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1.1 Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (Aizheimer’s disease, AD) zostala wyodrgbniona jako jednostka
nozologiczna przez Emila Kraepelina na podstawie opisow klinicznych wykonanych przez Aloisa
Alzheimera i Gaetano Perusiniego (Alzheimer, 1906; Lucci, 1998). AD jest przewlekta, postepujaca i
jednocze$nie najczestsza choroba neurozwyrodnieniowa (Kalaria i wsp., 2008). Nalezy do
najczgstszych schorzen wieku podeszlego, dotykajac od ok. 5% oso6b po 65 r.z. do ponad 30%
populacji po 80 r.z. (Nelson i wsp., 2009). Jest takze najczgstsza przyczyna zespolow otgpiennych w
Ameryce Polnocnej oraz w Europie. Szacuje sig, ze w 2040 r. liczba chorych na $wiecie siggnie 81,1
min (Ferri i wsp., 2005). W Polsce rozpowszechnienie AD jest zblizone do krajow zachodniej Europy
(Gabryelewicz i wsp., 1999; Wender i wsp., 1990; Rossa, 1997). U 0sob w wieku 65 lat ryzyko AD w
dalszych latach zycia wynosi 20% dla kobiet i 10% dla m¢zczyzn (Seshadri i Wolf, 2007).

AD ma klinicznie nieuchwytny poczatek. Obecnie uwaza si¢, ze proces prowadzacy do
rozwinigcia petnoobjawowej AD rozpoczyna si¢ juz w $rednim wieku, 20-30 lat przed wystapieniem
zauwazalnego pogorszenia funkcji poznawczych (Debette i wsp., 2009). Zanim jednak pojawia si¢
objawy charakterystyczne dla AD, wystepuje stadium okreslane jako tagodne zaburzenia poznawcze
(mild cognitive impairment, MCI), opisywane jako stan przejSciowy migdzy tzw. “normalnym”
starzeniem si¢ a otgpieniem (Petersen i wsp., 1999). Lagodne zaburzenia poznawcze moga prowadzi¢
do AD. Co roku ok. 10-15% os6b z diagnoza MCI rozwija AD, co jest okreslane jako tzw. konwersja
(Petersen i wsp., 1999). Kolejno dochodzi do stopniowego pogarszania si¢ codziennej aktywnosci
zyciowej, utraty pamigci 1 pozostatych funkcji poznawczych, zaburzen zachowania, nieuchronnie
prowadzac do glebokiego otepienia i catkowitej niezdolnosci do samodzielnego funkcjonowania.

AD charakteryzuje wystepowanie zmian neuropatologicznych - blaszek amyloidowych
(amyloid plaques)’, ktorych rdzef jest zbudowany z B-amyloidu (Ap), oraz zwyrodnienia
neurowtokienkowego (neurofibrillary tangles, NFT), w ktorego sktad wchodzi nieprawidtowo
ufofsorylowane biatko tau (Arnold i wsp., 1991, Braak i Braak, 1991, 1997). Ich obecno$¢ nie
przesadza jednak o wystapieniu AD, gdyz zardwno blaszki amyloidowe, jak i NFT sa odnajdywane w
mozgach zdrowych osob w podesztym wieku, takze u zdrowych stulatkéw (Nelson i wsp., 2009).
Ostateczna diagnoza AD stawiana jest tylko osobom, u ktorych stwierdzono objawy AD, a w badaniu
autopsyjnym obecno$¢ blaszek amyloidowych i NFT. Poddaje si¢ dyskusji ich patogenicznos¢,
podejrzewajac, ze moga towarzyszy¢ badz stanowi¢ jedynie konsekwencje rzeczywistych proceséw
patologicznych (Nelson i wsp., 2009).

AD jest choroba wieloczynnikowa, w ktorej powstawaniu 1 przebiegu klinicznym

wspotdziataja, w nadal nie do konca jasny sposdb, czynniki genetyczne i pozagenetyczne. Przyjmuje

! Blaszki amyloidowe nazywane sa rowniez blaszkami starczymi, blaszkami neurytycznymi, ztogami amyloidu
oraz plakami.



sig, ze wiele z tych czynnikoéw modyfikuje ryzyko zachorowania, nie wywotujac bezposrednio AD.
Badania zmierzajace do okreslenia genetycznych czynnikéw ryzyka, dotychczas przyczynily sig

jedynie w niewielkim stopniu do wyjasnienia patomechanizmu AD.

1.1.1 Weczesna i pozna postac¢ choroby Alzheimera

Wyrozniono wczesno- (early-onset AD, EOAD) i pdznoobjawowa AD (late-onset AD,
LOAD), uwzgledniajac arbitralnie ustanowiona granicg 60-65 lat wystapienia pierwszych objawow
(Ryc. 1). EOAD i LOAD maja podobny obraz kliniczny, aczkolwiek EOAD charakteryzuje zazwyczaj
znacznie bardziej dynamiczna progresja.

Poza rozréznieniem na EOAD i LOAD, wyodregbnia si¢ dwa kolejne podtypy AD — postac
rodzinng (familial AD, FAD) i sporadyczna (sporadic AD, SAD). Ten podzial pokrywa sig z
powyzszym, oddajac obecnos$¢ rodzinnej historii choroby, dziedziczonej w sposob mendlowski.

Gltowne postacie AD przedstawiono na Rycinie 1.

ChorobaAlzheimera

(AD)

Objawy przed Objawy po
60-651.2. 60-651.7.
wczesnoobjawowa péznooobjawowa

(EOAD) (LOAD)

1-2 bliskich krewnych
dotknigtych otgpieniem

postaésporadyczna postaérodzinna postaésporadyczna
(SAD) (FAD) (SAD)
= ? » Mutacjew PSEN1/PSEN2/APP = APOE4
9 n 9

Ryc. 1. Postacie choroby Alzheimera (AD) wraz ze znanymi czynnikami genetycznymi wplywajacymi na
zachorowanie; EOAD - early-onset AD; LOAD — late-onset AD, FAD — familial AD; SAD — sporadic AD; APP - gen
biatka prekursorowego B-amyloidu; PSEN1- presenilina 1; PSEN2 - presenilina 2.

1.1.2 Rodzinna posta¢ choroby Alzheimera

Rodzinna posta¢ AD rozpoczyna si¢ przewaznie w trzeciej lub czwartej dekadzie zycia.
Wigkszos¢ zachorowan na FAD wykazuje wyrazny autosomalny dominujacy sposéb dziedziczenia,
zdarzaja si¢ jednak takze zachorowania o dziedziczeniu autosomalnie recesywnym (Tomiyama i wsp.,
2008). FAD, stanowiaca ok. 1% wszystkich zachorowan na AD, jest u 30-50% chorych wywotana

mutacja w jednym z trzech genéw: biatka prekursorowego B-amyloidu (amyloid-g precursor protein,
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ApSPP lub APP), preseniliny 1 (presenilin 1, PSEN1) oraz preseniliny 2 (presenilin 2, PSEN2).
Mutacje w APP, PSEN1 i PSEN2 prowadza do zmiany wytwarzania AP, glownego sktadnika blaszek
amyloidowych.

AP powstaje w wyniku amyloidogennego cigcia ABPP z udziatem dwdch enzymow, B- i y-sekretazy.
Proteoliza ABPP daje fragmenty AP o dlugosci 39-42 aminokwasow, sposrdd ktorych A4, jest
uwazany za najbardziej neurotoksyczny. Istnieje takze drugi sposéb cigcia ABPP, z udzialem o- i y-
sekretaz, ktory nie prowadzi do powstania AP, stad jego nazwa — nieamyloidogenny (Bettens i wsp.,
2010). Poza mutacjami w APP, PSEN1 i PSEN2 dotychczas nie zidentyfikowano innych gendéw,
ktérych mutacje moglyby powodowaé AD.

1.1.3 Sporadyczna posta¢ choroby Alzheimera

Chorzy z FAD nie r6znia si¢ zmianami neuropatologicznymi ani poznawczymi od chorych na
sporadyczna posta¢ AD, stad postawiono hipotezg, ze takze w SAD AP odgrywa znaczaca rolg w
patogenezie (Hardy i Higgins, 1992). Jest to jeden z postulatow hipotezy kaskady amyloidowe;j,
gloszacej, ze AB4, indukuje powstanie NFT, neurodegeneracjg i otgpienie (Hardy i Higgins, 1992).
Czg$¢ badaczy, cho¢ nie neguje roli Afp w AD, nie zgadza si¢ z przestanka o identycznej etiologii
FAD i SAD (Swerdlow i Khan, 2004; Igbal i Grundke-Igbal, 2010; Coskun i wsp., 2010). Postuluja
oni, ze etiopatogeneza pozostatych przypadkow AD jest znacznie bardziej skomplikowana. Ponadto,
doswiadczenia ze szczepionka przeciwko AP pokazaly, ze cho¢ mozliwe jest usunigcie blaszek
amyloidowych, nie chroni to przed postepujacym uposledzeniem funkcji poznawczych ani nie
redukuje ilosci NFT (Holmes i wsp., 2008; Igbal i Grundke-Igbal, 2010).

Warto podkresli¢, ze w przypadku zachorowan na AD okre$lanych jako sporadyczne (w
kontrascie do FAD), czynniki genetyczne takze ogrywaja istotna role, chociaz nie wykazuja one cech
dziedziczenia mendlowskiego (Lambert i Amouyel, 2011). Za ich udzialem przemawia m.in.
obserwacja, ze posiadanie krewnego pierwszego stopnia, chorego na LOAD, zwigksza 3-4 razy ryzyko
rozwoju tej choroby (Van Gassen i Annaert, 2003). Z kolei badania blizniat sugeruja, ze czynniki
genetyczne warunkuja 37-78% réznic migdzyosobniczych w wieku zachorowania na AD (Meyer i
Breitner, 1998), a wskaznik odziedziczalnosci dla AD ma warto$¢ ok. 0,8 (Plassman i Breitner, 1996).
Ponadto, na ryzyko zachorowania na AD wplywa nosicielstwo jednego lub dwoch alleli
apolipoproteiny (apolipoprotein E, APOE) €4 (APOE4). APOE4 jest jedynym powszechnie
uznawanym genetycznym czynnikiem ryzyka LOAD (Strittmatter i wsp., 1993, Corder i wsp., 1993).
Z drugiej strony, ok. 50% chorych z LOAD nie jest nosicielami allelu APOE4, co wskazuje na
istnienie innych, w tym genetycznych czynnikéw modyfikujacych ryzyko zachorowania.

Dwie niespokrewnione ze soba osoby maja wspolne ok. 99,9% sekwencji DNA. O zmienno$ci
mig¢dzyosobniczej stanowia zmiany w DNA wystepujace co ok. 1-1,3 tysiace par zasad (pz) (Shastry,
2008). Chociaz wiele z nich nie ma znaczenia funkcjonalnego, sadzi sig, ze pozostale odgrywaja role

w patogenezie chordb, reakcji na leczenie farmakologiczne czy na warunki Srodowiskowe. Zazwyczaj



wyrdznia si¢ dwa rodzaje zmian sekwencji DNA — mutacje i polimorfizmy. W genetyce medycznej
termin ,,mutacja” odnoszony jest przede wszystkim do zmian powiazanych w sposob przyczynowy z
fenotypem choroby. Zmiany sekwencji okreslane jako ,,polimorfizm”, w swoim tradycyjnym
znaczeniu charakteryzuja si¢ czestos$cia rzadszego allelu o wartosci >1% w populacji og6lnej, oraz nie
wplywaja (zasadniczo) na fenotyp (Cotton, 1998). Allel APOE4 jest przyktadem, ze jest to zbyt
uogolniajace podejscie. Zarowno wigec mutacja, jak i polimorfizm stanowia niejednoznaczne pojgcia.
W niniejszej rozprawie, zidentyfikowane nowe zmiany beda okreslane jako warianty, nazywane
wedtug zasad Human Genome Variation Society (HGVS, http://www.hgvs.org/mutnomen/) .

Badania majace na celu zidentyfikowanie czynnikdw genetycznych zaangazowanych w
etiopatogenez¢ AD opieraja si¢ na dwoch podstawowych metodach. Jedne stawiaja hipoteze a priori,
7ze wybrany do badania gen kandydujacy badz szlak komoérkowy odgrywa rolg w AD. Drugie
podejscie wykorzystuje hipotezy post hoc, jak w przypadku analizy asocjacyjnej w skali catego
genomu (genome-wide association study, GWAS) czy badan sprzgzen, dzigki ktorym poznano geny
zwiazane z FAD. W niniejszej pracy przyjeto metode wykorzystujaca geny kandydujace.

W przebiegu AD, poza obecnoscia blaszek amyloidowych i NFT, obserwuje si¢ takze przede
wszystkim zwyrodnienie a nastgpnie zanik synaps oraz neurondéw, zmiany typowe dla stresu
oksydacyjnego i dysfunkcje mitochondriow. Zwrocono zatem uwagg na rolg mitochondrialnego DNA
oraz wybranych gendéw jadrowych w AD. Ponadto, postanowiono takze wykona¢ analiz¢ zmienno$ci
genu odpowiedzialnego m.in. za zmiany konformacyjne tau i APPP. Stad przedtozona rozprawa
sktada si¢ z dwoch zasadniczych czesci, z ktorych jedna opisuje rolg zmiennosci wybranych pigciu
genoéw jadrowych, natomiast druga dotyczy wptywu polimorfizméw i mutacji w mtDNA oraz ich

interakcji z genomem jadrowym w AD.
1.2 Mitochondria i mitochondrialny DNA w chorobie Alzheimera

1.2.1 Dysfunkcja mitochondriéw jest obecna we wczesnym stadium AD

Wiele badan wskazuje, ze dysfunkcja mitochondriow jest jednym z pierwszych zmian
patofizjologicznych w przebiegu AD i poprzedza mierzalny spadek funkcji poznawczych oraz
charakterystyczne dla AD zmiany neuropatologiczne. Mitochondria sa miejscem integracji szeregu
przemian metabolicznych, ktore zachodza badz krzyzuja si¢ w ich obrgbie. Utrzymuja homeostaze
jonéw wapnia (Ca®"), biora udzial w apoptozie i transdukcji sygnatow komorkowych, a
przeprowadzana w nich fosforylacja oksydacyjna zaspokaja wigkszo$¢ komorkowego
zapotrzebowania na ATP. Dla neuronéw fosforylacja oksydacyjna jest podstawowym zrodtem energii.
Mimo ze moézg stanowi jedynie 2% masy ciata czlowieka, konsumuje ok. 16% catkowitego tlenu
zuzywanego przez organizm (Costantini i wsp., 2008). Wykorzystuje go przede wszystkim do reakcji
utleniania glownego substratu energetycznego mozgu — glukozy, do dwutlenku wegla oraz wody.
Dysfunkcja mitochondriow, charakteryzujaca si¢ zmniejszonym metabolizmem glukozy, zmiana

aktywnosci enzymow mitochondrialnych, oraz stresem oksydacyjnym, jest obecna we wszystkich
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stadiach AD i potgguje si¢ wraz z jej progresja. Dysfunkcj¢ mitochondriow Stwierdzono w moézgach,
fibroblastach oraz komoérkach krwi chorych, w mysich transgenicznych modelach AD oraz liniach
komoérkowych eksprymujacych zmutowane ABPP lub traktowanych Ap (Nunomura i wsp., 2006).

Jednym z najlepiej udokumentowanych objawow dysfunkcji mitochondriow w AD jest spadek

warto$ci mozgowego wskaznika metabolizmu glukozy (cerebral metabolic rate of glucose, CMRgIu?),
badanego technika pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) z zastosowaniem radioaktywnego
znacznika, 2-[**F]-fluoro-2-deoksy-D-glukozy (FDG). CMRglu jest wskaznikiem aktywnosci i
gestosci synaps mézgowych (Mosconi 1 wsp., 2008).
Obnizenie warto$ci CMRglu u chorych z AD zostalo zaobserwowane juz w 1983 r. (de Leon i wsp.,
1983). Chorzy z AD wykazuja obnizone wiazanie FDG w obszarze ciemieniowo-Skroniowym,
zakrgcie obreczy, oraz w mniejszym stopniu w platach czotowych i przysrodkowej czesci ptatow
skroniowych, w poréownaniu ze zdrowymi osobami, zgodnymi pod wzgledem wieku z chorymi
(Mosconi i wsp., 2010). Wykluczono, aby atrofia wplywata w znaczacy sposdéb na poziom
metabolizmu moézgowego (Mosconi i wsp., 2006). Ponadto, spadek metabolizmu glukozy nie jest
skorelowany z nagromadzeniem zlogéw amyloidowych (Johnson, 2006; Furst i wsp., 2010). Wiele
danych wskazuje, ze charakterystyczny dla AD wzorzec hipometabolizmu mézgowego pojawia si¢ juz
w okresie przedklinicznym, poprzedzajac wystapienie zaburzen neuropsychologicznych i zanikow
korowych (Mosconi i wsp., 2006, 2009; Reiman i wsp., 2004).

Ponadto, stwierdzono, ze zaburzenie metabolizmu (wywolane poprzez np. hipoksje,
hipoglikemi¢, niedobor witamin) jest wystarczajace, aby wywotaé deficyty psychiczne i
neurologiczne, podobne do tych wystepujacych w przebiegu AD (Blass i Gibson, 1999), co sugeruje,
ze dysfunkcja mitochondriow moze odgrywac¢ bardzo wazna rolg na wczesnym etapie AD. Neurony
projekcyjne, ktore sa jednymi z pierwszych obumierajacych w przebiegu AD, wykazuja duza
wrazliwo$¢ na obnizona wydajnos¢ mitochondriow (Gotz i wsp., 2009). Ponadto, niedawno
wykazano, ze dla konsolidacji §ladow pamigciowych niezbedna jest niezaburzone dziatanie tancucha
oddechowego (Tanaka i wsp., 2008).

W zdrowych neuronach mitochondria sa zlokalizowane przede wszystkim w synapsach,
wytwarzajac ATP niezbedne w procesach neurotransmisji oraz utrzymujac homeostazg jonow wapnia
(Chang i Reynolds, 2006). Stad dysfunkcja mitochondriéw, ich zmieniona liczba, morfologia oraz
zaburzona dynamika, prowadzaca do zakldcenia transportu mitochondriéw z ciata neuronu do synaps,
moga wplywaé¢ na fizjologi¢ synaps i prowadzi¢ do uposledzenia plastycznosci neuronalnej
(Anandatheerthavarada i Devi, 2007; Zhu i wsp., 2007; Wang i wsp., 2008b). Wykazano, Ze utrata
zakonczen synaptycznych koreluje z zaburzeniami poznawczymi silniej niz poziom blaszek
amyloidowych czy zanik neurondéw. Ponadto utrata synaps rozpoczyna si¢ na bardzo wczesnym
stadium AD (Terry i wsp., 1991), na przyklad u osob z diagnoza MCI stwierdzono mniejsza o 18%
ilo§¢ synaps w porownaniu z grupa kontrolng (Bayer i Wirths, 2010).

W literaturze stosowane sa takze skroty CMRglc i CMRgl.



Kolejng cecha dysfunkcji mitochondriow w AD jest obnizona aktywno$¢ dwoch waznych
enzymow cyklu kwasoéw trojkarboksylowych: kompleksu dehydrogenazy o-ketoglutaranowej oraz
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej, a takze oksydazy cytochromowej (cytochrome oxidase,
COX), ktora stanowi kompleks IV tancucha oddechowego (Swerdlow i wsp., 2010; Parker i wsp.,
1990). Zmniejszona aktywno$¢ wspomnianych enzymow nie jest jedynie ograniczona do obszarow
moézgu objetych neuropatologia. Dla przyktadu, spadek aktywnosci COX, pomimo niezmienionego
poziomu podjednostek, jest obserwowany takze w fibroblastach i ptytkach krwi chorych oraz w
phytkach krwi 0sob z rozpoznaniem MCI, a takze w modelach cybrydowych®, zawierajacych mtDNA
0sob z AD (Cardoso i wsp., 2004; Trimmer i wsp., 2004; Swerdlow i wsp., 1997; Parker i wsp., 1990).
Ponadto, zahamowanie aktywno$ci COX, podobnie jak rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej oraz
inhibicja syntazy ATP, sprzyja amyloidogennemu cigciu ABPP (Gabuzda i wsp., 1994; Webster i
wsp., 1998). Co wigcej, w neuronach poddanych dziataniu inhibitoréw lancucha oddechowego
zaobserwowano takze fosforylacje biatka tau (Escobar-Khondiker i wsp., 2007). Stwierdzono, ze stres
oksydacyjny prowadzi do agregacji tau (Nunomura i wsp., 2010).

1.2.2 Stres oksydacyjny w AD

Dysfunkcja mitochondriow w AD przejawia si¢ mniej efektywna produkcja ATP i
wzmozonym wytwarzaniem wolnych rodnikow, bedacych fizjologicznym produktem ubocznym
fosforylacji oksydacyjnej (Mancuso i wsp., 2007). Poziom markerow stresu oksydacyjnego jest
znaczaco wyzszy u chorych na AD oraz u 0soéb z rozpoznaniem MCI w poréwnaniu ze zdrowymi
osobami, wiekiem odpowiadajacymi badanym (Smith i wsp., 2010). W mobzgach, ptynach
biologicznych i tkankach obwodowych chorych na AD stwierdza sie uszkodzenia oksydacyjne
lipidéow, kwaséw nukleinowych oraz biatek (Nunomura i wsp., 2006). Roéwniez w modelach
komérkowych oraz mysich modelach transgenicznych AD obserwowane sa zmiany charakterystyczne
dla stresu oksydacyjnego (Trimmer i wsp., 2004).

Mozg jest szczegdlnie narazony na uszkodzenia oksydacyjne. W poréwnaniu z innymi
organami jest do$¢ ubogo wyposazony w skladniki systemu antyoksydacyjnego. Ponadto,
charakteryzuje go wysoka zawarto§¢ nienasyconych kwasow tluszczowych, tatwo ulegajacych
peroksydacji (Nunomura i wsp., 2006). Mozg jest takze bogaty w jony zelaza i miedzi, ktore
akumuluja si¢ z wiekiem i moga stanowi¢ katalizator powstawania wolnych rodnikow. Wzmozona
produkcja wolnych rodnikéw w wyniku dysfunkcji mitochondriéw stanowi szczegodlne zagrozenie dla
neuronéw (Guglielmotto i wsp., 2010).

Warto zaznaczy¢, ze zwiazane z wiekiem i stylem Zycia czynniki ryzyka zachorowania na AD,

takie jak nadci$nienie, uraz mozgu, cukrzyca, hipercholesterolemia, hiperhomocysteinemia, palenie,

¥ Cybrydy (cybrids) — trans-mitochondrialne cytoplazmatyczne hybrydy; technike ich uzyskiwania opracowali
King i Attardi (1989). Komorki osoby badanej po usunigciu jader komorkowych poddaje si¢ fuzji z komoérkami
pozbawionymi mtDNA (p°). Zastosowanie cybryd umozliwia badanie wptywu zmiennosci mtDNA na fenotyp
komorki w warunkach kontrolowanych.
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dieta wysokokaloryczna, czy brak ruchu, przyczyniaja si¢ do podwyzszenia stresu oksydacyjnego
(Kalaria i wsp., 2008). Natomiast wsrod czynnikoéw protekcyjnych znajduja si¢ uznane zmiatacze
wolnych rodnikéw, np. witaminy C i E, estrogeny, niesteroidowe leki przeciwzapalne, statyny, oraz

restrykcja kaloryczna (Nunomura i wsp., 2006).

1.2.3 Rola A i ABPP w dysfunkcji mitochondriéw

Wiele wskazuje na to, ze stres oksydacyjny i dysfunkcja mitochondriow poprzedzaja
pojawienie si¢ ztogow AP (Reddy i Beal, 2005). Stres oksydacyjny, wptywajac na poziom y- i f3-
sekretazy, przyczynia si¢ do wzrostu ekspresji ABPP oraz wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowego
poziomu AB w neuronach i astrocytach (Guglielmotto i wsp., 2010). Postuluje si¢, ze wytwarzanie A3
1 hiperfosforylacja biatka tau stanowia na wczesnym etapie AD mechanizm kompensacyjny, bedacy
odpowiedzia na uszkodzenia oksydacyjne w mozgu (Moreira i wsp., 2006; Nunomura i wsp., 2006,
2010; Zhu i wsp., 2007). AB w postaci nieoligomerycznej i w niskim stezeniu moze mie¢ dziatanie
antyoksydacyjne (Kontush, 2001; Nunomura i wsp., 2010). AB, chelatujac metale grup przej$ciowych
(cynk, zelazo, miedz), moze zapobiega¢ utlenianiu molekul komorkowych, katalizowanemu z
udziatem tych metali. Z drugiej strony, wraz z progresja AD antyoksydacyjne wiasciwosci AR
ustepuja miejsca dziataniu prooksydacyjnemu, przekroczone zostaje fizjologiczne stezenie AP i
dochodzi do jego nukleacji (Nunomura i wsp., 2006). AB katalizuje redukcje metali grup
przejsciowych z uwolnieniem nadtlenku wodoru, co prowadzi do peroksydacji molekut komoérkowych
(Zhu i wsp., 2007).

