aktywacja kalpainy,
[Boland i wsp., 2003], aktywacja kinaz, ktére reguluja ekspresj¢ genéw apoptozy
[Troy i wsp., 2001], wiazanie AP do zewnatrzkomérkowej domeny receptora p75SNTR, co
aktywuje kaspazg-3 i uruchamia proces apoptozy [Hashimoto i wsp., 2004] oraz zwigkszenie
liczby kanatéw chlorkowych (CLIC1) 1 ich przepuszczalnos$ci, ktéry to proces odgrywa role

w aktywacji apoptozy neuronalnej [Novarino 1 wsp., 2004].
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Wykazano réwniez, ze zwrotnie, mechanizmy generowane w procesie apoptozy stymuluja
procesy sprzyjajace powstawaniu patologicznych ztogéw AB. Stwierdzono, ze kaspazy in vivo
sa zaangazowane w proces cigcia BAPP i indukuja powstawanie amyloiogennych form Af
[Gervais 1 wsp., 1999].

W badaniach na myszach transgenicznych oraz na mézgach chorych na AD zasugerowano,
ze akumulacja AP wyzwala aktywacje¢ kaspaz, enzyméw odpowiedzialnych za obrébke biatka
tau, co moze by¢ wczesnym zjawiskiem w etiopatogenezie AD poprzedzajacym powstawanie
NFTs i wystapienie objawow klinicznych [Rissman i wsp., 2004]. Wczesniej postulowano,
ze skoro biatko tau jest cigte przez kaspaze-3, to mozna je uwazac za efektor apoptozy

[Fasulo i wsp., 2000].

1.1.4.2.2.8. Rola proceséw zapalnych

Zaangazowanie procesOw zapalnych w etiopatogenez¢ AD znalazto potwierdzenie
w niektérych badaniach, ktére stwierdzaja, ze przewlekle stosowanie niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych znamiennie zmniejsza ryzyko zachorowania na AD [Stewart i wsp., 1997].
Proces zapalny w tkance mézgowej prowadzi gtownie do aktywacji komoérek mikrogleju,
astrocytow 1 w mniejszym stopniu neuronéw [Akiyama i wsp., 2000]. Jednoczesnie dochodzi
do aktywacji calego zestawu czynnikéw zapalnych: cytokin, chemokin, biatek ostrej fazy oraz
sktadnikéw dopetniacza [Tuppo i wsp., 2005]. Wiadomo, ze plaki amyloidowe zwiazane sa
z aktywowanymi komodrkami mikrogleju i reaktywnymi astrocytami. Stwierdzono,
ze komorki mikrogleju pozostajace w zwiazku z plakami wykazuja nadekspresje
prozapalnych receptorow oraz biatek powierzchniowych, takich jak: antygen CD45, receptory
antygenu powierzchniowego MHC II (CR3, CR4, LFA-1) oraz receptory immunoglobulin
Fcy (RI, RII, RII). W sasiedztwie plak amyloidowych stwierdzono réwniez podniesiony
poziom bialek ostrej fazy (bialka P, biatka c- reaktywnego) oraz inhibitoréw proteaz
(al-antychymotrypsyny, ol-antytrypsyny), ktére sa wskaznikami aktywnego procesu
zapalnego [Tuppo i wsp., 2005; Bamberger i wsp., 2002]. Ponadto fibrylarna posta¢ A
indukuje syntezg 1 uwalnianie przez mikroglej prozapalnych cytokin (IL-1, IL-6, TNF-a) oraz
chemokin [Yates i wsp., 2000]. Te uwalniane przez mikroglej czynniki prozapalne aktywuja
astrocyty, ktére poprzez produkcjg cytokin, chemokin i biatek ostrej fazy zwrotnie zwigkszaja
aktywno$¢ mikrogleju [Tuppo i wsp., 2005; Bamberger i wsp., 2002]. Obecnos¢
aktywowanego mikrogleju wokoét ztogdbw AP moze $wiadczyé o zaangazowaniu tych

komérek w proces ich usuwania [Rogers i wsp., 2002]. Wykazano réwniez, ze widkienkowa
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posta¢ AP wpltywa na fagocytarna aktywno$¢ mikrogleju [Koenigsknecht i wsp., 2004].
Przypuszcza sig, ze za interakcje AP-mikroglej odpowiedzialne sa receptory blonowe takie
jak: CD36, a6P1 integryny oraz CD47 [Bamberger i wsp., 2003]. Zdolno$¢ fagocytarna
mikrogleju moze by¢ wspomagana przez aktywowane astrocyty [D'Andrea i wsp., 2004].
Réwnoczesnie na podstawie obserwacji, ze astrocyty moga zawieraC AP w postaci
lizosomalnych ziarnistosci, stwierdzono, ze komorki te réwniez moga odgrywac role
w eliminacji ztogéw amyloidowych [D'Andrea i wsp., 2004]. Wynika z tego, ze mikroglej
i aktywowane astrocyty moga wspoétdziata¢ w podtrzymaniu procesu zapalnego.

W zwiazku z powyzszym wydaje sig, ze skoro aktywowany mikroglej bierze udziat
w usuwaniu ztogéw amyloidowych, zahamowanie niespecyficznie jego aktywnosci moze

sprzyjac¢ dalszemu postgpowi choroby [D'Andrea i wsp., 2004].
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I.1.5. Leczenie i profilaktyka choroby Alzheimera

Pomimo ogromnej liczby badan podejmujacych probe wyjasnienia mechanizmu rozwoju AD,
etiopatogeneza tej choroby ciagle nie jest doktadnie poznana. Z tego powodu nie znane jest
leczenie przyczynowe tej choroby ani skuteczne metody profilaktyki. Jedyne dostgpne
leczenie ma wylacznie charakter objawowy. Caly czas trwaja jednak intensywne

poszukiwania preparatéw majacych wplyw na rézne etapy patofizjologii AD (Tabela 3).

I.1.5.1. Leki modulujace neurotransmisj¢

Jedyna dotychczas zaakceptowana i1 szeroko wykorzystywana metoda leczenia AD jest
stosowanie preparatow majacych wpltyw na neurochemiczne podtoze choroby, a doktadnie na

uktad cholinergiczny i glutaminergiczny.

I.1.5.1.1. Leki modulujace neurotransmisj¢ w uktadzie cholinergicznym

Neuroprzekaznikiem w ukladzie cholinergicznym jest acetylocholina, ktéra jest
syntetyzowana za pomoca acetylocholintransferazy ~w  zakonczeniach neurondw
cholinergicznych z choliny i aktywowanego octanu (acetylokoenzymu A). Jest ona pakowana
w pecherzykach synaptycznych, skad jest uwalniana do szczeliny synaptycznej pod wptywem
potencjatu czynnosciowego. W AD aktywnos$¢ acetylocholintransferazy w korze mézgowe;j

1 hipokampie spada od 50 do 90% [Blennow, de Leon, Zetterberg, 2006].

Istnieje kilka drég, ktére teoretycznie moga zwigksza¢ przekaznictwo w uktadzie
cholinergicznym: bezposrednie podawanie acetylocholiny; zwigkszone podawanie jej
prekursoréow, np. lecytyny; zwigkszenie uwalniania acetylocholiny z pegcherzykow
presynaptycznych; hamowanie jej rozkladu oraz bezposrednie dziatanie na jej receptory.
Sposréd  wyzej wymienionych sposobdéw zwigkszania przekaznictwa w  uktadzie
cholinergicznym jedynie w wypadku preparatéw hamujacych rozktad acetylocholiny (AChEI)

wykazano skuteczne dziatanie objawowe i jednoczesnie zadawalajacy profil bezpieczenstwa.

Esteraza acetylocholinowa to enzym, ktéry rozktada acetylocholing bgdaca najwazniejszym

neuroprzekaznikiem bioracym wudzial w procesach poznawczych. Zahamowanie jej

52



aktywnosci powoduje, poprzez podwyzszenie st¢zenia acetylocholiny w przestrzeni
synaptycznej, popraw¢ przekaznictwa cholinergicznego i funkcji poznawczych.

Obecnie w Polsce zarejestrowane sa trzy preparaty: donepezil (Aricept®,Yasnal®,
Donepex®, Cogiton®) rywastygmina (Exelon®) oraz galantamina (Reminyl®).

Badania oceniajace efekt dziatania wszystkich preparatéw z grupy AChEI stwierdzaja,
ze osiagaja one podobne wyniki i wykazuja umiarkowany efekt objawowy (réznica pomigdzy
leczonymi AChEI w poréwnaniu z placebo oceniana w standardowej skali oceny funkcji
poznawczych ADAS-cog (ang. Alzheimer's Disease Assessment Scale-cognitive subscale),
wynosi zwykle 3-5 punktéw w czasie okoto 6 miesigcy), ponadto poprawiaja aktywno$¢ dnia
codziennego oraz redukuja niektére zaburzenia psychiczne towarzyszace otgpieniu (omamy,
urojenia, apatia, pobudzenie i nadaktywnos$¢) [Rogers 1 wsp.,1998; Rosler i wsp., 1999;
Wilcock i wsp., 2000]. Ponizej przedstawiono wyniki opublikowanej w 2006 r. zbiorcze;j
analizy na temat skutecznosci leczenia AD donepezilem, rywastygming i galantaming
[Takeda i wsp., 2006]. W analizie tej wzigto pod uwage 26 randomizowanych badan, ktore
ocenialy skutecznos¢ terapii jednym z lekow z grupy AChEI w poréwnaniu z pozostatymi lub
z grupa kontrolna. Liczba pacjentdw bioracych udziat w badaniach oceniajacych skutecznos¢
leczenia donepezilem wahata si¢ od 34 do 273. W réznych badaniach z rywastygming brato
udziat od 23 do 243 pacjentéw, a z galantaming od 55 do 253. Czas obserwacji
w 13 badaniach oceniajacych skuteczno$¢ donepezilu wahat si¢ od 12 do 60 tygodni,
w czterech badaniach oceniajacych skuteczno$¢ leczenia rywastygming od 13 do 26 tygodni,
a czas trwania badan oceniajacych skuteczno$¢ galantaminy od 12 do 26 tygodni. Do analizy
wlaczono réwniez 3 badania poréwnujace dwa leki, donepezil z rywastygming oraz jedno
poréwnujace donepezil z galantaming. Sposrdd skal oceniajacych funkcje poznawcze
najczesciej stosowane byty: skala ADAS-cog i skala MMSE. W prawie wszystkich badaniach
(w 20 na 26) w koncowej ocenie skutecznosci leczenia stosowano skal¢ ADAS-cog.
W ostatecznych wnioskach stwierdzono, ze stosowanie AChEI istotnie spowalnia postgp

choroby w czasie 6 miesigcznego leczenia.

Roéwniez profil dziatan ubocznych wszystkich AChEI jest podobny. Naleza do nich giéwnie
objawy wynikajace z obwodowej stymulacji przekaznictwa cholinergicznego, np.: nudnosci,
wymioty, biegunka, spadek taknienia, skurcze migsni, tzawienie, surowiczy wyciek z nosa

a takze bole gtowy i uczucie ogélnego oslabienia.
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Cho¢ wigkszo$¢ badan oceniajacych skuteczno$¢ leczenia AChEI przeprowadzana byta
u chorych na AD w stopniu tagodnym lub umiarkowanym i stosowanie lekéw tej grupy
rekomendowane jest wiasnie u tych chorych, w ostatnich latach wykazano, ze leki te moga
przynies¢ korzy$¢ rowniez chorym na AD w stopniu zaawansowanym. W badaniu
Wilkinsona i wsp. bratlo udzial 906 chorych na AD w stopniu od umiarkowanego
do nasilonego (w skali MMSE w chwili wiaczenia do badania osiagali od 10 do 27 punktéw).
Po okresie 24 tygodni, w ktérym pacjenci otrzymywali donepezil lub placebo, stwierdzono, ze
w grupie leczonej donepezilem procent chorych, ktérzy spetnialiby kryterium pogorszenia byt
znamiennie nizszy niz w grupie placebo. Ponadto stwierdzono, ze u chorych, ktérzy spetnili
kryterium pogorszenia, a leczeni byli donepezilem, pogorszenie to w ocenie MMSE bylo

mniej nasilone w poréwnaniu z placebo [Wilkinson i1 wsp., 2009].

Kolejnym lekiem z grupy AChEI jest odkryty w latach 80’ huperzine A (wyciag z ziota
Huperzia serrata). W 2007 roku zakonczyto si¢ badanie kliniczne II fazy oceniajace
skutecznos$¢ leczenia huperzine A u chorych na AD, w ktérym wykazano znamienna poprawg
funkcji poznawczych ocenianych za pomoca skali ADAS-cog u chorych otrzymujacych
400ug dwa razy dziennie przez 16 tygodni w poréwnaniu z grupa placebo
[Huperzine A in Alzheimer’s disease. http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00083590,
2009]. Jednoczesnie stwierdzono, ze lek ten byl dobrze tolerowany, nawet przez chorych,
ktérzy wczesniej mieli nasilone dziatania uboczne po stosowaniu zarejestrowanych lekow
z grupy AChEL Inny preparat huperzine A, tzw. ZT-1 (DEBIO-9902 SR), postaé
o przedtuzonym uwalnianiu, podawana w postaci iniekcji, jest obecnie w trakcie badan
klinicznych II fazy [Efficacy study of a ZT-1 implant in patients suffering from Alzheimer’s
disease (BRAINz), 2009].

1.1.5.1.2. Leki modulujace neurotransmisj¢ w uktadzie glutaminergicznym

Inng strategia stosowana w terapii AD jest blokowanie nadmiernej transmisji
glutaminergicznej, ktéra prowadzi do ekscytotoksycznosci. Jest to proces, ktéry na drodze
nadmiernego naptywu jonéw wapnia do komorki nerwowej, odpowiedzialny jest za
dysfunkcjg 1 $mier¢ neuronéw [Michaelis, 1 wsp., 1998].

Memantyna (Axura®) jest czgSciowym antagonista receptora NMDA (ang. N-methyl-D-
aspartic acid), ktéry stanowi element uktadu glutaminergicznego. W badaniach

przedklinicznych wykazano, ze memantyna prawdopodobnie blokuje NMDA 1 chroni przed
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niekontrolowanym naptywem jonéw wapnia do komdrek nerwowych tylko w wypadku
nadmiernej stymulacji neuronéw. Pozostawia ona kanaly wapniowe czgSciowo otwarte,
wtedy, gdy transmisja glutaminergiczna jest prawidtowa [Lipton, i wsp., 2004].

W 28-tygodniowym podwdjnie Slepym i kontrolowanym placebo badaniu, przeprowadzonym
u chorych z nasileniem choroby od stopnia $redniego do zaawansowanego, wykazano, ze
osoby leczone memantyng charakteryzuje lepsze funkcjonowanie w codziennym zyciu
1 wyzszy poziom funkcji poznawczych w poréwnaniu z osobami otrzymujacymi placebo
[Reisberg i wsp., 2003].

Jednoczenie lek ten byl dobrze tolerowany i pacjenci leczeni memantyna nie zglaszali wigcej
dziatan ubocznych w poréwnaniu z chorymi otrzymujacymi placebo. W innym badaniu
wykazano tez, ze, u chorych na AD 2z nasileniem choroby od stopnia S$redniego
do zaawansowanego, donepezil podawany w potaczeniu z memantyna daje lepszy efekt niz
sam donepezil [Tariot i wsp., 2004].

Najczgstsze raportowane dziatania uboczne memantyny to: bdl i zawroty gtowy, nadcisnienie

tetnicze, sennosc¢, zaparcia.

Dimebon, preparat dotychczas stosowany w Rosji ze wzgledu na jego dziatanie
antyhistaminowe, jednoczesnie wykazuje wlasciwosci hamujace wobec acetylocholinesterazy
1 receptorow NMDA — dwdch gtéwnych mechanizméw, na ktérych opiera si¢ dotychczasowa
terapia AD. Coraz wigcej badan wskazuje jednak, ze dodatkowym mechanizmem, dzigki
ktéremu dimebon moze by¢ skuteczny w leczeniu AD jest zdolno$¢ do stabilizacji funkcji
mitochondriéw [Bachurin i wsp., 2003]. W 2008 roku opublikowano obiecujace wyniki
randomizowanego, podwdjnie Slepego, kontrolowanego placebo badania klinicznego II fazy
oceniajacego skutecznos$¢ i bezpieczenstwo stosowania dimebonu. [Doody i wsp., 2008].

W badaniu tym brato udzial 183 chorych na AD, ktérzy po 26 tygodniach stosowania
dimebonu w dawce 20mg trzy razy dziennie, wykazywali znamienna popraweg funkcji
poznawczych ocenianych w skali ADAS-cog w poréwnaniu z grupa placebo. W ocenie
bezpieczenstwa stosowania badanego leku wykazano, ze u oséb leczonych dimebonem w
poréwnaniu z placebo czesciej wystgpowata depresja. Obecnie dimebon badany jest w III
fazie wieloosrodkowego badania klinicznego [An efficacy study of dimebon in patients with

moderate to severe Alzheimer’s disease., 2009].
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1.1.5.2. Inne koncepcje terapeutyczne

[.1.5.2.1. Terapia antyoksydacyjna

Coraz liczniejsze doniesienia na temat znaczenia stresu oksydacyjnego i gromadzenia
w nadmiarze wolnych rodnikéw w tkance mézgowej w etiopatogenezie AD, przyczynily sig¢
do postrzegania antyoksydantéw jako substancji mogacych potencjalnie przynies¢ korzys¢
w leczeniu tej choroby. Sposréd antyoksydantéw najwigksze znaczenie w leczeniu AD
przypisuje si¢ a-tokoferolowi (witamina E) oraz selegilinie. Witamina E jest zaliczana do
witamin rozpuszczalnych w tluszczach, jest gtéwnym przeciwutleniaczem wystgpujacym
w komorkach, natomiast selegilina jest selektywnym inhibitorem monoaminooksydazy B
o wilasnosciach antyoksydacyjnych. W 1997 roku opublikowano wyniki wieloosrodkowego,
podwdjnie $lepego, randomizowanego badania, w ktérym poréwnywano efekt leczenia
chorych na AD w $rednim stopniu nasilenia choroby, witaming E (20001U/dobg), selegilina
(10mg/dobg), ich kombinacja lub placebo [Sano i wsp., 1997]. W badaniu tym, w ocenie
funkcji poznawczych po dwoéch latach stosowania lekow, nie wykazano réznic pomigdzy
czterema badanymi grupami. Okazato si¢ jednak, ze zaproponowana terapia moze
modyfikowa¢ przebieg choroby. Obserwowano opdznienie wystapienia niektérych
niekorzystnych zdarzen w naturalnym przebiegu choroby, jak: konieczno$¢ zapewnienia statej
opieki, umieszczenie w placéwce opiekunczej czy $mier¢ pacjenta. Nalezy jednak zwrdcic¢
uwage, ze w badaniu tym witamina E podawana byla w bardzo duzych dawkach, wigc
powszechnie stosowana praktyka dotaczania witaminy E, w rutynowych dawkach, do AChEI
nie jest zasadna, a wedtug niektérych badan nieskuteczna [Sobéw i1 wsp., 1999]. Ponadto po
ponownym przeanalizowaniu danych opublikowanych w 1997 roku i uwzglednieniu réznic
pomiedzy badanymi grupami wydaje si¢, ze wyniki badania Sano i wsp. sa niewystarczajace

do rekomendowania witaminy E w leczeniu AD [Tabet i wsp., 2000].

Okazato si¢ natomiast, ze stosowanie witaminy E jest zasadne w profilaktyce AD. Wykazano,
ze stosowanie kombinacji witamin E i C jako suplementu diety moze zmniejsza¢ zapadalnos¢
na AD [Zandi i wsp., 2004]. Obserwacje te potwierdzono w badaniu Engelharta i wsp.,
w ktérym badano czy stosowanie w diecie antyoksydantéw takich jak: witamina C i E,
B-karoten, flawonoidy ma znaczenie dla ryzyka zachorowania na AD. Stwierdzono, ze po
uwzglednieniu takich parametréw jak: wiek, pte¢, ilos¢ spozywanego alkoholu, poziom

wyksztatcenia, palenie papieroséw, BMI, ilos¢ spozywanych kalorii oraz stan funkcji
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poznawczych w chwili wlaczenia do badania, spozywanie duzej ilosci witamin C i E
zwigzane jest z mniejszym ryzykiem zachorowania na AD [Engelhart 1 wsp., 2002].

W innym badaniu, przeprowadzonym przez Laurin i wsp., jednak nie wykazano, aby
stosowanie witaminy C i E, B-karotenu oraz flawonoidéw przez osoby w $rednim wieku
zmniejszato ryzyko wystapienia otgpienia w starszym wieku [Laurin i wsp., 2004].

Do grupy antyoksydantéw, potencjalnie mogacych mie¢ znaczenie w leczeniu AD, nalezy
rowniez kwas a-liponowy. Jest on koenzymem dla mitochondrialnej dehydrogenazy
pirogronianowej i moze wspomaga¢ dziatanie innych antyoksydantéw, jak witamina C, E
i glutation [Packer i wsp., 1997]. Na modelu zwierzecym wykazano, ze suplementacja kwasu
a-liponowego w péznym wieku moze poprawiac¢ funkcje mitochondriéow, zmniejsza¢ szkody
powstale w wyniku stresu oksydacyjnego oraz poprawia¢ metabolizm komoérkowy
[Hagen i wsp., 1999].

W jednym z badan wykazano, ze stosowanie 600 mg/dob¢ kwasu a-liponowego u pacjentéw
chorych na AD przez okres $rednio 337 dni, wspomagato stabilizacje postgpu choroby
[Hager i wsp., 2001].

Nalezy doda¢ jednak, ze w badaniu Frolicha i wsp. wykazano, ze kwas a-liponowy poprawia
dziatanie dehydrogenazy pirogronianowej u chorych z otgpieniem naczynioopchodnym,

natomiast nie u chorych na AD [Frolich i wsp., 2004].

Wptyw ekstraktow Gingko biloba na funkcje poznawcze u chorych na AD badano
kilkakrotnie. Wyniki badan dostarczyly sprzecznych informacji. Wykazano, ze Gingko
biloba, ktéry zawiera m.in. flavonoidy 1 terpenoidy, poprzez dziatanie antyoksydacyjne,
przeciwzapalne oraz udziat w mechanizmach cholinergicznych, moze modyfikowa¢ procesy
warunkujace przebieg AD [Perry i wsp., 1999].

W jednym z badan, w ktérym stosowano EGb 716, ekstrakt Gingko biloba, u chorych na
otgpienie (w tym AD lub otgpienie naczynipochodne), wykazano, ze w poréwnaniu z osobami
otrzymujacymi placebo, chorzy stosujacy Gingko biloba uzyskiwali wyraznie lepsze wyniki
w skalach oceniajacych funkcje poznawcze, codzienna aktywnos$¢ oraz zachowania spoteczne
[Le Bars i wsp., 1997].

Innych danych natomiast dostarcza ostatnio opublikowane badanie (randomizowane,
kontrolowane placebo, podwdjnie S$lepe), w ktorym bralo udziat 3069 os6b w wieku
72 do 96 lat, u ktérych przez okres ponad 6 lat, ekstrakt Gingko biloba stosowano 2 razy

dziennie w dawce 120 mg [Snitz i wsp., 2009]. W badaniu tym nie wykazano, aby
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w porOwnaniu z osobami otrzymujacymi placebo, osoby leczone Gingko biloba wykazywaty

mniej nasilone zaburzenia funkcji poznawczych.

1.1.5.2.2. Leki wplywajace na procesy zapalne

Retrospektywne  obserwacje  wykazaly, Ze stosowanie niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych moze chroni¢ przed rozwojem AD [Etminan i wsp., 2003; in t' Vel 1 wsp.,
2001; Zandi 1 wsp., 2002; Beard i wsp., 1998; Breitner i wsp., 1994; McGee i wsp., 1996].

Na podstawie metaanalizy opublikowanej w 2003 roku, do ktérej wiaczono dziewig¢ badan,
wysunigto wniosek, ze stosowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych zmniejsza
ryzyko zachorowania na AD, a wigksze korzysSci niesie ze soba dlugotrwale stosowanie tych
lekéw niz stosowanie ich z przerwami [Etminan i wsp., 2003].

Jednakze ten ochronny efekt dziatania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych nie dotyczy
0s6b z juz stwierdzong AD. W badaniach, w ktorych stosowano te leki u os6b chorujacych na
AD nie zarejestrowano ich korzystnego dziatania [Aisen i wsp., 2003; Van Gool, 2001] lub
skuteczno$¢ byta minimalna [Rogers i wsp., 1993; Aisen i wsp., 2002].

W zwiazku z powyzszym niesteroidowe leki przeciwzapalne nie sa rekomendowane

w leczeniu AD.

1.1.5.2.3. Hormonoterapia zast¢pcza

Wykazano, ze hormony piciowe uczestnicza w procesach réznicowania komoérek nerwowych,
ich plastycznos$ci oraz w neurotransmisji. Na podstawie dotychczasowych badan wydaje sig,
ze estrogeny moga sprzyja¢ stymulacji receptorow NMDA i w ten sposéb wywierac
pozytywny wplyw na procesy uczenia si¢ 1 zapamigtywania oraz na synaptogenezg
w strukturach hipokampa [McEwen 1 wsp., 2001].

Ponadto estrogeny moga rowniez wywiera¢ dziatanie antyoksydacyjne [Behl i wsp., 1997].

W pojedynczych badaniach wykazano, ze u kobiet w wieku post-menopauzalnym stosujacych
estrogeny, ryzyko wystapienia AD jest mniejsze [Tang i1 wsp., 1996; Baldereschi i wsp.,
1998].

Ponadto w badaniach neuroobrazowych stwierdzono popraw¢ metabolizmu mézgowego

u kobiet stosujacych estrogeny [Maki i wsp., 2001].

Pomimo udowodnionego neuroprotekcyjnego dziatania estrogenéw nie wykazano, aby ich
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stosowanie u chorych na AD wplywato na poprawe funkcji poznawczych, czy na jakos¢ zycia
[Mulnard 1 wsp., 2000].

A dodatkowo wykazano, ze stosowanie preparatOw zawierajacych jednocze$nie estrogeny
i progesteron moze zwigkszac ryzyko wystapienia udaru i otgpienia [Shumakeri wsp., 2003].
Powyzsze dane przekonuja, ze nie ma w chwili obecnej podstaw do rekomendowania

hormonoterapii zastgpczej w leczeniu AD.

1.1.5.2.4. Terapie wpltywajace na biologi¢ A}

1.1.5.2.4.1. Thibitory y- i B-sekretaz

Odkad wykazano znaczenie y-sekretaz oraz P-sekretaz w procesie powstawania AP trwaja
poszukiwania inhibitora tych enzyméw, jako potencjalnej strategii terapeutycznej w leczeniu
AD. Zidentyfikowano trzy grupy inhibitoréw y-sekretazy: peptydowe, arylosulfonamidowe
oraz laktamowe [Josien, 2002].

W badaniach na modelach zwierz¢cych wykazano, ze inhibitory y- sekretaz o symbolach:
BMS-299897 1 LY411,575 zmniejszaja ilos¢ AP w moézgach badanych zwierzat
[Barten i wsp., 2005; Wong 1 wsp., 2004].

Natomiast sposréd wszystkich badanych inhibitoréw vy- sekretaz do badan klinicznych III
fazy wszedt tylko preparat o symbolu LY450139 [Effect of LY450139 on the long term
progression of Alzheimer’s disease., 2009; Effects of LY450139 on the progression of
Alzheimer’s disease as compared with placebo (IDENTITY-2), 2009]. W fazie drugiej badan
klinicznych oceniajacych skutecznos¢ tego leku brato udziat 51 pacjentow. Badanie trwato
14 tygodni. Wykazano, ze u chorych stosujacych badany lek poziom AP w surowicy (ale nie
w plynie moézgowo-rdzeniowym) byl znamiennie nizszy w porOdwnaniu z osobami
przyjmujacymi placebo [Fleisher 1 wsp., 2008]. Nie wykazano jednak wptywu badanego leku
na poprawg funkcji poznawczych. Jedyne dzialania uboczne stosowania badanego leku, jakie
zaraportowano to przejsciowe zaparcia i wysypka.

Wykorzystanie inhibitorow y-sekretaz w badaniach klinicznych moze by¢ trudne i obarczone
licznymi dziataniami niepozadanymi. Wynika to z faktu, ze hamowany enzym wplywa
roOwniez na inne substraty, takie jak: receptor Notch (moze to mie¢ znaczenie dla ukfadu
krwiotworczego i1 odpornosciowego) [ De Strooper i wsp., 1999; Hadland i wsp., 2001]

czy Erb-B4 (odgrywa rol¢ w procesie proliferacji i réznicowania komérek) [Ni i wsp., 2001].
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Unieczynnienie tego enzymu moze skutkowa¢ réwniez odkladaniem si¢ toksycznych
metabolitow BAPP, m.in. CTFP (cytoplazmatyczny produkt cigcia APP przez [-sekretazg)
[Mao i wsp., 2009].

Bardziej obiecujaca strategia terapeutyczna wydaje si¢ by¢ zahamowanie -sekretaz.

W badaniach z wykorzystaniem myszy, u ktérych unieczynniono gen BACEI1, wykazano, ze
u zwierzat tych nie stwierdza si¢ wytwarzania AP (co moze potwierdzaé, ze BACEI1 jest
gtéwna B-sekretaza), bez istotnych dziatan ubocznych. [Cai I wsp., 2001; Luo i wsp., 2001].
Znajomos$¢ specyficznosci substratowej B-sekretaz pozwolita zaprojektowac ich inhibitory
peptydowe (m.in. OM99-1, OM99-2, [Ghosh i wsp., 2008] OMO00-3 [Hong 1 wsp., 2002] oraz
inhibitory niepeptydowe, o teoretycznie lepszej biodostgpnosci 1 lepszej penetracji do
centralnego systemu nerwowego [Francotte i wsp., 2004].

Wykazano tez, ze MG132 (aldehyd biatkowy) znany jako inhibitor y-sekretazy, ma réwniez
aktywnos$¢ hamujaca wobec B-sekretazy [Steinhilb i wsp., 2000].

Aktywowanie o-sekretaz niesie ze soba duze ryzyko z tego wzgledu, ze istnieje wiele
enzymOw wykazujacych taka aktywnos¢ 1 ich bezposrednia farmakologiczna stymulacja moze
spowodowac¢ wiele dziatan ubocznych. Warto zauwazy¢ jednak, ze obecnie stosowane leki,
jak AChEI, prawdopodobnie stymuluja takze aktywnos$¢ a-sekretaz poprzez posrednie

aktywowanie kinazy proteinowej C [Pakaski i wsp., 2003].

W  warunkach laboratoryjnych  wykazano réwniez inne drogi stymulowania
nieamyloidogennej drogi metabolizmu BAPP. Substancje, ktére w tym mechanizmie moga
obniza¢ poziom AP to m.in.: forbolowo-estrowe inhibitory kinazy proteinowej C, inhibiotory
fosfataz proteinowych 1 i 2A, inhibitory kinazy syntazy glikogenu-3 (GSK3p) ( np. sole litu)
czy niektére hormony (estradiol, dihydroepiandrostendion) [Gandy, 2002].

1.1.5.2.4.2. Leki wptywajace na eliminacj¢ amyloidu-f3
Zaproponowano trzy gtéwne strategie majace na celu usuniecie zgromadzonego juz w tkance

moézgowej AP: immunizacjg¢ anty-Ap, rozbicie witdkien lub ztogéw AP oraz modyfikacjg

mediowanego cholesterolem transportu AP [Scarpini i wsp., 2003].
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Wyniki pierwszych badan przeprowadzonych przez Schenka i wsp., w ktérych
wykorzystywano aktywna immunizacje anty-Afp jako jedna z metod usuwania zlogéw AP
z mozgu, opublikowano w 1999 roku [Schenk 1 wsp., 1999].

Eksperyment ten przeprowadzono na myszach transgenicznych, u ktérych dokonano ekspresji
zmutowanego genu PBAPP i w ten sposéb spowodowano u nich rozwdéj amyloidozy
moézgowej. Zaobserwowano, ze podawanie obwodowo matych dawek AP mlodym
zwierz¢tom (6-tygodniowym) zapobiega rozwojowi amyloidozy, a gdy podawano tg
szczepionke zwierzegtom, u ktérych choroba jest zaawansowana (11-miesigcznym)
odnotowano u nich znaczne zmniejszenie nasilenia amyloidozy. Na tej podstawie wyciagnigto
wnioski, ze szczepionka ta moze mie¢ zarOwno dzialanie zapobiegawcze jak 1 lecznicze.
Wyniki tego doswiadczenia potwierdzono w badaniu przeprowadzonym na tak samo
zmodyfikowanych myszach, ktérym podawano szczepionkg donosowo [Weiner i wsp., 2000].
W innych badaniach przeprowadzonych na myszach transgenicznych wykazano, ze aktywna
immunizacja ma wpltyw nie tylko na odkladanie si¢ AP, ale tez na procesy poznawcze
1 zachowanie zwierzat [Janus i wsp., 2000; Morgan 1 wsp., 2000].

Wykazano redukcj¢ ztogéw amyloidowych o okoto 50% oraz wptyw na funkcje poznawcze,
ale nie na calkowite st¢zenie Ap w moézgu. Mozliwe, zatem jest, ze dzialanie prokognitywne
szczepionki polega na wiazaniu si¢ przeciwcial z rozpuszczalnymi, ale toksycznymi formami
AP.

Stwierdzono réwniez skuteczno$¢ bezposredniego podawania przeciwcial, czyli pasywnej
immunizacji. Strategia ta prowadzi do zmniejszenia ilosci zlogéw amyloidowych u myszy
transgenicznych poprzez fagocytowanie ich przez komoérki mikroglejowe oraz usuwanie
amyloidu do krazenia [Bard i wsp., 2000; DeMattos i wsp., 2001].

Udowodniono réwniez pozytywny wpltyw aktywnej immunizacji na funkcje poznawcze
u zwierzat transgenicznych [Dodart i wsp., 2002]. Niestety wykazano, ze wraz ze wzrostem
ilosci ztogéw amyloidowych odpowiedz na szczepionkg zmniejsza sig, co moze $wiadczy¢ o
jej nieskuteczno$ci w zaawansowanych stadiach choroby [Das i wsp., 2001].

Przeprowadzone u chorych na AD badanie kliniczne II fazy z zastosowaniem szczepionki
musiato zosta¢ przerwane ze wzgledu na powazne dziatania niepozadane (u okoto 5%
badanych wystapito zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych i mézgu) [Gilman, i wsp., 2005].
Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze aktywna immunizacja moze okazac¢ si¢ niemozliwa

do zastosowania w badaniach na ludziach.

61



Szanse pozostawia jednak zastosowanie immunizacji pasywnej lub immunizacji aktywnej,
ale wykorzystujacej immunogeny zawierajace niepetna sekwencje AP
[Sigurdsson i wsp., 2002].

Obecnie trwaja badania II fazy oceniajace skutecznos$¢ i bezpieczenstwo dwdch preparatow
aktywnie immunizujacych: ACC-001 i CAD106 [Study evaluating safety, tolerability, and
immunogenicity of ACC-001 in subjects with Alzheimer’s disease.; Safety and tolerability of
repeated subcutaneous injections of CAD106 in mild Alzheimer’s patients].

Sposréd kilku badanych preparatéw dziatajacych w oparciu o immunizacj¢ pasywna, jedynie
bapineuzumab (AAB-001) przeszedt do Il fazy badan klinicznych. Bapineuzumab jest
przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciwko A. Cztery niezalezne, trwajace
18 miesigcy badania, do ktérych zarekrutowano w sumie okoto 4 tysiace chorych na AD w
stopniu tagodnym lub umiarkowanym, ma za zadanie oceni¢ skuteczno$¢ réznych dawek
bapineuzumabu w poréwnaniu z placebo [Study evaluating the efficacy and safety of
bapineuzumab in Alzheimer disease patients, 2009; Study evaluating the safety and efficacy
of bapineuzumab in Alzheimer disease patients, 2009; Bapineuzumab in patients with mild to
moderate Alzheimer’s disease, 2009].

Badanie II fazy, ktérego wyniki opublikowano w 2008 roku, ukonczylo 78 pacjentéw
[Grundman i Black, 2008]. W badaniu tym stwierdzono, Ze pacjenci, ktérym podawano
bapineuzumab przez 18 miesigcy, wykazywali znamienna poprawg w skali ADAS-cog
w poréwnaniu z chorymi otrzymujacymi placebo. Stwierdzono, ze dziatanie niepozadane
badanego leku wystapity u ponad 5 % pacjentdw leczonych bapineuzumabem i byly one w tej
grupie ponad dwa razy czgstsze w poréwnaniu z grupa placebo. Objawy te miaty jedynie
umiarkowane nasilenie i1 nie mialy wplywu na przedterminowe zakonczenie udzialu
w badaniu. Ostateczne wnioski, co do skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania
bapineuzumabu be¢da mozliwe dopiero w 2011 roku, kiedy to zaplanowano zakonczenie

III fazy badan klinicznych.

Mozliwo$¢ rozbicia widkien lub ztogéw AP stata si¢ kolejnym punktem uchwytu dla
poszukiwah nowych strategii terapeutycznych w AD. Wykazano, ze aczenie jonéw cynku
i miedzi z AP stymuluje jego agregacj¢ [Cherny i wsp., 1999]. Na tej podstawie wyciagnigto
wniosek, ze zastosowanie kliochinolu, ktéry jest hydrofobowym chelatorem jonéw miedzi
i cynku i ktéry swobodnie przenika przez barier¢ krew-moézgu, moze by¢ obiecujaca

koncepcja terapeutyczna w leczeniu AD.
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W badaniach na myszach transgenicznych wykazano, ze doustne podawanie kliochinolu
zwigksza ilo$¢ rozpuszczalnego AR w mézgach badanych zwierzat oraz zmniejsza ilo§¢ plak
amyloidowych. [Masters, 2002].

W 2003 roku opublikowano wyniki pilotazowego badania klinicznego II fazy, do ktérego
zrandomizowano 36 pacjentéw chorych na AD z umiarkowanym nasileniem choroby, ktérym
podawano kliochinol przez okres od 25 do 36 tygodni [Ritchie i wsp., 2003]. W badaniu tym
wykazano, ze u chorych, szczegélnie z wigkszym nasileniem choroby, stosujacych kliochinol
narastanie zaburzen funkcji poznawczych jest znacznie mniej nasilone w poréwnaniu
z chorymi otrzymujacymi placebo. Ponadto obserwowano zmniejszenie poziomu APB42
w surowicy chorych leczonych kliochinolonem w poréwnaniu z grupa placebo. W badaniu
tym nie obserwowano powaznych dziatah nieporzadanych. Dane te przekonywaly, ze leki
z grupy chelatoréw metali moga wplywaé na przebieg AD i polepsza¢ rokowanie w tej
chorobie. Ostatecznie jednak, zaniechano dalszych badan ze wzgledu na powazne powiktanie
zwiagzane ze stosowaniem tego leku, jakim jest podostra neuropatia rdzeniowo-oczna

[Cahoon, 2009].

Kolejna koncepcja terapeutyczna, wptywajaca na zmniejszenie iloSci AP zwiazana jest
z biatkiem SAP (ang. serum amyloid P) i roli, jaka odgrywa w stabilizacji witdkien
amyloidowych [Pepys 1 wsp., 2002]. Biatko SAP jest glikoproteing wystgpujaca
w normalnych warunkach w surowicy i ma zdolno$¢ wiazania si¢ z wszystkimi typami
widkien amyloidowych, w tym z AP, chroniac je przed destabilizacja i degradacja. Wykazano
obecnos¢ tego biatka w ptynie mézgowo-rdzeniowym chorych na AD oraz w patologicznych
zmianach typowych dla tej choroby, w plakach amyloidowych i zwyrodnieniu wiékienkowym
[Tennent i wsp., 1995].

W badaniach na zwierzecym modelu amyloidozy systemowej wykazano, ze delecja w genie
biatka SAP daje pozytywne efekty terapeutyczne i w zwiazku z tym zaprojektowanie
inhibitora tego biatka dato szans¢ na skuteczng terapig chorych na AD [Pepys i wsp., 2002].
W badaniu Kolstoe i wsp. brato udziat pigciu pacjentow w wieku od 53 do 67 lat
z rozpoznang prawdopodobna AD, ktérym przez 12 tygodni, trzy razy dziennie, podskérnie
podawano preparat o nazwie CPHPC (ang.: bis(D-proline) compound, (R)-1-[6-[(R)-2-
carboxy-pyrrolidin- 1-yl]-6-oxo-hexanoyl |pyrrolidine-2-carboxylic acid). Uwaza sig, ze
substancja ta hamuje wigzanie si¢ SAP z wiéknami amyloidowymi [Pepys 1 wsp., 2002].

U chorych leczonych CPHPC obserwowano zmniejszenie ilosci SAP w krazeniu oraz

praktycznie jego eliminacj¢ z plynu mézgowo-rdzeniowego. Jednoczesnie nie obserwowano
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powaznych dziatan ubocznych tego leczenia. Cho¢ u leczonych chorych nie wykazano
poprawy w zakresie funkcji poznawczych, te wstgpne obserwacje zachgcaja do rozwinigcia

tej koncepcji terapeutycznej w dalszych badaniach.

Opisano réwniez substancje, ktére hamuja zmiany konformacyjne amyloidu prowadzace do
formowania struktur arkusza B, ktéry to proces jest kluczowy w procesie formowania ztogéw
amyloidowych. Substancje te nazwano ,,beta- tamaczami (ang.: beta-breakers). Sa to krotkie
peptydy, przypominajace odcinek 17-21 peptydu AP, ktéry odgrywa kluczowa rolg
w procesie tworzenia amyloidowego rdzenia. Zawieraja one aminokwasy, ktére
uniemozliwiaja formowanie struktur (. Peptydy te laczac si¢ z sekwencjami AP,
uniemozliwiaja formowanie struktur i hamuja ich agregacj¢. Pierwszym peptydem o takich
wlasciwosciach byt amid PPI-368. Nie tylko hamowat on proces nukleacji, ale jednoczesnie
redukowat dlugos$¢ juz istniejacych witdkien amyloidowych [Findeis i wsp., 1999].

Okazato si¢ jednak, ze PPI-368 jest poddatny na dzialanie proteolityczne enzyméw osocza,

co uniemozliwia jego stosowanie w terapii.

Przekaznictwo oparte na dzialaniu insuliny jest znanym czynnikiem wplywajacym na procesy
pamigciowe oraz moze odgrywac rolg¢ w regulacji metabolizmu APP i AP [Watson i Draft,
2003]. Jednoczesnie stwierdzono, ze wzmozona kumulacja Ap w mézgach chorych na AD
moze by¢ zwiazana z uposledzeniem jego usuwania na skutek dysfunkcji enzymoéw
uczestniczacych w tym procesie, m.in. metaloendopeptydaz rozktadajacych insuling
[Wang i wsp., 2006]. Na tej podstawie wysunigto tezg, ze insulinozalezne zmiany
patologiczne w centralnym systemie nerwowym moga powodowaé zaburzenia funkcji
poznawczych i w zwiazku z tym leczenie insulinoopornosci moze zmniejszy¢ ryzyko
zachorowania na AD [Watson i Draft, 2003]. Rosiglitazon jest agonista receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator activated
receptors, PPAR). Dotychczas byl rekomendowany w leczeniu cukrzycy i1 jednoczesnie
wydaje si¢ by¢ potencjalnie skutecznym lekiem w leczeniu AD w kontekscie znaczenia

insulinoopornosci w etiopatogenezie AD.

Na modelu zwierzegcym wykazano, ze karmienie produktami bogatocholesterolowymi
1 jednoczes$ne leczenie statynami [Fassbenderi wsp., 2001] lub BM 15766 (czynnik hamujacy
ostatni etap syntezy cholesterolu) [Refolo i wsp., 2001] zmniejsza akumulacj¢ Ap. Pomimo,

ze mechanizm, poprzez ktéry cholesterol wpltywa na gospodarke AP nie jest do konca
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poznany, wydaje sig, ze cholesterol wywiera wptyw na dziatanie sekretaz. Wykazano,
ze cholesterol negatywnie wptywa na dzialanie a-sekretaz, natomiast aktywuje dziatanie [-
1 y-sekretaz [Golde i Eckman, 2001]. Wydaje si¢, ze zmniejszenie poziomu cholesterolu
prowadzi do aktywowania szlaku a-sekretaz i jednoczesnie do zmniejszenia aktywnosci
B- 1 y-sekretaz, co w sumie prowadzi do zmniejszenia produkcji AP [Golde i Eckman 2001].

W niektorych retrospektywnych, epidemiologicznych badaniach wykazano, ze przewlekle
stosowanie statyn bylo zwigzane z mniejszym ryzykiem rozwoju otgpienia [Wolozin i wsp.,
2000]. Jednak réwnie pozywanych obserwacji nie poczyniono w prospektywnych lub
klinicznych badaniach dotyczacych leczenia AD [Kandiah i Feldman, 2009]. W zwiazku

z czym statyny nie sa jednoznacznie rekomendowane w leczeniu AD.

1.1.5.2.4.3. Leki stabilizujace mikrotubule i inhibitory kinaz

Leki chroniace przed patologicznymi procesami w obrgbie neurofibrylli moga spowalniac
proces obumierania komoérek nerwowych. Trwaja poszukiwania preparatu, ktéry mogiby
chroni¢ przed zaburzeniami strukturalnymi mikrotubul lub ich nadmierna fosforylacja.
Kinazy zaangazowane w proces fosforylacji biatka tau wydaja si¢ by¢ obiecujacym celem
terapeutycznym. Szczegélnie dotyczy to kinazy syntazy glikogenu-3f (ang. glycogen
synthase kinase 3 beta - GSK-3f) oraz cyklinozaleznej kinazy 5 (ang. Cyclin-dependent
kinase 5-cdk5), ktore sa zwiazane z mikrotubulami, fosforylacja biatka tau oraz sa
zaangazowane w proces apoptozy [Lau i wsp., 2002]. Wykazano, ze paklitaxel, lek
stabilizujacy  mikrotubule, chroni neurony przed toksycznym dzialaniem AP
[Michaelis 1 wsp., 1998]. Ponadto w badaniach prowadzonych in vitro stwierdzono, ze leki
stabilizujace mikrotubule jednocze$nie hamuja indukowana poprzez AP fosforylacje biatka

tau [Li i wsp., 2003].

Wydaje sig, ze najkorzystniejszy efekt leczenia AD dalby lek, ktéry przejawiatby
wielokierunkowe  dziatanie  na  patomechanizm  powstawania  tej choroby.
Taki wielokierunkowy potencjat w profilaktyce i leczeniu AD wydaje si¢ wykazywac
kompleks polipeptydowy izolowany z siary owczej zwany Colostrinina™. Na podstawie
dotychczasowych badan wydaje si¢, ze Colostrinina wywiera wptyw na ekspresj¢ genéw
zwiazanych z synteza APP, fosforylacj¢ biatka tau oraz indukujacych aktywnos$¢ enzymow
zwiazanych z eliminacja AP [Szaniszlo i wsp., 2009]. Ponadto lek ten wykazuje dziatanie

zmniejszajace stres oksydacyjny oraz aktywno$¢ prozapalnych chemokin i cytokin.
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Jego pozytywne dziatanie w leczeniu AD potwierdzono w dwuletnich badaniach klinicznych
oraz potwierdzono w wieloosrodkowym badaniu prowadzonym w 6 polskich osrodkach.
Do badan tych witaczono ponad sto oséb. Badania te obejmowaly 15-tygodniowy etap
pierwszy, bedacy podwdjnie Slepa préba kontrolowana przez placebo oraz 15-tygodniowy
etap podawania badanego leku. Na ich podstawie wykazano skutecznos$¢ terapii przejawiajaca
si¢ jako poprawa w testach LLA.D.L i ADAS-cog, ktére oceniaja aktywnos¢ w zyciu
codziennym oraz funkcje poznawcze. Ponadto nie obserwowano powaznych dziatan
ubocznych stosowanego leczenia [Bilikiewicz i Gaus, 2004; Leszek i wsp., 2002;
Leszek i wsp., 1999]. Te obiecujace wyniki wstgpne musza jednak zosta¢ potwierdzono

w dalszym badaniach przed wyciagnigciem ostatecznych wnioskéw.
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Tabela 3. Lista preparatow, ktére w badaniach klinicznych II lub I fazy wykazaty
skutecznos$¢ w leczeniu AD lub badania nad ich skutecznos$cia nie zostaly jeszcze ukonczone
(w czerwcu 2009r. nadal trwaty). Na podstawie: Sabbagh MN. Drug development for
Alzheimer's disease: where are we now and where are we headed? Am J Geriatr
Pharmacother. 2009 Jun; 7(3):167-85. Modyfikacja wtasna.