Obecnie uznaje sig, ze zewnatrzkomorkowe blaszki amyloidowe maja stabszy wplyw na proces
neurozwyrodnieniowy w porownaniu z wewnatrzkomorkowym A (Bayer i Wirths, 2010). Zar6wno
ABPP, jak i AB sa obecne w mitochondriach w mézgach chorych na AD, gdzie wzmagaja produkcje
wolnych rodnikow, obnizajac aktywnos¢ COX i zmniejszajac produkcj¢ ATP (Devi i wsp., 2006;
Hansson Petersen i wsp., 2008). APPP podlega niekompletnemu procesowi importu do
mitochondriéw, €O moze by¢ zwiazane z zahamowaniem transportu do mitochondrium biatek
kodowanych przez genom jadrowy (Anandatheerthavarada i Devi, 2007; Devi 1 wsp., 2006; Keil i
wsp., 2004) (por. Ryc. 2). Przyktadowo, wykazano, ze nastgpuje zahamowanie importu podjednostek
IV oraz Vb oksydazy cytochromowej (Devi i wsp., 2006).

W warunkach in vitro A jest inhibitorem kompleksu IV, co jak si¢ wydaje, wynika z procesOw
gromadzenia monomeréow 1 dimerow AP w wewnetrznej blonie mitochondrialnej, miejscu
zakotwiczenia kompleksow tancucha oddechowego (Devi i wsp. 2006; Hansson Petersen i wsp., 2008;
Keil i wsp., 2004). Ponadto, Ap zaburza dynamike mitochondriéw i wptywa na ich morfologie,
prowadzac do ich fragmentacji (Cho i wsp., 2009).

Te obserwacje nie wykluczaja mozliwosci, ze dysfunkcja mitochondridow jest pierwotnym
zaburzeniem w AD, poniewaz zaburzona ekspresja bialek mitochondrialnych oraz ich zaburzona

funkcja sa obserwowane przed pojawieniem si¢ blaszek amyloidowych w mysim modelu
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transgenicznym AD (Gillardon i wsp., 2007). Pozostaje nierozstrzygnigte, czy dysfunkcja
mitochondriow zmienia zachowanie A czy to zmiany w powstawaniu réoznych form A wplywaja na

funkcje mitochondriow w AD.

1.2.4 Rola zmiennoSci mtDNA w chorobie Alzheimera

Model cybrydowy pozwolit sprawdzi¢ wptyw mtDNA pochodzacego od chorych na AD na
funkcje mitochondriow, w tym na aktywno$¢ COX (Khan i wsp., 2000; Trimmer i wsp., 2004;
Swerdlow i wsp., 1997). Pomimo, ze dziesi¢¢ podjednostek COX jest kodowanych przez jadrowy
DNA (nuclear DNA, nDNA), a tylko trzy przez mtDNA, to wlasnie wspomniane trzy maja najwigksze
znaczenie katalityczne. Cybrydy niosace mtDNA od chorych z AD charakteryzuje m.in. obnizona
wydajno$¢ tancucha oddechowego (w tym spadek aktywnosci COX), podwyzszony stres oksydacyjny,
obnizony potencjatl btony mitochondrialnej, zmiany morfologii mitochondriéw, aktywacja szlakow
apoptotycznych, wzrost poziomu wewnatrzkomorkowego AB4, (Cardoso i wsp., 2004; Keil i wsp.,
2004; Khan i wsp., 2000; Trimmer i wsp., 2004; Swerdlow i wsp., 1997). Wspomniane obserwacje
wskazuja, ze przynajmniej w czesci zmienno$¢ mtDNA odpowiada za dysfunkcje mitochondriow i
fenotyp AD na poziomie komorkowym (Swerdlow i wsp., 2010).

Za udziatlem mitochondriow w etiopatogenezie AD przemawiaja tez dane, pokazujace, ze poza
zaawansowanym wiekiem, jednym z najwazniejszych czynnikow ryzyka AD jest dodatni wywiad
rodzinny w kierunku tej choroby (Farrer i wsp., 1997). Fakt posiadania matki z AD zwigksza ryzyko
zachorowania dzieci w stopniu znacznie wigkszym niz posiadanie ojca chorego na AD (Edland i wsp.,
1996; Honea i wsp., 2010; Mosconi i wsp., 2009; Debette i wsp., 2009). Badania FDG-PET
przeprowadzone w grupie zdrowych pod wzgledem poznawczym 0sob, ktorych matki chorowaty na
LOAD, wykazaly, ze te osoby maja obnizony metabolizm glukozy w tych samych obszarach mozgu,
co chorzy na AD, w pordéwnaniu z osobami posiadajacymi ojca chorego na AD, oraz chorymi bez
historii rodzinnej (Mosconi i wsp., 2009). Ponadto, u 0s6b bez zaburzen poznawczych, ktorych matka
chorowata na AD, zauwazono zmniejszona objetos¢ istoty szarej w obszarach mézgu atakowanych
przez AD, gorsze wykonanie testow neuropsychologicznych i zwigkszone odktadanie A (Honea i
wsp., 2010; Mosconi i wsp., 2010; Debette i wsp., 2009).

Wyzsze ryzyko zachorowania na AD u potomkow kobiet z AD sugeruje udzial czynnika
genetycznego. Wydaje sig, ze wspomniane ryzyko nie jest zwigzane z chromosomem X, gdyz choroby
recesywne sprzgzone z chromosomem X sg przekazywane z matek na synow, podczas gdy corki
stanowia nosicielki zmiany genowej 1 nie rozwijaja objawow choroby. Z kolei choroby o
dziedziczeniu dominujacym, sprzezone z chromosomem X charakteryzuja si¢ tym, ze obie plcie
wykazuja objawy choroby, ale u mezczyzn ma ona znacznie cigzszy przebieg (Bal i Mazurczak,
2008).

Jednak w AD nie odnotowano zadnego z tych wzorcow dziedziczenia ani opisywanych wyzej

réznic w przebiegu choroby u mezczyzn i kobiet. O roli zmian zlokalizowanych na chromosomie X
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nie przekonujq takze badania sprzgzen (Bettens i wsp., 2010). Niewykluczone, ze pewna rolg w AD
moga odgrywaé zmiany epigenetyczne, np. pigtnowanie genomowe czy narazenie na pewne czynniki
wewnatrzmaciczne w trakcie ciazy. Przytoczone wyzej badania FDG-PET oraz dane z modeli
cybrydowych wspieraja hipoteze, ze nieprawidlowosci w funkcjonowaniu mitochondriow w AD moga
by¢ determinowane obecnoscia zmian w mitochondrialnych genach podjednostek tancucha
oddechowego badz w funkcjonalnych sekwencjach mtDNA. Cybrydy zawierajace mtDNA od o0sob,
ktérych matki chorowaty na AD wykazywaty nizsza aktywno$¢ COX niz cybrydy z mtDNA od dzieci
ojcow z AD (Davis i wsp., 1997).

Na podstawie przedstawionych powyzej danych wysunigto hipotezg, ze zmiany w mtDNA

przyczyniaja si¢ do zaburzenia metabolizmu w przebiegu AD.

1.2.4.1 Mitochondrialny DNA

Kazde mitochondrium zawiera przecigtnie 4-10 kopii dwuniciowych czasteczek mtDNA. W
odréznieniu od jadrowego DNA, mtDNA jest dziedziczony po matce, nie zawiera intronéw i do jego
powielania dochodzi niezaleznie od podziatéw komorkowych. MtDNA liczy 16569 nt, zgodnie ze
standardem dla sekwencji mtDNA cztowieka. Standard ten wprowadzono w 1981 r. (tzw. Cambridge
Reference Sequence) (Anderson i wsp., 1981) i po kilku poprawkach (Andrews i wsp., 1999) stanowi
on obowiazujaca sekwencj¢ porownawcza (GenBank NC 012920, revised Cambridge Reference

Sequence, rCRS).

Ryc. 3. Schemat organizacji mitochondrialnego
DNA (mtDNA) 2z zaznaczonym regionem
kontrolnym oraz sekwencjami kodujacymi geny
oraz tRNA i rRNA mitochondrialne. Dla
przejrzystosci  fragmenty  sekwencji  mtDNA
mtDNA kodujace tRNA nie zostaly podpisane, oznaczono je
16569 pz szarym kolorem.

MtDNA koduje 13 podjednostek tancucha oddechowego oraz 2 rRNA i 22 tRNA (Ryc. 3).
Pozostate podjednostki tancucha oddechowego oraz ok. 1500 innych biatek mitochondrialnych sa
kodowane przez nDNA (Wallace i Fan, 2009). Zatem sktadanie podjednostek tancucha oddechowego
w kompleksy, wydajnos¢ przemian metabolicznych oraz poziom wytwarzanych wolnych rodnikow,
zaleza od podwojnej kontroli genetycznej.

Zmienno$¢ genomu jadrowego i mitochondrialnego, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wyzej

wymienionych procesow.
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1.2.4.2 Region kontrolny

MtDNA zawiera region o diugosci ok. 1122 pz, zlokalizowany pomiedzy pozycjami
nukleotydowymi 16024 i 576, ktory cho¢ nie koduje bialek ani RNA, jest istotny dla proceséw
powielania sekwencji mitochondrialnego genomu (por. Ryc. 3). To tzw. region kontrolny (control
region, RK), inaczej nazywany petla D (Displacement loop). Zawiera sekwencje regulatorowe, m.in.
promotory transkrypcji z nici lekkiej (light stand, L) i cigzkiej (heavy stand, H), a takze promotor
replikacji nici H. RK jest bogaty w zmiany sekwencji, ktore wystepuja z czgstoscia ok. 10 razy wyzsza
niz w czesci kodujacej mtDNA (van Oven i Kayser, 2008). RK zawiera trzy regiony hiperzmienne,
HVSI, HVSII, HVSIII, charakteryzujace si¢ szczegélnie wysoka polimorficznoscia i zawierajace
mutacyjne miejsca hotspot.

1.2.4.3 mtDNA mutuje czesciej ni; nDNA

Wyjatkowa podatno$¢ mtDNA na uszkodzenia oksydacyjne warunkuje nie tylko lokalizacja w
poblizu gtdéwnego zrodta wolnych rodnikéw — tancucha oddechowego, ale rowniez brak nawinigcia na
histony i brak rekombinacji. Co wigcej, uszkodzenia oksydacyjne usuwane sa wolniej i mniej
skutecznie niz z nDNA (Yakes i van Houten, 1997). Przyczynia si¢ to do wigkszej czestosci mutacji w
mtDNA w poréwnaniu z nDNA.

Uwaza sig, ze stale podwyzszony poziom wolnych rodnikow wplywa negatywnie na funkcje
mitochondriéw oraz znaczaco oddziatuje na proces starzenia (Wallace i Fan, 2009). Jednak dyskusji
poddawana jest hipoteza samonapedzajacych si¢ uszkodzen w mtDNA, ktoére uposledzajac
fosforylacje oksydacyjna, mialyby prowadzi¢ do powstawania nastgpnych zmian itd. (Kujoth i wsp.,
2005; Trifunovic i wsp., 2005; Tranah i wsp., 2010).

Podobnie jak w procesie starzenia si¢, w przebiegu AD dochodzi do gromadzenia si¢ mutacji
somatycznych® w mtDNA, szczegolnie w tkankach postmitotycznych. Mutacje moga byé obecne we
wszystkich kopiach mtDNA (homoplazmia) badz wystepuja w postaci heteroplazmatycznej®. Liczba
czasteczek mtDNA zawierajacych mutacje¢ somatyczna (albo wiele roznych mutacji) musi osiagnac
pewien krytyczny poziom w komorce, aby doszto do zmian funkcjonalnych, czyli kiedy
niezmutowane mtDNA nie beda juz mogly skompensowac efektu wywieranego przez mutacje/e
(Gilkerson, 2009). Krytyczny poziom heteroplazmii dla funkcjonowania mitochondriow zalezy od
rodzaju tkanki — jest on nizszy w tkankach uzaleznionych od metabolizmu tlenowego, takich jak np.
moézg.

Zardéwno mutacje niesynonimiczne regionu kodujacego, jak rowniez mutacje w RK, moga wplywac na
funkcje mitochondriéw (Suissa i wsp., 2009). Z badan na modelach zwierzecych wiadomo, Ze mutacje

somatyczne wigzane ze stopniowym pogarszaniem si¢ funkcji mitochondridow, przyspieszaja starzenie

* Mutacja somatyczna — mutacja DNA komérek somatycznych, nicobecna w komoérkach linii plciowe;.

> Heteroplazmia — wystepowanie dwoch lub wigcej wariantow czasteczek mtDNA (czyli zawierajacych rozne
zmiany w sekwencji mtDNA). Wystgpuje na poziomie komorki, organelli (mitochondrium) badz tkanki.
Wyrdznia si¢ dwa rodzaje heteroplazmii: punktowa (dotyczaca pojedynczego nukleotydu) oraz heteroplazmig
dhugosci (dotyczaca traktu nukleotydow).
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organizmu (Kujoth i wsp., 2005; Trifunovic i wsp., 2004, 2005). Poniewaz najwazniejszym
pozagenetycznym czynnikiem ryzyka AD jest zaawansowany wiek, jedna z hipotez postuluje, ze
dysfunkcja mitochondriow obserwowana w przebiegu AD wynika z gromadzenia uszkodzen w
mtDNA. Efekt ten towarzyszy naturalnemu procesowi starzenia, jednak moze by¢ spotegowany
specyficznymi dla AD czynnikami ryzyka (Coskun i wsp., 2004). Istotnie, cz¢$¢ badaczy opisuje, ze
czgstos¢ mutacji w mtDNA u chorych przewyzsza t¢ zwiazang z procesem starzenia si¢ (Chang i wsp.,
2000; Coskun 1 wsp., 2004), ale nie wszyscy stwierdzaja roznice W czgstosci mutacji somatycznych w
mtDNA (Chinnery i wsp., 2001; Lin i wsp., 2002). Wydaje sig, ze mutacje somatyczne nie wplywaja
znaczaco na fenotyp cybryd zawierajacych mtDNA chorych na AD w poréwnaniu z cybrydami
niosacymi mtDNA zdrowych os6b. Stad nie odgrywaja one raczej dominujacej roli w etiopatogenezie
AD.

1.2.4.4 Haplogrupy mitochondrialne

Poroéwnanie sekwencji dowolnego mtDNA z rCRS ujawnia warianty, ktérymi sekwencja

badana rozni si¢ od referencyjnej. Uktad wspomnianych wariantow tworzy haplotyp mtDNA. Osoby
nalezace do jednej grupy etnicznej, spokrewnionej w linii matczynej, maja zblizone haplotypy,
rozniagce si¢ tylko niewieloma wariantami. Wspodlne dla danej grupy polimorfizmy mtDNA tworza
tzw. haplogrup¢ mitochondrialna.
Powstawanie haplogrup towarzyszyto migracjom pierwotnych populacji ludzkich z Afryki do
Euroazji, ktore rozpoczely sig ok. 70 tys. lat temu. Biorac pod uwage fundamentalne znaczenie
genomu mitochondrialnego dla funkcjonowania tancucha oddechowego, postawiono hipoteze, ze
istnieja haplogrupy wplywajace na wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej, posrednio sprzyjajace
adaptacji do warunkéow klimatycznych i dostepnosci pokarmu (Ruiz-Pesini i wsp., 2004; Kivisild i
wsp., 2006; Wallace, 2005). Wspomniana hipoteza thumaczy zrdéznicowanie geograficzne czestosci
wystepowania poszczegélnych haplogrup. Trzy glowne grupy etniczne (Afrykanczycy, Azjaci oraz
rdzenni Amerykanie, Europejczycy) naleza do réznych haplogrup, odzwierciedlajacych zréznicowanie
sekwencji mtDNA (Torroni i wsp., 1996). Do okreslenia haplogrup charakterystycznych dla populacji
polskiej, jak i dla pozostatych rdzennych Europejczykéw oraz osob zamieszkujacych Stany
Zjednoczone, Kanadeg, wywodzacych si¢ z Europy stosuje si¢ do$¢ niezr¢czny i upraszczajacy termin —
haplogrupy charakterystyczne dla populacji kaukaskiej (Caucasians). Pamigtajac o niedoskonato$ci
terminu “populacja kaukaska” (Bhopal i Donaldson, 1998; Parson i Bandelt, 2007), w niniejszej pracy
bedzie on jednak stosowany, gdyz, niestety, brak bardziej adekwatnego zamiennika.

W populacji kaukaskiej wyodrgbniono 9 najczesciej wystepujacych haplogrup: H, I, J, K®, T,
U, V, W oraz X, ktore naleza odpowiednio do klasterow HV, KU, IWX, JT (Torroni i wsp., 1996;
Finnild 1 wsp., 2001). Wywodza si¢ z linii N, ktora powstata ok. 70 tys. lat temu i pochodzi z
afrykanskiej linii L3 (Ryc. 4) (Lakatos i wsp., 2010). Uwaza sig, ze z L3 wywodza sig¢ wszyscy

® K stanowi podhaplogrupe haplogrupy U, jednak zwyczajowo w literaturze czesto nadal wymienia sig ja jako
rownorzgdna haplogrupe, stad w niniejszej pracy postapiono podobnie.
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rdzenni Europejczycy (Malyarchuk i wsp., 2002), a ponad 95% z nich nalezy do wspomnianych
dziewigciu haplogrup mitochondrialnych charakterystycznych dla populacji kaukaskiej. Fragment

drzewa filogenetycznego haplogrup wystepujacych w populacji kaukaskiej przedstawiono na Ryc. 4.

A ® 7YV X
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Ryc. 4. Fragment drzewa filogenetycznego mitochondrialnych haplogrup, wystepujacych w populacji
kaukaskiej (na podstawie van Oven i Kayser, 2008). Dla przejrzystosci na schemacie uwzgledniono tylko
glowne galezie drzewa i nie dokonano rozrdznienia na podhaplogrupy i podtypy. Nie przedstawiono “korzeni”
drzewa — szeregu haplogrup charakterystycznych dla populacji afrykanskiej (L1-L6), co zaznaczono jedynie
przerywana linig. Uwzgledniono jedynie haplogrupg L3, z ktorej wywodza si¢ makrohaplogrupy M, N i R, oraz
L2. Nazwy haplogrup, przy ktorych postawiono symbol (*) obejmuja dalsze linie poza przedstawionymi na
rycinie (np. N* oznacza linie N5, N12, N13, N14, N21, N22).

Poszczegblne haplogrupy dziela si¢ na podhaplogrupy, a te na podtypy, co odzwierciedla wysoka
zmienno$¢ mtDNA. Do ich klasyfikacji wykorzystuje si¢ informacje o zmiennosci sekwencji nie tylko
w RK, ale takze w regionie kodujacym mtDNA. W niniejszej pracy stosowano rekomendowany
system nazewnictwa haplogrup i dalszych ich podjednostek wedlug baz danych MITOMAP,
http://www.mitomap.org/MITOMAP, = mtDNAmanager,  http://mtmanager.yonsei.ac.kr/,  oraz
PhyloTree, http://www.phylotree.org/.

Zroznicowanie haplogrup znajduje zastosowanie w medycynie sadowej, antropologii,
genetyce populacyjnej (np. w badaniach migracji czy powstawania jezykow), a takze w analizie
czynnikow ryzyka wielu choréb powiazanych ze zmianami w metabolizmie. Wydaje sig, ze
kombinacja polimorfizméw tworzacych haplogrupe, z ktorych kazdy osobno jest nieszkodliwy, moze
wplywa¢ na podatno$¢ na choroby wieloczynnikowe, ale takze cechy zwiazane z osiaganiem

dlugowiecznosci czy adaptacjga do warunkéw klimatycznych (Wallace 1 wsp., 2003; Wallace, 2005).
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Dotychczas nie rozstrzygnigto znaczenia zmian konstytutywnych w mtDNA w patogenezie
AD. W Tabeli 1 zestawiono badania, w ktorych wykryto zwiazek zmienno$ci mtDNA z
zachorowaniem na AD w populacji kaukaskiej. Eksponuje ona roznice nie tylko w uzyskanych

wynikach, ale takze w pochodzeniu i liczebnosci badanych grup.

Tabela 1. Zwiazek polimorfizméw mtDNA, haplogrup mitochondrialnych oraz tworzonych przez nie klasterow
z ryzykiem choroby Alzheimera (LOAD) w populacji kaukaskiej. Zestawiono jedynie te badania, w ktorych
wykryto zwiazek pomi¢dzy zmienno$cia mtDNA a zachorowaniem na AD.

Polimorfizm/ Wolvw na LOAD/ Grupa
Haplogrupa/ vz ﬁoyLO AD Populacja kontrolna PiSmiennictwo
Klaster haplogrup yzy (N/N)
m.4336T>C N populacja kaukaska (USA)*  62/125 Shoffner i wsp., 1993
0 niemiecka 28/100 Egensperger i wsp., 1997
N populacja mieszana 72/296 Hutchin i Cortopassi, 1995
(USA)**
8% populacja kaukaska (USA) 155/105 Wragg i wsp., 1995
m.11467A>G N ADNI*** 170/188 Lakatos i wsp., 2010
m.10398A>G M umezczyzn  populacja kaukaska (USA) 989/328 van der Walt i wsp., 2004
m.12308A>G V¥ u kobiet populacja kaukaska (USA) 989/328 van der Walt i wsp., 2004
N ADNI 170/188 Lakatos i wsp., 2010
m.12372G>A N ADNI 170/188 Lakatos i wsp., 2010
m.9698C>T
m.16270C>T
HV 0 polska 222/252 Maruszak i wsp., 2009a
H N irafska 30/100 Fesahat i wsp., 2007
H5 N mieszkancy potnocnych i 936/776 Santoro i wsp., 2010
srodkowych Wtoch
J 0 Kanadyjczycy pochodzenia ~ 69/83 Chagnon i wsp., 1999
francuskiego
K neutralizuje wioska 213/179 Carrieri i wsp., 2001
wplyw APOE4
T v Kanadyjczycy pochodzenia ~ 69/83 Chagnon i wsp., 1999
francuskiego
U neutralizuje wioska 213/179 Carrieri i wsp., 2001
wplyw APOE4
N umezczyzn,  populacja kaukaska (USA) 989/328 van der Walt i wsp., 2004
V u kobiet
N irafiska 30/100 Fesahat i wsp., 2007
N ADNI 170/188 Lakatos i wsp., 2010

A oznacza wzrost, ¥ spadek ryzyka zachorowania na AD; * ang. European Caucasians; **Populacja mieszana oznacza, ze
znajdowali si¢ w niej zarowno Azjaci, Afrykanczycy, jak i 0soby z populacji kaukaskiej; ***ADNI - Aizheimer’s disease
Neuroimaging Initiative

Nalezy podkresli¢, ze nie wszyscy badacze stwierdzili asocjacje haplogrup czy polimorfizmow
mitochondrialnych z AD (Chinnery i wsp., 2000; Pyle i wsp., 2005; Elson i wsp., 2006; Mancuso i
wsp., 2007; Kriager i wsp., 2009). Zwiazek polimorfizmoéw i haplogrup mitochondrialnych z
patogeneza AD badano takze dla populacji innych niz kaukaska, np. w populacji japonskiej,
wykazujac zwiazek haplogrupy G2a z ryzykiem zachorowania na AD (Takasaki i wsp., 2009).

Biorac pod uwage dane o wptywie polimorfizméw mtDNA i/lub mitochondrialnych haplogrup

na funkcje mitochondriéw, starzenie oraz funkcje poznawcze, a takze uwzgledniajac dotychczasowe
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doniesienia, pokazujace identyfikacje specyficznych dla danej populacji zmian w mtDNA zwigzanych
z zachorowaniem na AD, w niniejszej pracy postanowiono zbada¢ wplyw zmienno$ci mtDNA na
ryzyko AD w populacji polskiej. Szczegdlna uwage poswigcono zbadaniu asocjacji haplogrup
wiazanych ze sprzgganiem-rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej z ryzykiem AD, uwzgledniajac
hipotezeg postawiona przez prof. D. Wallace’a wraz ze swoja grupa badawcza (Wallace i wsp., 2003,
Wallace, 2005; Ruiz-Pesini i wsp., 2004).

1.2.4.5 Haplogrupy mitochondrialne a sprzeganie-rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej

Fosforylacja oksydacyjna jest uzalezniona od pompowania protonow poprzez kompleksy
oddechowe I, III i IV poza matriks mitochondrialng oraz od ich przeptywu poprzez syntazg ATP.
Sprzegganie zachodzi wowczas, gdy wszystkim elektronom przenoszonym w tancuchu oddechowym
towarzyszy powstawanie czasteczek ATP. Rozprzgganie jest zas rezultatem przecieku protonow do
matriks, powoduje rozpraszanie sity protomotorycznej, redukuje liczbg protonéw ptynacych przez
syntazg ATP, zmniejszajac ilos¢ wytwarzanego ATP, ale takze zmniejszajac ilo§¢ wolnych rodnikow.
Cze$¢ energii z utleniania substratdow zostaje niespozytkowana i uwolniona w postaci ciepta. Tym
samym, rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej jest powiazane ze wzmozona produkcja ciepta,
kosztem mniejszej produkcji ATP (Mishmar i wsp., 2003; Ruiz-Pesini i wsp., 2004).