Nazwa substancji czynnej

Mechanizm dzialania

Status

Badania III fazy, randomizowane, kontrolowane placebo, podwdjnie slepe

Bapineuzumab (AAB-001)

Pasywna immunizacja AB

Nie ukonczone

Dimebon

Stabilizacja funkcji mitochondriéw

Nie ukonczone

LY450139

Inhibicja y-sekretazy

Nie ukonczone

LY2062430 (solanezumab)

Pasywna immunizacja AB

Nie ukonczone

Badania II fazy, randomizowane, kontrolowane placebo, podwdjnie slepe

ACC-001 Aktywna immunizacja AP Nie ukonczone
CAD106 Aktywna immunizacja AP Nie ukoniczone
Modulator receptora glutaminergicznego-

CX717 Nie ukoniczone
AMPA
ELNDO05 Inhibitor formowania oligomeréw Af Nie ukonczone

Huperzine A

ChEI

Ukonczone pozytywnie

Insulina (donosowa)

Stymulacja przekaznictwa insulinowego

Nie ukonczone

Immunoglobuliny dozylne

Pasywna immunizacja

Ukonczone pozytywnie

LY2062430 (solanezumab)

Pasywna immunizacja AB

Nie ukonczone

PF-04360365 Pasywna immunizacja AB Nie ukonczone
Inhibitor receptora dla koncowych
PF.04494700 produktéw glikozylacji biatek (ang.receptor Nie ukoficzone
for advanced glykation end products,
RAGE)
PRX-03140 Agonista 5-HT, Nie ukoniczone

Raloxifen (tylko kobiety)

Selektywny modulator receptoréw

Nie ukonczone

estrogenowych
RO5313534 Selektywny agonista a7-NNR Nie ukoniczone
SB742457 Antagonista 5-HT Nie ukonczone
Wiasciwosci neuroprotekcyjne i
SK-PC-B70M ] Nie ukonczone
neurotroficzne
Wiasciwosci neuroprotekeyjne i
T-817TMA ] Nie ukonczone
neurotrpficzne
Rozpuszczanie i hamowanie formowania )
TRx0014 Ukonczone pozytywnie
zwyrodnienia widkienkowego
ZT-1 ChEI ( dlugodziatajace iniekcje) Nie ukoniczone




I.2. PARAOKSONAZY

[.2.1. Ogoélna charakterystyka

Paraoksonazy to enzymy z rodziny hydrolaz, odkryte w 1946 roku [Mazur, 1946], ktére
wykazuja aktywno$¢ w stosunku do duzej liczby réznorodnych  substratow
[Harel 1 wsp., 2004]. Zidentyfikowano trzy paraoksonazy, kodowane przez trzy geny,
tzn. PONI, PON2, PON3, zlokalizowane na ramieniu dtugim chromosomu 7 (7q21.3-22.1)
[Primo—Parmo i wsp., 1996].

Aktywno$¢ paraoksonaz mozna podzieli¢ na: laktonazowa, dla ktérej przyktadowym
substratem jest tiolakton homocysteiny, arylesterazowa, dla ktérej przyktadowym substratem
jest octanu fenylu i aktywnos$¢ fosfotriesterazowa, dla ktérej przyktadowym substratem jest
paraokson [Rosenblat i wsp., 2006]. Biatko PONI1 charakteryzuja te wszystkie wyzej
wymienione aktywnos$ci. Biatka PON2 i PON3 prezentuja jedynie aktywnos$¢ laktonazowa
[Reddy i wsp., 2001, Draganov i La Du, 2004, Draganov i wsp., 2005, Tavori i wsp., 2008].
Wedtug niektérych autoréw PON3 wykazuje takze niewielka aktywno$¢ arylesterazowa
1 paraoksonazowg [Draganov 1 wsp., 2000].

Aktywnos$¢ fosfotriesterazowa i arylesterazowa paraoksonaz jest ukierunkowana na zwiazki
fosforoorganiczne [Draganov i La Du, 2004]. Obecnie uwaza sig, ze tylko laktony sa
fizjologicznymi substratami paraoksonaz. Laktony to pochodne hydroksykwaséw. Stanowia
naturalny sktadnik pokarméw roslinnych 1 zwierzecych. Powstaja takze w organizmie

ludzkim w trakcie utleniania kwaséw ttuszczowych [Khersonsky i Tawfik, 2006].

1.2.1. Paraoksonaza 1 (PON1)

Biatko PON1 wykazuje aktywno$¢ laktonazowa, arylesterazowa 1 fosfotriesterazowa.
Jest produkowane w watrobie, a nast¢pnie wydzielane do krwi, gdzie wiaze si¢ z frakcja HDL
za pomoca hydrofobowego N-konca [Draganov i La Du, 2004]. PON1 jest stabilizowane
w czasteczce HDL za pomoca apoAl (apolipoproteina Al) [Rosenblat i wsp., 2006]. Poza
watroba obecno$¢ PON1 wykazano réwniez w innych tkankach, m.in. w sercu i jelitach
[Draganov i wsp., 2005].

Paraoksonaza ludzka sktada si¢ z 354 aminokwaséw o masie od 43 do 47 kDa.

Czasteczka PON1 sktada si¢ z 6 walcowatych struktur; kazda z nich sktada si¢ z 4 pasm.

Potaczenie migdzy pasmami jest wzmocnione mostkiem dwusiarczkowym. W kanale
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centralnym enzymu znajduja si¢ 2 jony wapnia. Pierwszy z nich (Ca 1) nazywany jest
»wapniem katalitycznym”. Ca 1 jest wiazany przez atomy tlenu z tancuchéw bocznych pigciu
aminokwasow (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269, Glu53). Dwa inne ligandy ,,wapnia
katalitycznego” to czasteczka wody i atom tlenu w anionie fosforanowym. Z kolei jon Ca 2
okreslany jest jako ,,wapn strukturalny”; jego dysocjacja powoduje nieodwracalna denaturacje
PONI1 [Harel i wsp., 2004].

Gltéwne elementy centrum katalitycznego tworza stabilng strukturg, w sktad, ktérej, oprocz
,wapnia katalitycznego” wchodza takze tancuchy boczne aminokwaséw wiazacych Ca 1,
aminokwaséw tworzacych wiazania wodorowe z poprzednimi oraz pary histydyn
katalitycznych (His115, His134) [Harel 1 wsp., 2004]. Obecno$¢ pary histydyn katalitycznych
w czasteczce PONI1 decyduje o jej aktywnosci laktonazowej 1 arylesterazowe;j
[Kheronsky i Tawfik 2006, Rosenblat i wsp., 2006]. Specyficznos$¢ substratowa PON1 zalezy
od aminokwasoéw, ktére zlokalizowane sa w poblizu centrum katalitycznego tego enzymu

[Harel 1 wsp., 2004, Tavori i wsp., 2008].

Dziatanie PON1 polega na ochronie LDL i HDL przed modyfikacja oksydacyjna oraz
na hydrolizie zwiazkéw fosforoorganicznych [Harel i wsp., 2004, Draganov i La Du, 2004].
W pierwszym przypadku PON1 hydrolizuje nadtlenki fosfolipidowe, wodorotlenki estrow
cholesterolu, nadtlenek wodoru [Aviram i wsp., 2000], a takze utlenione juz reszty lipidowe
w tych lipoproteinach [Aviram 1 wsp., 1998 (a)], w blaszkach miazdzycowych
[Aviram i wsp., 2000] i w makrofagach [Fuhrman, Volkova i Aviram, 2002]. PON1 hamuje
takze syntezg¢ cholesterolu w makrofagach [Rozenberg, Shih i Aviram, 2003] oraz stymuluje
wyplyw cholesterolu z tych komérek [Aviram 1 wsp., 1998 (a), Rosenblat i wsp., 2006].
PON1 hydrolizuje takze tiolakton homocysteiny [Jakubowski, 2000]. Dziatanie
przeciwmiazdzycowe PON1 moze wynika¢ nie tylko z hamowania modyfikacji oksydacyjne;j
lipidéw 1 ich gromadzenia w LDL, ale réwniez z hydrolizy tiolaktonu homocysteiny.
Tiolakton homocysteiny to pochodna homocysteiny, ktéra jest udokumentowanym
czynnikiem ryzyka choréb sercowo—naczyniowych. Coraz wigcej badan wskazuje,
ze najprawdopodobniej to tiolakton homocysteiny, a nie sama homocysteina jest czynnikiem
ryzyka. Tiolakton homocysteiny uszkadza biatka poprzez homocysteinylacje reszt
lizynowych, co nasila agregacje LDL 1 aktywuje makrofagi [Jakubowski, 2000;
Billecke 1 wsp., 2000]. W surowicy ludzkiej tylko PON1 hydrolizuje tiolakton homocysteiny.

Ta reakcja hamuje proces homocysteinylacji [Jakubowski, 2000].
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Inne dziatanie PON1 polega na hydrolizie zwiazkéw fosforoorganicznych (parathion,
diazinon, chlorpyrifos) oraz gazéw bojowych (soman, sarin) [Draganov i La Du, 2004].
PON1 metabolizuje takze leki o budowie laktonéw, np. inhibitory reduktazy
hydroksymetyloglutarylo koenzymu A, HMG-CoA [Billecke i wsp., 2000], a takze
hydrolizuje czynnik aktywujacy plytki krwi (PAF, ang. platelet—activating factor)
[Rodrigo 1 wsp., 2001].

Aktywnos¢ PONI1 jest zalezna od czynnikow genetycznych oraz S$rodowiskowych.
Zidentyfikowano ponad 200 wariantéw genu PONI [Draganov i La Du, 2004].
Dwa polimorfizmy miejsca kodujacego tego genu sa odpowiedzialne za zamiang
aminokwaséw w pozycjach 192 i 55: GInl192Arg (QI192R rs662) i Leu55Met (L55M
rs854560). W pierwszym przypadku obecnos¢ glutaminy w pozycji 192 warunkuje fenotyp Q,
obecnos¢ argininy determinuje fenotyp R. Te dwa alloenzymy réznia si¢ powinowactwem
1 aktywnoscia w stosunku do substratow PONI. Niektére z nich, np. paraokson,
sa hydrolizowane szybciej przez alloenzym R, podczas gdy inne, np. octan fenylu, sarin czy
soman sg szybciej hydrolizowane przez alloenzym Q [Aviram i wsp., 1998 (b), Draganov i La
Du, 2004]. Polimorfizm w pozycji 192 ma tez wptyw na wilasciwosci przeciwmiazdzycowe
PON1. Allel Q w wigkszym stopniu chroni przed oksydacja [Aviram i wsp., 1998 (b),
Aviram i wsp., 2000].

Polimorfizm genu PONI odpowiedzialny za zamiang leucyny na metioning w pozycji
55 wptywa na aktywnos$¢ i stgzenie PON1 [Garin i wsp., 1997]. Obecnos¢ leucyny w pozycji
55 charakteryzuje wigksza aktywno$¢ enzymu [Draganov i La Du, 2004, Deakin i James,
2004].

Aktywno$¢ paraoksonazowa jest najsilniejsza u oséb z fenotypami PON1 192RR i PON1
55LL, a najstabsza u os6b z fenotypami PON1 192QQ i PON1 55MM. Natomiast zdolno$¢
do ochrony LDL przed oksydacja jest najsilniejsza u oséb z fenotypem PON1 192QQ i PON1
55MM [Li, Liu i Liang, 2003].

W genie PONI wystepuja takze polimorfizmy w miejscu regulatorowym, np. —C108T, —
C126G, —A162G, —A832G 1 —C909G, ktére tez moga wplywac na aktywnos¢ i stezenie PON1
[Brophy i wsp., 2001 (a)]. Aktualnie uwaza si¢, ze najwickszy wptyw na aktywno$¢ PON1
wzgledem octanu fenylu maja dwa polimorfizmy: —C108T 1 —A162G [Brophy i wsp., 2001
(b)]. Obecnos¢ alleli —108C 1 —162A zwigksza ekspresj¢ PON1 [Brophy i wsp., 2001 (b)].
Wykazano réwniez, ze pojedyncze polimorfizmy w regionach promotorowych genu PONI

moga modyfikowac¢ stgzenie i aktywnos¢ PON1 w surowicy [Camps i wsp., 2009].
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Aktywnos$¢ PONI1 nie jest tylko uwarunkowana genetyczne, ale zalezy takze od wieku i od
réznych czynnikéw srodowiskowych, takich jak: dieta, uzywki, zazywane leki, toksyczne
czynniki chemiczne i inne. [Draganov i La Du, 2004].

Aktywno$¢ PON1 w surowicy wzrasta od urodzenia do okoto 15-25 miesiaca zycia, osiaga
plateau w okresie dojrzato$ci, nastgpnie zmniejsza si¢ wraz z wiekiem [Li, Liu i Liang, 2003].
Jest mniejsza w okresie ciazy i menopauzy [Li, Liu 1 Liang, 2003]. Zaobserwowano,
ze zmiana aktywnosci PON1 wraz z wiekiem jest zdeterminowana genetycznie; homozygoty
QQ w pozycji 192 wykazuja znacznie wigkszy spadek aktywno$ci paraoksonazy w czasie
[Senti i wsp., 2001].

Wplyw diety na aktywno$¢ PON1 badano u zwierzat oraz ludzi. U myszy stwierdzono spadek
aktywnosci PON1 we krwi po zastosowaniu diety bogatottuszczowej [Forte 1 wsp., 2002].
Badania u kobiet z cukrzyca wykazaty, ze stosowanie oliwy z oliwek zwigkszato aktywnosci
PONI1 u kobiet z cukrzyca typu 2 [Wallace i wsp., 2001]. Takze aktywno$¢ tego enzymu
zwigkszato zazywanie antyoksydantow (witamina C czy E) [Jarvik 1 wsp., 2002].
Udokumentowano, ze palenie papierosow ma niekorzystny wptyw na aktywnos¢ PONI1
w surowicy [ Nishio i Watanabe 1997]. W badaniach przeprowadzonych u oséb z choroba
niedokrwienna serca [James, Leviev i Righetti, 2000] wykazano, ze st¢zenie i aktywnos¢
PON1 byly obnizone w grupie palacych w poréwnaniu z niepalacymi. Byli palacze mieli
poziom aktywnosci 1 stgzenia PON1 poréwnywalny do grupy niepalacych.

Palenie papieroséw obniza poziom i aktywno$¢ PONI najprawdopodobniej wskutek
modyfikacji wolnych grup tiolowych enzymu [Nishio i Watanabe, 1997].

Spozywanie alkoholu w stopniu umiarkowanym powoduje wzrost aktywnosci PONI,
najprawdopodobniej poprzez zwigkszenie stgzenia frakcji HDL 1 APOAl w osoczu
[van der Gaag i wsp., 1999], natomiast osoby uzaleznione od alkoholu maja aktywnos$¢
enzymu w surowicy mniejsza w poréwnaniu z niepijacymi. Spozywanie duzych ilosci
alkoholu przez dlugi okres hamuje ekspresje¢ genu i1 aktywnoS$¢ enzymatycznag PONI1
niezaleznie od polimorfizmu [Costa i wsp., 2005].

Rézne badania dotyczace wptywu lekdw obnizajacych poziom cholesterolu na aktywnos¢
PONI1 dostarczyly odmienne wyniki [Balogha i wsp., 2001; Paragha i wsp., 2003; Durrington
i wsp., 1998]. Podobnie, rozbiezne wyniki uzyskano w badaniach dotyczacych wptywu statyn
na aktywno$¢ PONI1. Na przyktad Tomads 1 wsp. [2000] oraz Deakin i wsp. [2003] wykazali
zwigkszong aktywnosci PON1 w surowicy u os6b z rodzinnag hipercholesterolemia oraz os6b

z hipercholesterolemia i choroba niedokrwienna serca w trakcie leczenia simwastatyna.
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Natomiast inne badania u leczonych atorwastatyna [Tsimihodimos i wsp., 2002] nie wykazaty
takiego wptywu na aktywnos¢ PON1 w surowicy.

Obnizona aktywnos¢ PON1 wystgpuje w wielu przewlektych schorzeniach, np. w cukrzycy
[Abbott i wsp., 1995], chorobach nerek [Dantoine i wsp., 1998], hipercholesterolemii [Tomas
i wsp., 2000], chorobie niedokrwiennej serca [Mackness i wsp., 2001] i przewlektych

chorobach watroby [Ferre 1 wsp., 2002].

Zmniejszenie zawartosci PON1 w czasteczkach HDL zaobserwowano tez w stanach

zapalnych [Van Lenten i wsp., 1995].

1.2.2. Paraoksonaza 2 (PON2)

Produktem genu PON2 jest biatko o strukturze podobnej do PONI1. Tez zawiera reszty
cysteinowe 1 mostki dwusiarczkowe, reszty histydynowe oraz potencjalne odpowiedniki
struktur wigzacych jony wapnia jak w PON1 [Mochizuki i wsp., 1998].

Ekspresja PON2 zachodzi we  wszystkich komoérkach organizmu ludzkiego
[Mochizuki i wsp., 1998]. PON2 nie wystepuje w surowicy, nie wiaze si¢ z lipoproteinami,
pozostaje wewnatrzkomorkowo zwiazana z btonag komérkowa [Ng 1 wsp.,, 2001,
Ng i wsp., 2006]. PON2 ma wlasciwosci antyoksydacyjne podobnie jak PON1 i PON3, ale
swoj wptyw wywiera na poziomie komérkowym [Ng i wsp., 2001].

Badania eksperymentalne wykonane na ludzkiej linii komérkowej HelLa, wykazaty, ze PON2
hamuje oksydacyjna modyfikacje LDL oraz hydrolizuje juz utlenione reszty lipidowe
[Ng 1 wsp., 2001]. Natomiast badanie na modelu zwierzgcym wykazato, ze brak ekspresji
PON2 koreluje z zaawansowaniem miazdzycy [Ng i wsp., 2006]. W genie PON2
zidentyfikowano wiele polimorfizméw. Dwa z nich sa odpowiedzialne za substytucje
aminokwasoéw w pozycjach 148 1 311: Alal48Gly (A148G) 1 Cys311Ser (C311S rs6954345)
[Mochizuki 1 wsp., 1998].

Wykazano, ze struktura i funkcja biatka PON2 moze by¢ zalezna od wprowadzenia
dodatkowej reszty cysteinowej w polimorfizmie 311 [Mochizuki i wsp., 1998].
Obecnos¢ allelu C polimorfizmu C311S genu PON2 wiaze si¢ ze zwigkszonym poziomem
w surowicy dialdehydu malonowego, ktéry uwazany jest za marker peroksydacji lipidow
[Martinelli 1 wsp., 2004]. Wykazano, ze wsrdd oséb palacych papierosy ryzyko wystapienia
zawalu migsnia sercowego wigzato si¢ z polimorfizmem C311S genu PON2, a ryzyko

zachorowania bylo pigciokrotnie wyzsze u homozygot CC w poréwnaniu do homozygot SS.
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Osoby palace papierosy miaty zwigkszone ryzyko wystapienia zawatu serca, jezeli byly
nosicielami przynajmniej jednego allelu C.

Wielokrotnie wykazywano zwiazek tych polimorfizméw z chorobami ukladu sercowo-
naczyniowego [Martinelli i wsp., 2004], cukrzyca typu 2 [Hegele i wsp., 1997], choroba
Alzheimera [Shi i wsp., 2004] oraz takimi stanami jak hiperglikemia [Hegele i wsp., 1997]
1 hiperlipidemia [Hegele 1 wsp., 1998].

1.2.3. Paraoksonaza 3 (PON?3)

PON3 (biatko o masie 40 kDa) syntetyzowane jest w watrobie, a nast¢pnie wydzielane
do krwi gdzie wiaze si¢ z frakcja HDL [Rosenblat i wsp., 2003]. Wedlug niektérych badaczy
obecnos¢ PON3 w surowicy jest wynikiem zachodzacych proceséw patologicznych,
a w warunkach fizjologicznych wystepuje tylko wewnatrzkomoérkowo [Draganov, 2007].
Eksperymentalne badania przeprowadzone na myszach transgenicznych 1 liniach
komérkowych wskazuja, ze PON3 ma dziatanie antyoksydacyjne i przeciwmiazdzycowe
[Draganov i wsp., 2000]. Wykazano wrecz, ze PON3 moze by¢ bardziej skuteczne niz PON1
w ochronie LDL przed modyfikacja oksydacyjna sztucznie indukowana jonami miedzi
[Draganov i wsp., 2000]. W jednym z badan na myszach transgenicznych wykazano,
ze zwigkszona ekspresja ludzkiej PON3 u osobnikéw pici meskiej, znaczaco zmniejsza
nasilenie procesu tworzenia blaszek miazdzycowych i redukuje otyto$¢ [Shih i wsp., 2007].
Ostatnio wykazano, ze polimorfizmy A10340C i A2115T genu PON3 maja wpltyw na
aktywnos$¢ PON1 w surowicy [Sanghera i wsp., 2008].

[.2.2. Paraoksonazy a ryzyko choroby Alzheimera

Zwiazek paraoksonaz z ryzykiem AD byl analizowany pod katem znaczenia réznych
polimorfizméw genéw PON dla ryzyka wystapienia tej choroby. Tylko niektdére badania
wykazaty zwiazek allelu R polimorfizmu Q192R [Scacchi i wsp., 2003; He i wsp., 2006;
Erlich i wsp., 2006], allelu T polimorfizmu -161C/T [Erlich i wsp., 2006], allelu
M polimorfizmu L55M [Erlich 1 wsp., 2006; Leduc i wsp., 2008; Leduc i wsp., 2009]
genu PONI z ryzykiem AD. Sposrdd trzech badan oceniajacych znaczenie polimorfizmu
C311S genu PON2, w badaniu Erlich wsp. wykazano, ze polimorfizm ten ma wptyw na
ryzyko AD jako skladnik haplotypu, natomiast Shi i wsp. stwierdzili, ze allel C jest
czynnikiem ryzyka AD u osob rasy zéttej [Erlich 1 wsp, 2006; Shi 1 wsp., 2004].
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Zaplanowane badanie poszukiwania zwiazku wybranych polimorfizméw paraoksonaz
z ryzykiem AD bedzie przeprowadzone po raz pierwszy na materiale pozyskanym
od pacjentéw rekrutowanych w populacji polskiej. W badaniu zostang zbadane polimorfizmy
gendw PON, ktére wczesniej byly udokumentowane jako czynniki ryzyka AD w innych

populacjach.

1.2.3. Paraoksonazy a patomechanizm choroby Alzheimera

W maju 2008 roku ukazato si¢ pierwsze badanie, ktére udokumentowato, ze nasilenie zmian
patologicznych typowych dla AD jest zdeterminowane przez niektére polimorfizmy
funkcjonalne genu PONI [Leduc V 1 Poirier J., 2008]. Analizie poddano zwiazek
polimorfizméw L55M i Q192R genu PONI z markerami neuropatologicznymi choroby
Alzheimera, tzn. zawarto$cia AB40 i AB42 w korze plata czotowego, z gestoscia receptoréw
nikotynowych w korze plata skroniowego oraz aktywnoscia acetylocholintransferazy w korze
ptata skroniowego, u chorych z AD i w grupie 0s6b zdrowych. Badanie wykazalo, ze osoby
chore na AD, ktére sa nosicielami genotypu S5SMM maja znacznie wyzszy stosunek AB42 do
AB40 w poréwnaniu do 0s6b z AD bez takiego genotypu i do 0s6b zdrowych. Z kolei osoby
z AD, ktére sa nosicielami genotypu QQ maja znacznie wyzszy stosunek AB42 do AB40
w poréwnaniu do oséb z AD, ktére sa nosicielami przynajmniej jednego allelu R

i porownywalny stosunek AB42 do AB40 do os6b zdrowych.

Stwierdzono réwniez, ze tylko polimorfizm L55M determinuje ggstoS¢ receptorow
nikotynowych oraz aktywno$¢ transferazy acetylocholiny. Osoby z AD, ktére maja genotyp
MM w pozycji 55 maja znacznie nizsze stezenie receptorow nikotynowych i nizsza
aktywnos$¢ acetylocholinesterazy w porOéwnaniu do kontroli. St¢zenie receptoréow
nikotynowych i aktywnos¢ acetylocholintransferazy u oséb z AD, ktére nie byly nosicielami
genotypu MM i 0s6b zdrowych byta podobna. Uzyskane wyniki sugeruja, ze genotypy genu
PONI, ktére charakteryzuje nizsza aktywno$¢ PONI1, odpowiedzialna m.in. za gorsze
zdolnosci antyoksydacyjne tego enzymu, determinuja nasilenie proceséw patologicznych

w mozgu charakterystycznych dla AD.

74



1.2.4. Paraoksonazy a reakcja na leczenie inhibitorami acetylocholinesterazy chorych na

chorobg Alzheimera

Inhibitory acetylocholinesterazy sa uwazane za jedyne skuteczne leki objawowe w leczeniu
AD. Niedawno udokumentowano, ze osoby, ktére odpowiadaja na przewlekla terapi¢ AChEI
maja znacznie czgSciej allel R polimorfizmu Q192R genu PONI niz osoby, ktére nie
odpowiadaja na leczenie tymi lekami [Pola R i wsp., 2005]. W badaniu tym uczestniczyto
73 osoby; 17 oséb, ktére po okresie okoto 9- miesigcznej terapii uzyskaty, co najmniej
2 punkty wigcej w skali MMSE oraz nie uzyskaty gorszych wynikéw w skali LA.D.L i ADL
w stosunku do stanu wyjsciowego, zakwalifikowano jako osoby reagujace na terapi¢. Wyniki
tego badania sugeruja, ze PON1 moze dziata¢ synergistycznie z AChEI i1 osoby, ktére sa
nosicielami genéw odpowiedzialnych za wigksza aktywno$¢ enzymu moga znacznie lepiej
odpowiada¢ na t¢ terapig. Jak dotad wyniki te nie byly potwierdzone w innych populacjach,
nie zbadano tez czy inne funkcjonalne polimorfizmy genéw PON maja wplyw na reakcje

pacjentow z AD na leczenie AChEL
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II. CEL NAUKOWY PROJEKTU I ZADANIA BADAWCZE

II.1. CEL NAUKOWY

Celem prezentowanej pracy jest:

1) Okreslenie wptywu polimorfizméw genéw PONI 1 PON2, ktére zostaly
udokumentowane jako czynniki ryzyka choroby Alzheimera w innych populacjach
(L55M, QI192R, -161C/T genu PONloraz C311S genu PON2) na ryzyko tej choroby

w populacji polskiej z uwzglednieniem wieku, ptci oraz polimorfizmu genu APOE;

2) Okreslenie wptywu badanych polimorfizméw genéw PON i APOE na skutecznos$¢

leczenia AChEI,

I1.2. ZADANIA BADAWCZE

1) Poréwnanie czgsto$ci wystgpowania wybranych polimorfizméw genu PONI (Q192R,

MS5SL, -161C/T) w grupie chorych na AD 1 w grupie kontrolnej;

2) Poréwnanie czg¢stosci wystgpowania polimorfizmu C311S genu PON2 w grupie chorych

na AD i1 w grupie kontrolnej;

3) Analiza zwiazku migedzy badanymi polimorfizmami genéw PON i APOE a odpowiedzia
na leczenie AChEI;

4) Wykonanie metaanalizy oceniajacej znaczenie badanych polimorfizméw genéw PON
uwzgledniajacej wyniki wlasne oraz wyniki wszystkich opublikowanych badan

udostepniajacych wyniki surowe;
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III. MATERIAL
II.1. GRUPA BADANA

Do badania zostaly wilaczone kolejne osoby z diagnoza klinicznie prawdopodobnej AD
postawiong wedlug kryteriow DSM-IV (Zalacznik 1) i NINCDS-ADRDA (Zatacznik 2),
ktére byty diagnozowane i leczone w Poradni Zaburzen Pamigci Kliniki Neurologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie oraz w Klinice Neurologii Centralnego Szpitala Klinicznego
MSWiA w Warszawie 1 ktore wyrazily pisemna zgod¢ na udzial w badaniu. Wszystkie

zakwalifikowane osoby nalezaly do rasy kaukaskiej i byly polskiego pochodzenia.
II1.2. GRUPA KONTROLNA

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano kolejne osoby, bez wywiadu w kierunku choréb
neurologicznych oraz bez objawéw w badaniu neurologicznym. Zadna z oséb nie podawata
zaburzen pamigci. Wszyscy byli samodzielni w zyciu codziennym. Wszyscy tez wyrazili
swiadoma pisemna zgod¢ na udziat w badaniu. Osoby te byly rekrutowane wsréd
pracownikow Kliniki Neurologii UJ CM, wspétmatzonkéw pacjentéw leczonych w Klinice
Neurologii z powodu innych choréb niz AD oraz innych oséb odwiedzajacych.

Zakwalifikowane osoby nalezaly do rasy kaukaskiej i byty polskiego pochodzenia.
II1.3. MATERIAL BIOLOGICZNY

Materiat biologiczny stanowita krew zylna pobrana od chorych na AD i oséb z grupy
kontrolnej. W celu przeprowadzenia izolacji DNA i wykonania badah genetycznych od

wszystkich uczestnikéw badania pobrano 5 ml krwi zylnej.
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IV. METODY

IV.1. METODYKA PROCEDUR DIAGNOSTYCZNYCH PRZEPROWADZONA U

CHORYCH KWALIFIKOWANYCH DO BADANIA

IV.1.1. Kryteria wtaczenia do badania

Procedura rozpoznawanie prawdopodobnej AD u pacjentéw leczonych w Poradni Zaburzen

Pamigci Kliniki Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie oraz w Klinice Neurologii

Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA w Warszawie jest taka sama i opiera si¢ na

kryteriach DSM-IV i NINCDS-ADRDA uwzglgdniajacych nastgpujace elementy:

» wywiad od chorego i jego rodziny/opiekuna potwierdzajacy wystgpowanie deficytow
poznawczych (od ponad 6 miesigcy), ktéore powoduja istotne zaburzenia
w funkcjonowaniu spotecznym 1 zawodowym oraz istotne pogorszenie

dotychczasowego poziomu funkcjonowania,

* wynik badania neuropsychologicznego, ktére oceniato: pamie¢, mowe, praksje,
gnozjg, funkcje wykonawcze (planowanie, organizacj¢, porzadkowanie, abstrakcyjne

myslenie),

* wynik neuroobrazowania oraz wyniki badan laboratoryjnych (petna morfologia krwi,
OB, glukoza, elektrolity, kreatynina, aminostransferazy, TSH lub inne testy oceny
funkcji tarczycy, witamina B12, kwas foliowy,VDRL, badanie moczu) pozwalajace

wykluczy¢ inne niz AD przyczyny otgpienia,

* wynik badania neurologicznego, na podstawie, ktérego wykluczono wystgpowanie

deficytow ogniskowych oraz objawéw pozapiramidowych.

IV.1.2. Kryteria wykluczenia

Rozpoznanie AD wykluczano, gdy: =zaburzenia poznawcze mialy nagly poczatek

i stosunkowo wcze$nie w przebiegu choroby pojawity si¢ zaburzenia réwnowagi, drgawki

1 zaburzenia zachowania. Do grupy badanej nie wtaczano tez oséb, u ktérych w poczatkowym

okresie choroby w badaniu neurologicznym stwierdzono deficyty ogniskowe w postaci
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niedowladu potowiczego, zaburzen czucia czy ubytkéw w polu widzenia oraz objawy

pozapiramidowe.

Wykluczono osoby, ktére: nie wyrazily zgody na udziat w badaniu, u ktérych stwierdzono
wspotistniejace choroby mogace przebiega¢ z zaburzeniami funkcji poznawczych, takie
jak: choroba Parkinsona, choroba Huntingtona, krwiak wewnatrzczaszkowy, wodogltowie
normotensyjne, guz, duza depresja, choroby uktadowe (kita uktadu nerwowego, HIV),
toksyczne lub metaboliczne nieprawidtowos$ci (niedoczynno$¢ tarczycy, niedobdr witaminy
B12, niedobdér kwasu foliowego, niacyny, hiperkalcemia), a takze, u ktérych MRI mézgu

wskazywatl na podejrzenie obecnosci zmian zapalnych lub ognisk naczyniopochodnych.

IV.2. ETAPY BADANIA

Etap I:

W pierwszym etapie badania u wszystkich zakwalifikowanych oséb zarejestrowano wiek
zachorowania i ple¢ oraz wykonano oznaczenia 4 wybranych polimorfizméw genéw PON

oraz polimorfizmu APOE i sprawdzono czy maja one wptyw na ryzyko AD.

Etap II:

W drugim etapie badania, ktéry rozpoczal si¢ we wrzesniu 2008 sprawdzono, jaka jest
skutecznos¢ leczenia AChEI podawanymi przez okres minimum 16 tygodni u pacjentéw
z rozpoznaniem AD leczonych w Poradni Zaburzen Pamigci w Krakowie. Do tego etapu
badania zakwalifikowano osoby, u ktérych byla mozliwo$¢ stwierdzenia czy reaguja
(ang. responders) czy tez nie (ang. non-responders) na to leczenie. Wszystkie osoby
zakwalifikowane do tego etapu przed i po minimum 16 tygodniach leczenia byly poddane
ocenie za pomoca nastgpujacych skal: MMSE, skali oceny podstawowych czynno$ci Zycia
codziennego Katz’a - Skala ADL (ang.: Activities of Daily Living) (Zatacznik 3) oraz skali
oceny ztozonych czynnos$ci zycia codziennego (skala Lawtona) — LA.D.L (ang. Instrumental

Activities of Daily Living) (Zatacznik 4).
Odpowiedz na leczenie (ang. responders) zostala stwierdzona u os6b chorych na AD, ktére

w czasie, 16-tygodniowej terapii AChEIL: donepezilem w dawcelOmg/d lub rywastygming

w dawce 9-12mg/d, uzyskaly poprawg, co najmniej o 1 punkt w skali MMSE oraz u ktérych
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liczba punktéw w skali ADL i LA.D.L. nie zmniejszyta si¢ w tym czasie. W prezentowanym
badaniu pozytywna reakcj¢ na leczenie zdefiniowano w oparciu o definicj¢ National Institute
for Health and Clinical Excelence (NICE), stwierdzajacej dobra odpowiedZ na leczenie
wtedy, gdy po 4 miesiacach leczenia pacjenci uzyskuja, co najmniej taka sama liczbe
punktow w skali MMSE oraz poprawe¢ w skalach oceniajacych codzienne funkcjonowanie

[O'Brien i Ballard, 2001].

Brak odpowiedzi na leczenie (ang. non-responders) zostal stwierdzony u oséb, u ktérych po
okresie, co najmniej 16-tygodniowej terapii liczba punktéw w skali MMSE byla taka sama
lub nizsza, a liczba punktéw w skali ADL i/lub I.LA.D.L. byla nizsza w stosunku do stanu

wyjsciowego.

IV.3. METODYKA BADAN LABORATORYINYCH

IV.3.1. Izolowanie DNA

Izolacja DNA zostata wykonana z 5 ml krwi zylnej. Leukocytarne DNA zostato wyizolowane
przy uzyciu DNAzolu (DNAzol Reagent) firmy Invitrogen, czg¢s¢ DNA uzyskano przy uzyciu
zestawu QIAamp DNA Blood Mini kit firmy Qiagen.

IV.3.2. Oznaczenie polimorfizméw genéw

W celu zbadania polimorfizmu Q192R i L55M genu PONI oraz C311S genu PON2 zostata
przeprowadzona reakcja fancuchowa polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) oraz
proces trawienia enzymami restrykcyjnymi z rozdzialem otrzymanych fragmentéw na zelu
agarozowym (4,0% lub 4,5%) barwionym bromkiem etydyny. Polimorfizm —161C/T genu
PONI1 zostal oznaczony przy pomocy reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(Real-Time PCR) za pomoca aparatu firmy Applied Biosystems z zastosowaniem protokotu

badania podanego przez firm¢ Applied Biosystems.

IV.3.2.1. Polimorfizm Q192R genu PON1

W koncowej objgtosci 15 pL mieszaniny reakcyjnej zostata przeprowadzona reakcja
tancuchowa polimerazy. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,7 ulL kazdego ze starterow
o stezeniu 10 uM, 10x bufor (Qiagen), 0,3 uL. ANTP o stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 uLL Taq
DNA polimerazy (Qiagen) oraz 1,5 uL ludzkiego DNA o stezeniu 100 ng/ul. Sekwencje
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starterow zastosowane w reakcji PCR byly nastepujace: 5’-TAT TGT TGC TGT GGG ACC
TGA G-3’ 1 5-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 zostata poddana
30 cyklom: denaturacja (1 minuta w 94°C), przytaczanie (30 sekund w 61°C) i polimeryzacja
(1 minuta w 72°C). Koncowy etap polimeryzacji odbywal si¢ w 72°C przez 6 minut.
Uzyskany produkt o dlugosci 99 bp trawiono enzymem restrykcyjnym Alw I (New England
Biolabs).

Trawienie przeprowadzono w objgtosci 18 L. zawierajacej 15 pL produktu, 10x bufor
i enzym (0,3 pL). 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 1 34 bp, oraz heterozygot — produkty 99 bp,
65 bp i 34 bp.

1V.3.2.2. Polimorfizm L55M genu PON1

W koncowej objgtosci 15 pL mieszaniny reakcyjnej zostata przeprowadzona reakcja
tancuchowa polimerazy. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,5 uL kazdego ze starterow
o stezeniu 10 uM, 10x bufor, 0,3 uLL ANTP o stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 uL. Taqg DNA
polimerazy (Qiagen) oraz 1 puL ludzkiego DNA o stezeniu 100 ng/ul. Sekwencje starteréw
zastosowane w reakcji PCR byly nastepujace: 5’-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA
G-3" i 5-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) 1 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 puL). Mieszaning inkubowano przez 12 godzin w 37°C. Otrzymane
produkty trawienia rozdzielano nastgpnie na 4% zelu agarozowym (Sigma) barwionym

bromkiem etydyny (Gibco BRL) przez 30 minut przy 125 V. W przypadku homozygot L/L

81



uzyskiwano produkt 170 bp, homozygot M/M - produkty: 126 bp i 44 bp, oraz
heterozygot — produkty: 170 bp, 126 bp i 44 bp.

1V.3.2.3. Polimorfizm C311S genu PON2

W koncowej objgtosci 15 plL mieszaniny reakcyjnej zostata przeprowadzona reakcja
tancuchowa polimerazy. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,5 uL kazdego ze starterow
o stezeniu 10 uM, 10x bufor, 0,3 uL ANTP o stgzeniu 10 mM (Qiagen), 0,08 pL. Taqg DNA
polimerazy (Qiagen) oraz 1,5 puL ludzkiego DNA o stgzeniu 100 ng/pL. Sekwencje starterow
zastosowane w reakcji PCR byly nastgpujace: 5’-ACA TGC ATG TAC GGT GGT CTT
ATA-3’ i 5>-AGC ATT TCA TAG ATT AAT TGT TA-3’ (Invitrogen). Reakcj¢ 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 dtugosci 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 puL). 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 i 142 bp, homozygot S/S — produkty 120 bp i 67 bp i 75 bp,
oraz heterozygot — produkty 120 bp, 142 bp, 75 bp i 67 bp.

IV.3.2.4. Polimorfizm —161C/T genu PON1

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym zostata przeprowadzona przy uzyciu
aparatu  ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Wykorzystany do oznaczen zestaw firmy Applied zawieral TagMan Universal PCR Master
Mix i specyficzna parg sond znakowanych fluorochromami VIC i FAM oraz startery. Reakcja
byta przeprowadzona w koncowej objetosci 25 pl.

Proces amplifikacji prowadzony byt wedtug schematu: 10 minut w 95°C, 40 cykli przez

15 sekund w 95°C 1 przez 1 minutg w temperaturze 60°C.
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Wykorzystany zestaw z firmy Applied Biosystems as Pre-Designed/Validated Assays byt
zaprojektowany 1 przygotowany do oznaczenia polimorfizmu genu PONI (rs705381)

w miejscu -161.

IV.3.2.5. Polimorfizm genu APOE

W koncowej objgtosci 25 pL mieszaniny reakcyjnej zostata przeprowadzona reakcja
tancuchowa polimerazy. Mieszanina reakcyjna zawierata 0,8 uL kazdego ze starterow
o stezeniu 0.52 uM, 10x bufor, 0,5 uL. ANTP o stezeniu 10 mM (Qiagen), 0,09 uL. Taqg DNA
polimerazy (Eurex), 2,5 uL DMSO oraz 2,5 uL ludzkiego DNA o stgzeniu 100 ng/pL.
Sekwencje starterow zastosowane w reakcji PCR byty nastgpujace: 5’-~ACA GAA TTC GCC
CCG GCC TGG TAC AC-3" i 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A-3
(TIB Molbiol) Reakcje PCR przeprowadzono przy uzyciu aparatu UNO I firmy Biometra.

Po wstepnej denaturacji DNA przez 5 minut w 94°C, mieszanina reakcyjna zostata poddana
39 cyklom: denaturacja (30 sekund w 94°C), przytaczanie (30 sekund w 65°C) 1 polimeryzacja
(1,5 minuty w 70°C). Koncowy etap polimeryzacji odbywat si¢ w 70°C przez 10 minut.
Uzyskany produkt o diugosci 227 bp podzielono na dwie czgsci 1 jedng czgs¢ trawiono
enzymem restrykcyjnym Afl III a druga Hae II (New England Bio Labs). Trawienie
przeprowadzono w objgtosci 14 pL zawierajacej 11 pL produktu, 10x bufor D, 100x BSA
i enzym (0,25 uL). Mieszaning inkubowano przez 12 godzin w 37°C. Otrzymane produkty
trawienia rozdzielano nast¢pnie na 2,5% zelu agarozowym (Sigma) barwionym bromkiem
etydyny (Gibco BRL) przez 30 minut przy 125 V. W przypadku homozygot APOE 3/3
uzyskiwano produkty: trawienia enzymem Hae II: 195bp i trawienia enzymem Afl III: 177
bp, homozygot APOE 4/4 — produkty: trawienia enzymem Hae II: 195 bp i trawienia
enzymem Afl III: 227 bp, homozygot APOE 2/2 uzyskiwano produkty: trawienia enzymem
Hae II: 227bp i trawienia enzymem Afl III: 177 bp oraz heterozygot APOE 3/4— produkty
trawienia enzymem Hae II: 195 bp 1 trawienia enzymem Afl III: 177 bp 1 227 bp, heterozygot
APOE 2/3— produkty trawienia enzymem Hae II: 195 bp, 227 bp i trawienia enzymem
Afl IIT: 177 bp oraz heterozygot APOE 2/4— produkty trawienia enzymem Hae II: 195 bp i
227 bp oraz trawienia enzymem Afl III: 177 bp 1227 bp.
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IV.4. STATYSTYCZNE OPRACOWANIE WYNIKOW

Wyniki opisujace dane ilosciowe zostaly przedstawione w postaci $redniej i odchylenia
standardowego (SD). Potencjalna réznice w rozkladzie ptci migdzy grupami sprawdzono
testem %%, a w rozkladzie wieku testem t-studenta. Za pomoca testu ¥’ sprawdzono czy
istnieje ewentualna niezgodnos$¢ czestosci wystgpowania badanych genotypéw z rozktadem
Hardy — Weinberga. Zwiazek polimorfizméw z ryzykiem choroby badano w modelu
dominujacym, recesywnym i addytywnym. Oceniano takze réznicg¢ czgstosci wystgpowania
badanych alleli w grupie chorych na AD i grupie kontrolnej. Dla poréwnania rozktadu
genotypow 1 alleli w badanych grupach uzyto testu x> Wptyw badanych polimorfizméw na
ryzyko choroby po uwzglednieniu wieku i pilci badano za pomoca analizy regresji
logistycznej.

Wykonano test asocjacji haplotypéw. Interakcje migdzy badanymi wariantami genetycznymi
gendw PON a polimorfizmem APOE zbadano za pomoca regresji logistycznej przy uzyciu
modutu SAS Genetics wersja 1,9.

Wptyw wieku i plci oraz genotypu z allelem €4 genu APOE na rozklad genotypéw i alleli
w badanych grupach testowano za pomoca regresji logistycznej. Przeprowadzono takze
metaanaliz¢ uzywajac modelu z efektami stalymi (ang. fixed effect model) oraz modelu
efektow losowych (ang. random effect model). Odpowiedz na leczenie u 0séb
odpowiadajacych i1 nie odpowiadajacych na leczenie z uwzglednieniem testowanych
wariantow genetycznych poréwnywano za pomoca testu chi2.

Ze wzgledu na réwnoczesne testowanie znaczenia 5 réznych wariantéw genetycznych,
uwzgledniono korekt¢ Bonferoniego i za prég istotnosci statystycznej przyjgto wartos¢
p<0.01.

Catos¢ opracowano przy uzyciu modutu SAS Genetics wersja 1,9.
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V. WYNIKI

V.1. CHARAKTERYSTYKA BADANYCH GRUP- DANE DEMOGRAFICZNE

Kryteria wlaczenia do badania spetnito 360 chorych na AD. Wiek chorych w czasie
wystagpienia  pierwszych  objawéw  choroby wahat si¢ od 60 do 92 lat
(srednia wieku: 74.34+6.72 lat). W grupie chorych na AD byto 230 kobiet (63.89%).

Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 354 osoby w wieku od 60 do 94 lat
(srednia wieku: 71.50+8.37 lat). W grupie tej byto 201 kobiet (56.78%).

Chorzy na AD i osoby z grupy kontrolnej nie réznili si¢ pod wzgledem rozkitadu pitci
(p=0,052). Osoby chore na AD byly starsze od oséb z grupy kontrolnej (p=0,000001).
Z powodu istotnie statystycznej roznicy wieku migdzy badanymi grupami wszystkie analizy
zwiazku badanych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na AD testowano nie tylko za
pomoca analizy jednoczynnikowej, ale takze za pomoca analizy regresji logistycznej

uwzgledniajacej dane demograficzne.

W przypadku polimorfizmu —161C/T genu PONI nie udato si¢ okresli¢ genotypu u jednego
chorego na AD ze wzgledu na brak DNA. W badaniu polimorfizmu C311S genu PON2 nie
udalo si¢ okresli¢ genotypu tez u jednego chorego, ze wzgledu na niespecyficzne produkty
reakcji, mimo kilkukrotnego powtarzania oznaczenia. W grupie kontrolnej nie uzyskano

wyniku oznaczenia polimorfizmu -161C/T genu PONI u 6 0s6b ze wzgledu na brak DNA.
Wszystkie badane polimorfizmy nie wykazywaty odchylen od réwnowagi Hardy—Weinberga,
zarbwno w calej analizowanej grupie, jak 1 oddzielnie w grupie chorych na AD i grupie

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

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

rozktadu w innych populacjach nalezacych do rasy kaukaskiej [Erlich i wsp., 2006].
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V.2. BADANIA GENETYCZNE

V.2.1. Zwiazek badanych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na chorobg Alzheimera

V.2.1.1. Polimorfizm Q192R genu PONI a ryzyko choroby Alzheimera

Zaréwno analiza jednoczynnikowa, jak i analiza regresji logistycznej uwzgledniajaca wptyw

wieku 1 pici, w zadnym z testowanych modeli dziedziczenia nie wykazaty zwiazku

testowanych genotypéw polimorfizmu Q192R genu PONI z ryzykiem AD.

Nie stwierdzono réwniez réznicy czgstosci alleli miedzy badanymi grupami (allel R: chorzy

na AD: 188 (26.11%) vs. grupa kontrolna:172 (24.29%); OR=0.91 (0.72-1.15), p=0.35)

po uwzglednieniu wieku i ptci (Tabela 4).

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

u chorych na AD i u oséb z grupy kontrolne;.

Grupa
AD
kontrolna
(N=360) OR (95%C1I) (p) OR (95%C)) (p)
%) (N=354)
(%)
Genotypy
QQ | 205(56.94) | 203 (57.34) | 1.02 (0.74-1.39) (0.91)* 1.05 (0.78-1.42) (0.74)**
QR | 122(33.88) | 130 (36.72) | 1.60 (0.90-2.83) (0.10)# 1.62 (0.91-2.89) (0.10)##
RR 33(9.17) 21 (5.93) 1.09 (0.86-1.39) (0.43)§ 1.12 (0.88-1.42) (0.34)§$
Allele
Q | 532(73.88) | 536 (75.79)
0.91 (0.72-1.15) (0.35)% 0.32%%
188 (26.11) | 172 (24.29)
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k3R

##

§8

T

Test x2 (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu R (RR+QR vs. QQ) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu dominujacego allelu R
(QQ+QR vs. RR) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i pici
(grupa AD i grupa kontrolna).
Test x* (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu R (QQ+QR vs. RR) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu recesywnego allelu R
(QQ+QR vs. RR) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i pici
(grupa AD 1 grupa kontrolna).
Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wptyw efektu addytywnego (RR vs. QR vs. QQ)
na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wplyw wieku 1 pici
(grupa AD i grupa kontrolna).
Test %* (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach Q i R w dwéch
badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej wykonany na allelach Q 1 R w dwdéch badanych grupach
(grupa AD 1 grupa kontrolna) uwzgledniajacy wptyw wieku 1 pici
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V.2.1.2. Polimorfizm L55M genu PONI a ryzyko choroby Alzheimera

Zaréwno analiza jednoczynnikowa jak i analiza regresji logistycznej uwzgledniajaca wptyw

wieku i plci wykazaly, ze polimorfizm L55M (obecno$¢ allelu M) ma wplyw na ryzyko

zachorowania na AD w modelu addytywnym, ale na poziomie istotnosci réwnym 0.03.