Wallace i wsp. (2003) uszeregowali haplogrupy specyficzne dla populacji kaukaskiej od tych
zwigzanych z fenotypem sprzegajacym do tych powiazanych z fenotypem najbardziej rozprzg¢gajacym
fosforylacj¢ oksydacyjna (patrzac od lewej do prawej; U* oznacza pozostale podhaplogrupy U poza
U4 i Ubal): H>T =J>U*>U4 = Ubal > K. Postuluja oni, ze w ewolucji doszto do pozytywnej
selekcji  haplogrup mitochondrialnych zwiazanych z czeSciowym rozprzeganiem fosforylacji
oksydacyjnej (U4, U5a, K, J, T), poniewaz mutacje w kodowanych przez mtDNA podjednostkach
cytochromu b (cytochrome b, CYTB) i syntazy ATP (ATP synthase FO subunit 6, ATP6) pozwolity na
adaptacje do nizszych temperatur (Mishmar i wsp., 2003; Ruiz-Pesini i wsp., 2004; Balloux i wsp.,
2009; Montiel-Sosa i wsp., 2006). Wspomniane zmiany moga wptywaé na wydajnos¢ fosforylacji
oksydacyjnej, a zatem na produkcje ATP oraz powiazane z tym wytwarzanie wolnych rodnikow i
ciepta (Montiel-Sosa i wsp., 2006; Wallace, 2005; De Benedictis i wsp., 1999; Arning i wsp., 2010).
Dla przyktadu, dwie gléwne podhaplogrupy J, J1 i J2, niosa warianty w CYTB (por. Tab. 2),
powodujace podstawienie konserwowanych ewolucyjnie aminokwaséw 1 zmieniajace miejsce
wigzania koenzymu Q przez kompleks III tancucha oddechowego (Wallace, 2005).

W roznych regionach geograficznych korzystne mogly by¢ inne optima wydajnosci
fosforylacji oksydacyjnej, a tym samym inne haplogrupy mtDNA mogly by¢ faworyzowane przez
doboér naturalny, co w rezultacie doprowadzito do zréznicowanego rozmieszczenia geograficznego
mitochondrialnych haplogrup (Balloux i wsp., 2009; Mishmar i wsp., 2003; Ruiz-Pesini i wsp., 2004).
Wedlug Wallace 1 wsp. (2003) podczas gdy w przesztosci ewolucyjnej haplogrupy mitochondrialne
utatwily adaptacj¢ cztowieka do roznych warunkow klimatycznych, obecnie stanowia czynniki ryzyka

choréb wystepujacych powszechnie np. choréb neurozwyrodnieniowych czy cukrzycy (Wallace,
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2005; Ruiz-Pesini i wsp., 2004; Mishmar i wsp., 2003). Haplogrupy zwiazane z fenotypem sprzg¢gania
fosforylacji oksydacyjnej — zgodnie z powyzsza hipoteza - sprzyjaja wickszemu ryzyku chorob
neurozwyrodnieniowych (Wallace i wsp., 2003; Wallace, 2005).

Tabela 2. Polimorfizmy w mtDNA, uczestniczace w tworzeniu fenotypu czgSciowego rozprzggania fosforylacji
oksydacyjnej wg Montiel-Sosa i wsp., 2006, Khusnutdinova i wsp., 2008; Ruiz-Pesini i wsp., 2004.

Haplogrupa/podhaplogrupa  Polimorfizm mtDNA Locus

K 14798T>C CYTB
9055G>A ATP6

U4 15693T>C CYTB
USa 14793A>G CYTB
USal 15218A>G CYTB
J, T 15452C>A CYTB
Jlc 14798T>C CYTB
J2 15257G>A CYTB

Dotychczas w AD nie badano wptywu haplogrup zwiazanych z czgéciowym rozprzgganiem
fosforylacji oksydacyjnej na ryzyko zachorowania. Tymczasem stwierdzono, ze haplogrupy
powiazane z czg$ciowym rozprzgganiem metabolizmu stanowia czynnik protekcyjny przed rozwojem

choroby Parkinsona (Khusnutdinova i wsp., 2008; Gaweda-Walerych i wsp., 2010).

1.2.5 Rola zmian sekwencji genéw jadrowych w patogenezie AD

Badania prowadzone z wykorzystaniem modeli zwierzecych pokazuja, ze oddziatywania
pomigdzy genomem jadrowym i mitochondrialnym maja wazne znaczenie dla funkcji poznawczych
(Roubertoux i wsp., 2003). Stad poza zmienno$cia mtDNA przedmiotem niniejszej rozprawy jest
takze analiza zmiennosci kilku gendéw jadrowych, w tym bezposrednio zaangazowanych w
funkcjonowanie i biogenez¢ mitochondriow.

Biorac pod uwage obecnos¢ dysfunkciji mitochondriow w przebiegu AD, wybrano do analizy
polimorfizmy w genach kodujacych biatka bezposrednio zaangazowane w kontrolowanie ilosci
mtDNA oraz wptywajace na homeostaze energetyczna komorki (gen kodujacy mitochondrialny
czynnik transkrypcyjny A, TFAM oraz gen koaktywatora lo receptorow-y aktywowanych przez
proliferatory peroksysoméw, PGC-la). Ponadto, postanowiono uwzgledni¢ w badaniach takze
wybrane warianty genu odpowiedzialnego za homeostaze zelaza (gen hemochromatozy, HFE), a takze
zmienno$¢ genu odpowiedzialnego za zmiany konformacji tau i APPP, bioracego tez udziat w
apoptozie (gen izomerazy cis-trans peptydylo-prolylowej 1, oddziatujacej z NIMA, PIN1). W
badaniach uwzgledniono takze wpltyw allelu APOEA4.

1.2.5.1 Wplyw zmiennosci polimorficznej APOE na ryzyko AD

Apolipoproteina E (APOE) pelni zasadnicza rolg w naprawie i funkcjonowaniu neuronow
(Mahley i wsp., 2006). Posiada trzy izoformy, APOE2, APOE3, APOE4 (kodowane odpowiednio
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przez trzy allele, APOE2, APOE3, APOE4"). Allel APOE4 jest najsilniejszym znanym genetycznym
czynnikiem ryzyka AD, jego nosicielstwo nie jest jednak ani niezbgdne, ani wystarczajace do
zachorowania na AD (Corder i wsp., 1993; Strittmatter i wsp., 1993; Seshadri i wsp., 2010; Sleegers i
wsp., 2010). Ponadto, w niektorych populacjach wydaje si¢ wywieraé stabszy wptyw badz wcale nie
wplywaé na ryzyko AD (Farrer i wsp., 1997; Kalaria i wsp., 2008; Mayeux, 2003; Tang i wsp., 1998).

Istnieje szereg hipotez dotyczacych udziatu APOE4 w patogenezie AD. Jedna z nich zaktada,
ze wptyw APOE4 moze wynika¢ z mniejszych wilasciwosci antyoksydacyjnych w porownaniu z
pozostatymi izoformami APOE (Kharrazi i wsp., 2008; Miyata i Smith, 1996), z uwagi na rézna ilos¢
reszt cysteinowych®. APOE4 jest wiazany takze z zaburzeniem metabolizmu glukozy zaréwno u
chorych na AD, jak i u zdrowych nosicieli (Reiman i wsp., 2004).

Z drugiej strony, Riddell i wsp. (2008) wykazali, ze myszy eksprymujace ludzka izoforme
APOE4 wykazuja nizszy poziom catkowitego APOE w pordéwnaniu z myszami eksprymujace
pozostate dwa ludzkie warianty APOE. Ponadto, izoforma APOE4 jest preferencyjnie i szybciej
degradowana niz APOE3. Tymczasem, wiele danych wskazuje na role APOE w usuwaniu i degradacji
AB. APOEA4, sposrod pozostatych izoform, najmniej efektywnie transportuje AB przez barierg krew-
moézg (Deane i wsp., 2008), a nosicieli APOE4 charakteryzuje wigksza ilo§¢ ztogéw amyloidowych
(Riddell i wsp., 2008; Mahley i wsp., 2006). Sugeruje to, ze niski poziom APOE u nosicieli allelu
APOE4 uposledza pozbywanie si¢ ztogdbw AP, przyczyniajac si¢ tym samym do ich akumulacji
(Riddell i wsp., 2008).

Ponadto, stwierdzono, ze APOE obecne w neuronach ulega proteolizie, a APOE4 jest tatwiej
przecinane niz pozostate izoformy (Chang i wsp., 2005; Mahley i wsp., 2006). Nastgpnie fragmenty
APOE gromadza si¢ w mitochondriach i wplywaja na ich funkcje oraz dynamike (Chang i wsp., 2005;
Mahley i wsp., 2006; Nakamura i wsp., 2009). Fragmenty APOE4 wiaza si¢ m.in. do izoformy 1
podjednostki 4 oksydazy cytochromowej (COX IV 1) i wptywaja na aktywno$¢ kompleksu IIT i TV
tancucha oddechowego (Nakamura i wsp., 2009).

Przedstawione dane dotyczace wplywu APOE4 na rozne aspekty fizjologii AD, takze na
funkcjonowanie mitochondriéw, wskazuja na konieczno$¢ uwzglednienia zmiennosci APOE w

przeprowadzonych badaniach genetycznych.

1252 TFAM

Mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (mitochondrial transcription factor A, TFAM) jest
jednym z najwazniejszych regulatorow funkcjonowania mitochondriow - uczestniczy w utrzymywaniu
prawidlowej ilo$ci kopii mtDNA, jest takze niezbedny do inicjacji transkrypcji i replikacji mtDNA
(Kang i wsp., 2007). TFAM wiaze si¢ do promotorow transkrypcji w obrgbie RK mtDNA, a takze

7 okreslane takze jako APOeg2, €3, ¢4
8 1zoformy APOE réznia si¢ jednym lub dwoma aminokwasami w pozycji 112 i/lub 158: APOE2 (Cys112,
Cys158), APOE3 (Cys112, Arg158), APOE4 (Arg112, Argl58)

21



optaszcza mtDNA, tworzac wraz z innymi biatkami® nukleoid, zapewniajacy mu odpowiednia
konformacje przestrzenng i mozliwosé replikacji oraz petniacy funkcje ochronna (Gilkerson, 2009).
Rola TFAM polega takze na indukowaniu naprawy uszkodzen oksydacyjnych w mtDNA (Sorensen i
wsp., 2001). Nadekspresja TFAM u myszy chroni je przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
indukowanymi rotenonem badz Af3, natomiast traktowanie komorek AP zmniejsza ekspresj¢ TFAM
(Hong i wsp., 2007; Xu i wsp., 2009). Ponadto, nokaut TFAM w mysich neuronach indukuje
neurodegeneracj¢ i masywna $mier¢ komodrek w hipokampie i korze nowej (Sérensen i wsp., 2001).
Podane przyktady wskazuja, ze wewnatrzkomorkowy poziom TFAM moze wplywac na patogeneze
AD.

Gen TFAM jest konserwowany ewolucyjnie, a jego nokaut jest letalny (Belin i wsp., 2007;
Kang i wsp., 2007). TFAM jest potozony w chromosomie 10q21.1. Region 10q w analizie sprzezen
okazal si¢ sprzezony z AD, a TFAM zostal jednym z genow kandydatow, zar6wno pozycyjnych, jak i
funkcjonalnych dla AD (Bertram i wsp., 2000; Myers i wsp., 2000). Takze niedawno przeprowadzona
metaanaliza wykazata, ze TFAM jest genem potencjalnie zwiazanym z rozwojem AD (Bertram i wsp.,
2007).

Coraz wigcej danych wskazuje, ze zmienno$¢ TFAM wptywa na ryzyko AD (Laumet i wsp.,
2010). Na przyktad, dwa polimorfizmy TFAM sa wiazane z podatnoscia na AD - niesynonimiczna
zmiana rs1937 (c.35G>C, Ser12Thr) w eksonie 1 oraz polimorfizm rs2306604 (c.441+113G>A) w
intronie 4 (Alvarez i wsp., 2008; Giinther i wsp., 2004; Belin i wsp., 2007). Nalezy podkresli¢, ze poza
zmianami w sekwencji TFAM, wazna role moga mie¢ takze mutacje powstate w miejscach wigzania
si¢ TFAM do czasteczki mtDNA (Coskun i wsp., 2004). W zwiazku z tym postanowiono Sprawdzi¢
czestosci polimorfizméw rs1937 oraz rs2306604 w badanej populacji oraz wykonaé szczegotowa

analize zmienno$ci regionu kontrolnego w miejscach wiazania si¢ TFAM do czasteczki mtDNA.

1.25.3 PGC-Ia

Koaktywator la receptorow-y aktywowanych przez proliferatory peroksysomow (peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator-/a, PGC-1a, PGC1A, PPARGCI1A) jest nadrzegdnym
regulatorem réwnowagi energetycznej komorki (Rohas i wsp., 2007). Wysoki poziom PGC-la
wystgpuje w tkankach o duzej aktywnos$ci metabolicznej, np. w mézgu (Finck i Kelly, 2006). PGC-1a
jest zbudowane z kilku domen funkcjonalnych, umozliwiajacych petnienie roli koaktywatora
transkrypcyjnego, wspolpracujacego z wieloma czynnikami transkrypcyjnymi w regulacji biogenezy
mitochondriow w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiska komorkowego (Wareski i wsp.,
2009). PGC-1a koaktywuje m.in. ekspresje jadrowych czynnikow transkrypcyjnych NRF1 i NRF2,
ktére nastgpnie stymuluja ekspresje TFAM. W ten sposéb PGC-1a wplywa na zwigkszenie liczby
czasteczek mtDNA (por. Ryc. 5), co prowadzi do wzrostu liczby mitochondriow (Vifia i wsp., 2009;
Wu i wsp., 1999). NRF1 i NRF2 kontroluja takze ekspresje innych genéw jadrowych, kodujacych

% TFAM jest gtownym biatkowym sktadnikiem nukleoidu. W jego sktad wchodza takze: helikaza Twinkle,
mitochondrialna polimeraza y, mtSSB, prohibityna 1 i 2 (Gilkerson i wsp., 2009).
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podjednostki tancucha oddechowego (Finck i Kelly, 2006). Dotychczas przyjmowano, ze PGC-1a jest
zlokalizowane w jadrze komérkowym, jednak ostatnie doniesienia wskazuja, ze wystepuje rowniez w
mitochondriach, gdzie m.in. uczestniczy w wiazaniu si¢ TFAM do regionu kontrolnego (Aquilano i
wsp., 2010).
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Ryc. 5. PGC-1a jest nadrzednym regulatorem replikacji mtDNA i ekspresji genéw mitochondrialnych. Na
rycinie pokazano etap aktywacji ekspresji jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych NRF1 i NRF2, ktore z
kolei stymuluja ekspresje TFAM. Biatko TFAM jest transportowane do mitochondriow, gdzie bierze udziat w
tworzeniu nukleoidow z mtDNA oraz jest czynnikiem niezbgdnym w replikacji i transkrypcji mtDNA.
Powielenie czasteczek mtDNA pozwala m.in. na powstanie nowych mitochondriow. PGC-1a jest poza jadrem
takze obecne w mitochondriach. Ponadto, PGC-1a jest aktywatorem wtasnej transkrypcji dzigki mechanizmowi
sprzg¢zenia zwrotnego. CREB- cAMP-Response-Element-Binding Protein, FKHR— Forkhead transcription
factor; TF1- transcription factor 1; TF2— transcription factor 2; NRF1- nuclear respiratory factor 1; NRF2-
nuclear respiratory factor 2; TFAM- mitochondrial transcription factor A.
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Jadro komérkowe

Ponadto, PGC-1a, bedac koaktywatorem wielu genéw zaangazowanych w funkcjonowanie
fancucha oddechowego, jednoczes$nie chroni komorke przed wolnymi rodnikami, indukujac
odpowiedz antyoksydacyjna (St-Pierre i wsp., 2006). Stymuluje ekspresj¢ gendéw enzymow
zaangazowanych w detoksyfikacje wolnych rodnikéw oraz bialek rozprzegajacych metabolizm, ktore
rozpraszaja gradient protonow w blonie, zmniejszaja jej potencjal, co powoduje zmniejszenie
wytwarzania wolnych rodnikoéw (St-Pierre i wsp., 2006). Natomiast rozprzgganie fosforylacji
oksydacyjnej indukuje wzrost ekspresji PGC-1a, a nastepie wzrost ekspresji genoéw lancucha
oddechowego (Rohas i wsp., 2007). Nadekspresja PGC-1a chroni komorki nerwowe przed stresem
oksydacyjnym wywotanym toksynami mitochondrialnymi (St-Pierre i wsp., 2006). Z kolei myszy
PGC-lo”" wykazuja zmiany typowe dla neurodegeneracji, szczegdlnie dotyczace okolic ruchowych
(Leone i wsp., 2005).

Opisane powyzej wlhasciwosci PGC-la sugeruja jego udzial w patogenezie chordb
neurozwyrodnieniowych, w tym w AD. Z ostatnich doniesien wynika, ze progresji AD towarzyszy
stopniowy spadek poziomu ekspresji PGC-/a w hipokampach chorych, odwrotnie skorelowany z
iloscia blaszek amyloidowych (Qin i wsp., 2009). Natomiast zewngtrzne podawanie PGC-la

neuronom z mysiego modelu AD sprzyjato nieamyloidogennemu cieciu ABPP (Qin i wsp., 2009).
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Podobnie jak w AD, w chorobie Huntingtona oraz w cukrzycy typu II dochodzi do obnizenia ekspresji
PGC-1a (Ling i wsp., 2004).

Stwierdzono ponadto zwiazek polimorfizmu c.1444G>A (rs8192678, Gly482Ser) PGC-/a
(chr. 4p15.2) z poziomem jego ekspresji. Wspomniany polimorfizm znajduje si¢ w eksonie 8. Zdrowi
nosiciele przynajmniej jednego allelu Ser482 wykazuja nizszy poziom mRNA dla PGC-la w
migéniach w poréwnaniu z homozygotami pod wzgledem allelu Gly482 (Ling i wsp., 2004). Co
wigcej, poziom PGC-1la u nosicieli allelu Ser482 ulega stopniowemu obnizeniu wraz z procesem
starzenia (Ling i wsp., 2004). Stwierdzono rowniez, ze Ser482 przyczynia si¢ do mniej wydajnej
koaktywacji czynnikoéw transkrypcyjnych (Deeb i Brunzell, 2009).

W badaniach asocjacyjnych allel Ser482 jest wiazany z szeregiem cech, m.in. z indeksem
masy ciata (body mass index, BMI), otyto$cia brzuszna, a takze z nadci$nieniem, cukrzyca typu II,
insulinoopornoscia, itp. (Weng i wsp., 2010; Franks i wsp., 2007). Z kolei allel Gly482 jest wiazany z
wybitnymi osiagni¢ciami sportowymi (Lucia i wsp., 2005). Biorac pod uwage dane przemawiajace za
tym, ze cukrzyca typu II jest czynnikiem ryzyka AD oraz ze w mozgach chorych obserwuje sig
zaburzenia metabolizmu i obnizony poziom PGC-la, postanowiono zbada¢ udziat Gly482Ser w

ryzyku zachorowania na AD.

1.2.54 PIN1

PIN1 (peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1) jest powszechnie wystepujaca
w komorkach izomeraza peptydylo-prolylowa, nalezaca do rodziny parwulin. Zawiera domeng WW,
wiazaca si¢ z substratami PIN1, a takze domeng katalityczna, ktora katalizuje izomeryzacje Cis-trans
tancuchow peptydowych, po stronie N-konca motywow zawierajacych ufosforylowang seryng lub
treoning, poprzedzajaca w tancuchu proling, p(Ser/Thr)-Pro (Zhou i wsp., 1999). W ten sposob PIN1
wywoluje znaczace zmiany w strukturze biatek, ich funkcji, wewnatrzkomorkowej lokalizacji i/oraz
stabilno$ci, odgrywajac kluczowa role w wielu szlakach komoérkowych, m.in. w transporcie
wewnatrzkomorkowym, przekazywaniu sygnatow, transkrypcji, cyklu komorkowym i apoptozie
(Butterfield i wsp., 2006; Lu i wsp., 1999; Lu i wsp., 2002). Wérdd jego substratow znajduja sie¢ m.in.
cyklina D1, Cdc25, c-Jun, TP53, a takze ABPP i tau.

W mozgu ekspresja PIN1 jest trzy razy wyzsza niz w pozostatych tkankach (Zhang i wsp.,
2004). PIN1 jest zaangazowane m.in. w réznicowanie neuronéw, podtrzymywanie ich normalnych
funkcji 1 utrzymanie ich w stanie postmitotycznym. Ponadto, PIN1 jest obecne w blonie
mitochondriéw neuronéw, wraz z biatkami istotnymi dla apoptozy w komorkach nerwowych, BIMg i
kompleksem JIP3-JNK (Becker i Bonni, 2006). BIMg_ jest gtownym regulatorem apoptozy w
neuronach (Becker i Bonni, 2007), takze w przebiegu AD (Biswas i wsp., 2007). Oddziatujac z tymi
biatkami PIN1 bierze udziat w aktywacji szlaku apoptotycznego specyficznego dla neuronoéw (Becker
i Bonni, 2006).

PIN1 znajduje si¢ w chromosomie 19p13.2, locus wiazanym z ryzykiem zachorowania na

LOAD (Butler i wsp., 2009). PIN1 jest zbudowany z 4 eksonéw i posiada kilka wariantow
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splicingowych. Jego sekwencja jest wysoce konserwowana ewolucyjnie. PIN1 jest jedynym znanym
genem, ktorego nokaut w modelu mysim powoduje wystapienie charakterystycznych dla AD zmian w
tau i ABPP (Pastorino i wsp., 2006). PIN1 oddzialuje zaréwno z ABPP, jak i z tau. Sugeruje sig, ze
poprzez wptyw na konformacj¢ obu biatek, PIN1 mogiby chroni¢ przed powstaniem NFT i blaszek
amyloidowych (Pastorino i wsp., 2006, Lu i wsp., 1999). W warunkach fizjologicznych PIN1
dokonuje izomeryzacji motywu pThr231-Pro w ufosforylowanym tau, przywracajac tau zdolno$é
wiazania mikrotubul oraz sprzyjajac jego defosforylacji i degradacji (Lu i wsp., 2002). PIN1 wptywa
réwniez na konformacje motywu pThr668-Pro w ABPP. U chorych na AD ABPP jest w znacznie
wyzszym stopniu ufosforylowane w tej pozycji. Wykazano, ze zmiana konformacji pThr668-Pro z
trans na cis sprzyja zmianie cigcia ABPP na amyloidogenne. U os6b zdrowych motyw ten jest
odnajdywany przede wszystkim w konformacji trans, co faworyzuje z kolei nieamyloidogenne cigcie
APBPP, a tym samym niski poziom AB (Pastorino i wsp., 2006).

W badaniach autopsyjnych stwierdzono obnizony poziom PIN1 w hipokampach chorych na
AD (Sultana i wsp., 2006; Butterfield i wsp., 2006). Obnizony poziom PIN1 i utlenienie PIN1 moze
nie tylko wptywacé na cykl komorkowy, ale takze prowadzi¢ do tworzenia si¢ NFT oraz AB (Sultana i
Butterfield, 2010; Aluise i wsp., 2010). Natomiast nadekspresja PIN1 w warunkach in vitro wptywa na
obnizenie poziomu AP oraz NFT (Pastorino i wsp., 2006). Podwyzszony poziom PIN1 u osob, u
ktorych klinicznie nie zaobserwowano AD, natomiast w badaniu autopsyjnym stwierdzono blaszki
amyloidowe i NFT, tlumaczy si¢ jako mechanizm kompensacyjny moézgu, chroniacy przed
rozwinigciem AD poprzez oddziatywanie PIN1 z ABPP i hiperfosforylowanym tau (Aluise i wsp.,
2010). Zwazywszy powyzsze dane, dysfunkcja PIN1 albo obnizenie jego poziomu moze prowadzi¢ do
neurodegeneracji (por. Ryc. 6).

Poza opisanymi powyzej wlasciwosciami, PIN1, wystepujac w duzym stezeniu w
zakonczeniach postsynaptycznych, wydaje sie przeciwdziata¢ procesom neurozwyrodnieniowym
poprzez obnizenie syntezy potencjalnie toksycznych bialek, ktére indukuja apoptoze neuronow
(Westmark i wsp., 2010). Ponadto, PIN1 jest inhibitorem syntezy moézgowej izoformy Kkinazy
biatkowej M ( (protein kinase M {, PKM(), odpowiedzialnej za indukcje i utrzymanie dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego (long-term potentiation, LTP), a co za tym idzie - §ladow pamigciowych
(Westmark i wsp., 2010). Natomiast przekaznictwo glutaminianowe zwiazane z powstawaniem LTP,
blokuje aktywno$¢ PIN1, umozliwiajac tym samym syntezg PKMC, ktora inhibuje aktywno$¢ PINI
(Westmark 1 wsp., 2010). Wydaje sig, ze sprzezenie zwrotne pomigdzy PIN1 a PKMC jest krytyczne

dla trwania sladow pamigciowych, szczegélnie tych dlugoterminowych (Westmark i wsp., 2010).