Ze wzgledu na rownoczesne testowanie wielu hipotez dla prezentowanego badania

uwzglednienie korekty Bonferoniego pozwolito ustali¢ poziom istotno$ci statystycznej na

0.01. Z tego powodu uzyskany wynik nie mozna uzna¢ za istotny statystycznie. Pozostate

testowane modele (dominujacy i recesywny) takze takiej zalezno$ci nie wykazaty (Tabela 5).

Tabela 5. Czgstos¢ wystgpowania genotypow 1 alleli polimorfizmu L55M genu PONI

u chorych na AD i u oséb z grupy kontrolne;j.

Grupa
AD
kontrolna
(N=360) OR (95%CI) (p) OR (95%CI) (p)
(N=354)
(%)
(%)
Genotypy
MM | 154 (42.78) | 130(36.72) | (.78 (0.57-1.05) (0.09) * | 0.77 (0.56-1.04) (0.09)**
LM | 171 (47.50) | 177 (50.00) | 0.70 (0.44-1.12) (0.09) # | 0.65 (0.40-1.04) (0.07)##
L | 35072 29 (13.28) | 1:24(0.99-1.56) (0.049)§ | 1.28 (1.02-1.61) (0.03)8§
Allele
M | 479 (66.52) | 437 (61.72)
1.25 (1.01-1.55) (0.04)% 0.0374%
L | 241(33.47) | 275(38.84)

ek

Test x2 (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu M (MM+ML vs. LL) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu dominujacego allelu M
(MM+ML vs. LL) na ryzyko zachorowania na AD uwzglgdniajacy wptyw wieku i pici

(grupa AD i grupa kontrolna).
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§8

T

Test x* (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu M (LL+LM vs MM) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wpltyw efektu recesywnego allelu M
(LL+LM vs. MM) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i pici
(grupa AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa AD 1 grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu addytywnego (MM vs.LM vs. LL)
na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i ptci

(grupa AD i grupa kontrolna).

Test x> (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach L i M w dwéch
badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej wykonany na allelach M 1 L w dwdéch badanych grupach
(grupa AD 1 grupa kontrolna) uwzgledniajacy wptyw wieku 1 plci.
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V.2.1.3. Polimorfizm —161C/T genu PONI a ryzyko choroby Alzheimera

W przypadku polimorfizmu —161C/T genu PONI zaréwno analiza jednoczynnikowa jak

1 analiza regresji logistycznej uwzgledniajaca wplyw wieku 1 pici, w zadnym z testowanych

modeli dziedziczenia nie wykazaty wplywu badanych genotypéw i alleli tego polimorfizmu

na ryzyko wystapienia AD (Tabela 6).

Tabela 6. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu —161C/T genu PONI

u chorych na AD i u oséb z grupy kontrolne;.

Grupa
AD
kontrolna
(N=359) OR (95%C]I) (p) OR (95%CI) (p)
(N=348)
(%)
(%)
Genotypy
CcC 209 (58.22) | 192 (55.17) | 0.88 (0.66-1.19) (0.41)* | 0.88 (0.65-1.19) (0.56)**
CT 126 (35.10) | 135(38.79) | 1.16 (0.61-2.04) (0.72)# | 1.08 (0.58-2.01) (0.81)##
TT 24 (6.69) 21 (6.03) 0.94 (0.74-1.20) (0.63)§ | 0.93 (0.73-1.19) (0.57)§§
Allele
C 544 (75.76) | 519 (74.56)
1.07 (0.84-1.36) (0.60)% 0.57+%
T 174 (24.23) | 177 (25.43)
* Test x2 (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu T (TT+CT vs CC) w obu badanych grupach (grupa AD 1 grupa kontrolna).
*k Model regresji logistycznej testujacy wptyw efektu dominujacego allelu T
(TT+CT vs. CC) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i ptci
(grupa AD 1 grupa kontrolna).
# Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny

allelu T (CC+CT vs TT) w obu badanych grupach (grupa AD 1 grupa kontrolna).
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##

§§

T

Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu recesywnego allelu T
(CC+CT vs. TT) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i pici
(grupa AD i grupa kontrolna).
Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu addytywnego (CC vs. CT vs. TT)
na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wplyw wieku 1 pici
(grupa AD i grupa kontrolna).
Test x2 (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C 1 T w dwéch
badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej wykonany na allelach C i T w dwoch badanych
grupach(grupa AD 1 grupa kontrolna) uwzgledniajacy wplyw wieku 1 pici.
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V.2.1.4. Polimorfizm C311S genu PON2 a ryzyko choroby Alzheimera

Zaréwno analiza jednoczynnikowa jak 1 analiza regresji logistycznej takze w przypadku

testowania wplywu polimorfizmu C311S genu PON2 na ryzyko AD w modelu dominujacym,

recesywnym i addytywnym nie wykazaly jego znaczenia dla ryzyka AD (Tabela 7).

Tabela 7. Czgsto$¢ wystgpowania genotypéw i alleli polimorfizmu C311S genu PON2

u chorych na AD i u 0séb z grupy kontrolne;.

Grupa
AD
kontrolna
(N=359) OR (95%CI) (p) OR (95%CI) (p)
(N=354)
(%)
(%)
Genotypy
SS 191 (63.20) | 212(59.89) | 1.31(0.97-1.77) (0.07)* | 1.35(0.99-1.83) (0.053)**
SC | 140(39.00) | 117 (33.05) | 1.11(0.63-1.97) (0.71)# 1.07 (0.60-1.90) (0.82)##
CC 28 (7.80) 25 (7.06) 1.21 (0.95-1.52) (0.11)§ 1.22 (0.96-1.55) (0.10)§8
Allele
S 522 (72.70) | 541 (76.41)
0.82 (0.65-1.04) (0.11)% 0.09%%
C 196 (27.29) | 167 (23.58)
* Test x> (jeden stopiefi swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy
allelu C (CC+CS vs SS) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
ok Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu dominujacego allelu C
(CC+CS vs. SS) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wplyw wieku i ptci
(grupa AD i grupa kontrolna).
# Test %* (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu C (SS + SC vs CC) w obu badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
## Model regresji logistycznej testujacy wplyw efektu recesywnego allelu C

(SS+SC vs. CC) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wpltyw wieku i ptci
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(grupa AD i grupa kontrolna).

Testowanie modelu addytywnego przy uzyciu testu trendu (Cochran—Armitage trend
test) w obu badanych grupach (grupa AD 1 grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej testujacy wptyw efektu addytywnego (SS vs. SC vs. CC)
na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wptyw wieku i ptci

(grupa AD 1 grupa kontrolna).

Test %> (jeden stopien swobody, tabela 2x2) wykonany na allelach C i T w dwéch
badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).

Model regresji logistycznej wykonany na allelach C i T w dwéch badanych grupach
(grupa AD i grupa kontrolna) uwzgledniajacy wptyw wieku i ptci
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V.2.1.5. Analiza haplotypéw

Za pomoca modutu SAS Genetics wersja 9,1 sprawdzono czy badane polimorfizmy genéw
PON znajduja si¢ w nierdwnowadze sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD).
Obliczono wskazniki D' i r* (Tabela 8) na podstawie, ktérych za pomoca programu
Haplowiev wersja 4,1 wyznaczono haploblok (Rycina 4). Z wykonanych analiz wynika, ze
dwa z czterech badanych loci polimorfizméw: Q192R, L55M, -161C/T oraz C311S, genéw
PON wystgpuja w nierOwnowadze sprz¢zen 1 dziedzicza si¢ razem z wysokim

prawdopodobienstwem (D">0,91).

Tabela 8. WspStczynniki nieréwnowagi sprzezen D'i 1.

Pary D' I’

polimorfizméw

QI92R/L55M | |...091....... | | 0.157
QI92R/-T161C | |...0.14....... | | 0.002
QI92R/C311S | |...0.25....... | | 0.063
L55M/-T161C | |...0.75....... | | 0.103
L55M/C311S |...063....... | | 0.075
~-T161C/C311S | |...0.33....... | | 0.108
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Ryc 4. Graficzne przedstawienie LD. W kwadratach sa zamieszczone warto$ci D' pomnozone

przez 100.
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Wartos¢ p dla ogdlnego testu asocjacji haplotypéw ztozonych z polimorfizmu Q192R i L55M
genu PONI 7z ryzykiem zachorowania na AD wyniosta 0.29. Z tego powodu nie

przeprowadzono dalszej analizy wptywu haplotypéw na ryzyko zachorowania na AD.

Wartosci p testow asocjacji dla poszczegdlnych haplotypéw z ryzykiem zachorowania

umieszczono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Czgsto$s¢ wystgpowania haplotypéw dwoéch wariantéw polimorficznych Q192R i

L55M genu PONI u chorych na AD i w grupie kontrolne;j.

Haplotypy Grupa Istotnos¢
PONI AD Kontrolna statystyczna
()
QM 37.4% 32.8% 0.069
RL 23.3% 25.4% 0.35
QL 38.4% 41.1% 0.30
RM 1% 1% 0.61
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V.2.1.6. Polimorfizm genu APOE a ryzyko choroby Alzheimera

Osoby chore na AD charakteryzowalo znacznie czgstsze wystgpowanie genotypu eded
1 genotypu z allelem &4 (€3¢4 1 eded 1 €4e2) w poréwnaniu do 0séb z grupy kontrolnej

(Tabela 10).

Tabela 10. Rozkitad genotypéw polimorfizmu genu APOE u pacjentow chorych na AD

1 w grupie kontrolne;.

AD Grupa kontrolna Istotnos¢ Istotnos¢
(N=360) (N=354) statystyczna statystyczna
%) %) ®) ®)
€2e2 0 4 (1.13)
€2¢€3 21 (5.83) 45 (12.71) *<(.00001
**<0.00001
€3¢e3 150 (41.67) 221 (62.43) # <0.00001
##<0.0001
€2¢e4 6 (1.67) 13 (3.67) § <0.0001
§§ <0.0001
€3e4 158 (43.89) 71 (20.06)
eded 25 (6.94) 0
* Test x2 (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt dominujacy

allelu €4 (eded+ €3ed+ e2ed vs. €3e3+ €2e3+ €2€2) w obu badanych grupach
(grupa AD i grupa kontrolna).

ok Model regresji logistycznej testujacy wptyw efektu dominujacego allelu €4 (eded+
€3ed+ €2¢e4 vs. €3e3+ €2€3+ €2¢2) na ryzyko AD uwzgledniajacy wptyw wieku 1 plci
(grupa AD i grupa kontrolna).

# Test x> (jeden stopien swobody, tabela 2x2), w ktérym testowano efekt recesywny
allelu €4 (eded vs €3ed+ €2ed + €33+ €2e3+ €2e2) w obu badanych grupach
(grupa AD i grupa kontrolna).
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##

§§

Model regresji logistycznej testujacy wpltyw efektu recesywnego allelu &4
(ed4ed4 vs €3ed+ €2e4 + €3e3+ €2e3+ €2¢2) na ryzyko zachorowania na AD
uwzgledniajacy wptyw wieku i plci (grupa AD 1 grupa kontrolna).

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

Model  regresji  logistycznej testujacy  wptyw  efektu  addytywnego
(€3€3 vs. €34 vs. g4e4) na ryzyko zachorowania na AD uwzgledniajacy wplyw wieku

iptci (grupa AD i grupa kontrolna).
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Tabela 11. Rozktad alleli polimorfizmu APOE u pacjentéw chorych na AD i w grupie

kontrolnej.
AD Grupa kontrolna Istotnose
(N=360) (N=354) statystyczna
(P)
€2 27 66 <0.0001
€3 479 560
e4 214 84

Test x2 (dwa stopnie swobody, tabela 3x2) wykonany na allelach €2, €3, ¢4 w dwoéch

badanych grupach (grupa AD i grupa kontrolna).
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V.2.1.7. Testowanie interakcji migdzy badanymi polimorfizmami.

Testowanie interakcji migdzy badanymi polimorfizmami gendw PON oraz genu APOE

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze polimorfizmu L55M genu PONI (model addytywny)
i genotypu z allelem C polimorfizmu C311S genu PON2 (model dominujacy) bez
uwzgledniania korekty Bonferoniego sa granicznie zwiazane ryzykiem AD. Ta zaleznos¢
zanika po uwzglednieniu korekty Bonferoniego. Nie mozna wykluczy¢, ze znaczenie tych
wariantow dla ryzyka AD moze si¢ ujawnié, jesli wezmie si¢ pod uwage ich interakcje
z polimorfizmem genu APOE. Taka strategi¢ zastosowali wczes$niej Janka 1 wsp.
[Janka i wsp., 2002], ktérzy nie wykazali zwiazku polimorfizmu PON C311S z ryzykiem AD,
natomiast stwierdzili, ze wystgpuje interakcja allelu S tego polimorfizmu i allelu €4 genu

APOE w kontekscie ryzyka AD.

Z tego powodu sprawdzano, czy istnieja nastgpujace interakcje:
1) interakcja miedzy obecnoscia allelu M polimorfizmu L55M genu PONI i genotypu
z allelem C polimorfizmu C311S genu PON2,
2) interakcja migdzy obecnoscia allelu M polimorfizmu L55M genu PONI i genotypem
z allelem E4 genu APOE,
3) interakcja miedzy obecno$cia genotypu z allelem C polimorfizmu C311S genu PON2
1 genotypem z allelem E4 genu APOE,

Nie stwierdzono wystgpowania interakcji pomigdzy allelem M polimorfizmu L55M genu
PONI a genotypem z allelem C polimorfizmu C311S genu PON2 (p = 0.64, OR = 0.9;
95%CI:0.57-1.41). Nie wykazano takze interakcji pomigdzy allelem M polimorfizmu L55M
a genotypem z allelem €4 genu APOE (p = 0.45, OR = 0.83; 95%CI:0.52 — 1.33) ani interakcji
pomiedzy genotypem z allelem C polimorfizmu C311S genu PON2 a genotypem z allelem &4
genu APOE w badanej grupie chorych (p= 0.55).

Poniewaz nie stwierdzono interakcji migdzy badanymi polimorfizmami, wptyw tych

polimorfizméw na ryzyko AD testowano za pomoca modelu regresji logistyczne;j.

Analiza regresji logistycznej wykazata, ze allel M polimorfizmu L55M genu PONI1

dziedziczony w sposéb addytywny wykazuje zwiazek z ryzykiem AD niezaleznie od wieku
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i genotypu z allelem €4 genu APOE na poziomie istotnosci statystycznej rownym 0.03.

Zastosowanie korekty Bonferoniego 1 obnizenie progu

istotnosci

statystycznej dla

prezentowanego badania do poziomu 0.01 nie pozwala jednak uznaé, Zze ten wynik jest

pozytywny. Mozna natomiast stwierdzi¢, ze zarowno starszy wiek oraz genotyp z allelem &4

genu APOE spelniaja kryteria obliczonej istotnosci statystycznej dla tego badania i sa

niezaleznymi czynnikami ryzyka AD (Tabela 12).

Tabela 12. Analiza regresji logistycznej uwzgledniajaca wiek, pte¢, genotyp z allelem €4 genu

APOE, allel M polimorfizmu L55M genu PON1.

OR 95%ClI P
Wiek 1.05 1.03-1.07 0,00001
Pteé 1.22 0.88-1.68 0.22
Genotyp z allelem €4 genu APOE 3.81 2.73-5.32 <0.00001
Allel M polimorfizmu L55M genu PON! 1.29 1.01-1.64 0.03
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V.2.2. Zwiazek badanych polimorfizméw z odpowiedzia na leczenie inhibitorami

acetylocholinesterazy

W drugiej czgsci badania uczestniczylo 101 pacjentéw leczonych AChEI przez okres
16 tygodni, ktérych obserwowano pod katem odpowiedzi na leczenie. 67 chorych spetito
przyjete kryterium odpowiedzi na leczenie, a 34 chorych tego kryterium nie speinito. Osoby
z obu grup nie r6znily si¢ pod wzgledem pici i wieku (Srednia wieku oséb odpowidajacych na
leczenie wynosita 71.96+/-7.22 lat a oséb bez odpowiedzi na leczenie: 70.09+/-7.71 lat,
p=0.23). W pierwszej grupie byto 43 kobiety (64.2%) a w drugiej 20 kobiet (58.8%) (p=0.60).

Tabela 13. Rozklad genotypéw polimorfizmu Q192R u pacjentéw leczonych AChEI, ktorzy

odpowiadali lub nie na to leczenie.

Osoby Osoby nie
Genotyp odpowiadajace | odpowiadajace na OR (95%C) (p)
Q192 R na leczenie leczenie
(%) (%)
QQ 40 (67.00) 18 (31.03) *1.32 (0.57-3.03) (0.52)
QR 22 (62.86) 13 (37.14) #1.2(0.27-5.35) (0.81)
RR 5(62.50) 3(37.50) §0.79(0.33-1.86) (0.59)
Donepezil
QQ 27 (62.79) 10 (58.82) *1.18 (0.38-3.72) (0.78)
QR 12 (27.91) 6 (35.29) #0.61 (0.06-5.88) (0.67)
RR 4(9.3) 1 (5.88) §0.71(0.21-2.35) (0.57)
Ryvastigmina
QQ 12 (52.17) 8 (47.06) *1.23 (0.35-4.31) (0.75)
QR 10 (43.48) 7 (41.18) #2.93 (0.24-35.33) (0.38)
RR 1 (4.35) 2 (11.76) §1.1 (0.31-3.91) (0.88)

*QQ vs. QR+RR
#QQ+QR vs. RR

§ QR vs QQ+RR
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Tabela 14. Rozklad genotypéw polimorfizmu MS5L genu PONI u pacjentéw leczonych

AChEI, ktérzy odpowiadali lub nie na to leczenie.

Osoby Osoby nie
Genot odpowiadajace | odpowiadajace na
MSSI)ip :a leczerjia; ' leczerjia; OR O5%CD ()
(%) (%)
MM 26 (38.81) 14 (41.18) *0.91 (0.31-2.10) (0.82)
ML 37 (55.22) 18 (52.94) #0.98 (0.17-5.66) (0.99)
LL 4 (6.00) 2 (5.88) §1.10 (0.48-2.51) (0.83)
Donepezil
MM 16 (37.21) 9 (52.94) *0.53 (0.17-1.64) (0.27)
ML 25 (58.14) 8 (47.06) #NA
LL 2 (4.65) 0 §1.56(0.51-4.83) (0.44)
Ryvastigmina

MM 10 (43.48) 5(29.41) *1.84 (0.49-6.98) (0.36)
ML 11 (47.83) 10 (58.82) #1.40 (0.18-11.08) (0.75)
LL 2 (8.70) 2 (11.76) §0.64 (0.18-0.28) (0.49)

*MM vs. MLA+LL
#MM+ML vs. LL
SML vs. MM+LL
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Tabela 15. Rozklad genotypéw polimorfizmu -161C/T genu PONI u pacjentéw leczonych

AChEI, ktérzy odpowiadali lub nie na to leczenie

Osoby Osoby nie
Genotyp- odpowiadajace | odpowiadajace na
161Ci]"1Iz :a leczenjia; ' leczerjia; OR G5%CD @)
(%) (%)
CC 35 (52.24) 22 (64.71) *0.60 (0.25-1.40) (0.23)
CT 30 (44.78) 10 (29.41) #2.03 (0.27 -15.90) (0.48)
TT 2 (3.00) 2 (5.88) §1.95(0.81-4.70) (0.14)
Donepezil
CcC 18 (41.86) 10 (58.82) *0.50 (0.16-5.58) (0.24)
CT 24 (55.81) 6 (35.29) #2.63 (0.15-44.53) (0.49)
TT 1(2.33) 1 (5.88) §2.32 (0.72-7.41) (0.15)
Ryvastigmina
CC 16 (69.57) 12 (70.59) *0.95 (0.24-3.75) (0.94)
CT 6 (26.09) 4 (23.53) #1.38 (0.08-23.67) (0.83)
TT 1 (4.35) 1(5.88) §1.15 (0.27-4.92) (0.85)

*CCvs. CT+TT
#CC+CT vs. TT
§ CT vs. CC+TT
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Tabela 16. Rozktad genotypéw polimorfizmu C311S genu PON2 u pacjentéw leczonych

AChEI, ktérzy odpowiadali lub nie na to leczenie.

Osoby Osoby nie
Genot odpowiadajace | odpowiadajace na
C31 123 :a leczerjia; ' leczerjia; OR G5%CD @)
(%) (%)
SS 33 (49.25%) 20 (58.82%) *0.68 (0.30-1.56) (0.36)
CS 30 (44.78%) 13 (38.24%) #0.48 (0.05-1.44) (0.51)
CC 4 (5.97%) 1 (2.94%) § 1.31 (0.56-3.04) (0.53)
Donepezil
SS 21 (48.84%) 10 (58.82%) *0.67 (0.21-2.08) (0.49)
CS 20 (46.51%) 6 (35.29%) #1.28 (0.11-15.13) (0.84)
CC 2 (4.65%) 1 (5.88%) § 1.54 (0.50-5.09) (0.43)
Ryvastigmina
SS 19 (52.17%) 10 (58.82%) *1.21 (0.36-4.09) (0.76)
CS 9 (39.13%) 7 (41.18%) #NA
CcC 2 (8.70%) 0 §0.61(0.18-2.12) (0.44)

*SS vs. SS + CC
#SS+CS vs. CC
§CS vs. CC+SS
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Tabela 17. Rozktad genotypéw polimorfizmu APOE u pacjentéw leczonych AChEI, ktérzy

odpowiadali lub nie na to leczenie.

Osoby Osoby nie
odpowiadajace | odpowiadajace
Polimorfizm APOE OR (95%CI) (p)
na leczenie na leczenie
(%) (%)
Genotyp z allelem E4 | 32 (62.70) 19 (37.25) *0.72 (0.31-1.65) (0.44)
#0.63 (0.27-1.48) (0.29)
Genotyp z allelem E2 4 (57.14) 3 (42.86) $0.65 (0.27-1.56) (0.34)
Genotyp E3E3 31 (72.09) 12 (27.90) $0.52 (0.10-2.66) (0.42)
Donepezil
Genotyp z allelem E4 | 18 (41.86) 9.(52.94) 7064 (0.21-1.99) (0.44)
#0.93 (0.30-2.87) (0.90)
Genotyp E3E3 21 (48.83) 8 (47.06) NS
Ryvastigmina
Genotyp z allelem E4 14 (66.87) 10 (58.82) #1.09(0.30-3.91) (0.90)
#0.48 (0.12-1.94) (0.30)
Genotyp a allelem E2 0 3 (17.65) §0.62(0.15-2.60) (0.51)
Genotyp E3E3 9 (33.13) 4 (23.53) NS

*Genotyp z allelem E4 vs. pozostale genotypy
#Genotyp z allelem E4 lub E2 vs. genotyp E3E3
§ Genotyp z allelem E4 vs. Genotyp E3E3

1 Genotyp z allelem E2vs genotyp E3E3
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V.2.3. Metaanalizy

W  prezentowanej pracy wykonano trzy metaanalizy oceniajace znaczenie posiadania
genotypéw RR polimorfizmu Q192R genu PONI (Rycina 5), genotypu TT polimorfizmu
—161C/T genu PONI (Rycina 6) oraz genotypu MM polimorfizmu L55M genu PONI
(Rycina 7) dla ryzyka AD. Wykorzystano wyniki opublikowanych badan kliniczno-
kontrolnych, w ktérych dostarczono wyniki surowe oraz dofaczono wyniki wlasne.
Uwzgledniono wiek i pte¢ jako potencjalne zrédia zmiennoSci.

Nie stwierdzono heterogennosci pod wzgledem wieku i pici. Zastosowano model efektow
statych (ang. fixed effect model) 1 model efektéw losowych (ang. random effect model).
Wyniki uzyskane w obu przypadkach nie r6znily si¢. Prezentowane metaanalizy nie wykazaty

zwiazku badanych genotypéw z ryzykiem zachorowania na AD.

Ryc 5. Graficzne przedstawienie metaanalizy oceniajacej znaczenie posiadania genotypu
RR genu PONI dla ryzyka AD u os6b rasy kaukaskiej (linia czerwona przedstawia iloraz

szans (OR) metaanalizy z 95% przedziatem ufnosci).

Zuliani 1 wsp., 2001
Datoine i wsp., 2002 T
Pola i wsp., 2003 T
Scacchi 1 wsp., 2003 i H m
Janka i wsp., 2002 E I
Chapuis i wsp., 2009
Polska (prezentowane badanie) il
—all
0:1 1
OR (log =cale)
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Ryc 6. Graficzne przedstawienie metaanalizy oceniajacej znaczenie posiadania genotypu

TT polimorfizmu —161C/T genu PONI1 dla ryzyka AD u oséb rasy kaukaskiej (linia czerwona

przedstawia iloraz szans (OR) metaanalizy z 95% przedziatem ufnosci).

Cellini i wsp., 2006
Chapuis i wsp., 2009

Studies

Polska (prezentowane badanie)

0,1 1 10
OR (log scale)
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Ryc 7. Graficzne przedstawienie metaanalizy oceniajacej znaczenie posiadania genotypu
MM polimorfizmu L55M genu PONI1 dla ryzyka AD u os6b rasy kaukaskiej (linia czerwona

przedstawia iloraz szans (OR) metaanalizy z 95% przedziatem ufnosci).

Dantoine i wsp., 2002 —
Chapuis i wsp., 2009 B :
Polska (prezentowane badanie) g ——
¢
0:1 1 1;:1
OR (log scale)

109



VI. DYSKUSJA

VI.1. Zwiazek badanych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na chorobg Alzheimera

Prezentowane badanie wykazato, ze sposrod analizowanych polimorfizméw genéw PON
tylko wariant L55M genu PONI ma zwiazek z ryzykiem zachorowania na AD, ale
te zalezno$¢ udokumentowano na poziomie istotnosci réwnym 0.03. Ze wzgledu na to, ze
w prezentowanym badaniu wykonywano réwnoczesna analiz¢ 5 polimorfizméw (4 gendw
PON oraz jednego genu APOE) obliczono, stosujac korekt¢ Bonferoniego polegajaca na
podzieleniu poziomu istotnosci przez liczbg rozwazanych hipotez, ze granica tego poziomu
dla prezentowanego badania wynosi 0.01. W tym kontekscie uzyskany w tym badaniu wynik

nie moze zosta¢ uznany za pozytywny.

Powodem podejmowania badan na temat znaczenia paraoksonaz w AD jest zaangazowanie
tych enzyméw w dzialanie antyoksydacyjne. W AD zaobserwowano z jednej strony
nadmierng peroksydacje lipidow 1 z drugiej, uposledzona aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, w tym paraoksonaz. Dowodzi to, ze jednym z patomechanizméw tej

choroby zwyrodnieniowej jest stres oksydacyjny.

Stres oksydacyjny to stan, w ktérym dochodzi do zaburzenia réwnowagi pomigdzy produkcja
wolnych rodnikéw, a ich usuwaniem przez ustrojowe systemy antyoksydacyjne [Fischer-
Wellman i Bloomer, 2009]. Wolny rodnik to kazdy atom lub czasteczka (pochodzace z tlenu
lub azotu), ktére na zewngtrznej powloce posiadaja jeden lub wigcej niesparowanych
elektronéw [Gendzwill, 2007]. Wigkszos¢ energii pozyskiwanej przez organizm pochodzi
z fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej w mitochondriach. W reakcji tej jako gtéwny produkt
powstaje adenozynotrdjfosforan (ATP), a jednoczesnie tlen (O2) jest redukowany do wody
(H>0). Produktem ubocznym tej reakcji moga by¢ wolne rodniki tlenowe, inaczej reaktywne
formy tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species-ROS). Zwiazki te sa bardzo aktywne i moga
uszkadza¢ rézne czasteczki, w tym lipidy, biatka i DNA, powodujac nieodwracalne zmiany
w ich strukturze i funkcji [Huang i Manton, 2004].

W  zywych organizmach powstawanie wolnych rodnikéw jest stalym elementem
prawidlowych proceséw przemiany materii. W warunkach normy istnieje réwnowaga

pomiedzy procesami oksydacyjnymi i wydolnos$cia systemu antyoksydacyjnego.
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Mobzg jest szczegllnie wrazliwy na uszkodzenie przez wolne rodniki, poniewaz jest
stosunkowo stabo wyposazony w system enzyméw antyoksydacyjnych, a jednocze$nie btony
komoérek nerwowych sa bogate w wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated
fatty acids — PUFA) wrazliwe na peroksydacj¢ [Mariani i wsp., 2005].

Peroksydacja lipidéw jest jedna z gtéwnych konsekwencji uszkadzajacego wptywu wolnych
rodnikéw na tkanke moézgowa. Peroksydacja PUFA, gtéwnie fosfolipidéw btonowych, jest
reakcja fancuchowa, ktora ulega zahamowaniu dopiero w momencie zuzycia substratow dla
tej reakcji lub zadziatania antyoksydantéw. Peroksydacja lipidow powoduje strukturalne lub
funkcjonalne uszkodzenia bton komérkowych oraz indukuje powstawanie wtoérnych

toksycznych produktéw [Mariani 1 wsp., 2005].

Paraoksonazy to jeden z elementéw enzymatycznych systemu antyoksydacyjnego. Do innych
sktadnikow tego systemu zalicza si¢ dysmutaze nadtlenkowa zalezna od jonéw miedzi
1 cynku, dysmutaz¢ nadtlenkowa zalezna od manganu, peroksydazg¢ glutationowa, katalaze,
ceruloplazming, biatka hemowe, tioredoksyny. Do antyoksydantdw nieenzymatycznych
zalicza si¢ glutation, witaming E, witamin¢ C, albuminy, bilirubing, kwas moczowy,
kreatyning, cysteing, karoteinoidy, flawonoidy i koenzym Q (zredukowany) [Luszczewski,

2007].

Paraoksonazy to enzymy o wlasciwosciach oksydoreduktaz, ktére potrafia zredukowac
produkty modyfikacji oksydacyjnej lipidéw. W kilku badaniach oceniano aktywnos$¢
paraoksonaz u chorych na AD. Pierwsze badanie nie wykazalo réznicy aktywnosci
paraoksonazowej] PON1 w surowicy migdzy chorymi na AD 1 grupa kontrolng
[Dantoine i wsp., 2002]. W badaniu autoréw polskich w surowicy 120 chorych na otgpienie
(51 chorych na AD, 28 na otgpienie naczyniopochodne i 41 chorych na otgpienie mieszane),
45 chorych na fagodne zaburzenia poznawcze oraz 61 0séb z grupy kontrolnej oznaczano
aktywnos$¢ paraoksonaz wzgledem octanu fenylu i homocysteiny [Wehr 1 wsp., 2009].
Wykazano mniejsza aktywno$¢ paraoksonaz u chorych na AD i otgpienie mieszane
w poréwnaniu z grupa kontrolnag. Réwniez w badaniu Paragha i wsp. oceniano aktywnos¢
PON w surowicy chorych na AD [Paragh i wsp., 2002]. W badaniu tym brato udziat 30
chorych na AD, 40 pacjentéw z otgpieniem naczyniopochodnym oraz 40 os6b z grupy
kontrolnej. W surowicy pobranej od oséb badanych oceniano aktywno$s¢ PON wzgledem

paraoksonu. Stwierdzono mniejsza aktywnos¢ PON w obu grupach pacjentéw w poréwnaniu
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z aktywnos$cia PON oznaczana w grupie kontrolnej. Nie wykazano jednak réznic aktywnos$ci

PON pomigdzy oboma badanymi grupami chorych na otgpienie.

Warianty genéw PON byly badane réwniez pod katem ich znaczenia jako genetycznych
czynnikéw ryzyka AD. Ich rola w tym aspekcie byta testowana w AD juz kilkanascie razy,
11 razy u osob rasy kaukaskiej, siedem u os6b rasy zoltej oraz jeden raz u Afroamerykandéw.
Najwigkszy materiat wsréd rasy kaukaskiej liczyt 669 pacjentéw chorych na AD i 629 oséb
z grupy kontrolnej. Byly to osoby rekrutowane we Francji. Prezentowane badanie jest
czwarte, co do liczebnosci zakwalifikowanych uczestnikéw pochodzacych z jednej populacji.
Co prawda Erlich 1 wsp. przeprowadzili badanie u 730 uczestnikow, ale byly to osoby
rekrutowane w 17 osrodkach zamieszkujacych rézne kraje, w tym: USA, Grecjg, Kanadg
i Niemcy. Autorzy tego badania przeanalizowali wyniki uzyskane od wszystkich uczestnikow
tacznie, nie uwzgledniajac odmiennosci migdzy populacjami wynikajacej z réznic rozktadu
wariantOw genetycznych paraoksonaz w réznych obszarach geograficznych czy wptywu
lokalnych czynnikéw s$rodowiskowych. Juz w badaniach opublikowanych w 1986 roku
stwierdzono, ze czesto$¢ wystgpowania poszczegdlnych alleli polimorfizméw genéw PON
rézni si¢ znamiennie w roéznych populacjach [Diepgen i Geldmacher-von Mallinckrodt,
1986]. Przyktadem wptywu lokalnych czynnikéw srodowiskowych na znaczenie wariantow
genetycznych jako czynnikéw ryzyka choroby sa wyniki badania wskazujace na odmienne
znaczenie wariantow gendéw PON jako czynnikéw ryzyka autyzmu w USA i we Wtoszech.
Uwaza sig, ze powodem tej roznicy jest wielokrotnie wigksze narazenie na chemiczne $srodki
domowego uzytku w USA, ktére u oséb z genetycznie uwarunkowana niska aktywnoscia
paraoksonaz  skutkuje = wigkszym  prawdopodobienstwem  wystapienia  choroby
[D’Amelio i wsp., 2005]. Z wyzej wymienionych wzgledow nie poddaje si¢ analizie
zsumowanych wynikéw uzyskiwanych w réznych populacjach, ale zaleca si¢ wykonywanie
metaanaliz wynikow pochodzacych z réznych populacji. W tym kontekScie uzyskane przez
Erlicha 1 wsp. wyniki wskazujace na zwigzek polimorfizmu —161C/T genu PONI z ryzykiem
AD moga by¢ przypadkowe. Wyniki te nie zostaty potem powtérzone w prezentowanej pracy,

ani przez badaczy wtoskich i francuskich.

Dotychczas w wigkszosci opublikowanych badan oceniano znaczenie pojedynczych
wariantow gendéw PON dla ryzyka AD, np. Q192R genu PONI [Scacchi i wsp., 2003;
Zuliani i wsp., 2001; Sodeyama i wsp.,1999; He i wsp., 2006; Pola i wsp., 2003], -161C/T
genu PONI [Cellini i wsp., 2006], C311S genu PON2 [Shi i wsp., 2004; Janka i wsp., 2002];
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rzadko analizie poddawano réwnoczesnie dwa warianty, np. Q192R i L55M genu PONI
[Dantoine TF, 2002; Leduc i wsp., 2008; Leduc i wsp., 2009].

Tylko Chapuis przeanalizowal, podobnie jak w prezentowanej pracy, znaczenie wariantu
QI92R, IL55M i -161C/T genu PONI oraz dodatkowo wariantu —107G/A
[Chapuis i wsp., 2009].

Opublikowana w 2006 roku praca Erlicha i wsp. testowata réwnocze$nie znaczenie az
29 wariantéw genetycznych w genach PON. Warianty genetyczne do tego badania dobierano
biorac pod uwageg: ich wczesniejszy zwiazek z ryzykiem innych choréb, znaczenie
funkcjonalne, czgsto$¢ wystgpowania rzadszego allelu, powigzanie z innymi wariantami
genetycznymi oraz mozliwo$¢ wykonania analizy znaczenia danego wariantu na posiadane;j
platformie do badan genetycznych. W zadnym z dotychczas opublikowanych badan nie
dobierano polimorfizméw w genach PON pod katem ich znaczenia jako tzw. polimorfizméw
znacznikowych (ang. tag polymorphism). Dopiero analiza z uwzglednieniem tych wariantéw
pozwolitaby na dokladne przeszukanie wszystkich genéw PON w celu wykrycia wariantow
zwiazanych z ryzykiem choroby. Obecnie biblioteki wariantéw znacznikowych sa dostgpne

na r6znych stronach internetowych (http://www.hapmap.org).

Wptyw polimorfizmu Q192R genu PONI na ryzyko AD, oceniano w 10 badaniach, tylko w
2 uzyskano wynik pozytywny. W badaniu Scacci i wsp. brato udziat 236 pacjentéw chorych
na AD 1 226 os6b z grupy kontrolnej. Wykazano, ze allel R znamiennie rzadziej wystgpowat
u chorych na AD w poréwnaniu z grupa kontrolna i1 genotyp RR chronit przed
zachorowaniem na AD [Scacchi i wsp., 2003]. W innym badaniu przeprowadzonym na
osobach rasy zoéttej, 521 chorych na AD i 578 osobach z grupy kontrolnej, réwniez wykazano,
ze obecno$¢ przynajmniej jednego allelu R byla znamiennie rzadsza u chorych na AD
w poréwnaniu z grupa kontrolna [He i wsp., 2006]. Natomiast w badaniu Erlicha i wsp.
przeprowadzonym na 730 pacjentach rasy kaukaskiej, 467 rasy afroamerykanskiej oraz
224 osobach z grupy kontrolnej rasy kaukaskiej i 453 rasy afroamerykanskiej, stwierdzono,
ze indywidualnie analizowany polimorfizm Q192R genu PONI nie ma znaczenia dla ryzyka
zachorowania na AD, ale ma znaczenie jako sktadnik haplotypu [Erlich i wsp., 2006].

Polimorfizm L55M genu PONI w kontek$cie ryzyka zachorowania na AD badano 5 razy.
Tylko w 2 badaniach Leduc i wsp. potwierdzono znaczenie tego polimorfizmu dla ryzyka
choroby. W badaniu opublikowanym w 2008 roku brato udzial 136 chorych na AD i 91 os6b
z grupy kontrolnej [Leduc 1 wsp., 2008]. W badaniu tym wykazano, ze genotyp MM jest
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czestszy u chorych na AD w poréwnaniu z grupa kontrolna. Wzrost ryzyka zachorowania na
AD zwiazany z nosicielstwem allelu M polimorfizmu L55M genu PONI potwierdzono
rowniez w badaniu opublikowanym w 2009 roku, ktére wykonano na znacznie wigkszym
materiale (632 chorych na AD i 434 osobach z grupy kontrolnej) [Leduc i wsp., 2009].
W badaniu Erlicha i wsp. réwniez stwierdzono, ze polimorfizm L55M genu PONI ma wptyw

na ryzyko zachorowania na AD jedynie jako element haplotypu [Erlich i wsp., 2006].

Znaczenie polimorfizmu —161C/T genu PONI dla ryzyka zachorowania na AD wykazano
w jednej sposrdd trzech opublikowanych prac. Jest to badanie przeprowadzone przez Erlicha
1 wsp., w ktérym brato udziat tacznie 1197 chorych na AD (w tym 730 chorych rasy
kaukaskiej) 1 677 oséb z grupy kontrolnej (w tym 224 osoby rasy kaukaskiej). Wykazano,
ze nosicielstwo allelu T tego genu jest czynnikiem ryzyka zachorowania na AD

[Erlich 1 wsp., 2006].

Polimorfizm C311S genu PON2 badano trzykrotnie. W badaniu Shi i wsp. przeprowadzonym
u 165 chorych na AD i 174 os6b z grupy kontrolnej rasy zoéttej wykazano, ze nosicielstwo
allelu C zwiazane jest z wigkszym ryzykiem zachorowania na AD [Shi i wsp., 2004].
W badaniu Erlicha i wsp. stwierdzono, ze polimorfizm ten ma znaczenie jako czynnik ryzyka
AD wylacznie, gdy analizowany byl jako sktadnik haplotypu. Natomiast Janka i wsp.
wykazali, ze allel S znamiennie czesciej wystgpowat u chorych na AD i u chorych na
otgpienie naczyniopochodne w porédwnaniu z grupa kontrolna, ale tylko u nosicieli allelu

€4 genu APOE [Janka i1 wsp., 2002].

Od kilku lat coraz wigcej zwolennikéw poszukiwania wariantow genetycznych
zwigkszajacych ryzyko réznych choréb ma metoda GWAS. Podkresla sig, ze wynik
pozytywny badania przeprowadzonego w taki spos6b musi by¢ udokumentowany na
odpowiednio duzej grupie badawczej (nawet do 20 000 os6b), rdéznica czgstosci
wystgpowania wariantow genetycznych miedzy pacjentami i grupa kontrolng musi by¢
stwierdzona na poziomie istotno$ci statystycznej ponizej 10, a wynik pozytywny musi byé
potwierdzony w niezaleznych populacjach [Mullen i wsp., 2009]. Dotychczas opublikowano
8 badan GWAS u chorych na AD. Cztery z nich byty wykonane u mniej niz tysiaca pacjentow
1 0s6b z grupy kontrolnej razem [Coon i wsp., 2007; Reiman i wsp., 2007; Liu 1 wsp., 2007;
Beeham 1 wsp., 2009], kolejne badania byly wykonane u okoto 2000 oséb
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[Carrasquillo 1 wsp., 2009] , 4000 i [Grupe i wsp., 2007] 7500 os6b [Lambert i wsp., 2009].
Dopiero ostatnie badanie byto wykonane u ponad 10 000 oséb [Harold i wsp., 2009].

Wymagany dla badan GWAS poziom istotnoéci p< 10® w pierwszym etapie (ang. discovery
sample) uzyskano w 3 badaniach [Reiman i wsp., 2007; Lambert i wsp., 2009;
Harold 1 wsp., 2009], a replikacja tych wynikéw na wymaganym poziomie istotnosci zostata
uzyskana tylko dwukrotnie [Lambert i wsp., 2009; Harold 1 wsp., 2009].

Wszystkie trzy warunki jakosci dla badan GWAS spehito tylko ostatnio opublikowane
w 2009 roku badanie Harolda i wsp. Bylo ono wykonane na materiale 12000 uczestnikéw,
poziom istotnosci dla wynikéw pozytywnych wynosit ponizej 10%, a wynik pozytywny zostat
potwierdzony w niezaleznych populacjach. W badaniu tym, poza potwierdzeniem znaczenia
polimorfizmu genu APOE w AD, wykazano réwniez, ze warianty genetyczne genu CLU
(zwanego réwniez APOJ) oraz genu PICALM wykazuja zwiazek z ryzykiem zachorowania na
AD. Gen CLU koduje biatko zwane klasteryna. Jest to biatko, ktére wykazuje ekspresje
we wszystkich tkankach ssakow. Ponadto stwierdzono, ze jego ekspresja wzrasta w r6znych
patologicznych procesach przebiegajacych w tkance nerwowej, takich jak uraz czy
przewlekty stan zapalny [Calero, 2000]. W zwierzgcym modelu AD stwierdzono,
ze klasteryna wchodzi w interakcje z rozpuszczalnymi formami AP, wiazac je i formujac
kompleksy zdolne do przekraczania bariery krew - moézg [Zlokovic 1 wsp., 1994].
Gen PICALM koduje bialko o tej samej nazwie, ulegajace ekspresji we wszystkich tkankach
a w szczegbélnosci w neuronach. Bialtko PICALM zaangazowane jest w proces endocytozy
mediowanej klatryna (ang. clathrin-mediated endocytosis- CME), ktéry to proces odpowiada
za dystrybucje wielu biafek 1 thuszczéw (sktadnikéw pokarmowych, czynnikOw wzrostu oraz
neurotransmiteréw) [Tebar i wsp., 1999], m.in. biatka VAMP2. Rola tego biatka w
AD zwiazana jest z jego udzialem w procesie przytaczania pecherzykow synaptycznych do
btony presynaptycznej, co odgrywa kluczowa rol¢ w  neuroprzekaznictwie

[Harel 1 wsp., 2008].

Zadne z dotychczas opublikowanych badan GWAS u chorych na AD nie udokumentowato

znaczenia wariantéw genetycznych w genach PON dla ryzyka tej choroby.

W prezentowanym badaniu po raz pierwszy wykonano metaanalizy znaczenia wariantow
gendw PON, ktére uwzglednialy wyniki wtasne oraz wyniki wszystkich wcze$niejszych

badan wykonanych u os6b rasy kaukaskiej, ktérych autorzy udostgpnili wyniki surowe.
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Metaanaliz¢ znaczenia wariantu —161C/T wykonano u 1266 chorych na AD i 1286 oséb
z grupy kontrolnej, wariantu Q192R u 1406 chorych i 1496 0s6b z grupy kontrolnej,
natomiast wariantu L55M u 1006 chorych 1 1081 o0séb z grupy kontrolnej. Okazato sig, po
wykonaniu metaanaliz, Ze te warianty genetyczne nie maja zwiazku z ryzykiem zachorowania
na AD. Wyniki te dowodza, ze niepodwazalna warto$¢ poszczegdlnych, genetycznych badan
kliniczno-kontrolnych, wykonywanych nawet na bardzo niewielkim materiale, ujawnia sig,
gdy moga one stanowi¢ element metaanalizy, tzn. gdy ich autorzy w sposéb szczegétowy
i uporzadkowany przedstawiaja w publikacji wyniki surowe. Okazato si¢, ze brak
szczegblowej charakterystyki uzyskanych wynikow nie pozwolil wlaczy¢ do metaanalizy
wynikéw jednego badania oceniajacego znaczenie wariantu —161C/T (954 osoby), wynikéw
trzech badan oceniajacych znaczenie wariantu Q192R (2247 os6b) oraz wynikéw trzech

badan oceniajacych znaczenie wariantu L55M (2247 os6b).

Wedlug  obowigzujacych  standardbw  metaanaliza  powinna by¢  wykonywana
z uwzglednieniem 1 bez uwzglednienia wynikéw pierwszego pozytywnego badania
(ang. discovery study). Niestety, w przypadku prezentowanej pracy takie rozréznienie nie
zawsze byto mozliwe. W przypadku wariantu —161C/T publikacja pierwszego pozytywnego
badania u os6b rasy kaukaskiej nie zawiera wynikow surowych, tak wigc w tym przypadku
wykonano metaanalizg dostgpnych wynikéw badan replikacyjnych. W przypadku wariantéw
QI192R i L55M genu PONI pierwsze badania wykazujace ich zwiazek z ryzykiem AD byly
kolejnymi po pierwszych negatywnych na ten temat. W zwiazku z tym badania na temat
znaczenia tych dwu wariantow w AD przeanalizowano jednoetapowo, bez osobnej analizy

badan replikacyjnych.

Nie wszyscy autorzy opublikowanych dotychczas badan sprawdzali, czy analizowane
warianty genetyczne gendw PON maja znaczenie dla ryzyka AD po uwzglednieniu genotypu
genu APOE jako niepodwazalnego czynnika ryzyka tej choroby. Taka analize
przeprowadzono zaledwie w 6 z 11 dotychczas przeprowadzonych badan dotyczacych
omawianych polimorfizméw w genach PON [Scacchi i wsp., 2003; Zuliani i wsp., 2001;
Sodeyama i wsp., 1999; Chapuis i wsp., 2009; Leduc i wsp., 2009; Cellini i wsp., 2006].

W prezentowanym badaniu, podobnie jak w poprzednich, nie stwierdzono interakcji migdzy

polimorfizmem genu APOE i badanymi wariantami genéw PON.
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Analiza dotychczas opublikowanych badan wykazata, ze w przypadku badania kilku
polimorfizméw réwnoczesnie analiz¢ haplotypéw wykonano zaledwie w 2 z 5 badan
[Erlich 1 wsp., 2006; Chapuis i wsp., 2007].

Prezentowane badanie wykazato, Zze polimorfizmy Q192R i L55M sa w nierdwnowadze
sprzezen i tworza haplotypy, ale réznica czestosci wystgpowania haplotypu QM migdzy

pacjentami i grupa kontrolna nie byta istotna statystycznie (p=0.06).

W przeprowadzonym badaniu, z punktu widzenia wspdiczesnych wymagan metodycznych
dotyczacych genetycznych badan kliniczno-kontrolnych, uwzgledniono korekt¢ Bonferoniego
oraz w celu maksymalnego zwigkszenia sily badania, zarekrutowano mozliwie najwigksza

liczbg uczestnikow.

Jednym z powodéw czgstych trudnosci w replikacji pozytywnych wynikéw genetycznych
badan kliniczno —kontrolnych jest brak uwzgledniania korekty Bonferoniego w przypadku
rOwnoczesnego testowania wielu hipotez. Brak tej korekty moze odpowiada¢ za fatszywie
pozytywna interpretacje wynikow. Na przyktad, analiza znaczenia 100 wariantéw
genetycznych réwnoczesnie przy pozostawieniu warto$ci p na poziomie 0.05 powoduje,
ze ryzyko uzyskania wyniku falszywie pozytywnego wynosi 99.4% [Atria i wsp., 2009].
Uwzglednienie korekty Bonferoniego powoduje, ze w tym przypadku, poziom wartosci

p powinien wynosi¢ 0.0005.