25



Nieamyloidogenne ciecie ABPP Tau

n n

D
T (o)

cis-ABPP

l

Amyloidogenne cigcie ABPP
\l/ hiperfosforylacja Tau

ABs2

l

Blaszki amyloidowe Zwyrodnienie neurowlékienkowe (NFT)

N CHOROBA

ALZHEIMERA

Ryc. 6. Udzial dysfunkcji PIN1 w chorobie Alzheimera. PIN1 katalizuje konwersj¢ ufosforylowanych reszt
ABPP z konformacji cis do wystepujacej powszechnie w warunkach fizjologicznych konformacji trans, co
sprzyja nieamyloidogennemu przecinaniu ABPP. W wyniku dysfunkcji PIN1 dochodzi do zwigkszenia ilosci
czasteczek cis-ABPP, amyloidogennego przecinania ABPP i gromadzenia si¢ blaszek amyloidowych. PIN1
zapobiega nadmiernemu ufosforylowaniu biatka Tau, zmieniajac konformacj¢ hiperfosforylowanego Tau, co
utatwia jego defosforylacje i tym samym przywraca normalne, fizjologiczne funkcje — wiazania i polimeryzacji
tubuliny oraz stabilizacji mikrotubul. Fosfataza PP2A defosforyluje tylko trans-pTau. Cis-pTau nie podlega
defosforylacji, wigc w rezultacie dochodzi do hiperfosforylacji czasteczki Tau. Dochodzi do agregowania Tau i
powstawanie zwyrodnienia neurowtokienkowego.

Przedstawione dane wskazuja, ze PIN1 jest nie tylko funkcjonalnym, ale takze pozycyjnym
genem kandydujacym dla AD. Obserwowany spadek poziomu PIN1 w AD moze wynika¢ z dziatania
stresu oksydacyjnego, ale takze ze zmian w sekwencji genu kodujacego PIN1 (Pastorino i wsp., 2006;
Segat i wsp., 2007). Dotychczas powstato niewiele prac na temat zmiennosci PIN1 u chorych z AD.
Segat i wsp. (2007) postulowali udziat allelu -842C i haplotypu -842C/-667C w zwigkszaniu ryzyka
zachorowania na AD, jednak inni badacze nie powtorzyli tego wyniku (Poli i wsp., 2005; Lambert i
wsp., 2006; Nowotny i wsp., 2007). Nie przeprowadzono dotad analizy haplotypdéw tworzonych przez
polimorfizmy regionu promotorowego i kodujacego PIN1. Nie zbadano takze sekwencji PIN1 w
grupie chorych na EOAD. Postanowiono zatem sprawdzi¢, czy zmiany W sekwencji PIN1 moga by¢

zwiazane z ryzykiem EOAD, LOAD oraz czy moga wplywac na aktywnos$¢ transkrypcyjna PINL.

1.255 HFE

Wiele badan wskazuje na rol¢ zaburzonej homeostazy metali, w tym Zelaza, w patogenezie
AD (Smith i wsp., 1997, 2010). Zelazo jest wchtaniane wraz z pokarmem i tylko minimalne jego ilo$ci
ulegaja wydaleniu, zatem wraz z wiekiem dochodzi do jego gromadzenia si¢ W organizmie. Pomimo

ze zelazo jest niezbednym kofaktorem wielu biatek zaangazowanych w funkcje neurondéw, jego
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akumulacja jest szkodliwa i prowadzi do szeregu chordb. Zaburzona homeostazg zelaza powiazano z
wystepowaniem cukrzycy oraz chordb naczyniowych, ktére z kolei zwigkszaja ryzyko zachorowania
na AD (Dwyer i wsp., 2009; Lee i wsp., 2007; Pulliam i wsp., 2003; Moalem i wsp., 2000).

Zelazo jest najpowszechniejszym metalem o wlasciwosciach oksydoredukcyjnych u
cztowieka (Dwyer i wsp., 2009), dlatego wazna konsekwencja jego zaburzonej homeostazy w
neuronach jest stres oksydacyjny, pojawiajacy si¢ juz na bardzo wezesnym etapie AD (Connor i Lee,
2006; Castellani i wsp., 2007; Smith i wsp., 2010). Z dotychczasowych badan wynika, ze w przebiegu
AD dochodzi do gromadzenia si¢ zelaza przede wszystkim w hipokampie, korze mézgowe;j i jadrach
podstawy (Smith i wsp., 2010; Zhu i wsp., 2007). Uwaza sig, ze zelazo stymuluje odktadanie si¢ Ap w
postaci blaszek amyloidowych oraz powstawanie NFT (Rottkamp i wsp., 2001; Connor i wsp., 1992;
Castellani i wsp., 2007).

Czynnikiem integrujacym wpltyw gendéw i srodowiska na poziom zelaza jest produkt genu
hemochromatozy (hemochromatosis gene, HFE), bioracy udzial w homeostazie zelaza. HFE jest
zlokalizowany na chromosomie 6 (6p21.3), ktory w badaniach sprzezen jest wiazany z AD (Butler i
wsp., 2009). Jego produkt, biatko HFE, wykazuje homologi¢ z gtdéwnymi biatkami uktadu zgodnosci
tkankowej Klasy | i jest bierze udziat w odpornosci wrodzonej oraz regulacji absorpcji zelaza (Connor
i Lee, 2006). HFE wiaze si¢ w cytoplazmie z 32-mikroglobulina, a nastgpnie w btonie komoérkowej z
receptorem dla transferryny, co zmniejsza powinowactwo transferryny do zelaza, a tym samym jego
absorpcjeg.

Stwierdzono, ze dwa polimorfizmy HFE (His63Asp oraz Cys282Tyr) wplywaja na proces

absorpcji zelaza, stad wydaje sig, ze moga przyczynia¢ si¢ do gromadzenia si¢ zelaza w mozgach
chorych i/lub wczeéniejszego wystapienia objawow AD. Obie te zmiany sa powiazane takze z
wyzszym poziomem aluminium we krwi, ktére poteguje indukowana zelazem peroksydacje lipidow
(Moalem i wsp., 2000).
Polimorfizm Cys282Tyr (G845A, rs1800562), wystepujacy u ok. 85% chorych na dziedziczna
hemochromatoze'®, powoduje brak HFE na powierzchni komoérki, czyli nie ogranicza wiazania sig
transferryny do jej receptora, doprowadzajac do wzrostu poziomu zelaza w komorce (Connor i Lee,
2006; Mitchell i wsp., 2009; Johnstone i Milward, 2010). Polimorfizm His63Asp (C187G, rs1799945)
jest takze zwiazany ze zniesieniem ograniczenia wchianiania zelaza (Lee i wsp., 2007; Connor i Lee,
2006). Sugeruje sig, ze szczegolnie oddziatuje na poziom zelaza w moézgu (Johnstone i Milward,
2010).

Podwyzszony poziom zelaza moze wptywac¢ na komorkowy stres oksydacyjny oraz nasilac
odpowiedz zapalna makrofagow. Komorki neuroblastomy z nadekspresja HFE z wariantem

His63Asp, wykazuja wyzsza podatno$¢ na stres oksydacyjny w pordéwnaniu z komoérkami

19 Dziedziczna hemochromatoza — choroba dziedziczona autosomalnie recesywnie, dotyczy metabolizmu zelaza,
jedna z najpowszechniejszych chordb genetycznych. Zachodzi odktadanie si¢ zelaza w wielu tkankach, co
prowadzi do wieloorganowej dysfunkcji. Gen HFE jest tylko jednym z wielu genéw zaangazowanych w
powstawanie tej choroby.
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eksprymujacymi HFE z Cys282Tyr (Lee i wsp., 2007). Ponadto, komorki neuroblastomy z His63Asp
wykazuja wzmozong fosforylacje tau (Hall i wsp., 2009). Wariant His63Asp jest powiazany z 30%
wzrostem poziomu ufosforylowanych czasteczek PIN1, co moze oznacza¢ spadek aktywnosci PIN1
(Hall i wsp., 2010). PIN1 jest biatkiem wrazliwym na stres oksydacyjny (Butterfield i wsp., 2006). U
chorych na AD nosicieli dwoch alleli 63Asp stwierdzono podwyzszony poziom markerow stresu
oksydacyjnego w ptynie mézgowo-rdzeniowym (Pulliam i wsp., 2003). Ponadto His63Asp jest
wigzany ze zmiang homeostazy glutaminianu (Mitchell i wsp., 2009). Stad chroniczne wieloletnie
akumulowanie sig¢ zelaza moze stwarza¢ sprzyjajace srodowisko dla procesu neurozwyrodnieniowego.

Utrzymywanie si¢ wystgpowania zmutowanej wersji HFE (His63Asp, Cys282Tyr) w
populacji ogdlnej, poza chorymi na hemochromatozg, tlumaczone jest jego prawdopodobnym
dobroczynnym dziataniem w pewnych okresach zycia, w okreslonych warunkach $rodowiskowych,
jak np. na wsi, gdzie spozywana jest mata ilo$¢ zelaza w pokarmie. Obecno$¢ zmutowanych
wariantow HFE moze np. chroni¢ przed anemia wywotana malaria, czy kobiety w okresie menstruacji
badz ciazy (Blazquez i wsp., 2007; Moalem i wsp., 2000).

Polimorfizmy His63Asp oraz Cys282Tyr HFE stanowia wyznacznik poziomu zelaza u 0sob
rasy kaukaskiej (Alizadeh i wsp., 2009) i z tego wzgledu zostaly zaproponowane jako potencjalny
czynnik ryzyka AD. Dotychczasowe badania nad ich rola w AD przyniosty niejednoznaczne wyniki.
Cze$¢ badan przemawia za ich rola w przyspieszaniu pojawienia si¢ objawéw AD (His63Asp)
(Sampietro i wsp., 2001), inne donosza o epistatycznych oddziatywaniach pomigdzy zmianami w HFE
i zmianami w innych genach (Correia i wsp., 2009; Combarros i wsp., 2003; Kauwe i wsp., 2010;
Lehmann i wsp., 2010). Zwraca si¢ tez uwagg na roéznice w rozmieszczeniu geograficznym nosicieli

homozygot 282Tyr. Postuluje si¢ wyzsza ich czgstos¢ na poéinocy Europy (Lehmann i wsp., 2010).

Podsumowujac, etiopatogeneza choroby Alzheimera zalezy najprawdopodobniej od wptywu
zmiennosci MIDNA, genow jadrowych i/lub ich wzajemnych interakcji. Przedstawione we Wstgpie
dane dotyczace mtDNA oraz wybranych gendéw jadrowych przekonuja o zasadnosci ich wyboru do
analizy. Na Ryc. 7 przedstawiono schematycznie wybrane do badania czynniki genetyczne, wiazane z

ryzykiem AD.
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Ryc. 7. Schemat podsumowujacy badane czynniki genetyczne w chorobie Alzheimera — zmiennos¢ mtDNA,
PGC-1la (Gly482Ser), TFAM (rs1937, rs2306604), HFE (His63Asp oraz Cys282Tyr), APOE4, zmienno$¢ genu
PIN1. W chorobie Alzheimera dochodzi m.in. do dysfunkcji mitochondriéw, stresu oksydacyjnego, powstawania
AP oraz hiperfosforylacji biatka tau i jego akumulacji w postaci zwyrodnienia neurowltokienkowego.
Dodatkowo, na zachorowanie wptywa uznany czynnik ryzyka, nosicielstwo allelu APOE4. Analizowane w
rozprawie zmiany genetyczne w mtDNA, PGC-la, TFAM, HFE, PIN1 moga modyfikowaé stopien ryzyka
zachorowania na AD, wptywajac na oznaczone na schemacie procesy.
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2 CELEPRACY

Podstawowym celem niniejszej pracy jest proba okreslenia podtoza genetycznego choroby Alzheimera
poprzez analizg zmiennosci mitochondrialnego DNA oraz wybranych genow jadrowych. Do

szczegotowych celow projektu naleza:

1. Zbadanie wptywu zmienno$ci mtDNA na ryzyko AD.

1A. Okreslenie rodzajow i czgsto$ci wystgpowania haplotypow, haplogrup, podhaplogrup i
podtypow mtDNA w grupach chorych z AD (EOAD, LOAD, stulatkowie z AD) w poréwnaniu z
grupa kontrolna, oraz z grupa 0sob z rozpoznaniem tagodnych zaburzen poznawczych.

1B. Analiza zmienno$ci regionu kontrolnego mtDNA w grupach chorych z AD (EOAD, LOAD,
stulatkowie z AD) w poréwnaniu z grupa kontrolna.

1C. Okreslenie czgstosci mitochondrialnych haplogrup wiazanych ze sprzgganiem/rozprzgganiem
fosforylacji oksydacyjnej w grupie chorych z LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna.

2. Analiza zmienno$ci wybranych genow jadrowych mogacych wplywac na ryzyko AD.

2A. Okreslenie czgstosci wystgpowania wybranych polimorfizméw genéow APOE, PGC-1a,
TFAM, HFE w grupach chorych z AD (EOAD, LOAD) w poréwnaniu z grupa kontrolna.

2B. Analiza zmiennosci genu PIN1 w grupach chorych z AD (EOAD, LOAD) w poréwnaniu z
grupa kontrolna.

3. Okreslenie oddziatywan epistatycznych pomigdzy analizowanymi polimorfizmami genéw
jadrowych i polimorfizmami mtDNA.

4. Proba okre$lenia, czy otgpienie w przedziatach wiekowych <65 lat, >65lat oraz 95-100 lat ma

podobne podtoze genetyczne.
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3.1 Oméwienie badanych grup

Badania przeprowadzono w grupie oséb z rozpoznana prawdopodobna choroba Alzheimera, w

grupie 0s6b z rozpoznaniem tagodnych zaburzen poznawczych oraz w grupie kontrolnej.
Charakterystyka grup badanych zostata przedstawiona w Tab. 3. Chorych kwalifikowano do badan w
Poradni Alzheimerowskiej ZKBChZ CUN, IMDiK PAN/MSWiIiA w Warszawie na podstawie
diagnozy neurologa, neuropsychologa i psychiatry, wynikéw badan biochemicznych oraz obrazu
tomografii mézgu. Diagnoza AD byta stawiana zgodnie z kryteriami National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke — Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (McKhan i wsp., 1984). Wiek wystapienia pierwszych objawow zaburzen poznawczych,
w tym zaburzen pamigci, uznano za umowny wiek zachorowania na AD. W przypadku grupy
kontrolnej termin ,,wiek” oznacza wiek w momencie pobrania krwi.
Kryterium rozrézniajacym LOAD i EOAD byt wiek pojawienia sig¢ pierwszych objawoéw choroby —
dla LOAD >65 natomiast dla EOAD <65 lat. Sposréd 49 osob z EOAD, 26 charakteryzuje rodzinna
historia zachorowania na AD. W grupie EOAD poszukiwano uprzednio mutacji w genach PSEN1,
PSEN2 i APP.

Tabela 3. Charakterystyka badanych grup.

Badana grupa LOAD EOAD Grupa kontrolna
Liczba osob 422 49 318
Kobiety/Megzczyzni 272/150 28/21 230/88

wiek zachorowania/badania £SD* (lata) | 74,6+5,58  52,6+9,8 70,4+5,88

*$redni wiek badanych+SD (odchylenie standardowe)

Dodatkowa grupg poréwnawcza stanowily osoby z rozpoznaniem tagodnych zaburzen
poznawczych (n=105). W grupie MCI dwadziescia trzy 0soby po uptywie kilku lat od rozpoczecia ich
obserwacji, rozwinety AD (n=23), jednej osobie postawiono rozpoznanie otepienia czotowo-
skroniowego, a u czterech zdiagnozowano otepienie naczyniopochodne. Osoby z MCI, ktore
rozwingty pelnoobjawowa posta¢ AD zostaty wlaczone do grupy chorych z LOAD.

Grupa kontrolna sktada si¢ z oséb klinicznie zdrowych, zakwalifikowanych do udzialu w
badaniach przez neurologa. Specyficzna grupe poréwnawcza w badaniach stanowilo 174 stulatkow
(28 mezczyzn, 146 kobiet), ktorych DNA zgromadzono w ramach zakonczonego projektu
“Genetyczne 1 $rodowiskowe czynniki dlugowiecznos$ci polskich stulatkow” PBZ-KBN-
022/P05/1999. W grupie tej znajduja si¢ osoby o wysokim poziomie MMSE (>28), jak rowniez osoby
0 powaznym zaawansowaniu procesow otgpiennych, w tym z rozpoznaniem klinicznym AD.

Chorzy z AD (badz ich prawni opiekunowie), osoby z rozpoznaniem tagodnych zaburzen
poznawczych, osoby nalezace do grupy stulatkow oraz osoby z grupy kontrolnej wyrazili zgod¢ na

udziat w badaniach. Komisja Etyki i Nadzoru nad Badaniami na Ludziach i Zwierzgtach Centralnego
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Szpitala Klinicznego MSWiA wyrazita zgodg (nr 71/2006) na przeprowadzenie opisanych badan,
stanowiacych czg$ciowo realizacje grantu N N401 062235, “Badanie zmienno$ci mitochondrialnego

DNA w p6znoobjawowej chorobie Alzheimera”.

3.2 Analiza zmienno$ci genu PIN1

Badanie zmiennosci sekwencji PIN1 przeprowadzono w grupie 111 chorych z LOAD losowo
wybranych z grupy 422, o $rednim wieku zachorowania 73,245,0 lat (69,4% kobiet) oraz 49 chorych
na EOAD. Grupa kontrolna byla ztozona z 104 zdrowych pod wzgledem neurologicznym o0s6b,
losowo wybranych z grupy 318 osob, opisanych powyzej. Srednia wieku w 104-0sobowej grupie

kontrolnej wynosita 75,1+5,2 lata.

3.3 Zastosowane techniki

3.3.1 lzolacja DNA i RNA z krwi obwodowej

Okoto 10 ml krwi obwodowej mieszano z 0,5 ml 0,5M EDTA (pH=8) a nastepnie prowadzono
izolacic DNA metoda stopniowego wysalania bialek komorkowych (Miller i wsp., 1988).
Wyizolowany DNA zawieszano w wodzie i przechowywano w —20°C.

Preparaty wyizolowanych leukocytow, poddawane dalszej procedurze izolacji RNA byly zawieszone

w odczynniku RNALater® (Ambion) i przechowywane najpierw w 4°C, a nastgpnie w -20°C.

3.3.2 Pomiar spektrofotometryczny DNA oraz RNA

Jako$¢ oraz ilo§¢ preparatow DNA oraz RNA sprawdzano spektrofotometrycznie (Eppendorf
BioPhotometer lub Nanodrop ND-1000). Dodatkowo, jako$¢ preparatow RNA sprawdzano technika
elektroforetyczna. Preparaty DNA dla celow standardowej analizy (PCR, sekwencjonowanie)
rozcienczano do stezenia 200 ng/ul, natomiast do genotypowania technika analizy dyskryminacji alleli

z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym rozcienczano je do stezenia 5-20 ng/ul.

3.3.3 Reakcja lancuchowa polimerazy, PCR

Reakcje PCR (polymerase chain reaction) prowadzono w termocyklerach Eppendorf
Mastercycler Gradient, Biometria UNO Il oraz DNA Engine Bio-rad. W sktad mieszaniny reakcyjnej
wchodzity odczynniki Tag PCR Core Kit (Qiagen), ultraczystej wody i pary starterow. W zalezno$ci
od rodzaju starterow wprowadzane byly modyfikacje do podstawowego sktadu mieszaniny.

Najczesciej stosowano protokdt opisany w Tabeli 4.
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Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji technika PCR.

Mieszanina reakcyjna: Koncowe stezenie skladnikéw w mieszaninie
10X PCR Buffer 1X

dNTP mix (10mM kazdego dNTP) 0,8 mM

Starter F (10 uM) 0,2 uM

Starter R (10 pM) 0,2 uM

Polimeraza Tag DNA 05U

DNA Zmienna objgtos¢ — ok.1 pl (ok. 100 ng)

H,O Zmienna objgtosé

3.3.3.1 Amplifikacja regionu kontrolnego mtDNA

Analizie poddano cata sekwencje regionu kontrolnego (1122 pz) mtDNA. Do jego
amplifikacji wykorzystano startery F15997 i R649 (Piercy i wsp., 1993; Levin i wsp., 2003). Miejsca

ich wiazania si¢ do sekwencji mtDNA przedstawiono na Ryc. 8.

v
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Ryc. 8. Schemat rozmieszczenia starteréw (RK1-RKG6) i tworzonych przez nie amplikonéw, stuzacych do
amplifikacji preparatow DNA, ktére nie poddaly si¢ standardowej amplifikacji z udzialem starterow
F15997 i R649, takze pokazanych na rycinie. Na rycinie zaznaczono fragmenty hiperzmienne — HVSI, HVSI|I,
HVSIII.

Sktad mieszaniny reakcyjnej, przedstawiony w Tab. 4, wzbogacono o MgCl, o koficowym stezeniu
1,5 mM. Reakcj¢ prowadzono w objgtosci 15 pl w warunkach podanych w Tab. S1 (Suplement).
Powstaty produkt, po oczyszczeniu, sekwencjonowano z zastosowaniem starteréw wewnetrznych oraz
F15997 i R649. Dla preparatéw DNA, ktorych amplifikacja RK przy pomocy pary starterow L15997 i
R649 nie powiodla si¢ (z uwagi np. na czgSciowa degradacjg preparatow DNA), zastosowano
alternatywny zestaw starterow (por. Tab. S2, Suplement). Dzigki alternatywnemu zestawowi starterow
powielano RK w szesciu naktadajacych sig fragmentach (por. Ryc. 8), w warunkach przedstawionych
w Tab. S1. Ten zestaw starterow wykorzystano do amplifikacji dwoch preparatow DNA od chorych z
LOAD i pieciu od chorych z EOAD. Z kazdej pary starterow RKI1-RK6 jeden z nich byt

wykorzystany w reakcji sekwencjonowania.
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3.3.3.2 Amplifikacja fragmentow sekwencji kodujgcej mtDNA w celu zaklasyfikowania
nosicieli haplogrupy H do podhaplogrup i podtypow.

W przypadku haplogrupy H, ktorej wigkszo$¢ podhaplogrup i podtypow nie posiada
definiujacych je polimorfizméw w obrgbie RK, konieczne byto przeanalizowanie dodatkowych
polimorfizméw znajdujacych si¢ w sekwencji kodujacej mtDNA (ich zestawienie przedstawiono w
Tab. S3, Suplement). Dla rzadziej wystepujacych podhaplogrup i haplotypow, badz definiowanych
przez polimorfizmy zlokalizowane w miejscach, do ktorych nie bylo mozliwe dobranie enzymu
restrykcyjnego ani sondy TagMan, zdecydowano si¢ na przeprowadzenie analizy przez
sekwencjonowanie. Pierwszym etapem analizy byla amplifikacja PCR z zastosowaniem starterow
opisanych w Tab. S3. Warunki reakcji odbiegajace od opisanych w Tab. 4, zaznaczono w Tab. S3.
Produkt PCR, po oczyszczeniu, stanowil matryce dla reakcji sekwencjonowania z zastosowaniem

jednego startera z kazdej pary.

3.3.3.3 Amplifikacja fragmentu genu APOE

Sekwencje starterow oraz warunki amplifikacji fragmentu genu APOE zaczerpnigto z artykutu
Hendersona i wsp. (2002). Mieszaning reakcyjna opisana w Tab. 4 uzupelniono 5X Q-Solution
(Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta. Warunki prowadzonej reakcji amplifikacji obejmowaty:
wstepny etap denaturacji (94 °C, 4 min), 35 cykli (denaturacja 94 °C, 10 s; przylaczanie starteréw
68°C, 20 s; wydtuzanie 72 °C, 30 s), koncowa synteza 7 min, 72 °C. Powstatly produkt byt poddawany

analizie polimorfizmu dlugos$ci fragmentdéw restrykcyjnych.

3.3.3.4 Amplifikacja sekwencji genu PIN1
Analizowano region promotorowy (1545 pz, NCBI GenBank AF501321) oraz region

kodujacy PIN1 — 4 eksony wraz z flankujacymi sekwencjami intronowymi o dlugosci ok. 100 pz
(NCBI GenBank NM_006221, NC_000019.8). W przypadku stosowania starterow ex3F i ex3R;
ex4aF i exdaR; ex4bF i ex4bR sktad mieszaniny reakcyjnej odpowiadat podanemu w Tab. 4. Dla
pozostatych par starterow w Tab. S4 (Suplement) podano stosowane dodatkowe sktadniki. Warunki
reakcji amplifikacji obejmowatly: wstgpny etap denaturacji (94 °C, 2,5 min), 35 cykli (denaturacja
94 °C, 30 s; przytaczanie starteréw — temperatura podana w Tab. S4, 45 s; wydtuzanie 72 °C, 1 min),

koncowa synteza 7 min, 72°C.

3.3.4 Rozdzial elektroforetyczny

Wielkos¢ fragmentow DNA oceniano technika elektroforetyczng w 2% zelu agarozowym, w
buforze 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) wg Sambrook i Russell (2001). Nastgpnie byly one
wizualizowane w przechodzacym $wietle ultrafioletowym, dzigki interkalacji bromku etydyny

(3ul/200ml zelu agarozowego, 10mg/ml) w dwuniciowa czasteczke DNA.
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3.3.5 Oczyszczanie produktu PCR

Produkt PCR oczyszczano od niewlaczonych nukleotydéw oraz starter6w z zastosowaniem

ExX0SAP (USB), zgodnie z zaleceniami producenta

3.3.6 Bezposrednie sekwencjonowanie fluorescencyjne

Reakcje sekwencjonowania prowadzono technika oparta na zmodyfikowanej metodzie
Sangera, z zastosowaniem terminacji syntezy kwasoéw nukleinowych poprzez przylaczanie
dideoksynukleozydotrifosforanow (ddNTP) wyznakowanych czterema réznymi fluorochromami.
Zastosowano zestaw ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1
(Applied Biosystems). Matryce do reakcji stanowit oczyszczony produkt PCR, rozcienczony ok. 20x
dejonizowana H,O. Reakcje sekwencjonowania prowadzono w koncowej objetosci 10 ul, w
warunkach zgodnych z zaleceniami producenta.

Produkt reakcji sekwencjonowania oczyszczano za pomoca precypitacji etanolem (EtOH
95%) w obecnosci octanu sodu (NaOAc, 3M, pH 4,6). Do zliofilizowanego produktu oczyszczania
dodawano ok. 15ul formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) i poddawano denaturacji
przez 3 min w 95°C. Nastgpnie schtadzano preparat na lodzie (ok. 1 min).

Produkty reakcji PCR sekwencyjnego rozdzielano metoda elektroforezy kapilarnej w
analizatorze kwasow nukleinowych ABI Prism® Genetic Analyzer 310 lub 3130 (Applied
Biosystems). Analiza wynikéw sekwencjonowania byta prowadzona z zastosowaniem programu
SeqMan (DNASTAR, Lasergene). Zidentyfikowane zmiany poréwnywano z dostgpnymi bazami
danych i danymi literaturowymi. W przypadku stwierdzenia mutacji, analize powtarzano od etapu
amplifikacji PCR.

3.3.6.1 Sekwencjonowanie oraz analiza regionu kontrolnego mtDNA

Do reakcji sekwencjonowania RK stosowano zestaw 8 starterow (Helgason i wsp. 2000; Levin
i wsp. 2003; Piercy i wsp. 1993). Ich rozmieszczenie przedstawiono na Ryc. 9.
Dla kazdego badanego DNA wykonano przynajmniej trzy reakcje sekwencjonowania. W przypadku
preparatow DNA pozbawionych heteroplazmii dtugosci do poznania calej sekwencji RK wystarczyly
startery F15997, F16498 oraz R649. W preparatach DNA zawierajacych heteroplazmig¢ dlugosci w
regionie 16184-16193, poza starterami F15997, F16498 oraz R649, wykorzystywano takze startery
F16209 oraz R16401, pozwalajace oceni¢ dlugos¢ traktu poliC w regionie 16184-16193 i
przeanalizowa¢ sekwencj¢ za miejscem heteroplazmii. W preparatach DNA z heteroplazmia dtugosci
w regionie 303-315 poza starterami F15997, F16498 oraz R649 wykorzystywano startery F314, H408.
W preparatach DNA z heteroplazmia dlugosci w regionie 523-524 oraz 568-573 poza starterami
F15997, F16498, R649 wykorzystywano starter F314. Starter R274 byl uzywany do rozstrzygnigcia

niejasnosci w sekwencjach amplifikowanych z udziatem startera F15997 lub F16209.
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tRNAPT HVSI : HVSII HVSIII RNAPTe

T
16024 16365 16569/1 73 340 438 576

[ F15997 > < R649 ]
F16209 > R314 >

[ F16498 >

< R16401 ] < 708 |

< R274 |

Ryc. 9. Zakres amplifikowanych fragmentéw regionu kontrolnego mtDNA. Litera F (od ang. forward)
oznaczono startery wigzace si¢ do nici lekkiej, natomiast litera R (od ang. reverse) oznaczono startery
wigzace si¢ do nici cigzkie] mtDNA. Zaznaczono fragmenty hiperzmienne — HVSI, HVSII, HVSIII.

W przypadku analizy sekwencji RK mtDNA badane sekwencje porownywano z sekwencja rCRS.
Zidentyfikowane zmiany weryfikowano w bazie danych o ludzkim mtDNA, MITOMAP
(http://www.mitomap.org/MITOMAP) oraz w bazie zmian polimorficznych mtDNA, PhyloTree
(http://www.phylotree.org/). Nowym wariantem okre$lano zmiang w sekwencji mtDNA w stosunku
do rCRS, nicopisana dotad w zadnej z powyzszych baz danych. Sprawdzono jej wystgpowanie takze
w prywatnych bazach sekwencji mtDNA zamieszczonych w Internecie.

Zmiang heteroplazmatyczna (wspotobecnos¢ allelu dzikiego i zmutowanego) definiowano jako
obecno$¢ dodatkowego allelu, w ilosci co najmniej 15% allelu zasadniczego. Zmiany
heteroplazmatyczne potwierdzano stosujac reakcja sekwencjonowania z wykorzystaniem drugiego
startera z pary. Nazewnictwo podstawien w sekwencji mtDNA zostato oparte na metodologii opisanej

przez Wilson i wsp. (2002).

3.3.7 Zastosowanie analizy polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych do

identyfikacji podhaplogrup H1 i H3

Produkt amplifikacji fragmentu sekwencji mtDNA zawierajacy polimorfizm m.3010A>G,
definiujacy podhaplogrupe H1, trawiono enzymem Hpy188lll (New England Biolabs)., natomiast
produkt amplifikacji fragmentu sekwencji mtDNA z polimorfizmem m.6776T>C, charakterystycznym
dla podhaplogrupy H3, trawiono enzymem Nlalll (New England Biolabs). Sktad mieszaniny
reakcyjnej i warunki trawienia byty zgodne z zaleceniami producenta. W obecnosci m.3010G enzym
Hpy188lIl przecina amplikon na cztery fragmenty, natomiast w obecnosci m.3010A - na trzy
fragmenty. Miejsce cigcia enzymem Nlalll powstato dzigki zastosowaniu startera wprowadzajacego
miejsce restrykcyjne poprzez tzw. mismatch (amplification-created restriction site, ACRS) w pozycji
m.6773.

3.3.8 Zastosowanie analizy polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych do

okreslenia genotypu APOE
W zaleznosci od rodzaju allelu APOE (APOE2, APOE3 i APOE4) enzym Hin6l (Fermentas)
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przecina powielony fragment APOE na ro6zna liczbg odcinkow (por. Ryc. 10).

144 pz 96 pz
A AL
e e e
[ 72p2 ligp, | 48pz I Fragment
P P P APOE
1 1 1 1
. kodon kodon Allel
Hingl (5) 4> 112 158 APOE 4
5'.GACG C.3"
Ar Ar APOE4
3'..C GCrG..5' Cys o ¢ Cys
TGC Cys Arg APOE3 TGC
GACGTGCGCGGCCGC CAGAAGCGCCTGGCA
AspValArgGlyArg Cys Cys  APOEZ GlnLysArgLeuAla
112 158

Ryc. 10. Schemat miejsc trawienia enzymu Hin6l w zamplifikowanym fragmencie genu APOE.

Warunki trawienia enzymem Hin6l zaczerpnigto z metody opisanej przez Henderson i wsp. (2002).
Sktad mieszaniny reakcyjnej byt zgodny z zaleceniami producenta. Inkubacja byla prowadzona w
37°C przez ok. 16 godzin. Rezultatem genotypowania byl podzial grup badanych ze wzgledu na
nosicielstwo allelu APOE4. Wyr6zniono nosicieli przynajmniej jednego allelu APOE4 (status
APQOEA4+) oraz osoby nie posiadajace allelu APOEA4 (status APOE4-).

3.3.9 Wysokosprawna chromatografia cieczowa w warunkach denaturujacych

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w warunkach denaturujacych (denaturing high-
performance liquid chromatography, DHPLC) zostala wykonana w Katedrze Biochemii i Chemii
Medycznej Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. DHPLC jest technika przesiewowa,
pozwalajaca na detekcje zmian sekwencji badanego DNA. Technike DHPLC zastosowano do
okreslenia wystepowania zidentyfikowanych mutacji w PIN1 u chorych na EOAD, LOAD oraz w
grupie kontrolnej oraz do okreSlenia czestoSci wystepowania polimorfizméw PIN1, obecnych w
postaci heterozygotycznej (rs4804459, rs2233678, rs2233679, rs2233682, rs2233683, rs2010457) w
grupie kontrolnej. Analize DHPLC prowadzono w systemie chromatograficznym Hewlett-Packard
1050/1100 w warunkach podanych w Tab. S5 (Suplement). Produkty amplifikacji PCR denaturowano
w temperaturze 95°C przez 5 min, nastgpnie pojedyncze nici renaturowano obnizajac stopniowo
temperaturg Z 95 do 45°C przez ok. 50 minut, co pozwala na uzyskanie homo- i heterodupleksow. Tak
przygotowany produkt PCR (5-10 pl) nastrzykiwano na kolumng HELIX DNA 50x3,0 mm
(CP28353; Varian). Rozdziat wykonano na kolumnie chromatograficznej, w warunkach czgsciowej
denaturacji (0,1M TEAA, pH 7,0, gradient wzrastajacego stgzenia acetonitrylu), w optymalnej,
dobranej empirycznie temperaturze rozdziatu. Wstgpne warunki rozdzialu ustalono stosujac program
DNA MELT (http://insertion.stanford.edu/melt.ntml). Fragmenty o odmiennym od pozostatych profilu

elucji poddawano nastgpnie reakcji sekwencjonowania bezposredniego.
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3.3.10 Genotypowanie z zastosowaniem analizy dyskryminacji alleli z wykorzystaniem
sond TagMan i real-time PCR

Analize dyskryminacji alleli z zastosowaniem sond TagMan zastosowano do genotypowania 9
polimorfizméw (m.7028C>T, m.10398A>G, m.13708G>A, m.1719G>A, m.4580G>A, m.8251G>A,
m.12308A>G, m.9055G>A, m.13368G>A) w regionie kodujacym mtDNA, co pozwolito okresli¢
najczestsze  haplogrupy charakterystycznych dla populacji  kaukaskiej, wedlug klasyfikacji
zaproponowanej przez Torroni i wsp. (1996). Zestaw sond i starterow do genotypowania
wspomnianych polimorfizmow oraz ich charakterystyke zawarto w Tab. S6 (Suplement). Ponadto,
genotypowano 5 polimorfizméow w genach jadrowych - rs8192678 (PGC-/a), rs1937 (TFAM),
rs2306604 (TFAM), rs1800562 (HFE), rs1799945 (HFE) (Tab. S8, Suplement). Barwnikami
reporterowymi w stosowanych sondach byly: VICY, 6-FAM (6-karboksylofluoresceina), i TET
(tetrachloro-6-karboksylofluoresceina). Na koncu 3' sondy znajdowat si¢ barwnik tlumiacy (tzw.
Quencher) TAMRA (6-karboksylotetrametylo-rodamina) badz NFQ (Non-Fluorescent Quencher)
wraz z biatkiem MGB (Minor Groove Binder). Empirycznie dobrano warunki reakcji oraz st¢zenia
sond i starterow. Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl, w ptytkach 96-dotkowych. Sktad mieszaniny
reakcyjnej do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli dla 9 polimorfizméw mtDNA zostat
opisany w Tab. S8 (Suplement), natomiast do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli dla
polimorfizmow rs8192678, rs1937, rs2306604, rs1800562 oraz rs1799945 przedstawiono w Tab. S9
(Suplement). Reakcja byta prowadzona w aparacie ABI 7500 lub StepOnePlus (Applied Biosystems).
Warunki reakcji analizy dyskryminacji alleli obejmowaty: 30 sekund w 60°C, 10 min w 95°C, 40
cykli (95°C przez 15 sekund i 60°C przez 1 minutg), 30 sekund w 60°C. Otrzymane dane analizowano
za pomoca oprogramowania SDS 2.0 i StepOne™ Software v2.1 (Applied Biosystems).

3.3.11 Analiza ekspresji mMRNA genu PIN1 w leukocytach krwi obwodowej

W celu sprawdzenia, czy wystepuja roznice w ekspresji PIN1 u chorej niosacej wariant
¢.58+64C>T w porownaniu z czterema zdrowymi osobami przeprowadzono PCR z wzglgdna ocena
ilo§ci produktu w czasie rzeczywistym. Pierwszym etapem byta izolacja RNA z limfocytow krwi
obwodowej chorej oraz 0sob z grupy kontrolnej, a nastepnie wykonano odwrotna transkrypcja RNA
na cDNA.

3.3.11.1 Izolacja RNA

RNA izolowano z limfocytow krwi obwodowej z zastosowaniem protokotu TRI Reagent®
Solution (Ambion), wedtug zalecen producenta. Powstaty pelet RNA suszono przez ok. 5 minut i
zawieszano go w 30-100 ul wody traktowanej DEPC (Diethylpyrocarbonate; DEPC H,0). Nastepnie
oznaczono stezenie RNA na spektrofotometrze oraz sprawdzono elektroforetycznie jego jakos¢ na

zelu agarozowym.

" VIC to nazwa zastrzezona przez firme Applied Biosystems
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3.3.11.2 Synteza cDNA

Stosowano dwuetapowa metod¢ odwrotnej transkrypcji, w ktorej etap przepisania RNA na
cDNA oraz amplifikacja badanych sekwencji sa rozdzielone. cDNA syntetyzowano z 1pg catkowitego
RNA, z wykorzystaniem protokotu SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen). Do syntezy cDNA zastosowano startery oligo(dT) i jednakowa ilos¢ RNA dla wszystkich
badanych probek. Przebieg syntezy byt kontrolowany poprzez zastosowanie kontroli negatywnej, bez
SuperScript™ III RT.

2 ul powstatego produktu wykorzystano do amplifikacji PCR z zastosowaniem starteréw stosowanych
dalej w technice PCR w czasie rzeczywistym. Pozwalato to zweryfikowaé wielkos¢ powstatego

produktu i temperaturg przytaczania si¢ starterow.

3.3.11.3 Reakcja tanicuchowa polimerazy DNA z analizq ilosci produktu w czasie
rzeczywistym

Reakcja tancuchowa polimerazy DNA z analiza iloSci produktu w czasie rzeczywistym

(nazywana tez PCR w czasie rzeczywistym, od angielskiej nazwy real-time PCR, badz ilosciowym

PCR, quantitative PCR, qPCR) jest metoda pozwalajaca monitorowa¢ ilos¢ produktu reakcji w

kazdym cyklu. Jednym z jej zastosowan jest wzgledna ocena ekspresji genow, ktorej wynikiem jest

stosunek iloéci transkryptu genu badanego do genu referencyjnego, ktorego poziom w warunkach

doswiadczenia jest staty.

3.3.11.3.1 Reakcja tannicuchowa polimerazy DNA ze wiglednq ocenq ilosci produktu w

czasie rzeczywistym

PCR w czasie rzeczywistym wykonywano w aparacie ABI 7500 (Applied Biosystems). Do
analizy wykorzystano fluorochrom SYBR Green (Applied Biosystems).
Para starterow do amplifikacji fragmentu PIN1 zostala zaprojektowana do regionu, ktory jest obecny
w kazdym wariancie splicingowym PIN1. Poziom ekspresji genu PIN1 normalizowano wzgledem
genu referencyjnego, podjednostki A dehydrogenazy bursztynianowej (succinate dehydrogenase
complex subunit A, SDHA). Optymalne stezenie starterow (Tab. S10, Suplement) i cDNA wyznaczono
doswiadczalnie. Reakcje prowadzono w ptytkach 96-dotkowych, w objetosci 25 ul, w trzech
powtodrzeniach. Do kazdego dotka dodawano 20 ng cDNA. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w
Tab. S11 (Suplement). Warunki PCR w czasie rzeczywistym obejmowaty: 10 min w 95°C, 40 cykli
(95°C przez 15 s i 60°C przez 1 min). Po zakonczeniu wtasciwej reakcji amplifikacji przeprowadzano
analiz¢ krzywej topnienia produktow PCR.

Wyniki analizowano z zastosowaniem metody poréwnawczej 2!

(Livak i wsp., 2001) do obliczenia
wzglednej réznicy poziomu ekspresji badanego genu miedzy osoba niosaca mutacje a grupa kontrolna.
Najpierw wyznaczono cykle progowe (Ct) dla genoéw badanych i referencyjnych u chorej nosicielki

wariantu ¢.58+64C>T oraz w grupie kontrolnej. Nastepnie obliczono réznice pomiedzy wartos$cia Ct
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dla genu badanego (PIN1) i Ct genu referencyjnego (SDHA) dla nosicielki wariantu ¢.58+64C>T oraz
0s6b z grupy kontrolnej (ACt= Ctgen padany (pin1)-Clgen referencyjny (spHay)- Kolejno, wyznaczono réznicg ACt
dla nosicielki wariantu ¢.58+64C>T wzgledem 0s6b z grupy kontrolnej (AACt). Warto§¢ wzglednego

poziomu ekspresji genu PIN1 wzgledem SDHA wyliczono wedtug wzoru R=2"4",

3.3.12 Analiza bioinformatyczna

Analiza in silico wspomaga konwencjonalne metody biologii molekularnej w projektowaniu
badan oraz interpretacji wynikow. Sekwencje badanych genow oraz mtDNA, a takze podstawowe o
nich informacje, poza danymi literaturowymi pobrano z ogolnie dostgpnych baz danych: NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/), Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), UCSC Genome
Browser (http://genome.ucsc.edu/).
Do odnajdywania wariantéw polimorficznych w jadrowym DNA poza danymi literaturowymi stuzyty
strony dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html), CHIP Bioinformatics Tools (http://snpper.chip.org.
Poza danymi literaturowymi, obecno$¢ i réznorodno$¢ wariantow splicingowych sprawdzano na
stronach GeneCards (http://www.genecards.org/index.shtml), EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/astd/main.html).
W celu wstepnego sprawdzenia ekspresji wybranych gendw we krwi, mozgu i pozostatych tkankach
cztowieka korzystano z Aceview (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/index.html),
BioGPS (http://biogps.gnf.org/#goto=welcome), UniGene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene).
Zaprojektowane startery przy pomocy programu Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/),
sprawdzano dzieki PCR in silico, wykorzystujac narzedzie dostepne na stronie UCSC In-Silico PCR
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start), a takze stosujac Primer-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=NchiHomeAd).
Analiza wynikow sekwencjonowania byta wykonywana z zastosowaniem programu SeqMan
(DNASTAR, Lasergene).

3.3.12.1 Zastosowane programy do analizy in silico nowych wariantow w sekwencji DNA

Do analizy zmian stwierdzonych w regionie promotorowym zastosowano programy
Matlnspector (Geneomatix software, Niemcy) oraz Mapper (http://bio.chip.org/mapper), ktore
identyfikuja sekwencje DNA, stanowiace potencjalne miejsce wigzania si¢ znanych czynnikow
transkrypcyjnych.

Do analizy wptywu mutacji na sktadanie pre-mRNA (splicing) zastosowano ESEfinder release 3.0
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home), Automated Splice Site Analyses
(Nalla i Rogan, 2005) oraz RegRNA: A Regulatory RNA Motifs and Elements Finder

(http://regrna.mbc.nctu.edu.tw/html/about.html). ESEfinder identyfikuje potencjalne miejsca wiazania
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si¢ czynnikow wzmacniajacych splicing nalezacych do rodziny biatek wiazacych RNA bogatych w
seryng i argining (serine/arginine-rich (SR) proteins, biatka SR). Automated Splice Site Analyses
0szacowuje zmiany w sile miejsc splicingowych na podstawie modeli teoretycznych. Analize
sekwencji intronowych zawierajacych mutacje prowadzono takze stosujac program RegRNA
(http://regrna.mbc.nctu.edu.tw/index.php).

Do  konstrukcji i  analizy  haplotypow  wykorzystano  program  Haploview 4.1
(http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview).

Do oszacowania stopnia konserwatywnos$ci ewolucyjnej biatek zastosowano ConSeq
(http://conseq.bioinfo.tau.ac.il/).

Do poréwnania ze soba wielu sekwencji uzywano programow  Boxshade v.3.31
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py?form=boxshade) oraz Clustal X
(http://bips.u-strashg.fr/fr/Documentation/Clustal X/).

Do analizy nierownowagi sprzezen wykorzystano dane The International HapMap Consortium

(ww.hapmap.org).

3.3.12.2 Zastosowane programy do analizy in silico sekwencji mitochondrialnego DNA

Do oznaczania haplotypow, haplogrup, podhaplogrup i ich podtypoéw korzystano z baz danych
zgromadzonych na stronach Phylotree (http://www.phylotree.org/), Mitomanager
(http://mtmanager.yonsei.ac.kr/) oraz MITOMAP (http://mitomap.org/MITOMAP).

3.3.13 Najwazniejsze z zastosowanych odczynnikow

ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1 (Applied Biosystems)
Agaroza (Sigma-Aldrich)

Chloroform (Sigma-Aldrich)

EDTA (pH 8,0) (Sigma-Aldrich)

EtOH 70%, 95%

ExoSAP (USB)

Genetic Analyzer 10X Running Buffer with EDTA (Applied Biosystems)
Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems)

Hin6l (Fermentas)

Hpy188l11 (New England Biolabs)

Kwas borny (Sigma-Aldrich)

Nlalll (New England Biolabs)

PCR Marker, 50-2000 bp (Sigma-Aldrich)

Power SYBR Green PCR MasterMix (Applied Biosystems)

RNAlater® (Ambion)

SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)
Taq PCR Core Kit (Qiagen),
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TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems)
TRI Reagent® (Ambion)
Trizma® base (Sigma-Aldrich)

3.3.14 Analiza statystyczna

Do analizy czestosci wystepowania alleli i genotypdéw stosowano test x2 dwustronny
doktadny test Fishera, analizg regresji logistycznej (PASW Statistics18, Graphpad Prism 5.0).
Przeprowadzono oddzielne analizy dla calej grupy badanej, po stratyfikacji ze wzgledu na plec,
nosicielstwo allelu APOE4 oraz wzgledem mediany dla wieku w poszczegolnych grupach. W celu
zbadania istotno$ci roznic pomigdzy $rednimi wartosciami wieku pojawienia si¢ pierwszych objawow
AD zastosowano test Manna-Whitneya. Istotno$¢ statystyczna przyjeto na poziomie p<0,05.

Do sprawdzenia zaleznos$ci migdzy badanymi zmiennymi zastosowano m.in. analiz¢ synergii
w oparciu o metod¢ Cortina-Bojra i wsp. (2009), sprawdzajaca wielko$¢, kierunek i istotnosé
interakcji. Relacje synergistyczne pomigdzy czynnikami wyraza wspoOtczynnik synergii (Synergy
factor, SF) o wartosci >1, natomiast antagonistyczne SF<l. Do wykrywania interakcji pomigdzy
analizowanymi czynnikami zastosowano takze program Multifactor Dimensionality Reduction

(MDR).

3.3.14.1 Analiza interakcji z zastosowaniem programu Multifactor Dimensionality

Reduction

Program Multifactor Dimensionality Reduction (MDR, http://www.epistasis.org/open-source-
mdr-project.html) wykorzystano do identyfikacji potencjalnych nieliniowych interakcji pomigdzy
badanymi loci oraz okreslenia ich charakteru (oddziatywanie synergistyczne, nakladajace si¢ —
redundant, itp.). Program MDR testuje kombinacje czynnikow, ktére samodzielnie moga nie
wywiera¢ znaczacych efektow (Ritchie i wsp., 2001). Program dokonuje redukcji wymiaréw badanych
kombinacji zmiennych, dzielac je na dwa rodzaje - zmienne niskiego i wysokiego ryzyka
zachorowania. Sposrod zadanych zmiennych MDR identyfikuje najlepszy model o maksymalnej
doktadnosci, oszacowanej przez parametr zrownowazonej doktadnosci dla proby testowanej (Testing
Balanced Accuracy) i najwyzszej warto$ci spojnosci walidacji  krzyzowej (Cross-validation
consistency, CVC). Wartos$¢ parametru CVC wskazuje na to, ile razy dana kombinacja zmiennych/loci
zostata zidentyfikowana w badanym fragmencie catej testowanej proby (testing set). Domyslnie MDR
dzieli baze¢ na 10 fragmentow i w kazdym z nich sprawdza zasadno$¢ badanej kombinacji
zmiennych/loci.

Poddano analizie modele sktadajace si¢ z jednej, dwoch, trzech oraz czterech zmiennych, przy
dziesigciokrotnej walidacji krzyzowej. Z uwagi na duza ilo$¢ rozpatrywanych zmiennych stosowano
filtr, selekcjonujacy wstgpnie zmienne (ReliefF). Rozpatrywano modele o doktadnosci wyzszej niz

0,5.
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3.3.14.2 Analiza haplotypow z zastosowaniem programu Haploview

Analiza i wizualizacja haplotypoéw tworzonych przez warianty genéw PIN1, TFAM oraz HFE
zostata wykonana z wykorzystaniem programu Haploview 4.0
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/). Nierownowaga sprzezen (linkage disequilibrium, LD)
pomigdzy parami alleli polimorfizméw, wyrazona wspotczynnikiem D’ (tzw. znormalizowany

wspotezynnik nierbwnowagi), zostata obliczona z zastosowaniem tego samego programu.

3.3.14.3 Metaanaliza z zastosowaniem programu Meta-DiSc

Program Meta-Disc (http://www.hrc.es/investigacion/metadisc_en.htm) zostal wykorzystany
do poréwnania wynikéw kilku badan dotyczacych tej samej zmiennej. Pozwala takze sprawdzi¢ m.in.

heterogenicznos¢ proby.