Stosowanie korekty Bonferoniego w badaniach poszukiwania genetycznych czynnikéw
ryzyka réznych choréb stalo si¢ powszechne wraz z wprowadzeniem badan GWAS.
Okazuje si¢, ze badania te analizujace rownocze$nie nawet 500 000 wariantow genetycznych
wymagaja udokumentowania wyniku faktycznie pozytywnego na poziomie istotnosci

statystycznej < 107,

Analizujac dotychczasowe badania oceniajace zwiazek wariantéw genetycznych genéw PON
z ryzykiem zachorowania na AD okazuje sig¢, ze w zadnym przypadku, gdy testowano wiele

hipotez, korekta Bonferoniego nie byta uwzgledniana.

Istotnym warunkiem dobrze zaplanowanych badan genetycznych jest tez odpowiednio duza
liczba uczestnikéw. Prezentowane badanie jest wykonane na materiale genetycznym

pozyskanym od najwigkszej w Polsce liczby chorych na AD. Dotychczasowe publikacje na
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temat genetycznych czynnikéw ryzyka AD w tej populacji byly prowadzone na materiale nie
wigkszym niz 250 pacjentéw 1 poréwnywalnej liczbowo grupie kontrolnej. Uzyskanie
w prezentowanym badaniu materialu genetycznego od tak duzej liczby pacjentéw (n=360)
bylo mozliwe dzigki nawiazaniu wspdlpracy naukowej z zespotem badawczym Kliniki
Neurologii Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA w Warszawie. W prezentowanym
badaniu wykorzystano material genetyczny od 200 pacjentéw chorych na AD rekrutowanych
w tym osrodku. Materiat genetyczny od 160 os6b byt zebrany w Poradni Zaburzen Pamigci
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Nie stwierdzono réznic wieku, pici ani rozktadu
badanych wariantéw genetycznych migdzy pacjentami rekrutowanymi w tych dwu osrodkach.
Wszystkie osoby byly tej samej rasy, a chorobg diagnozowano wedlug tego samego
standardu. To wszystko pozwolito na laczna analiz¢ zebranego materialu. Prezentowane
badanie jest czwarte pod wzgledem liczebnosci analizowanych przypadkéw. Wigksza grupa
badawcza dysponowali tylko Erlich i wsp. (facznie: 1197 chorych) [Erlich i wsp., 2006],
Chapuis i wsp. (669 chorych) [Chapuis 1 wsp., 2009] oraz Leduc i wsp. (632 chorych) [Leduc
1 wsp., 2009].

Nawiazanie wspotpracy naukowej migdzy osrodkiem warszawskim i krakowskim jest
potwierdzeniem $wiatowe] tendencji tworzenia narodowych lub nawet ponadnarodowych
zespotow naukowych, ktére w sposéb uporzadkowany gromadza material badawczych od
pacjentow o okreslonym fenotypie. Warto§¢ wspdipracy naukowej wida¢ na przykladzie
tworzacych si¢ migdzynarodowych konsorcjéw badawczych. Wymdg najnowoczesniejszych

badan genetycznych, GWAS, wymusza tworzenie takich grup.

VI.2. Zwiazek badanych polimorfizméw z odpowiedzia na leczenie inhibitorami

acetylocholinesterazy

Znaczenie uposledzenia funkcjonowania uktadu cholinergicznego w etiopatogenezie AD
wykazano juz w latach 70’ ubiegtego stulecia [Davies i Maloney, 1976; Perry i wsp., 1982].

Stwierdzenie tej dysfunkcji stato si¢ podstawa do prowadzenia intensywnych badan nad
wynalezieniem preparatu, ktéry poprzez popraw¢ przekaznictwa w uktadzie cholinergicznym
pozwolitby walczy¢ z przyczyna rozwoju AD. Stwierdzono, ze istnieje kilka drég, ktore
teoretycznie poprawiaja przekaznictwo cholinergiczne w centralnym systemie nerwowym,
m.in.: stosowanie prekursoréw acetylocholiny (cholina, fosfatydylocholina,

dimetyloaminoetanol, fosfatydyloseryna, alfosceran choliny) i substancji zwigkszajacych
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uwalnianie acetylocholiny do przestrzeni synaptycznej (linopirydyna), hamowanie rozktadu
acetylocholiny w szczelinie synaptycznej (AChEI) oraz stosowanie lekéw, ktore bezposrednio
wplywaja na receptory postsynaptyczne (agonisci receptora muskarynowego M1, modulatory
receptorow nikotynowych). Sposréd wyzej wymienionych, jedynie AChEI sa lekami
cholinomimetycznymi powszechnie stosowanymi w leczeniu otgpien. Leki te, budzac wielkie
nadzieje, po raz pierwszy zostaly wprowadzone do terapii otgpien w 1990 roku

[Pepeu 1 Giovannini, 2009].
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Obserwacje kliniczne wskazuja, ze nie wszyscy chorzy na AD reaguja na leczenie AChEL
Szacuje sig, ze odsetek os6b odpowiadajacych na leczenie waha w zakresie od 10 do 90%.
Ta duza rozbiezno$¢ zalezy od przyjetych kryteriow odpowiedzi na leczenie. Kryteria
odpowiedzi na leczenie w r6znych badaniach, czasem wybidrczo, a czasem tacznie razem
uwzgledniaja nastgpujace elementy: postgp choroby w czasie trwania obserwacji;
czas trwania tej obserwacji; etap w naturalnym przebiegu choroby, w ktérym rozpoczgto

obserwacje.

Postep choroby w czasie trwania terapii badano zazwyczaj za pomoca skal oceniajacych
0g0llny stan funkcjonowania (skala CIBIC-Plus, ADL i I.A.D.L), skal oceniajacych funkcje
poznawcze (MMSE i1 ADAS-cog), skal oceny jakosci zycia (QOL, ang. Quality of Life)
oraz skal oceniajacych zachowanie 1 nastr6j (ang. Neuropsychiatric Inventory).
Autorzy poszczegélnych badan odmiennie definiowali odpowiedZz na leczenie w réznych
skalach. W wigkszosci przypadkéw pozytywna odpowiedz na leczenie w skali MMSE byta
definiowana jako uzyskanie po okresie terapii takiej samej lub wigkszej liczby punktéw
[Pilotto 1 wsp., 2009; Babiloni i wsp., 2006]. Z kolei wedlug Raschettiego i wsp. definicja
pozytywnej odpowiedzi na leczenie byla bardziej restrykcyjna, tzn. stwierdzano ja
w przypadkach, gdy pacjent, po 9 miesigcznym okresie leczenia, uzuzyskiwat, co najmniej
2 punkty wigcej w skali MMSE niz przed leczeniem [Raschetti 1 wsp., 2005]. Yoshida 1 wsp.
poprawe definiowali na podstawie wyniku w skali ADAS-cog. Pozytywna odpowiedZ na
leczenie byta zdefiniowana jako poprawa w tej skali, o co najmniej 3 punkty
[Yoshida i wsp., 2007]. Niektorzy autorzy badan oceniajacych odsetek os6b odpowiadajacych
na leczenie, w celu zdefiniowania odpowiedzi na leczenie, stosowali skomplikowane
algorytmy. Na przyktad Saumier i wsp. odpowiedZz na leczenie oceniali wedlug wzoru
matematycznego wyliczanego na podstawie punktéw uzyskanych w skalach ADAS-cog,
MMSE oraz CIBIC-plus [Saumieri wsp., 2007]. W badaniu Jelica i wsp. odpowiedz na
leczenie byta uznana za pozytywna, gdy po leczeniu, pacjent uzyskiwal przynajmniej taka
sama liczb¢ punktow lub rejestrowano popraw¢ w 5 rdéznych skalach oceny
[Jelic i wsp., 2008].

W prezentowanym badaniu przyjeto definicj¢ pozytywnej odpowiedzi na leczenie, zalecana
przez National Institute for Health and Clinical Excelence (NICE), zaktadajaca, ze wystgpuje
ona wtedy, gdy po 4 miesigcach leczenia pacjenci uzyskuja, co najmniej taka sama liczbe
punktow w skali MMSE oraz poprawe¢ w skalach oceniajacych codzienne funkcjonowanie

[O'Brien i Ballard, 2001].
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Czas trwania obserwacji w badaniach oceniajacych odpowiedZz na leczenie wahat si¢ od
1 dnia (ocena odpowiedzi po podaniu jednej dawki leku) [Almkvist i wsp., 2001] do
12 miesigcy [Babiloni i wsp., 2006].

Zalecany przez NICE okres obserwacji w tym przypadku powinien wynosi¢ podobnie jak

w prezentowanym badaniu 4 miesiace.

Waznym elementem oceny odpowiedzi na leczenie jest czas rozpoczgcia tej obserwacji jak
najwczesniej od poczatku choroby. Udokumentowano, ze odpowiedZz na leczenie jest
odmienna w zalezno$ci od etapu choroby. Jak wykazano w badaniu Rogersa i wsp.
odpowiedZz na leczenie jest najlepsza przez pierwsze 6 do 9 miesigcy leczenia, potem,

mimo leczenia, nastgpuje stopniowo progresja choroby [Rogers i wsp., 2000].

Z powodu odmiennych kryteriow pozytywnej odpowiedzi na leczenie, trudno jest poréwnac
wyniki prezentowanej pracy w odniesieniu do odsetka osob odpowiadajacych na leczenie
w innych badaniach. Odsetek oséb odpowiadajacych na leczenie w prezentowanym badaniu
wynosil 60.7%. W innych badaniach opierajacych si¢ na definicjach o réznym poziomie
restrykcyjnosci wynosit on od 15 do 90%. Nalezy podkresli¢, ze badacze, ktérzy zastosowali
definicje pozytywnej odpowiedzi na leczenie, rekomendowang przez NICE uzyskali podobny
jak w prezentowanej pracy odsetek os6b odpowiadajacych na leczenie. Na przykiad,

w badaniu Pilotto i wsp. odsetek takich pacjentéw wynosit 60% [Pilotto i wsp., 2009].

Wielokrotnie podejmowano prébe zidentyfikowania czynnikéw odpowiedzialnych za brak
odpowiedzi na leczenie AChEI u chorych na AD. Wyniki tych badan czgsto sa sprzeczne,
cho¢ mozna stwierdzi¢, ze niektére zaleznoSci zarejestrowano nieco czgsciej,
np. wykazywano, ze miodsze osoby reaguja lepiej na leczenie, ze kobiety, nosicielki allelu
€4 genu APOE reaguja gorzej na leczenie, Zze im mniej zaawansowana choroba tym lepsza
reakcja, oraz ze wystgpowanie dziatan niepozadanych AChEI uniemozliwia stosowanie

dawek terapeutycznych i tym samym determinuje gorsza odpowiedz na leczenie.

Coraz wigcej badan dowodzi, ze znaczacy wplyw na odpowiedz na leczenie AChEI maja
czynniki genetyczne [Cacabelos, 2005; Cacabelos i Takeda, 2006; Cacabelos, 2005 (a)].
Szacuje sig, ze czynniki te moga modyfikowa¢ odpowiedz na leczenie w 60 do 90%

[Cacabelos i wsp., 2008].
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Genetyczne uwarunkowania odpowiedzi na leczenie z jednej strony zwiazane sa z genami
majacymi zwiazek z etiopatogeneza choroby i z drugiej, z genami, ktérych produkty

modyfikuja metabolizm AChEL

Wsréd gendéw z tej pierwszej grupy testowano znaczenie polimorfizmu genu APOE; wsrod
gendw z tej drugiej grupy testowano znaczenie wariantow genetycznych genu CYP2D6
1 jeden wariant, Q192R, genu PONI. Ten pierwszy gen determinuje szybko$¢ metabolizmu
AChEI, natomiast paraoksanaza jako endogenny AChEI dziala synergistyczne z egzogennymi
AChEL Jej aktywno$¢ jest zdeterminowana genetycznie i osoby bedace nosicielami
wariantow z allelem R polimorfizmu Q192R, maja wigksza aktywnos¢ PONI. W odniesieniu

do PON?2 nie ma danych w literaturze na temat roli tego enzymu jako AChEI

Cho¢ zwiazek polimorfizmu genu APOE 7z ryzykiem zachorowania na AD jest
niepodwazalny, wyniki dotychczasowych badan dostarczaja sprzecznych danych na temat
zwiazku tego polimorfizmu z odpowiedzia na leczenie.

Dotychczas opublikowano 22 badania oceniajace wpltyw polimorfizmu genu APOE na reakcje
na leczenie AChEIL

Pierwsze badania na ten temat analizowaty wplyw tego polimorfizmu na skutecznos$¢ leczenia
takryna. Kazde z 6 badan oceniajacych skutecznos¢ leczenia takryna bylo inaczej
zaplanowane. Pierwsze trzy badania, trwajace 8,5 miesiaca przeprowadzono na materiale 40,
[Poirier i wsp., 1995], 460 [Farlow i wsp., 1996] i 528 [Farlow i wsp., 1998] chorych na AD.
Kolejne badania przeprowadzone byly na materiale 76 [Rigaud i wsp., 2000] 1 145
[Sjogren 1 wsp., 2001] oséb przez okres odpowiednio 1.5 i 12 miesigcy. Jedno badanie za
pomoca prostych testéw psychometrycznych oceniato wptyw pojedynczej dawki leku na

r6zne funkcje poznawcze u 24 chorych na AD [Almkvist i wsp., 2001].

Trzy z wyzej wymienionych badan wykazaty, ze nosiciele allelu €4 genu APOE gorzej
odpowiadaja na leczenie tauryna [Poirieri wsp., 1995], w dwu z nich taka zaleznos$¢ dotyczyta
wylacznie kobiet nosicielek allelu €4 genu APOE [Farlow 1 wsp., 1996]. W jednym badaniu
wykazano, ze nosiciele allelu ¢4 genu APOE lepiej wypadali w testach oceniajacych funkcje
poznawcze, w poréwnaniu z grupa otrzymujaca placebo, po podaniu pojedynczej dawki
takryny [Almkvist i wsp., 2001]. Tylko w trwajacych stosunkowo krétko obserwacjach:

w badaniu Rigauda i wsp. [Rigaud i wsp., 2000], ktére trwalo 1.5 miesiaca oraz
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w poczatkowej 6 miesigcznej fazie badania Sjogrena i wsp. [Sjogren i wsp., 2001] nie

wykazano zwiazku polimorfizmu genu APOE z odpowiedzia na leczenia takryna.

Pozostale badania oceniaty zwiazek polimorfizmu genu APOE ze skutecznoscia lekéw nowe;j
generacji: donepezilu (8 badan) [Borroni i wsp., 2002; Rigaud i wsp., 2002; Petersem i wsp.,
2005; Bizzarro i wsp., 2005; Choi 1 wsp., 2008; Winblad 1 wsp., 2001; Suh i wsp., 2006;
Rigaud i wsp., 2002], galantaminy (3 badania) [Aerssens i wsp., 2001; Raskind i wsp., 2000;
Babi¢ i wsp., 2004.] i rywastygminy (2 badania) [Farlow i wsp., 2004; Blesa i wsp., 2006]. W
jednym badaniu poréwnywano skuteczno$¢ leczenia tymi trzema lekami z uwzglednieniem
wpltywu allelu €4 genu APOE [Santoro i wsp., 2010]. W kolejnym, jednoczesnie

poréwnywano skutecznos$¢ leczenia galantaming i takryng [MacGowan 1 wsp., 1998].

Wyniki dotychczasowych badan mozna podzieli¢ na dwie grupy. Takie, ktére wykazywaty,
ze osoby z allelem &4 lepiej reaguja na leczenie, oraz takie, w ktérych polimorfizm APOE nie
ma wpltywu na leczenie. Tylko w jednym badaniu wykazano, ze u os6b nie bgdacych
nosicielami allelu &4 genu APOE odpowiedz na leczenie donepezilem jest lepsza
[Borroni i wsp., 2002]. Okazuje si¢, ze badania, w ktérych wykazano korzystny wplyw allelu
€4 na skutecznos$¢ leczenia trwaly znacznie dluzej niz badania, w ktorych takiego zwigzku nie
wykazano. Te pierwsze badania trwaly zazwyczaj powyzej 1 roku (36 miesigcy, 12,
12-16 miesiecy), rzadziej 6 miesigcy; a drugie trwaly zawsze ponizej roku (3 miesiace,
6 miesigcy, 9 miesiecy, 3 do 12 miesiecy, 12 miesigcy). Nie mozna wykluczy¢, ze
stosunkowo krotki czas obserwacji skuteczno$ci terapii w prezentowanym badaniu jest

odpowiedzialny za brak zarejestrowania wptywu polimorfizmu genu APOE na efekt leczenia.

Na podstawie dotychczasowych wynikow badan mozna wnioskowaé, ze przynajmniej
15% chorych na AD w nieprawidlowy spos6b metabolizuje AChEI z powodu wadliwego
funkcjonowania enzymoéw, kodowanych przez gen CYP2D6 [Cacabelos, 2008 (a)].
Przynajmniej 50% sposrdd tych chorych wykazuje bardzo szybki metabolizm lekéw z grupy
AChEI i wymaga stosowania znacznie wigkszych dawek dla osiagniecia poziomu
terapeutycznego.

Gen odpowiedzialny za ekspresj¢ enzymu CYP2D6 znajduje si¢ na chromosomie 22q13.1.
Znanych jest okoto 100 alleli genu CYP2D6, sposrdd ktérych ponad 20 znaczaco zmienia
metabolizm lekéw bedacych substratami tego enzymu grupujac nosicieli poszczegdlnych

alleli na 4 grupy. Do pierwszej naleza osoby o malej aktywnos$ci enzymatycznej i wolnym
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metabolizowaniu (ang. Poor Metabolizers- PM), do drugiej o prawidlowej aktywnos$ci
enzymatycznej 1 tempie metabolizowania (ang. Intermediate Metabolizers- IM), do trzeciej
osoby o wzmozonej aktywno$ci enzymatycznej i nadmiernie szybkim metabolizowaniu
(ang. Extensive Metabolizers-EM) a do czwartej o bardzo nasilonej aktywnosci
enzymatycznej i tempie metabolizowania ( ang. Ultra -rapid Metabolizers- UM)
[Griese 1 wsp., 1998].

W  populacji  kaukaskiej najczgsciej] wystgpuje allel dziki CYP2D6*1, warunkujacy
prawidltowa aktywno$¢ enzymu. Czgsto$¢ jego wystgpowania wynosi 33-36,4%. Sposrod
alleli odpowiedzialnych za defekt enzymatyczny CYP2D6 w tej populacji najwigksze
znaczenie kliniczne maja: CYP2D6*3, CYP2D6*4 1 CYP2D6*5. Najczgsciej wystepuje w
niej zmutowany allel (12-21%) CYP2D6*4 (G1934A). Mutacja CYP2D6*3 jest
spowodowana delecja jednej pary zasad w eksonie 5 (delecja A2637), natomiast
wystgpowanie allelu CYP2D6*5 jest skutkiem delecji calego genu. Czgsto$¢ wystgpowania
alleli CYP2D6*3 1 CYP2D6*5 w populacji kaukaskiej wynosi odpowiednio okoto 2-3%
1 2-7% [Ingelman-Sundberg, 2005].

W wieloosrodkowym badaniu Pilotto i wsp. brato udziat 115 pacjentéw z AD, ktorzy przez
6 miesigcy leczeni byli donepezilem. Po tym czasie obserwacji stwierdzono, ze 40% chorych
nie reagowalo na leczenie wedtug przyjetych przez autorow kryteriow oraz stwierdzono w tej
grupie  znamiennie wigcej nosicieli allelu G  polimorfizmu genu CYP2D6
[Pilotto i wsp., 2009].

W ostatnich latach wykazano, ze nosilcielstwo allelu G polimorfizmu rs1080985 (C-15843G)
genu CYP2D6 zwiazane jest z wigksza ekspresja tego genu 1 wigksza aktywnoscia
enzymatyczna jego produktu [Gaedigk i wsp., 2003; Zanger i wsp., 2001].

Réwniez w badaniu Varsaldi i wsp. wykazano zwiazek polimorfizmu genu CYP2D6
1 odpowiedzi na leczenie AChEL [Varsaldi i wsp., 2006]. W badaniu tym bralo udziat
42 chorych na AD rasy kaukaskiej, ktorzy przez przynajmniej 3 miesiace leczeni byli
donepezilem. Stwierdzono, ze 30 chorych spetniato kryteria dla homozygot EMs, 10 dla
heterozygot EMs i 2 dla UM. Nie stwierdzono w badanej grupie pacjentéw spetniajacych
kryteria dla PM. Heterozygoty EMs wykazywaty lepsza odpowiedz na leczenie donepezilem
w poréwnaniu z heterozygotami. Pacjenci UM wykazywali brak poprawy po stosowanym

leczeniu.
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Niedawno udokumentowano, ze polimorfizm Q192R genu PONI ma wplyw na odpowiedzZ na
leczenie AChEI [Pola i wsp., 2005]. W badaniu tym uczestniczyty 73 osoby: 17 oséb
zakwalifikowano jako osoby odpowiadajace na terapi¢ (tzn. osoby, ktére po okresie okoto
9- miesigcznej terapii uzyskaly, co najmniej 2 punkty wigcej w skali MMSE oraz nie uzyskaty
gorszych wynikéw w skali .A.D.L i ADL w stosunku do stanu wyjsciowego), a 56 0s6b jako
osoby nie odpowiadajace na terapig (pozostali chorzy). Osoby, ktére odpowiedziaty na terapig

miaty ponad dwukrotnie czg$ciej allel R niz osoby, ktére nie odpowiedziaty na terapig.

W prezentowanym badaniu nie potwierdzono tej obserwacji. Byto ono przeprowadzone na
wigkszym materiale (n=101 o0s6b), zastosowano podobna definicje pozytywnej reakcji na
leczenie, w analizie uzyskanych wynikéw wzigto pod uwage poziom edukacji pacjentow,
jedyna réznica migdzy badaniem Poli i wsp. i badaniem prezentowanym odnosita si¢ do czasu
trwania obserwacji. W badaniu Poli i wsp. wynosil on 9 miesigcy i byl dwa razy dtuzszy niz
w prezentowanym badaniu. W kontekscie obserwacji dotyczacych znaczenia wariantéw genu
APOE dla odpowiedzi na leczenie inhibitorami, wskazujacych, ze réznica reakcji na leczenie
w zaleznos$ci od genotypu ujawnia si¢ po dluzszym okresie obserwacji, nie mozna wykluczy¢,
ze taka sama reguta odnosi si¢ do znaczenia wariantéw genéw PON. W prezentowanej pracy
przeanalizowano znaczenie wszystkich badanych wariantéw PONI w odniesieniu do reakcji
na leczenie. Wiadomo, ze PONI ma wtasciwosci AChEI, ale nie wiadomo, czy i1 ktére

warianty genetyczne, poza Q192R determinuja t¢ odpowiedz.
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V1.3. Podsumowanie

Prezentowane badanie nie wykazalo zwiazku analizowanych polimorfizméw genéw PON
z ryzykiem AD. Potwierdzilo natomiast, ze genotyp z allelem &4 genu APOE jest istotnym

czynnikiem ryzyka tej choroby w populacji polskie;j.

Wartos¢ tego badania, mimo jego negatywnego wyniku polega na bardzo rygorystycznym
przestrzeganiu ~ wymogéw  metodycznych:  zastosowano  korekt¢ =~ Bonferoniego,
przeprowadzono analizy majace na celu stwierdzenie lub wykluczenie potencjalnych
interakcji miedzy badanymi wariantami, sprawdzono, czy badane warianty genetyczne tworza
haplotypy. Ze wzgledu na to, ze sita badania, mimo tak duzego materialu badawczego,
okazala si¢ stosunkowo niska przeprowadzono metaanalizg uzyskanych wynikéw z wynikami
dotychczas opublikowanych badan na ten temat. Pozwolito to unikna¢ fatszywie pozytywne;j
lub fatszywie negatywnej interpretacji wynikéw wiasnych. Metaanalizy na temat znaczenia
badanych wariantéw genéw PONI, wykonane po raz pierwszy, obejmowaly stosunkowo
duzy material. W przypadku polimorfizmu Q192R tacznie zakwalifikowano 2900 osob,
L55M - 2087 os6b a —161C/T 2552 osoby.

Prezentowane badanie bylo wykonane na najwigkszym w Polsce materiale genetycznym
pochodzacym od chorych na AD. Pozyskanie tak duzej liczby uczestnikow bylo mozliwe
dzigki nawiazaniu wspoétpracy naukowej migdzy Klinika Neurologii w Krakowie 1 w Klinika

Neurologii Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA w Warszawie.

W prezentowanym badaniu do oceny odpowiedzi na leczenie zastosowano zalecang przez
NICE definicj¢ pozytywnej reakcji na leczenie 1 poréwnujac z badaniami, w ktérych
zastosowano t¢ lub podobna definicje zarejestrowano podobny odsetek 0os6b odpowiadajacych
na leczenie. Dowodzi to rzetelnosci metodycznej prezentowanego badania.