Na Rycinie 11 przedstawiono kolejne etapy prowadzonych badan wraz z gldéwnymi zastosowanymi

technikami.
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Najpierw przedstawiono wyniki badania zmienno$ci mtDNA, a nastepnie analizy zmienno$ci
wybranych genow jadrowych. Wyjatkiem jest przedstawienie na samym poczatku wynikow analizy
czestoscei alleli apolipoproteiny E, APOE2, APOE3 i APOE4, poniewaz w dalszej czgsci tego rozdziatu
grupy badane dzielono ze wzgledu na nosicielstwo allelu APOE4. Kolorem czerwonym zaznaczono w
tabelach wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Pod podrozdzialami przedstawiono krotkie

podsumowanie uzyskanych wynikdw.

4.1 Allel APOE4 znanym czynnikiem ryzyka zachorowania na LOAD

Czestos¢ alleli APOE jest istotnie rozna pomigdzy grupa chorych z LOAD a grupa kontrolna
(p<0,0001, ¥*=96,2, df=2). Stwierdzono, ze allel APOE4 jest istotnym czynnikiem ryzyka LOAD
(p<0,0001), natomiast allele APOE2 i APOES3 sa powiazane ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania
w badanej grupie (odpowiednio p=0,0007 oraz p<0,0001, Tab. 5). W zwiazku z tym, w dalszych
analizach podzielono grupy badane, uwzgledniajac nosicielstwo APOE4. Osoby posiadajace co
najmniej jeden allel APOE4 oznaczono jako APOE4+, natomiast osoby bez allelu APOE4 —

oznaczono jako APOE4-.

Tabela 5. Czgstosci genotypow i alleli APOE w grupie chorych z LOAD oraz w grupie kontrolnej.

APOE Chorzy z LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%)  Test ¥, df=1

Genotypy

APOE2/2 0 (0,0) 4 (1,26)

APOE2/3 24 (5,69) 35(11,01)

APOE2/4 8 (1,90) 7 (2,20)

APOES3/3 159 (37,68) 215 (67,61)

APOE3/4 204 (48,34) 54 (16,98)

APOE4/4 27 (6,39) 3(0,94)

Allele

APOE2 32(3,79) 50 (7,86) p=0,0007, OR=0,46, 95% CI 0,29-0,73
APOE3 546 (64,69) 519 (81,60) p<0,0001, OR=0,41, 95% CI 0,32-0,53
APOE4 266 (31,52) 67 (10,54) p<0,0001, OR=3,91, 95% CI 2,92-5,23

Stwierdzono statystycznie istotny wptyw nosicielstwa przynajmniej jednego allelu APOE4 (status
APOE4+) na wzrost ryzyka zachorowania na LOAD (Tab. 6). W calej grupie badanej, a takze po
podzieleniu jej ze wzgledu na pte¢, status APOE4+ jest zwiazany z ponad pieciokrotnym wzrostem

ryzyka zachorowania (Tab. 6).
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Tabela 6. Poréwnanie liczby nosicieli allelu ryzyka LOAD, APOE4, w grupie chorych z LOAD oraz w grupie
kontrolnej, podzielonych ze wzglgdu na ptec.

APOE4-, n (%) APOE4+, n (%) Test y°, df=1
Wszyscy badani
Chorzy z LOAD 181 (42,9) 241 (57,1) p<0,0001, OR=5,28, 95% CI 3,78-7,39
Grupa kontrolna 254 (79,9) 64 (20,1)
Kobiety
Chore z LOAD 121 (44,5) 151 (55,5) p<0,0001, OR=5,28, 95% CI 3,51-7,92
Grupa kontrolna 186 (80,9) 44 (19,1)
Mezczyzni
Chorzy z LOAD 60 (40,0) 90 (60,0) p<0,0001, OR=5,10, 95% CI 2,81-9,26
Grupa kontrolna 68 (77,3) 20 (22,7)

411 Wplyw statusu APOE4+ na wiek wystapienia pierwszych objawéw LOAD

Stwierdzono, ze status APOE4+ jest zwiazany z wcze$niejszym wystapieniem objawow
LOAD (p=0,007, Tab. 7). Po podzieleniu badanych ze wzgledu na pte¢ jedynie w grupie kobiet
otrzymano zwiazek statusu APOE4+ z wczedniejszym pojawieniem si¢ pierwszych objawow
(p=0,0035). W mniej licznej grupie mezczyzn nie stwierdzono istotnej roznicy w wartosci $redniej

wieku pojawienia si¢ pierwszych objawow LOAD pomig¢dzy osobami APOE4+ i APOE4- (p=0,536).

Tabela 7. Usredniony wiek wystapienia pierwszych objawow LOAD a nosicielstwo allelu APOE4 (status
APOEA4+ vs status APOE4-).

APOE4-, n (%) APOE4+,n (%)  Test Manna-Whitneya

WSszyscy badani

Liczba nosicieli, n (%) 181 (42,9) 241 (57,1)

Sredni wiek wystapienia pierwszych objawow 75,34£6,08 74,0£5,11 p=0,007
LOAD (+SD)

Kobiety chore na AD

Liczba nosicielek, n (%) 121 (44,5) 151 (55,5)

Sredni wiek wystapienia pierwszych objawow 75,5+6,41 73,6+5,08 p=0,0035
LOAD (+SD)

Mezczyzni chorzy na AD

Liczba nosicieli, n (%) 60 (40,0) 90 (60,0)

Sredni wiek wystapienia pierwszych objawow 75,1£5,37 74,6+5,12 p=0,536
LOAD (+£SD)

Nastepnie, uwzgledniajac warto$¢ srednig 1 mediang dla wieku (w przypadku chorych na LOAD —
wieku wystapienia pierwszych objawdw, w przypadku grupy kontrolnej — wieku badania), podzielono
grupe badana na dwie podgrupy. Sredni wiek dla calej grupy badanej (chorzy na LOAD oraz grupa
kontrolna) wynosi 72,84+5,99 lat, natomiast mediana (Me) dla wieku wynosi 72 lata. Dlatego
podzielono wszystkich badanych na dwie podgrupy, o wieku <72 lata oraz >72 lat. W grupie kobiet
$redni wiek wynosi 72,5+6,3 (Me=72 lata), stad podzielono je na dwie podgrupy wiekowe <72 lat oraz
>72 lat. Natomiast w grupie me¢zczyzn $redni wiek wynosi 73,3%5,51 lata (Me=73 lata). Dlatego

podzielono ich na tych o wieku <73 lat oraz starszych, o wieku >73 lata.
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Tabela 8. Udzial nosicielstwa allelu APOE4 w zachorowaniu na LOAD w calej grupie badanej podzielonej
wedtug wieku.

Zmienne Chorzyz  Grupa Chorzy z LOAD vs grupa kontrolna
Wiek APOE LOAD,n  kontrolna,n  p OR 95% ClI
<72lata APOE4+ 102 49 <0,0001 6,28 4,00-9,87
APOE4- 58 175
>72lata APOE4+ 135 15 <0,0001 5,65 3,08-10,4
APOE4- 121 76

Nosicieli allelu APOE4, w wieku <72 lata charakteryzuje ponad sze$ciokrotnie wyzsze ryzyko LOAD
niz osob o statusiec APOE4- (Tab. 8). Wartos¢ ilorazu szans byta tylko nieznacznie nizsza w grupie
wiekowej >72 r.z. Wykazano, Ze kobiety obarczone przynajmniej jednym allelem APOE4 oraz majace
<72 lat maja dziewigciokrotnie wyzsze ryzyko LOAD w poréwnaniu z tymi o statusie APOE4-
(p<0,0001, Tab. 9). W starszej grupie wickowej (>72 lat) ryzyko zachorowania u nosicielek APOE4

jest nizsze, ale nadal istotne statystycznie (p<<0,0001).

Tabela 9. Udziatl wieku oraz nosicielstwa allelu APOE4 w zachorowaniu ha LOAD w grupie kobiet.

Zmienne Kobiety z Kobiety z grupy  Kobiety z LOAD vs z grupy kontrolnej
Wiek APOE LOAD, n kontrolnej, n p OR 95% ClI
<72 lata APOE4+ | 61 30 <0,0001 9,00 4,94-16,4
APOE4- 28 124
>72 lata APOE4+ | 90 14 <0,0001 4,29 2,24-8,20
APOE4- 93 62

Mezczyzni w wieku <73 lat i bedacy nosicielami przynajmniej jednego allelu APOE4 maja ponad 4,5
razy wyzsze ryzyko zachorowania na LOAD w poréwnaniu z mgzczyznami nie posiadajacymi tego
allelu. U starszych mezczyzn (>73 lata) ryzyko zachorowania u nosicieli APOE4 jest siedmiokrotnie
wyzsze niz u tych o statusie APOE4- (Tab. 10).

Tabela 10. Udziat allelu APOE4 w zachorowaniu na LOAD w grupie me¢zczyzn podzielonych wedlug wieku.

Zmienne Mezezyzniz  Mezezyzni z grupy  Mezezyzni z LOAD vs z grupy Kontrolnej
Wiek APOE LOAD, n kontrolnej, n p OR 95% ClI
<73lata APOE4+ 33 15 <0,0001 4,61 2,07-10,3
APOE4- 21 44
>73 lata APOE4+ 57 5 <0,0001 7,02 2,46-20,0
APOEA4- 39 24
> Podsumowujac, dokonano stratyfikacji grup badanych pod wzgledem nosicielstwa allelu

APOEA4. Jednoczesnie potwierdzono wptyw allelu APOE4 na zwigkszanie ryzyka LOAD.
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4.2 Wplyw zmiennos$ci mtDNA na ryzyko AD

4.2.1 Identyfikacja haplogrup, podhaplogrup i podtypéw mtDNA

Dla kazdego badanego zostala wykonana analiza wybranych polimorfizmow sekwencji
kodujacej mtDNA, ktorych poszczegolne allele pozwalaja okresli¢ przynalezno$¢ do jednej z
dziewigciu typowych dla populacji kaukaskiej haplogrup (H, I, J, K, T, U, V, W, X). Genotypowanie
wykonano technika TaqMan, przyktadowy wynik przedstawiono na Ryc. 12.
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Ryc. 12. Przykladowy wynik genotypowania z zastosowaniem techniki TagMan. Do analizy zastosowano
program SDS 2.0 — tu dla okre§lenia alleli polimorfizmu m.7028C>T. Kolorem niebieskim zaznaczony jest
allel 7028C, czerwonym — allel 7028T, natomiast szarym brak amplifikacji - kontrole negatywne.

W Tabeli 11 zestawiono dziewie¢ polimorfizméw wykorzystanych do okreslenia charakterystycznych
dla populacji kaukaskiej haplogrup mtDNA. Dla przyktadu, osoba nalezaca do haplogrupy W jest
nosicielem alleli m.7028T, m.10398A oraz m.8251A.

Tabela 11. Zestawienie polimorfizmow regionu kodujacego mtDNA do oznaczania charakterystycznych dla
populacji kaukaskiej haplogrup mitochondrialnych. W kolumnach podano tylko te allele, ktore sa istotne dla
identyfikacji konkretnej haplogrupy.

Haplogrupa | m.7028 m.10398 m.13708 m.1719 m.4580 m.8251 m.12308 m.9055 m.13368
C>T A>G G>A G>A G>A G>A A>G G>A G>A
H C A
| T G A A
J T G A
K T G G A
T T A A
U T A G
\% T A A
W T A A
X T A A

Osoby posiadajace zestaw alleli polimorfizméw przedstawionych w Tab. 11, niepozwalajacy na
przypisanie im zadnej z dziewigciu najczgstszych haplogrup specyficznych dla populacji kaukaskiej,

oznaczano terminem ‘“inne”.
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Nastgpnym etapem analizy byto oznaczenie sekwencji regionu kontrolnego (RK) mtDNA, co
pozwolilo 1. zweryfikowa¢ haplogrupy okreslone na podstawie polimorfizméw regionu kodujacego,
2. podzieli¢ haplogrupy na podhaplogrupy i ich podtypy, a takze 3. poréwna¢ zmienno$¢ RK u
chorych na AD i w grupie kontrolnej. Dla przyktadu, osoba zaklasyfikowana na podstawie analizy
polimorfizméw w regionie kodujacym mtDNA do haplogrupy H, posiadajaca w RK polimorfizmy
m.16311T>C oraz m.195T>C, nalezy do podhaplogrupy HI11. Jesli dodatkowo jest nosicielka
polimorfizmu m.16293A>G, nalezy do H1la.

Analize zmienno$ci wybranych regiondw w mtDNA przeprowadzono w kilku etapach,
przedstawionych na Ryc. 11. Z uwagi na to, ze haplogrupa H jest najbardziej zréznicowana
haplogrupa charakterystyczna dla populacji kaukaskiej, a ponadto jest takze jedna z najczgstszych
haplogrup w badanej populacji, wykonano bardziej szczegdétowa analize jej podhaplogrup i podtypow,

zwlaszcza tych, dla ktérych okreslenia nie wystarczy sekwencjonowanie RK.

4.2.1.1 Haplogrupa H jest najczestszq haplogrupq we wszystkich badanych grupach

Analiza wybranych polimorfizméw w regionie kodujacym mtDNA oraz sekwencjonowanie
RK pozwolily przypisa¢ wigkszosci badanym jedna z dziewigciu charakterystycznych haplogrup dla
populacji kaukaskiej. Najczestsza haplogrupa zardwno w grupie LOAD (48,82%), jak 1 w grupie
kontrolnej (41,51%) byta haplogrupa H (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Czestosci haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej w grupie chorych z EOAD
(N=49), LOAD (N=422) oraz w grupie kontrolnej (N=318). Osoby nalezace do innych haplogrup i
makrohaplogrup (HV1, HVO, R, RO, N, M, L2) oraz o nieprzypisanych haplogrupach zgrupowano razem i
okreslono terminem “pozostate”.

Réwniez w grupie EOAD najczestsza haplogrupa byla H (34,7%). Druga co do czegstosci we
wszystkich badanych grupach byta haplogrupa U.
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Po jednej osobie z grupy kontrolnej zaklasyfikowano do makrohaplogrupy R i RO (Tab. S12,
Suplement), gdyz nie bylo mozliwe przypisanie im nizszej jednostki filogenetycznej. Trzy osoby z
grupy kontrolnej okre§lono jako nalezace do kategorii “inne”, gdyz analiza sekwencji RK i wybranych
polimorfizmoéw regionu kodujacego mtDNA nie pozwolita na jednoznaczne przypisanie im zadnej
dotychczas opisanej w literaturze haplogrupy. Prawdopodobnie doszto u nich do mutacji powrotnej w
locus wykorzystywanym do okreslania haplogrup. Ponadto, allele polimorfizméw w RK u tych osob
nie tworza specyficznego wzoru dla zadnej haplogrupy, takze spoza populacji kaukaskie;j.

Poza haplogrupami specyficznymi dla populacji kaukaskiej zarowno w grupie kontrolnej, jak i
wsrod chorych na AD, stwierdzono takze obecno$¢ haplogrup charakterystycznych dla populacji
wschodnio - (A8, C, D4/G, G2al, Y1b) i potudniowo-azjatyckiej (M37) oraz afrykanskiej (L2).
Obecnos¢ tych rzadkich haplogrup jest ciekawa z punktu widzenia historycznego. Moze $§wiadczy¢ o
migracjach ludzkosci, do ktorych moglo doj$¢ na terenie Polski np. po zsytkach na Syberi¢ po
powstaniu styczniowym (jak w przypadku haplogrupy C, charakterystycznej dla populacji
zamieszkujacych Syberig). Kwestie te pozostaja jednak poza tematem niniejszej rozprawy.

Asocjacje istotne statystycznie dotyczace mitochondrialnych haplogrup przeanalizowano takze
dla grup pozbawionych domieszki haplogrup innych niz kaukaskie i — je$li wptyneto to na wynik-

zostato to opisane.

4.2.1.2 Haplogrupa H jest zwiqzana 7 wyiszym ryzykiem LOAD

W analizie jednoczynnikowej uzyskano, ze haplogrupa H jest istotnie statystycznie powiazana
z wyzszym ryzykiem zachorowania na LOAD (p=0,048, Tab. 12) w catej grupie badanej oraz osobno
w grupie kobiet (p=0,049). Natomiast je$li z grupy badanej usunie si¢ nosicieli haplogrup
stanowiacych domieszki niespecyficzne dla populacji kaukaskiej, w analizie jednoczynnikowej
istotnos¢ zwiazku haplogrupy H z ryzykiem zachorowania na LOAD nieznacznie wzrasta (p=0,041,
OR=1,36, 95% CI 1,01-1,83), takze osobno w grupie kobiet (p=0,042, OR=1,45, 95% CI 1,01-2,07).
W wieloczynnikowej analizie regresji logistycznej, uwzgledniajacej w modelu wplyw nosicielstwa
allelu APOE4, wiek, pte¢ oraz haplogrupg H, uzyskano, ze rola haplogrupy H w zachorowaniu na

LOAD jest na granicy istotno$ci statystycznej (p=0,059).

Tabela 12. Zestawienie wynikow jednoczynnikowej analizy zwiazku gtéwnych haplogrup charakterystycznych
dla populacji kaukaskiej z ryzykiem LOAD w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej. Analiza
jednoczynnikowa zostata wykonana z wykorzystaniem testu 5> lub doktadnego dwustronnego testu Fishera.

WSszyscy badani Kobiety Mezczyzni

p OR  95%ClI p OR  95%CI p OR  95%CI
0,048 1,34 1,01-1,80 0,049 143 1,001-230 0535 1,18 0,70-2,01
1,00 1,00 0,36-2,80 0524 0,56 0,15-2,00 0,300 5,44 0,29-102
0,142 0,68 041-1,14 0,597 0,84 0,44-1,60 0,083 0,46 0,20-1,04
0,068 0,46 0,01-1,02 0,230 0,53 0,20-1,38 0,150 0,34 0,08-1,45
0,299 0,77 0,48-1,25 0,010 043 0,23-0,82 0,132 1,99 0,81-4,87
0,709 0,93 0,64-1,35 0,791 1,06 0,69-1,64 0,589 0,81 0,40-1,64
0,823 1,23 0,50-3,01 1,00 0,99 0,33-2,98 0,714 1,79 0,35-9,08
0,137 250 0,81-7,73 0,240 2,59 0,69-9,68 0,654 2,38 0,26-21,70
0,471 056 0,12-2,53 1,00 1,27 0,21-7,68 0,136 0,11 0,005-2,42

Haplogrupa

XS<CHXw-—-TI
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Jednakze, jesli ponownie usunie si¢ z grupy badanej nosicieli haplogrup innych niz charakterystyczne
dla populacji kaukaskiej, analiza regresji logistycznej identyfikuje na tle pozostatych czynnikow
(status APOEA4, wiek oraz — w przypadku calej grupy badanej - pte¢) staby, ale istotny statystycznie
wptyw haplogrupy H na ryzyko zachorowania na LOAD (Ryc. 14), zar6wno w catej grupie (p=0,049,
OR=1,41, 95% CI 1,002-1,97), jak tez osobno w grupie kobiet (p=0,049, OR=1,51, 95% CI 1,002-
2,27). Otrzymany zwiazek haplogrupy H z ryzykiem LOAD jest spojny z wynikami wcze$niej

opublikowanymi dla mniejszej grupy badanej (Maruszak i wsp., 2009a).

95% ClI :
haplogrupa H [1,002-197] {  —@— p=0,049

p<0,001
status APOE4 [3,90-8,00] - : ® |

wiek [111-1,18] 1  ‘® p<0,001

pleé [0,54-1,12] 4 ¥

OR

Ryc. 14. Wyniki wieloczynnikowej analizy regresji logistycznej (status APOE4, ple¢, wiek, nosicielstwo
haplogrupy H), przeprowadzonej w grupach LOAD i kontrolnej, z ktérych wykluczono nosicieli
niespecyficznych dla populacji kaukaskiej haplogrup.

Na Rycinie 15 przedstawiono wyniki metaanalizy roli haplogrupy H w zachorowaniu na AD,
z wykorzystaniem danych pochodzacych z pigciu opublikowanych badan oraz opisanych w niniejszej

rozprawie (tacznie 2093 chorych vs 1742 0so6b zdrowych).

Diagnostic OR (95% CI)

—T— Chinnery i wsp. 2000 1,29 (0,85-1,95)
—— Mancuso i wsp. 2007 1,11 (0,75-1,66)
——— Krueger i wsp. 2009 1,49 (0,86-256)
—P— Carrieri iwsp. 2001 147 (087-222)
—.—. Santoro i wsp. 2010 110 (0,91-1,34)
H+— 8 — Maruszak i wsp. w druku 1,34 (1,00-1.280)

L,‘,_I Random Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio = 1,22 (1,07 to 1,39)
Cochran-C = 3,06; df = 5 (p=0,6906)
0z 1 5,0 Inconsistency (l-square)=0,0 %
Diagnostic Odds Ratio Tau-squared = 0,0000

Ryc. 15. Metaanaliza zwiazku haplogrupy H z ryzykiem AD w sze$ciu badaniach, wlacznie z opisywanym
w niniejszej rozprawie (Maruszak i wsp., w druku). Wykres typu forest plot przedstawia warto$¢ ilorazu
szans (Diagnostic OR) oraz przedzial ufnosci (95% CI) uzyskany dla asocjacji haplogrupy H z ryzykiem AD w
kazdym z badan wlaczonych do metaanalizy. Ich autorzy zostali przedstawieni po prawej stronie ryciny.
Podsumowanie wszystkich cytowanych badan oznaczono symbolem diamentu (). Wynik metaanalizy
przedstawia tzw. Pooled Diagnostic OR. Warto$¢ Q-testu Cochran’a oraz parametru I-square obrazuje poziom
heterogenicznos$ci proby, parametr Tau-square opisuje wariancj¢ migdzy badaniami. Warto$ci te wskazuja na
niska heterogeniczno$¢ i niski poziom wariancji migdzy badaniami.
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W metaanalizie, poza opisywanymi tutaj wynikami, uwzglgdniono tylko te badania, w ktorych podano
czestos¢ haplogrupy H (Chinnery i wsp., 2000, Mancuso i wsp., 2007, Kriiger 1 wsp., 2009; Carrieri i
wsp., 2001, Santoro i wsp., 2010). Metaanaliza wykazata, ze haplogrupa H jest istotnym, cho¢ stabym,
czynnikiem ryzyka AD (OR=1,22, 95% CI 1,07-1,39) w populacji kaukaskiej.

4.2.1.3 Haplogrupa T zmniejsza ryzyko LOAD u kobiet

Analiza czgstosci haplogrup, przedstawiona w Tab. 12, wykazata, ze haplogrupa T jest
czynnikiem zwiazanym z obnizonym ryzykiem LOAD w grupie kobiet (p=0,010). Protekcyjna rola
haplogrupy T zostata potwierdzona po przeprowadzeniu wieloczynnikowej analizy regresji (p=0,009,
OR=0,38, 95% CI 0,19-0,79). Natomiast w catej grupie badanej nie stwierdzono zwiazku haplogrupy
T z mniejszym ryzykiem LOAD.

4.2.1.4 Brak wplywu haplogrup mitochondrialnych na ryzyko EOAD

Nie stwierdzono zwiazku zadnej ze specyficznych dla populacji kaukaskiej haplogrup z
ryzykiem EOAD (p>0,05). W Tabeli S13 (Suplement) zestawiono wyniki analizy jednoczynnikowej
dla haplogrup H, J, K, T oraz U, z zastosowaniem dwustronnego doktadnego testu Fishera. Dla
haplogrup I, V, W oraz X nie wykonano obliczen statystycznych ze wzgledu na zbyt niska czgsto$¢ w
grupie EOAD (n=1 lub n=0, Ryc. 13). Podobnie, z uwagi na niska liczebno$¢ grupy EOAD nie

sprawdzano tez czgstosci haplogrup oddzielnie w grupie kobiet i mgzczyzn.

4.2.15 Brak zwiqzku miedzy posiadanq haplogrupq mitochondrialng a wiekiem
zachorowania na LOAD

Nie stwierdzono réznic w wieku zachorowania na LOAD u nosicieli charakterystycznych dla
populacji kaukaskiej haplogrup (test Kruskala-Wallisa, p=0,208; Ryc. 16).
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Ryc. 16. Wykres typu ramka-wasy przedstawiajacy wiek wystapienia pierwszych objawéw LOAD u
nosicieli réznych mitochondrialnych haplogrup, charakterystycznych dla populacji kaukaskiej.
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Rowniez w grupie chorych z EOAD nie stwierdzono réznicy w wieku pojawienia si¢ pierwszych
objawow u nosicieli roznych haplogrup mtDNA (p=0,949).

> Podsumowujac, haplogrupa H stanowi czynnik ryzyka LOAD w calej grupie badanej. W
grupie kobiet haplogrupa T stanowi czynnik protekcyjny. Nie stwierdzono zwiazku nosicielstwa
ktorejkolwiek z haplogrup mitochondrialnych charakterystycznych dla populacji kaukaskiej z
ryzykiem EOAD. Nie wykazano zwiazku haplogrup mitochondrialnych z wiekiem wystapienia
pierwszych objawow LOAD i EOAD.