Prezentowane badanie, w przeciwienstwie do pierwszego 1 jedynego na ten temat, nie
wykazalo zwiazku badanych wariantow genetycznych genu PON z odpowiedzia na leczenie
AChEL Jedyna réznica migdzy tymi dwoma badaniami polegala na dlugosci obserwacji
skutecznosci leczenia. Nie mozna wykluczy¢, w kontekScie wiedzy z wczesniejszych badan
na temat odpowiedzi na leczenie w zaleznosci od genotypu APOE, ze dopiero dluzszy czas

obserwacji pozwala na ustalenie réznic odpowiedzi na leczenie w zaleznosci od genotypu.
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VII. WNIOSKI

1) Polimorfizmy Q192R, MS55L, -161C/T genu PONI nie sa czynnikami ryzyka AD;
2) Polimorfizm C311S genu PONZ2 nie jest czynnikiem ryzyka AD;
3) Polimorfizmy genéw PON 1 APOE nie maja wplywu na odpowiedz na leczenie AChEI,

4) Badane polimorfizmy nie sa czynnikiem ryzyka AD réwniez w lacznej analizie
uwzgledniajacej wyniki  wilasne oraz wyniki wszystkich opublikowanych badan

udostepniajacych wyniki surowe.
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VIII. STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (AD) jest choroba zwyrodnieniowa ukladu nerwowego, dla ktorej
najbardziej charakterystyczne sa narastajace zaburzenia pamigci 1 innych funkcji
poznawczych, co prowadzi do uposledzenia codziennego funkcjonowania chorego i z czasem,
do zupelnego uzaleznienia od pomocy 0s6b drugich. AD jest najczgstsza przyczyna otgpienia

w spoteczenstwach zachodnich i druga, co do czgstosci w krajach Dalekiego Wschodu.

AD jest choroba o ztozonej etiologii. Sposréd czynnikéw ryzyka determinujacych rozwdj tej
choroby bierze si¢ pod uwage wplyw czynnikéw s$rodowiskowych (np. starszy wiek)
i genetycznych (np. nosicielstwo allelu €4 genu APOE).

Etiopatogeneza AD réwniez jest ztozona i nie w pelni poznana. Jak dotad wydaje sig, ze
proces rozwoju AD najlepiej opisuje hipoteza kaskady amyloidowej, ktéra ttumaczy
powstawanie i odktadanie w tkance mézgowej dwéch charakterystycznych dla tego procesu
biatek: amyloidu-f3 (AP) oraz biatka- 1. Réwniez hipoteza dysfunkcji cholinergicznej znalazta
praktyczne zastosowanie, szczegélnie jako podstawa dla poszukiwania lekéw mogacych
modyfikowac przebieg choroby. Jak dotad preparatami najszerzej stosowanymi w leczeniu
AD sa inhibitory acetylocholinesterazy (AChEI), ktérych mechanizm dzialania polega na

poprawie, uposledzonego w AD, przekaznictwa cholinergicznego.

Paraoksonazy (PON) to biatka kodowane przez trzy geny paraoksonaz (PONI, PON2, PON3)
zlokalizowane na chromosomie 7 (7q21.3-22.1). Podstawowa funkcja, jaka odgrywaja
paraoksonazy w organizmie zwigzana jest z ich udzialem w procesach antyoksydacyjnych,
a w wypadku PON1 dodatkowo w hydrolizie zwiazkéw fosforoorganicznych.

Wykazano, ze polimorfizm genéw PON ma znaczenie dla ryzyka zachorowania na AD.

Trzy z 10 dotychczas przeprowadzonych badan wykazaly, ze nosicielstwo allelu

R polimorfizmu Q192R genu PONI zmniejsza ryzyko zachorowania.

Jedno z trzech badan analizujacych zwiazek polimorfizmu -161C/T genu PONI z ryzykiem
zachorowania na AD potwierdzito, ze allel T niezaleznie oraz jako czg$¢ haplotypu jest

czynnikiem ryzyka AD.

Polimorfizm L55M genu PONI badano pigciokrotnie u pacjentow chorych na AD rasy
kaukaskiej. W dwoch badaniach potwierdzono, ze allel M jest czynnikiem ryzyka

AD: w pierwszym- jako czynnik niezalezny, w drugim- jako cz¢$¢ sktadowa haplotypu.
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W trzech badaniach analizowano zwiazek polimorfizmu C311S genu PON2 z ryzykiem
zachorowania na AD. Stwierdzono, ze polimorfizm ten ma znaczenie dla ryzyka
zachorowania na AD jako skladnik haplotypu w populacji kaukaskiej oraz, ze allel C jest

czynnikiem ryzyka AD u os6b rasy zoétte;j.

Badania wykazaty, ze znaczny odsetek chorych na AD nie odpowiada na leczenie AChEL
Wsréd czynnikow  determinujacych odpowiedZ na leczenie wymienia si¢ migdzy
innymi: wiek i pte¢ chorych, stopien zaawansowania choroby, oraz czynniki genetyczne
(polimorfizm genéw: APOE, CYP2D6, PON).

Niedawno wykazano zwigzek polimorfizmu Q192R genu PONI z odpowiedzia na leczenie
AChEI (osoby, ktére odpowiadaja na terapi¢ AChEI sa znacznie czgsciej nosicielami allelu
R).

Celem przedstawionego badania bylo okreslenie wptywu polimorfizméw genéw PONI
1 PON2, ktore zostaly udokumentowane jako czynniki ryzyka choroby Alzheimera w innych
populacjach (L55M, Q192R, -161C/T genu PONloraz C311S genu PON2) na ryzyko tej
choroby w populacji polskiej oraz sprawdzenie, czy badane polimorfizmy maja wptyw na
odpowiedz chorych na AD na leczenie AChEIL Cel projektu zrealizowano w nastgpujacy
sposéb: 1) poréwnano czgstosci wystgpowania wybranych polimorfizméw genu PONI
(R192Q, L55M, -161C/T) w grupie chorych na AD i w grupie kontrolnej; 2) poréwnano
czgstosci wystepowania polimorfizmu C311S genu PON2 w grupie chorych na AD i w grupie
kontrolnej; 3)zbadano, czy polimorfizm genu APOE, wiek zachorowania i pte¢ modyfikuja
znaczenie wybranych polimorfizméw paraoksonaz jako czynnikéw ryzyka AD; 4) zbadano,
czy reakcja pacjentow z AD na leczenie AChEI jest modyfikowana przez zbadane

polimorfizmy genéw PON i APOE;

Badanie genetyczne wykonano u 360 chorych na AD (osoby z diagnoza klinicznie
prawdopodobnej AD postawiona wedlug kryteriow DSM-IV 1 NINCDS-ADRDA) oraz
354 zdrowe osoby z grupy kontrolnej. U 101 pacjentéw leczonych AChEI przeanalizowano

wplyw polimorfizméw genéw PON i APOE na odpowiedz na leczenie.

Badania polimorfizméw Q192R, L55M genu PONI oraz C311S genu PON2 wykonywano za
pomoca reakcji PCR i trawienia odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi; polimorfizm

-161C/T genu PONI oznaczano metoda real time—PCR.
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Odpowiedz na leczenie (ang. responders) zostata stwierdzona u oséb z AD, ktére w czasie,
co najmniej 16-tygodniowej terapii AChEI uzyskaly popraw¢ przynajmniej o 1 punkt w skali
MMSE oraz u ktérych liczba punktéw w skali ADL i LA.D.L nie zmniejszyla si¢ w tym

czasie.

Osoby chore na AD byty starsze od 0s6b z grupy kontrolnej (p=0,000001). Z powodu istotnie
statystycznej réznicy wieku migdzy badanymi grupami wszystkie analizy zwiazku badanych
polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na AD testowano nie tylko za pomoca analizy
jednoczynnikowej, ale takze za pomoca analizy regresji logistycznej uwzgledniajacej dane
demograficzne. W prezentowanym badaniu zaréwno analiza jednoczynnikowa jak i1 analiza
regresji logistycznej uwzgledniajaca wpltyw wieku 1 plci wykazaty, ze polimorfizm L55M
(obecno$¢ allelu M) ma wptyw na ryzyko zachorowania na AD w modelu addytywnym,
ale na poziomie istotnosci rownym 0.03. Ze wzgledu na réwnoczesne testowanie wielu
hipotez dla prezentowanego badania uwzglednienie korekty Bonferoniego pozwolito ustali¢
poziom istotnosci statystycznej na 0.01. Z tego powodu uzyskany wynik nie mozna uzna¢ za
istotny statystycznie. Pozostate testowane modele (dominujacy i recesywny) takze takiej
zaleznosci nie wykazaly. Zar6wno analiza jednoczynnikowa, jak 1 analiza regresji
logistycznej uwzgledniajaca wptyw wieku 1 pici, w zadnym z testowanych modeli
dziedziczenia nie wykazaly zwiazku testowanych genotypéw polimorfizméw Q192R,

-161C/T genu PONI oraz C311S genu PON2 z ryzykiem AD.

Wykonane w prezentowanej pracy metaanalizy uwzgledniajace opublikowane wyniki
zawierajace dane surowe na temat posiadania genotypéw RR polimorfizmu Q192R genu
PONI1, genotypu TT polimorfizmu —161C/T genu PONI oraz genotypu MM polimorfizmu
L55M genu PONI oraz wyniki prezentowanego badania nie wykazaly zwiazku badanych

genotypOw z ryzykiem zachorowania na AD.

W prezentowanym badaniu potwierdzono, ze osoby chore na AD charakteryzowalo znacznie
czgstsze wystgpowanie genotypow z allelem €4 genu APOE w poréwnaniu do os6b z grupy

kontrolne;j.

Badanie nie potwierdzito wptywu badanych polimorfizméw genéw PON ani polimorfizmu

genu APOE na odpowiedz na leczenie AChEL
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IX. SUMMARY

Alzheimer's disease (AD) is a degenerative disease of the nervous system, for which the most
characteristic features are escalating memory complains and other cognitive dysfunctions,
what leads to impairment of everyday functioning and, in time, complete dependence
in everyday life. AD is the most frequent cause of dementia inWestern societies and second,
in countries of the Far East. AD is a complex disease. Environmental factors (e.g. older age)
and genetics (e.g. carrying of the € 4 allele of the APOE gene) are considered as prominent
factors determining its development. Etiopathogenesis of AD is also complex and not fully
understood. It seems, so far, that the development of AD is described in the best way by the
amyloid cascade hypothesis, which explains the appearance and accumulation of the two
characteristic proteins for this process in cerebral tissue: amyloid-B (AB) and t proteins.
Hypothesis of the cholinergic dysfunction has also practical application, especially for
seeking medication being able to modify the course of the disease. So far the most widely
applied drugs for the treatment of AD are acetylocholinesterase inhibitors (AChEI), which

improve poor cholinergic transmission in AD.

Paraoxonases (PON) are proteins which are coded by the three paraoxonase genes
(PONI1, PON2, PON3) located on chromosome 7 (7q21. 3-22.1).
The main role of paraoxonases is their participation in antyoxidative processes, and the

hydrolysis of toxic organophosphates in case of PONI.

It was shown that the polymorphisms of the PON genes may affect the risk of AD. Three out
of 10 studies conducted so far showed that the possession of the R allele of the Q192R
polymorphism of the PONI gene decreased the risk of AD. One out of three studies analyzing
the correlation between the -161 C/T polymorphism of the PONI gene with the risk of AD
showed that possession of the T allele independently or as the part of the haplotype increased
the risk of AD. The L55M polymorphism of the PONI gene was examined in five studies
in Caucasian AD patients. The M allele was shown to be a risk factor of AD in two studies: in
the first- as the independent factor, in second- as a part of the haplotype. The three studies
analyzed the association between the C311S polymorphism of the PON3 gene and the risk
of AD. They showed that this polymorphism affected the risk of AD as a part of the haplotype

in the Caucasian population and the C allele was a risk factor of AD in an Asian population.
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Studies showed that the considerable percentage of AD patients did not respond to the AChEI
treatment. The following factors are considered to determine this response: age and gender,
severity of the disease, and genetic factors (polymorphism of the following genes: APOE,
CYP2D6 and PON). Recently, a link between the Q192R polymorphism of the PONI gene
and the response to the AChEI treatment was established: persons who responded to AChEI
therapy were much more often carriers of the R allele.

The aim of the this study was to assess the influence of the polymorphisms of the PONI and
the PON2 genes and the risk of AD in a Polish population. The polymorphism of the PON
genes which were shown to affect the risk of AD in different populations (M55L, Q192R,
-161C/T of the PONI and C311S of the PON2 gene) were studied. We also studied whether
the examined polymorphisms influenced the response to the AChEI treatment in patients with

AD.

The purpose of the project was accomplished in the following manner: 1) frequencies of the
studied polymorphisms of the PONI gene were compared (R192Q, M55L, -161 C/T) between
the AD patients and the controls; 2) frequencies of the C311S polymorphism of the PON2
gene were compared between the AD patients and the controls; 3) the influence of the APOE
polymorphism, age of the disease onset and gender on the relation between the studied PON
gene polymorphisms and the risk of AD was studied; 4) the response of the AD patients to the
AChEI treatment in respect of carrying the tested polymorphisms of the PON and the APOE

genes was analyzed.

Genetic studies were performed in 360 AD patients (the diagnosis of clinically probable AD
made according to criteria DSM-IV and NINCDS-ADRDA) and in 354 healthy control
subjects. The influence of the studied polymorphisms on the response to the treatment was

analyzed in 102 AD cases.

Examinations of the Q192R and the L55M polymorphisms of the PONI gene and the C311S
of the PON2 gene were carried out with PCR reaction with appropriate restriction enzymes;
polymorphism — 161C/T of the PONI gene was being indicated with real time—PCR method.
Responders were defined as patients with MMSE score improvement of 1 and more points
from baseline and did not reduce the score achieved in the ADL scale and L.A.D.L after

16 weeks of treatment.
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AD patients were older than controls (p = 0.000001). Because of the significant difference
in age between the studied groups all statistical analyses of the link between examined
polymorphisms with the risk of AD were tested not only with one-way analysis, but also with

the logistic regression analysis adjusted for demographic data.

In this study both one-way analysis as well as the logistic regression analysis adjusted for the
age and the gender, demonstrated, that the L55M polymorphism (the presence of the allele M)
affects the risk of AD in the additive model, but with p value equal 0.03. Because of
simultaneous testing of many hypotheses in the presented study, the Bonferoni correction
decreased the expected p value to 0.01. For this reason the achieved result is not considered
as statistically significant. Remaining tested models (dominant and recessive) did not
demonstrate significant correlation.

Both one-way analysis and logistic regression analysis taking into account the influence of the
age and the gender, did not establish the link of the other tested polymorphisms and the risk
of AD.

Metaanalyses performed in the presented study including all published results containing raw
data about the possession of the RR genotypes of the Q192R polymorphism of the PONI
gene, the TT genotype of the -161C/T polymorphism of the PONI gene and the MM
genotype of the L55M polymorphism of the PONI gene and results of the study did not
establish the link between the studied polymorphisms and the risk of AD.

The presented study confirmed, that AD patients had much more often the € 4 allele of the

APOE gene as compared with the controls.

The study did not confirm the influence of the tested polymorphisms of the PON genes or the
polymorphism of the APOE gene on the response to the AChEI treatment.
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X. ZALACZNIKI

ZALACZNIK 1

Kryteria diagnostyczne rozpoznania otgpienia typu alzheimerowskiego wg DSM-IV
Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego [American Psychiatric Association:

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, wyd 4., 1994].

A. Rozwdj licznych deficytow poznawczych przejawiajacych si¢ przez:

1. zaburzenia pamigci (ostabiona zdolnos¢ do uczenia si¢ nowych albo przypominania
poprzednio wyuczonych informacji)
2. obecnos¢ jednego lub wigcej z nastgpujacych objawow
o (a) afazja,
o (b) apraksja,
o (c) agnozja,

o (d) zaburzenie dzialan wykonawczych (planowanie, organizacja, abstrakcja).

B. Zaburzenia poznawcze w kryterium Al 1 A2 powoduja znaczace zaburzenie
funkcjonowania spotecznego lub zawodowego 1 wykazuja znaczace pogorszenie w
poréwnaniu z poprzednim poziomem funkcjonowania.
C. Przebieg charakteryzuje si¢ stopniowym poczatkiem i ciagtym narastaniem zaburzen
poznawczych.

D. Zaburzenia poznawcze w kryterium Al 1 A2 nie sa spowodowane zadng z wymienionych

przyczyn:

1. inne stany patologiczne OUN powodujace deficyt pamigci i poznawania (otgpienie
naczyniopochodne, choroba Parkinsona, choroba Huntingtona, krwiak, wodogtowie
normotensyjne, guz),

2. choroby ukladowe, o ktérych wiadomo, ze sa przyczyna otgpienia (niedoczynnos¢
tarczycy, awitaminoza B12, niedob6r kwasu foliowego, niacyny, hiperkalcemia, kita
uktadu nerwowego, HIV),

3. stany spowodowane substancjami toksycznymi

E. Deficyty poznawcze nie wystgpuja wylacznie z zaburzeniami Swiadomosci.
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ZALACZNIK 2

Kryteria rozpoznania choroby Alzheimera wedlug: National Institute of Neurologic,
Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) [McKhan 1 wsp., 1984].
Zrewidowane w 2007r. [Dubois i wsp.,2007].

Prawdopodobna chorobg Alzheimera stwierdza sig, gdy wystepuja cechy wymienione ponizej
jako podstawowe w panelu A plus jedna lub wigcej cech wymienionych jako wspomagajace z

grupB,C,D1iE.

Kryteria podstawowe

A. Obecnos¢ wcezesnych 1 znaczacych zaburzen pamigei epizodycznej, charakteryzujace sig
ponizszymi cechami:
* stopniowe i postepujace zaburzenia pamigci zgtaszane przez chorego lub informatora
trwajace dtuzej niz 6 miesigcy;
* obiektywnie potwierdzone za pomoca testOw 1 znamienne zaburzenie pamigci
epizodycznej, przede wszystkim polegajace na uposledzeniu przypominania, ktére nie
ulegaja normalizacji przy kontrolowanej uprzednio skuteczno$ci zapamigtania
informacji;
* zaburzenia pamigci epizodycznej moga by¢ izolowane albo moga dotyczy¢ takze

innych funkcji poznawczych, zaré6wno na poczatku choroby jak 1 wraz z jej rozwojem.

Cechy wspomagajace

B. Stwierdzenie zaniku przysrodkowych czgsci ptata skroniowego:
* zmniejszenie objetosci hipokampa, kory $rédwechowej, jader migdalowatych
udokumentowane w badaniu MRI w ocenie ilo§ciowej na podstawie wizualnych skal
punktowych (odnosnie do istniejacych norm wiekowych) lub oceny wolumetrycznej

powyzszych rejondw w poréwnaniu z normami wiekowymi.
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C. Stwierdzenie nieprawidlowych stgzen biomarkeréw w PMR:
* niskie stgzenie Abl1—42, wzrost stgzenia calkowitego biatka frau lub wzrost
zawartosci nieprawidtowo fosforyzowanego biatka rau, lub kombinacja wszystkich

wymienionych.

D. Stwierdzenie swoistego wzorca w obrazowaniu czynnosciowym w badaniu PET:
* obnizenie metabolizmu glukozy obustronnie w ptatach skroniowo-ciemieniowych;
* twierdzenie obecnos$ci innych dobrze i swoiscie opisanych znalezisk uwidocznionych

przez znakowanie PIB lub FDDNP.

E. Wykazanie w rodzinie obecnosci mutacji dziedziczonej autosomalnie-dominujaco.

Kryteria wylaczenia

W wywiadzie stwierdza sig:
* nagly poczatek;

* wczesne pojawienie sig: zaburzen réwnowagi, drgawek, zaburzen zachowania.

W badaniu klinicznym wystepuja:
* deficyty ogniskowe: niedowtady potowicze, zaburzenia czucia, ubytki w polu
widzenia;

* wczesne objawy pozapiramidowe.

Obecne inne choroby przebiegajace z zaburzeniami pamigci:
* otgpienia niealzheimerowskie;
* duza depresja;
* choroba naczyniowa mézgu;
* toksyczne lub metaboliczne nieprawidlowosci wymagajace specjalistycznych badan;
* stwierdzenie w MRI, w sekwencji FLAIR lub w obrazach T2-zaleznych, zaburzen w
przysrodkowych cze$ciach ptatéw skroniowych typowych dla zapalenia lub ogniska

naczyniopochodnego.
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Kryteria pewnej choroby Alzheimera:

* stwierdzenie w biopsji przyzyciowo lub w badaniu autopsyjnym cech typowych dla
choroby Alzheimera w liczbie spetniajacej kryteria Instytutu Regana dla rozpoznania
choroby Alzheimera;

» stwierdzenie jednoczesnie dowodow klinicznych 1 genetycznych (mutacje na

choromosomach: 1, 14,21) obecnosci choroby Alzheimera.
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ZALACZNIK 3

Skala oceny podstawowych czynnosci zycia codziennego Katz’a - Skala ADL (ang. Activities

of Daily Living) [Abrams i wsp., 1999].

e Zakazda twierdzaca odpowiedz badany otrzymuje 1 punkt.

e Zaodpowiedz przeczaca - 0 punktow.

Czynnosci zycia codziennego

Kapanie si¢ nie wymaga pomocy lub pomoc

potrzebna tylko przy myciu jednej czg$ci ciata

Ubieranie si¢ ubiera si¢ bez zadnej pomocy lub

pomoc potrzeba tylko przy wiazaniu sznuréwek

Korzystanie z toalety idzie do toalety, korzysta z
niej, poprawia ubranie i wraca z toalety bez
pomocy (moze uzywac laski, chodzika, w nocy

basenu lub nocnika)

Poruszanie si¢ przemieszcza si¢ z/do 16zka lub na
krzesto bez pomocy (moze uzywac¢ laski lub

chodzika)

Kontrolowane wydalanie moczu i stolca
catkowicie panuje nad zwieraczami
Jedzenie  spozywa  positek bez  pomocy

(ewentualnie wymaga pomocy w krojeniu migsa

lub smarowaniu pieczywa mastem)

RAZEM:

Wynik:

Pacjent

nie wymaga pomocy lub pomoc potrzebna

tylko przy myciu jednej czgsci ciata

ubiera si¢ bez zadnej pomocy lub pomoc

potrzeba tylko przy wiagzaniu sznuréwek

idzie do toalety, korzysta z niej, poprawia

ubranie i wraca z toalety bez pomocy (moze

TAK

uzywac laski, chodzika, w nocy basenu lub .

nocnika)

przemieszcza si¢ z/do t6zka lub na krzesto

bez pomocy (moze uzywac laski lub|.

chodzika)

catkowicie panuje nad zwieraczami

spozywa positek bez pomocy (ewentualnie

wymaga pomocy w krojeniu migsa lub |.

smarowaniu pieczywa mastem)

e (-2 punkty — znaczne uposledzenie sprawnosci w zakresie ADL

¢ 3-4 punkty — umiarkowane uposledzenie sprawnosci w zakresie ADL

e 5-6 punktéw — osoby sprawne w zakresie czynnosci zycia codziennego
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ZALACZNIK 4

Skala oceny zlozonych czynnosci zycia codziennego (skala Lawtona)

(ang. instrumental activities of daily living) [Lawton i Brody, 1969].

1. Czy potrafisz korzysta¢ z telefonu?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = zupelnie nie jeste$ w stania korzysta¢

2. Czy jestes w stanie dotrze¢ do miejsc poza odlegtoscia spaceru?
3 =bez pomocy

2 =z niewielka pomoca

1 = zupelnie nie jeste§ w stanie podr6zowac, dopdki nie poczyni si¢

specjalnych przygotowan

3. Czy wychodzisz na zakupy po artykuly spozywcze?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = zupetnie nie jeste§ w stanie robi¢ jakichkolwiek zakupéw

4. Czy mozesz samodzielnie przygotowac sobie positki ?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = nie jeste$ w stanie

5. Czy mozesz samodzielnie wykonywa¢ prace domowe (np. sprzatanie)?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = zupetnie nie jeste§ w stanie

6. Czy mozesz samodzielnie majsterkowac / wypra¢ swoje rzeczy?
3 = bez pomocy

2 =z niewielka pomoca

LAD.L
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1 = nie jeste$ w stanie

7. Czy samodzielnie przygotowujesz i przyjmujesz leki?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = nie jeste$ w stanie

8. Czy samodzielnie gospodarujesz pieni¢dzmi?
3 = bez pomocy
2 =z niewielka pomoca

1 = nie jeste$ w stanie

Wynik koncowy............ 124
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