4.2.1.6 Haplogrupy a nosicielstwo allelu APOE4

Wykonano analizg czgstosci haplogrup H, I, J, K, T, U, V, W oraz X w grupie LOAD oraz w
grupie kontrolnej, uwzgledniajac status APOE4. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic w
czestosciach haplogrup typowych dla populacji kaukaskiej u osoéb o statusie APOE4- w grupie LOAD

w porownaniu z grupa kontrolna (Tab. 13).

Tabela 13. Czgstosci mitochondrialnych haplogrup u nosicieli allelu APOE4 (status APOE4+) oraz u 0sob o
statusie APOE4- w grupie LOAD w pordéwnaniu z grupa kontrolng (K). Analiza statystyczna zostata wykonana z
zastosowaniem testu x> badz dokladnego dwustronnego testu Fishera.

status APOE4+  Nosiciele danej haplogrupy | status APOE4-  Nosiciele danej haplogrupy
i APOE4+ vs pozostali o statusie APOE4- vs
Haplogrupa | LOAD K nosiciele APOE4+ LOAD K pozostali nosiciele APOE4-
n n p OR 95%CI n n p OR 95%CI

H 120 24 0,082 1,65 0,94-291 | 86 108 0,302 1,22 0,83-1,80
| 4 1 1,00 1,06 0,12-969 | 4 5 1,00 1,13  0,30-4,25
J 17 6 0,539 0,73 0,28-194 | 15 28 0,347 0,73 0,38-1,41
K 4 6 0,007 0,16 0,04-060 | 6 10 0,801 0,84 0,30-2,35
T 20 9 0,167 0,55 0,24-1,28 | 18 27 1,00 1,01 0,53-1,92
U 47 11 0,675 1,17 057-2,41 | 32 52 0,467 0,83 0,51-1,36
\ 8 0 0,211 470 0,27-825 |5 8 1,00 0,87 0,28-2,72
W 5 1 1,00 1,33 0,15-116 | 8 3 0,058 3,87 1,01-148
X 4 3 0,163 0,34 0,07-157 |0 1 1,00 0,47 0,02-11,5

Wykazano, ze w grupie osob APOE4+ haplogrupa K jest zwiazana ze zmniejszonym ryzykiem LOAD
(OR=0,16). Wynik ten potwierdzono wykonujac wieloczynnikowa analizg regresji logistycznej,
uwzgledniajac takze wptyw plci i wieku (p=0,014, OR=0,18, 95% CI 0,04-0,70).

Status APOE4+ jest zwiazany z istotnie wyzszym ryzykiem LOAD w obrgbie haplogrup H, J,
T, U i V (Tab. 14). Dla pozostatych haplogrup niskie liczebnosci uniemozliwity precyzyjne
oszacowanie ryzyka, co obrazuja szerokie granice przedziatéw OR. lloraz szans uzyskany osobno dla

APOEA4 (5,28) zawiera sig¢ we wszystkich przedziatach istotnosci.
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Tabela 14. Wptyw nosicielstwa poszczegdlnych haplogrup mitochondrialnych na oddziatywanie allelu APOE4
na ryzyko LOAD. Analiza statystyczna zostala wykonana z wykorzystaniem testu y* lub dwustronnego
doktadnego testu Fishera.

Haplogrupa Grupa LOAD Grupa kontrolna
APOE4+ | APOE4- (n/n) P
H 120/86 24/108 <0,0001 [OR=6,28, 95% CI 3,73-10,6]
| 4/4 1/5 0,301 [OR=5,0, 95% CI 0,39-64,4]
J 17/15 6/28 0,004 [OR=5,29, 95% CI 1,72-16,3]
K 4/6 6/10 1,00 [OR=1,11, 95% CI 0,22-5,62]
T 20/18 9127 0,018 [OR=3,33, 95% CI 1,24-8,95]
U 47/32 11/52 <0,0001 [OR=6,94, 95% CI 3,15-15,3]
\Y 8/5 0/8 0,007 [OR=26,3, 95% CI 1,25-554]
w 5/8 1/3 1,00 [OR=1,88, 95% CI 0,15-23,4]
X 4/0 3/1 1,00 [OR=3,86, 95% CI 0,12-127]
> Podsumowujac, haplogrupa K jest zwiazana z neutralizowaniem wptywu nosicielstwa

przynajmniej jednego allelu APOE4 (p=0,014).

4.2.2 Analiza czesto$ci wybranych polimorfizméw w regionie kodujacym mtDNA

Jednoczynnikowa analiza czesto$ci alleli polimorfizméow w regionie kodujacym mtDNA,
stuzacych do klasyfikacji badanych do haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej,
wykazata istotny statystycznie zwiazek allelu m.9055A z nizszym ryzykiem LOAD (p=0,005, Tab.
15). Wynik ten potwierdzono z zastosowaniem wieloczynnikowej analizy regresji logistycznej

(uwzgledniajacej nosicielstwo allelu APOE4, m.9055G>A, pte¢ oraz wiek) (por. Tab. 16).

Tabela 15. Wyniki jednoczynnikowej analizy czesto$ci polimorfizméw w regionie kodujacym mtDNA w grupie
LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna, takze po podzieleniu badanych ze wzgledu na pte¢. Analiza
statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem testu x* lub dwustronnego doktadnego testu Fishera.

Polimorfizm | WSszyscy badani Kobiety Mezczyzni
mtDNA p OR  95%CI p OR  95%CI p OR  95%CI
m.7028C>T 0,08 130 096-1,73 0,062 1,40 098-199 0,779 108 0,64-1,83
m.10398A>G 0,087 140 095-207 0293 130 080-210 0,104 1,73 0,89-3,35
m.13708G>A 0,204 0,75 048-1,17 0976 1,01 058-1,75 0022 040 0,18-0,87
m.1719G>A 0943 098 054-1,79 0990 1,00 050-2,00 0966 1,03 0,29-3,62
m.4580G>A 0,644 123 050-302 098 099 033299 0481 1,79 0,35-9,08
m.8251G>A 0,225 146 0,79-267 0283 147 0,73-300 0504 150 0,46-4,93
m.12308A>G 0,302 0,84 059-1,17 0,769 094 063-1,40 0,223 0,67 0,35-1,28
m.9055G>A 0,006 0,39 0,20-0,75 0,048 045 0,20-0,99 0,040 0,27 0,08-0,94
m.13368G>A 0,250 0,75 046-122 0010 043 023-082 0,168 1,88 0,77-4,63

W grupie kobiet analiza jednoczynnikowa wykazata istotny statystycznie zwigzek allelu m.9055A
(p=0,048), podobnie jak w catej grupie badanej, oraz allelu m.13368A (p=0,010) z nizszym ryzykiem
zachorowania na LOAD. W wieloczynnikowej analizie regresji logistycznej udziat allelu m.9055A w
zmniejszaniu ryzyka zachorowania na LOAD w grupie Kobiet utracit istotno$¢ statystyczna, choé
warto§¢ OR byla podobna jak w analizie jednoczynnikowej (Tab. 16). Natomiast analiza
wieloczynnikowa potwierdzita protekcyjna role allelu m.13368A w grupie kobiet (p=0,009). Allel
m.13368A definiuje haplogrupe T, wyzej opisana jako czynnik protekcyjny dla osob pici zenskie;j.
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Tabela 16. Wyniki analizy regresji logistycznej, uwzgledniajacej zmienne niezalezne: status APOE4 (+/-), pteé,
wiek oraz polimorfizm w regionie kodujacym mtDNA. Analiza byta prowadzona w catej grupie badanej (grupa
LOAD, grupa kontrolna) oraz po podzieleniu badanych ze wzgledu na pte¢.

Polimorfizm | Wszyscy badani Kobiety Mezczyzni
mtDNA p OR  95% CI p OR 95% CI p OR 95%ClI
m.7028C>T 0,114 1,31 0,94-1,84 0,081 1,44 0,96-2,16 0,857 1,06 0,58-1,94
m.10398A>G 0,442 1,19 0,76-1,85 0,620 1,15 0,66-1,99 0,542 1,26 0,60-2,66
m.13708G>A 0,651 0,89 0,53-1,48 0,776 1,09 0,59-2,05 0,247 0,59 0,24-1,44
m.1719G>A 0,417 0,75 0,38-1,49 0,660 0,84 0,38-1,84 0,386 0,55 0,14-2,11
m.4580G>A 0434 149 055409 0950 1,04 0,29-3,73 0,250 2,83 0,48-16,69
m.8251G>A 0132 1,71 085343 0139 185 082419 0661 1,34 0,36-501
m.12308A>G 0,278 080 054-1,19 0893 097 0,61-155 0,068 049 0,23-1,05
m.9055G>A 0,004 033 0,16-0,70 0,201 047 0,19-1,16 0,008 0,16 0,04-0,62
m.13368G>A 0,120 064 0,37-1,12 0009 038 0,18-0,79 0,292 1,73 0,62-4,82

Takze w grupie mgzczyzn stwierdzono zwiazek m.9055A z nizszym ryzykiem LOAD (Tab. 15, Tab.
16). Wieloczynnikowa analiza regresji logistycznej nie potwierdzita zwiazku allelu m.13708A ze
zmniejszonym prawdopodobienstwem LOAD w grupie mezezyzn, uzyskanego w analizie
jednoczynnikowej (Tab. 15).

Nie stwierdzono zwiazku zadnego z badanych alleli polimorfizméw mtDNA z zachorowaniem na
EOAD (p>0,050).

> Podsumowujac, wykazano, ze allel m.9055A (definiujacy haplogrupg K) jest niezaleznym
czynnikiem zmniejszajacym ryzyko zachorowania na LOAD w calej grupie. Natomiast m.13368A

(definiujacy haplogrupg T) jest czynnikiem protekcyjnym tylko w grupie kobiet.
4.2.3 Analiza klasterow haplogrup mitochondrialnych

4.2.3.1 Klaster HV zwigksza ryzyko LOAD

Okreslono czgstos¢ wystgpowania filogenetycznie pokrewnych haplogrup, pogrupowanych w
klastery: HV, JT, KU oraz IWX w badanych grupach. Analiza jednoczynnikowa wskazata na istotny
statystycznie zwiazek pomigdzy klasterem HV a ryzykiem zachorowania na LOAD w calej grupie

badanej (p=0,022) oraz osobno w grupie kobiet (p=0,039; Tab. 17).

Tabela 17. Zestawienie wynikow jednoczynnikowej analizy (test y° lub dwustronny doktadny test Fishera) dla
klasterow haplogrup w grupie LOAD w pordéwnaniu z grupa kontrolna.

Wszyscy badani Kobiety Mezczyzni

p OR  95%ClI p OR  95%ClI p OR  95%CI
HV 0,022 141 105188 0039 145 1,02-206 0,316 131 0,77-2,22

IWX 0,433 131 0,67-257 0587 124 057-2,74 0498 160 0,41-6,18
KU 0,268 082 0)58-1,16 0,744 093 0,62-1,41 0121 0,60 0,31-1,14
JT 0,063 0,70 049-102 0,017 05 0,35-090 0833 0,93 0,50-1,74

Klaster

Wieloczynnikowa analiza regresji logistycznej, uwzglgdniajaca takie zmienne, jak pte¢, wiek, status
APOE4 oraz klaster HV, potwierdzita zaobserwowany w analizie jednoczynnikowej udziat klastera

HV w podwyzszaniu ryzyka zachorowania na LOAD (p=0,018; Tab. 18). Zwiazek ten jest znamienny
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statystycznie takze osobno w grupie kobiet (p=0,043). U mgzczyzn wspomniana zalezno$¢ wystgpuje

jedynie w postaci trendu (Tab. 17, 18).

Tabela 18. Zestawienie wynikow wieloczynnikowej analizy regresji logistycznej ryzyka LOAD, w ktorej poza
przynaleznoscia do odpowiedniego klastera haplogrup uwzglgdniono jako zmienne niezalezne takze wiek
zachorowania/badania (w przypadku osob z grupy kontrolnej), nosicielstwo allelu APOE4 oraz ple¢ badanych.

Wszyscy badani Kobiety Mezczyzni

p OR 95%ClI p OR 95%ClI D OR 95%Cl
HV 0,018 151 1,07-2,11 0,043 152 1,01-2,28 0,227 1,45 0,79-2,67

WX 0,393 1,38 0,66-2,92 0,496 1,35 0,57-3,23 0,607 1,46 0,34-6,29
KU 0,155 0,74 0,50-1,12 0,696 0,91 0,56-1,47 0,046 0,46 0,22-0,99
JT 0,099 0,70 0,46-107 0,025 054 0,32-093 0,752 1,12 0,55-2,31

Klaster

Na Ryc. 17 przedstawiono klaster HV na tle innych zmiennych wiaczonych do modelu

wieloczynnikowej regresji logistycznej.

95% ClI :
Klaster HV [1,07-2,11] - —o—f
status APOE4 [4,02-824] 4 | : ° |
wiek [1,11-119] 4 i@
pleé [0,55-1,13] 4 F¥H
; v L] * T T v L} ' L} v T b 1 h 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

OR

Ryc. 17. Wyniki analizy wieloczynnikowej regresji logistycznej uwzgledniajacej zmienne: pleé, wiek,
status APOE4 oraz nosicielstwo klastera HV.

Metaanaliza dotyczaca udzialu klastera HV w zachorowaniu na LOAD, obejmujaca szes$¢
opublikowanych badan oraz badania opisywane w niniejszej rozprawie, nie wykazala istotnej
zalezno$ci pomigdzy nosicielstwem klastera HV z ryzykiem LOAD (Ryc. 18A).

Jednak jezeli z modelu usunie si¢ skrajnie odbiegajace od pozostatych badan wyniki uzyskane przez
Elson i wsp. (2006) dla grupy MITOKOR (dawcy mozgow ze Stanow Zjednoczonych; grupa MRC —
dawcy z Wielkiej Brytanii), heterogenicznos¢ badanej proby zmniejsza si¢ (Q-test Cochran’a) i
metaanaliza tych badan (tacznie 1950 chorych z AD vs 1627 oséb z grupy kontrolnej) stwierdza
istotng statystycznie asocjacje pomig¢dzy nosicielstwem klastera HV a zachorowaniem na LOAD

(OR=1,25, 95% CI 1,07-1,46; Ryc. 18B).



4 WYNIKI

A)
Diagnostic OR (95% CI)
T
—— Chinnery iwsp. 2000 1,29 (0,85-1,95)
& I Elsoniwsp. 2006-MITOKORO.50 (0,24 -1,01)
—i Elsoniwsp. 2006-MRC 212 (1,06-424)
——.—'— Mancuso iwsp. 2007 1,22 (0,82-1.80
—T Kruegeriwsp. 2009 1,49 (0,86 -2 56)
Maruszak i wsp.w druku 1,41 (1,05-1.28)
—.— I Santoro i wsp. 2010 1,06 (0,88-128)
I
¢ Fandom Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio =1,22 (0,98 to 1,51)
Cochran-C = 11,90; df = 6 (p = 0,0642)
0z 1 5,0 Inconsistency (l-square) =496 %
Diagnostic Odds Ratio Tau-squared =0,0364
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Diagnostic OR (95% CI)
——;—.-;— Chinnery i wsp. 2000 1,29 (0,85-1,95)
- T L Elsoniwsp. 2006-MRC 212 (1,06-424)
—H—— Mancuso i wsp. 2007 1,22 (082-1.80)
— Kruegeriwsp. 2008 1,49 (0,86-256)
Maruszak i wsp.w druku 1,41 (1,05-1288)
—.— I Santoro i wsp. 2010 1,06 (0,88-1,28)
I I
i_’_i Random Effects Model
Pooled Diagnostic Odds Ratio=1,25 (1,07 to 1,46)
Cochran-Q =602, df = 5 (p =0,3042)
02 1 5.0 Inconsistency (I-square) = 17,0 %
Diagnostic Odds Ratio Tau-squared = 0,0067

Ryc. 18. Wynik metaanalizy zwiazku klastera HV z zachorowaniem na chorobe Alzheimera w A) siedmiu
i B) szeSciu badaniach, wlacznie z opisywanym w niniejszej rozprawie (Maruszak i wsp. w druku). Rycina
B pokazuje wynik metaanalizy po wykluczeniu skrajnie odbiegajacego wyniku, uzyskanego przez Elson i wsp.
(2006) w grupie MITOKOR. Wykresy typu forest plot A) i B) przedstawiaja warto$¢ ilorazu szans (Diagnostic
OR) oraz przedziat ufnosci (95% CI) kazdego z uwzglednionych w metaanalizie badan. Ich autorzy zostali
podani w prawej czgsci ryciny. Podsumowanie wszystkich uwzglednionych w metaanaizie badan zostato
oznaczone symbolem diamentu (4). Warto$¢ Q-testu Cochran’a oraz parametru I-square obrazuje poziom
heterogenicznosci proby, natomiast parametr Tau-square opisuje wariancj¢ migdzy badaniami. Wartosci te na
Ryc. 18B wskazuja na niska heterogeniczno$¢ i niski poziom wariancji migdzy badaniami. Wyeliminowanie z
metaanalizy wyniku uzyskanego przez Elson i wsp. (2006) w grupie MITOKOR zmniejszyto heterogeniczno$é
pozostatych badan i wariancj¢ migdzy nimi.

4.2.3.2 Klaster TJ obniza ryzyko LOAD w grupie kobiet, a klaster KU — w grupie meZczyzn

Poza potwierdzeniem zaobserwowanego w mniejszej grupie badanej (Maruszak i wsp., 2009)
zwigzku klastera HV z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na LOAD, stwierdzono, ze klaster TJ
w grupie kobiet (p=0,025), a klaster KU w grupie mezczyzn (p=0,046) stanowia czynniki protekcyjne,
specyficzne dla ptci badanych (Tabele 17, 18).
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4.2.3.3 Brak zwiqzku czestosci klasterow haplogrup mitochondrialnych 7 ryzykiem EOAD
Nie stwierdzono zwiazku klastera HV z ryzykiem EOAD (p=0,283, OR=0,70, 95% CI 0,38-

1,31). Jednoczynnikowa analiza czgstosci klasterow haplogrup w grupie EOAD w poréwnaniu z grupa
kontrolna nie wykazata zwiazku Zadnego z nich z ryzykiem EOAD (p>0,05, dwustronny doktadny test
Fishera).

4.2.3.4 Zwiqzek haplogrup mitochondrialnych oraz ich klasterow 7 konwersjq ltagodnych
zaburzen poznawczych do LOAD

Dodatkowa grupe do zbadania roli haplogrupy H i klastera HV w LOAD stanowily osoby z
rozpoznaniem tagodnych zaburzen poznawczych (MCI), a szczegélnie te, ktore z biegiem lat
rozwingty LOAD. Kazdego roku u 15% o0séb ze zdiagnozowanymi MCI dochodzi do konwersji do
petnoobjawowej AD (Blennow i Hampel, 2003), stad interesujace wydato si¢ sprawdzenie

wystepowania zmian sekwencji mtDNA, ktore moglyby by¢ charakterystyczne dla tych chorych.

60% | = MCI>LOAD
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Ryc. 19. Czestosci mitochondrialnych haplogrup u oséb z diagnoza lagodnych zaburzen poznawczych
(MCI), ktore rozwingly LOAD (MCI>LOAD) w poréwnaniu z tymi, ktérzy pozostaja nadal w stadium
MCI.

Wyniki analizy czgstosci haplogrup mitochondrialnych u oséb z diagnoza MCI, ktore rozwingly
LOAD, w poréwnaniu z osobami, ktore pozostaty w stadium MCI przedstawiono na Ryc. 19.
Najczestsza haplogrupa u tych, ktorzy rozwingli LOAD (N=23), jest H (56,5%). Jednak czgstosc¢ tej
haplogrupy (p=0,239, OR=1,85, 95% CI 0,73-4,67) ani pozostatych haplogrup w grupie osob, ktore
rozwingly LOAD w pordéwnaniu z pozostatymi z MCI, nie jest istotnie rézna (p>0,05), rowniez po
stratyfikacji grupy badanej ze wzgledu na ple¢. Podobnie, zwiazek klastera HV z ryzykiem rozwoju
LOAD w grupie MCI ma jedynie warto$¢ trendu statystycznego (p=0,064, OR=2,5, 95% CI 0,95-
6,59).



4 WYNIKI

Wykonano analiz¢ wieku, w jakim nastapita konwersja z MCI do LOAD u nosicieli poszczegolnych
haplogrup. Uzyskano, ze nosiciele haplogrupy U rozwijaja LOAD w pdzniejszym wieku niz nosiciele
H (test Manna-Whitneya, p=0,023, 80,4+1,81 lata vs 71,9+2,40).

Porownanie dhugosci okresu pomigdzy rozpoznaniem MCI a konwersja do LOAD wskazato na brak
znaczacych réznic pomigdzy nosicielami haplogrupy H i U [p=0,112, test Log-rank (Mantel-Cox),
Ryc. 20].
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Ryc. 20. Poréwnanie dlugosci okresu, jaki uplynal od postawienia diagnozy lagodnych zaburzen
poznawczych (MCI) do rozwinigcia LOAD u nosicieli haplogrupy H i U.

> Podsumowujac, nie wykazano istotnego statystycznie zwiazku haplogrup mitochondrialnych z
ryzykiem konwersji z MCI do LOAD. Uzyskane wyniki wskazuja, ze haplogrupa H w badanej grupie
MCI wiaze si¢ z wczeSniejszym wystapieniem objawow LOAD w pordéwnaniu z haplogrupa U
(p=0,023).

4.2.4 Poznoobjawowa choroba Alzheimera w grupie stulatkow

Dodatkowa grupe poréwnawcza stanowilo 173. stulatkow (145 kobiet, 28 mezczyzn) z

populacji polskiej. We wspomnianej grupie u 105 osob (92 kobiety, 13 mezczyzn) rozpoznano
klinicznie LOAD, u 13 0séb rozpoznano MCI, u 9 otepienie naczyniopochodne. W grupie stulatkow
mezezyzni stanowia mniejszos¢ (Ryc. 21). Jednak réznica pomigdzy liczba kobiet i mgzczyzn w
badanej grupie stulatkow dotknietych LOAD jest nieistotna statystycznie (p=0,140).
Zarowno u kobiet i mezczyzn z grupy stulatkow z rozpoznaniem LOAD najczestsza haplogrupa jest H
(kobiety 45,7%, mezczyzni 38,5%). Analiza zwiazku haplogrup z zachorowaniem na LOAD
przeprowadzona w grupie stulatkow nie wykazata zwiazku klastera HV (p=0,543, OR=1,15, 95% CI
0,73-1,80) i haplogrupy H (p=0,548, OR=1,15, 95% CI 0,73-1,80) z ryzykiem LOAD. Ponadto, 5,7%
(n=6) stulatkéw z rozpoznaniem LOAD posiada przynajmniej jeden allel APOE4 (p=0,001, OR=0,24,
95% CI 0,01-0,57), podczas gdy wsrod stulatkow bez LOAD odsetek os6b z APOE4 wynosi 4,41%.
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Ryc. 21. Czesto$¢ wystepowania LOAD u stulatkéw obu plci.

Na Rycinie 22 przedstawiono czgstosci haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej w
grupie kobiet-stulatek z rozpoznaniem LOAD w poréwnaniu z kobietami z grupy kontrolne;.
Haplogrupa U zwiazana jest na granicy istotnosci statystycznej z dwukrotnie nizszym ryzykiem
zachorowania na LOAD u stulatek (p=0,054, OR=0,49, 95% CI 0,23-1,01). W grupie kobiet nie
stwierdzono zwiazku haplogrupy H ani T z ryzykiem LOAD (p>0,05).
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Ryc. 22. Czgstosci haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej w grupie stuletnich kobiet
chorych na LOAD oraz u kobiet z grupy kontrolnej.

W mniej licznej grupie megzczyzn-stulatkow stwierdzono obecnos¢ tylko niektorych haplogrup

charakterystycznych dla populacji kaukaskiej - H, K, U, X (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Czestosci haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej w grupie stuletnich mezczyzn
z LOAD oraz u mezezyzn z grupy kontrolnej.

Nie stwierdzono zwiazku zadnej z analizowanych haplogrup z modyfikowaniem ryzyka zachorowania
na LOAD u mgzczyzn-stulatkow. Ponadto, zarbwno w grupie kobiet, jak i w grupie mgzczyzn nie
stwierdzono asocjacji zadnego z definiujacych haplogrupy polimorfizméw regionu kodujacego

mtDNA z ryzykiem LOAD (p>0,05).

4.2.5 Haplogrupa J czynnikiem niesprzyjajacym dlugowiecznosci

Poza analiza wplywu haplogrup mitochondrialnych na ryzyko LOAD, zbadano wptyw
haplogrup na dtugowiecznos$¢. Analiza jednoczynnikowa, z zastosowaniem dwustronnego doktadnego

testu Fishera wykazata, ze haplogrupa J jest istotnie rzadsza wsrdd stulatkow (p=0,027, Ryc. 24).
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Ryc. 24. Czestosci haplogrup charakterystycznych dla populacji kaukaskiej w grupie stulatkow w
poréwnaniu z grupa kontrolna; *p<0,050.

Zaleznos$¢ tg potwierdzita takze wieloczynnikowa analiza regresji logistycznej, uwzgledniajaca poza

badang haplogrupa czynniki zwiazane z dlugowieczno$cia - ple¢ oraz status APOE4 (p=0,043,
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OR=0,43, 95% CI 0,19-0,97). Ponadto, przynaleznos¢ do klastera TJ zmniejsza ok. dwukrotnie
prawdopodobienistwo zostania stulatkiem lub stulatka (OR=0,52, 95% CI 0,31-0,87, p=0,013),
réwniez jezeli w modelu uwzgledni si¢ pte¢ badanych czy status APOE4 (OR=0,53, 95% CI 0,31-
0,90, p=0,019).

> Nie stwierdzono zwiazku pomig¢dzy zachorowaniem na LOAD w grupie stulatkéw a rodzajem
haplogrupy mitochondrialnej. Wykazano, ze haplogrupa J zmniejsza prawdopodobienstwo osiagnigcia

dlugowiecznosci.

4.2.6 Analiza podhaplogrup i ich podtypéw

W zamieszczonej w Suplemencie Tabeli S12 przedstawiono czgstosci podhaplogrup i ich
podtypow w grupie chorych z EOAD, LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna. Podhaplogrupy i ich
podtypy okre§lono na podstawie polimorfizmoéw regionu kontrolnego (RK) mtDNA oraz — w
przypadku podhaplogrup i podtypéw haplogrupy H - na podstawie polimorfizmoéw regionu
kodujacego mtDNA. Kazda z haplogrup dzieli si¢ przynajmniej na kilka podhaplogrup. Najwigce;j
podhaplogrup stwierdzono w haplogrupach H i U, ktore jednocze$nie stanowia najczgstsze haplogrupy
u wszystkich badanych.
Wsroéd badanych podtypow jedynie HI1*, HIC, oraz USal maja czgstos¢ > 4% (Tab. S12).
Podhaplogrupa USal jest powigzana ze zmniejszonym ryzykiem LOAD, zaréwno w analizie
jednoczynnikowej (p=0,018, OR=0,41, 95% CI 0,20-0,85), jak i w modelu regresji logistycznej
obejmujacym inne czynniki ryzyka LOAD (status APOE4, wiek, pte¢), gdzie jest zwigzana z ok.
dwukrotnie nizszym ryzykiem LOAD (p=0,043, OR=0,41, 95% C1 0,18-0,97).
Ponadto, wsérod przedstawionych w Tab. S12 podhaplogrup i ich podtypéw o nizszej czgstosci
wystepowania, w analizie jednoczynnikowej podhaplogrupa U2 jest istotnie statystycznie zwiazana z
ryzykiem LOAD (p=0,045, OR 3,60, 95% CI 1,03-12,6). Ponadto, podhaplogrupe U3 stwierdzono
wytacznie w grupie LOAD (p=0,022, OR 11,5, 95% CI 0,65-202,2). Jednak wieloczynnikowa analiza
regresji logistycznej, uwzgledniajaca status APOEA4, wiek, pte¢ oraz U2 lub U3, nie potwierdzita
zwiazku obu podhaplogrup z ryzykiem LOAD (odpowiednio p=0,125, p=0,999).

4.2.6.1 Analiza czestosci podhaplogrup i podtypow haplogrupy H

Poniewaz przedstawione wyzej wyniki wskazuja na role haplogrupy H oraz klastera HV jako
czynnikéw ryzyka LOAD, nastepnie przeprowadzono analize czestosci podhaplogrup i podtypow
haplogrupy H, aby sprawdzi¢, czy ktoras/ktory$ z nich odpowiada za zidentyfikowana asocjacje
haplogrupy H z ryzykiem LOAD.

Czes¢ z 39. opisanych podhaplogrup i podtypow H (van Oven i Kayser, 2009) mozna okresli¢ na
podstawie zmienno$ci RK mtDNA, jednak dla wigkszo$ci z nich nalezy wykonaé genotypowanie
polimorfizmow w regionie kodujacym mtDNA. Najpierw okre§lano obecnos¢ podhaplogrup o
wysokiej czestosci wystgpowania (H1, H2, H3, HS5), a nastgpnie identyfikowano rzadkie

podhaplogrupy, zaczynajac analiz¢ od zmian niesynonimicznych. Osoby, dla ktorych nie udato si¢
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ustali¢ podhaplogrupy H zostaty okreslone jako nalezace do pozostatych podhaplogrup H (w Tab. S12
i na Ryc. 25 zostaly oznaczone jako H'). Wyniki zostaty zebrane na Ryc. 25.
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Ryc. 25. Zestawienie czestosci (%) podhaplogrup H, zaobserwowanych w grupie LOAD oraz w grupie
kontrolnej. Podhaplogrupa H5 zostala okre$lona na rycinie jako H5°36 wg nazewnictwa bazy danych
Phylotree.org.

Najczgstsza podhaplogrupa w grupie chorych na LOAD jest H1 (19%), druga co do czgstosci jest
natomiast H5°36 (5,7%). Czgsto$ci pozostatych podhaplogrup i badanych podtypéw nie przekroczyty
wartosci 4% zaré6wno w grupie chorych na LOAD, jak i w grupie kontrolnej (Tab. S12, Ryc. 25).
Sposrod  badanych podhaplogrup, H16 wystapita jedynie w grupie LOAD. W analizie
jednoczynnikowej z wykorzystaniem dwustronnego doktadnego testu Fishera H16 okazata si¢ istotnie
powiazana z ryzykiem LOAD (p=0,040). Poza podhaplogrupa H16 nie stwierdzono réznic w czgstosci
pozostalych podhaplogrup H pomigdzy grupa chorych na LOAD a grupa kontrolng (p>0,050).

4.2.6.1.1 Interakcja podhaplogrupy H5 i APOE4

Chociaz nie wykazano réznic w czgstosci wystgpowania podhaplogrupy H5 u chorych z

LOAD w poroéwnaniu z grupa kontrolng, analiza regresji logistycznej (uwzglgdniajaca zmienne:
podhaplogrupa H5, status APOE4, pte¢, wiek, interakcja status APOE4 x podhaplogrupa H5)
wykazala, ze interakcja podhaplogrupy H5 z nosicielstwem allelu APOE4 ma istotnie silniejszy
wplyw na zachorowanie na LOAD (p=0,009, OR=33,13) w poréwnaniu z samym wplywem
nosicielstwa przynajmniej jednego allelu APOE4 (OR=5,12).
Analiza synergii pomiedzy statusem APOE4+ a podhaplogrupa H5 wykazata silng relacje
synergistyczna miedzy tymi zmiennymi (SF=24,34, p=0,013). Sposréd 23. osob z LOAD i
podhaplogrupa HS5, 21. posiada przynajmniej jeden allel APOE4 (Tab. 19). W grupie kontrolnej
proporcja nosicieli podhaplogrupy H5 o statusie APOE4+ przedstawia si¢ odwrotnie — jedna osoba z
grupy kontrolnej posiada haplogrupe H5 i genotyp APOE3/4, pozostate osoby z podhaplogrupa H5
maja status APOE4- (Tab. 19).
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Tabela 19. Analiza synergii pomigdzy podhaplogrupa H5 a statusem APOE4. Iloraz szans dla osob nie
posiadajacych H5 i allelu APOE4 byt traktowany jako referencyjny dla pozostatych porownan (OR=1).

Podhaplogrupa H5 | APOE4 | Grupa kontrolna, n Chorzy zLOAD,n OR
- - 243 179 1,0
+ - 11 2 0,25
- + 63 220 4,74
+ + 1 21 28,51

> Podsumowujac, interakcja podhaplogrupy HS5 z APOE4 sprzyja wyzszemu ryzyku
zachorowania na LOAD (OR=33,13) niz pojedyncze oddziatywanie APOE4.

4.2.6.2 Haplogrupy i podhaplogrupy wiqzane z fenotypem czesciowego rozpriegania
fosforylacji oksydacyjnej obnizajq ryzyko LOAD

W celu weryfikacji hipotezy o roli haplogrup wiazanych z cze$ciowym rozprzeganiem
fosforylacji oksydacyjnej w zachorowaniu na LOAD (Wallace i wsp., 2003), pogrupowano
haplogrupy i podhaplogrupy niosace zmiany w CYTB oraz ATP6 (U4, U5al, K, Jlc, J2, T) wedlug
narastajacej liczby polimorfizméw w tych genach. Opisano powyzej zwiazek podhaplogrupy U5al w
catej grupie badanej oraz klastera TJ w grupie kobiet z obnizonym ryzykiem LOAD. Pozostale
haplogrupy i podhaplogrupy wiazane z czg$ciowym rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej maja
niska czestos$¢, stad rozpatrujac je osobno mozna nie uchwyci¢ ich znaczenia dla zachorowania na
LOAD. Dlatego postanowiono zbada¢ ich wplyw na ryzyko zachorowania na LOAD poprzez
stopniowe dodawanie ich do siebie.
Agregujac zatem kolejno podhaplogrupy i haplogrupy — najpierw z klastera KU, nastgpnie dodajac
haplogrupe J (sprawdzajac oddzielnie takze jej dwie podhaplogrupy Jlc, J2), i w koncu haplogrupg T,
uzyskano, ze w calej grupie badanej zagregowane haplogrupy i podhaplogrupy wiazane z
rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej sa istotnie statystycznie zwiazane z mniejszym ryzykiem
zachorowania na LOAD (Tab. 20), takze jesli wilaczy si¢ je do wieloczynnikowej analizy regresji

logistycznej (Tab. 21).

Tabela 20. Zestawienie wynikéw jednoczynnikowej analizy czgstosci haplogrup i podhaplogrup wiazanych z
czegsciowym rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej w grupie chorych na LOAD w poréwnaniu z grupa
kontrolng oraz po podzieleniu badanych ze wzgledu na pte¢ (test x%, dwustronny doktadny test Fishera).

Analiza jednoczynnikowa | Wszyscy badani Kobiety Mezczyzni
OR 95% ClI p OR  95%ClI p OR  95%CI p

U4+Ubal+K 0,58 0,38-0,89 0,013 0,70 042-115 0161 0,38 0,17-0,88 0,024
U4+Ub5al+K+J 0,58 0,41-0,83 0,002 0,72 047-1,09 0,124 0,34 0,20-0,69 0,002
U4+U5al+K+J1c 0,59 0,41-0,85 0,005 0,77 050-1,20 0,246 0,32 0,16-0,64 0,001
U4+Ubal+K+J1c+J2 0,61 0,43-0,88 0,008 0,75 049-1,16 0195 0,39 0,20-0,75 0,005
U4+U5al+K+J1c+J2+T 0,62 0,45-0,84 0,003 058 0,39-08 0,005 068 0,39-1,19 0,179
U4+U5al+K+J+T 0,58 0,42-0,79 0,0006 056 0,38-0,82 0,003 062 0,36-1,07 0,087
U+K+J+T 0,69 0,51-0,92 0,012 0,68 048-097 0,03 068 0,40-1,15 0,152

Uzyskane wyniki analizy wplywu zagregowanych podhaplogrup i haplogrup w grupie kobiet
wskazuja na wyrazny wplyw haplogrupy T na ryzyko LOAD. W grupie m¢zczyzn stwierdzono, ze
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gtowna rolg w zmniejszaniu ryzyka zachorowania na LOAD zaré6wno w analizie jedno- jak i

wieloczynnikowej odgrywaja zagregowane haplogrupy i podhaplogrupy U4, U5al oraz K.

Tabela 21. Zestawienie wynikow wieloczynnikowej analizy regresji logistycznej, ktora obejmowata zmienne:
pte¢, wiek zachorowania, nosicielstwo allelu APOE4 oraz zagregowane haplogrupy i podhaplogrupy o
postulowanej funkcji w czgsciowym rozprzegganiu fosforylacji oksydacyjne;j.

Analiza wieloczynnikowa Wszyscy badani Kobiety Mezczyzni
OR  95%ClI p OR  95%Cl p OR 95%ClI p

U4+Ubal+K 0,58 0,35-0,96 0,036 0,73 040-1,33 0,303 0,34 0,13-0,87 0,025
U4+US5al+K+J 0,64 0,43-0,96 0,030 0,47 0,47-1,25 0,287 0,44 0,22-0,91 0,026
U4+UbSal+K+J1c 0,64 0,42-0,99 0,043 0,79 0,47-1,32 0,367 0,41 0,19-0,89 0,025
U4+U5al1+K+J1c+J2 0,69 0,46-1,05 0,085 081 0,49-1,33 0,395 0,50 0,24-1,07 0,074
U4+U5al+K+J1c+J2+T 0,63 0,44-0,91 0,013 0,58 0,37-0,90 0,015 0,77 0,40-1,47 0,427
U4+U5al+K+J+T 0,59 0,41-0,84 0,004 056 0,36-0,86 0,009 067 0,35-1,25 0,208
U+K+J+T 0,64 0,46-0,91 0,012 064 042-097 0,037 066 0,36-1,21 0,182

> Poprzez stopniowe grupowanie podhaplogrup i haplogrup U4, U5al, K, Jic, J2, T
zweryfikowano pozytywnie hipoteze Wallace i wsp. (2003) o ich protekcyjnym wplywie na
zapadalno$¢ na choroby neurozwyrodnieniowe — W tym przypadku na LOAD. Podsumowujac,
uzyskane wyniki wskazuja na protekcyjna rolg haplogrup i podhaplogrup wiazanych z rozprzeganiem
fosforylacji oksydacyjnej, takze jezeli uwzgledni si¢ obecnos¢ innych czynnikow wplywajacych na

ryzyko zachorowania na LOAD.

4.2.7 Analiza zmiennos$ci regionu kontrolnego mtDNA w grupie AD w poréwnaniu z

grupa kontrolna

W RK mtDNA badanych stwierdzono 244 réznych homoplazmatycznych polimorfizméw o
charakterze jednonukleotydowych podstawien, z ktorych 90 wystgpowato w grupie EOAD, 203 w
grupie LOAD, oraz 175 w grupie kontrolnej. Wszystkie zidentyfikowane zmiany zebrano w Tabeli
S14 (Suplement). W grupie stulatkéw zidentyfikowano 131 roznych jednonukleotydowych
podstawien, jednak z uwagi na to, ze charakterystyka tej grupy nie jest przedmiotem tej pracy, nie
zostana one szczegdélowo omoéwione.

Ponadto, u oséb z LOAD oraz w grupie kontrolnej poza jednonukleotydowymi podstawieniami
stwierdzono obecno$¢ pieciu roznych delecji (w tym trzy jednonukleotydowe, jedna
dwunukleotydowa oraz jedna trzynukleotydowa) oraz insercji w o$miu roznych pozycjach

nukleotydowych (m.42, m.309, m.310, m.315, m.455, m.490, m.573). Przedstawiono je w Tabeli 22.
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Tabela 22. Poréwnanie czgstoSci wystgpowania insercji i delecji w regionie kontrolnym mtDNA w grupie
chorych na LOAD, EOAD i w grupie kontrolnej.

Grupa LOAD, n Grupa kontrolna, n Grupa EOAD, n

Delecje

m.249D 2 1 1
m.307-309D 0 1 0
m.498D 5 0 0
m.16257D 1 0 0
m.523-524D 43 28 9
Insercje

m.42.1G 0 1 0
m.309.1C 231 173 24
m.309.2C 58 35 2
m.309.3C 0 1 0
m.310.1T 2 1 0
m.315.1C 413 308 46
m.455.1T 3 3 1
m.523.1C m.523.2A 37 33 7
m.573nC 18 9 1

D - delecja

We wszystkich badanych grupach zaobserwowano takze zmiany heteroplazmatyczne (Tab. 23).

Przyktad heteroplazmii punktowej pokazano na Ryc. 26.

E i -

I 2T6GTATCTOCOGT®AC

Ryc. 26. Heteroplazmia w pozycji m.16093.

Pozycje nukleotydowe: m.204, m.152, m.195, m.16093, m.16189 oraz m.16519 sa znanymi miejscami
typu hotspot w RK mtDNA (Santos i wsp., 2008; Irwin i wsp., 2009). W grupie LOAD stwierdzono
12 przypadkoéw heteroplazmii punktowej, dotyczacej o$miu pozycji w RK mtDNA. Czgstosé
wystepowania heteroplazmii punktowej w grupie LOAD wynosi 2,8%. W grupie kontrolnej
heteroplazmie odnotowano w siedmiu pozycjach. Czesto$¢ heteroplazmii punktowej w grupie
kontrolnej wynosi 2,2%. W trzech pozycjach heteroplazmia wystepuje zaréwno w grupie LOAD, jaki
i w grupie kontrolnej (Tab. 23).

Pomigdzy badanymi grupami nie stwierdzono réznic w czgstosci heteroplazmii dtugosci (dotyczacej
traktow homopolimerycznych w RK migdzy nukleotydami 16184-16195, 303-315, 568-573 oraz
traktu powtorzen AC w pozycji 515-523).

W grupie EOAD polimorfizmy wykazujace heteroplazmatycznos$¢ alleli sa specyficzne wylacznie dla
tej grupy (m.195T/C, m.497C/T, m.16129G/A) i nie stwierdzono ich w grupie LOAD ani w grupie
kontrolnej. Czgstos¢ wystgpowania heteroplazmii punktowej w grupie EOAD jest wyzsza niz w

LOAD i w grupie kontrolnej (6,12%), jednak r6znica ta nie jest istotna statystycznie (p=0,153).
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Tabela 23. Zestawienie jednonukleotydowych zmian heteroplazmatycznych, zaobserwowanych w regionie

kontrolnym u chorych z LOAD, EOAD i w grupie kontrolnej.

Zmiany heteroplazmatyczne

Grupa LOAD, n

Grupa kontrolna, n

Grupa EOAD, n

m.152T/C
m.195T/C
m.204T/C
m.310C/T
m.497C/T
m.499G/A
m.16093C/T
m.16129G/A
m.16183C/A
m.16189C/T
m.16192C/T
m.16193C/T
m.16291C/T
m.16294C/T
m.16301C/T
m.16519T/C

3
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> Podsumowujac, nie stwierdzono réznic w czgstosci heteroplazmii dtugosci ani w czestosci

heteroplazmii punktowej pomigdzy chorymi na LOAD, EOAD i grupa kontrolna.

4.2.7.1 Identyfikacja nowych wariantow mtDNA

Wsrdd zidentyfikowanych polimorfizmow stwierdzono warianty nieopisane dotad w bazach

danych MITOMAP oraz Human Mitochondrial Genome Database. Przedstawiono je w Tab. 24.

Dziewig¢ z nich wystepuje wylacznie w grupie LOAD, trzy w grupie kontrolnej.

Tabela 24. Zidentyfikowane nowe warianty w regionie kontrolnym mtDNA, nieopisane w bazach danych
(MITOMAP, Human Mitochondrial Genome database, 30.06.2010). Podstawienia nukleotydowe podano
wzgledem sekwencji referencyjnej (rCRS) oraz przedstawiono ich usytuowanie w funkcjonalnych fragmentach
regionu kontrolnego.

. Chorzyz  Grupa Haplogrupa . - La
Wariant LOADY n kont?olna, n mtBN%‘ P Pleé Wiek Locus APOE
m.16A>T 1 0 U5al K 66 7S DNA 23
m.203G>C 1 0 H2 K 80 HVSII, OH 33
m.211A>G 1 0 Jic K 79 HVSII, OH 34
m.273C>T 1 0 H6 M 68 OH, TFY, HVSII 34
m.299D 1 0 H6 K 71 CSB2, TFY, HVSII 34
m.16474G>T 1 0 Klc K 73 -- 33
m.16290C>G 1 0 A8 K 76 HVSI, 7S DNA 33
m.16213G>C 1 0 Hilc M 68 HVSI, 7S DNA 44
m.16078A>C 1 0 U3 K 79 HVSI 44
m.490.1C 0 1 Jic M 65 HVSIII 33
m.42.1G 0 1 H1l K 61 7S DNA 33
m.16179C>G 0 1 Jic K 79 7S DNA, HVSI 24

# wiek (w latach) wystapienia pierwszych objawow LOAD badz wiek pobrania krwi — w przypadku osoby z grupy kontrolnej; D- delecja; K-
kobieta; M- mezczyzna; HVSI-II1- region hiperzmienny I-111; TFY - miejsce wiazania mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego, OH -

miejsce poczatku syntezy nici H; CSB2 (Conserved sequence block 2)

W przypadku wariantu m.42.1G w tej samej pozycji nie odnotowano dotychczas innych
polimorfizméw badz mutacji (MITOMAP, Human Mitochondrial Genome Database, 30.06.2010), w



odroznieniu od pozostatych wariantow, zidentyfikowanych w niniejszym badaniu. Polimorfizm
m.16A>T zostal stwierdzony u jednej osoby z LOAD, wykryto go takze w populacji polskiej u chorej
z rakiem endometrium (Czarnecka i wsp., 2009). Ponadto, wariant m.273C>T jest obecny w postaci
heteroplazmatycznej w migs$niu chorego na jedng z choréb mitochondrialnych (Del Bo i wsp., 2003).

W grupie EOAD nie stwierdzono zadnych nieopisanych wariantow.

4.2.7.2 Roinice w czestosci polimorfizmow w regionie kontrolnym w grupie AD oraz W

grupie stulatkéow w porownaniu 7z grupq kontrolng

Analiza czgsto$ci polimorfizméw w regionie kontrolnym mtDNA wykazata, ze frekwencja

siedmiu z nich, m.217T>C, m.242C>T, m.497C>T, m.16126T>C, m.16343A>G, m.16129G>C oraz
m.16224T>C, istotnie r6zni si¢ pomigdzy grupa LOAD a grupa kontrolna (Tabela 25).
Zastosowanie wieloczynnikowej regresji logistycznej (uwzgledniajacej pte¢, wiek, status APOE4 oraz
wspomniany polimorfizm) wykazalo istotne statystycznie protekcyjne znaczenie alleli m.16224C
(p=0,028), m.242T (p=0,039) oraz m.497T (p=0,002) (Tab. 25). Allel m.242T jest jednym z markerow
definiujacych podhaplogrupe J1bl, podczas gdy m.16224C jest jednym z markeréw haplogrupy K, a
m.497T — podhaplogrupy Kla.

Tabela 25. Zestawienie wynikéw jedno- i wieloczynnikowej analizy znaczenia polimorfizmow regionu
kontrolnego (RK), m.217T>C, m.242C>T, m.497C>T, m.16126T>C, m.16343A>G, m.16129G>C oraz
m.16224T>C, w grupie LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna. Analiza statystyczna zostala wykonana z
wykorzystaniem dwustronnego doktadnego testu Fishera. W wieloczynnikowej analizie regresji logistycznej
uwzgledniono zmienne pte¢, wiek, status APOE4 oraz badany polimorfizm.

Polimorfizm Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
RK mtDNA p OR 95% ClI p OR  95%CI
m.217T>C 0,019 5,02 1,26-20,03 0,079 4,42 0,84-23,19
m.242C>T 0,036 0,25 0,07-0,92 0,039 0,20 0,04-0,92
m.497C>T 0,003 0,21 0,07-0,61 0,002 0,15 0,05-0,50
m.16126T>C 0,049 0,69 0,48-0996 0,052 0,66 0,43-1,00
m.16343A>G 0,012 o 1,80-00 nd.

m.16129G>C 0,012 4,77 1,45-15,64 0,129 294 0,73-11,82
m.16224T>C 0,024 0,42 0,20- 0,88 0,028 0,38 0,16-0,90

Allel m.16343G w analizie z zastosowaniem dwustronnego testu Fishera okazal si¢ istotnie
statystycznie zwiazany z ryzykiem LOAD (p=0,012). Zadna z osob z grupy kontrolnej nie byla
nosicielem tego polimorfizmu, w zwiazku z tym niemozliwe bytlo wykonanie wieloczynnikowej
analizy regresji logistycznej. Allel m.16343G jest markerem haplogrupy U3.

Analiza zmiennoSci RK u stulatkbw z LOAD wskazata na istotne rdéznice w czestosci
polimorfizméw m.16183A>C (p=0,005, OR=3,07, 95% CI 1,39-6,76) oraz m.16126T>C (p=0,025,
OR=0,48, 95% CI 0,25-0,91) w poréwnaniu z grupa kontrolna. W analizie regresji logistycznej,
uwzgledniajacej takze pte¢ jako czynnik ryzyka LOAD u stulatkéw, potwierdzono protekcyjna role
allelu m.16126C (p=0,025, 0,48, 95% CI 0,25-0,91) oraz zwiazek m.16183C (p=0,002, OR=3,57, 95%
Cl 157-8,11) z ryzykiem LOAD w grupie stulatkbw. Warto zaznaczy¢, ze w analizie
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wieloczynnikowej przeprowadzonej w grupie LOAD w poréownaniu z grupa kontrolng
zaobserwowano trend, wskazujacy na protekcyjna rolg allelu m.16126C (p=0,052). W grupie EOAD
nie stwierdzono zwiazku zadnego z polimorfizmow regionu kontrolnego z ryzykiem zachorowania na
EOAD (p>0,050).

> Podsumowujac, zidentyfikowano rolg alleli m.16224C (p=0,028), m.242T (p=0,039) oraz
m.497T (p=0,002) w zmniejszaniu ryzyka LOAD. Ponadto, allel m.16126C (p=0,025) jest zwiazany z
nizszym ryzykiem LOAD w grupie stulatkow, natomiast allel m.16183C (p=0,002) z wyzszym
ryzykiem LOAD w grupie stulatkow.

4.3 Badanie wplywu zmiennosci genow jadrowych na ryzyko AD
4.3.1 Analiza roli wybranych dwé6ch polimorfizméw TFAM w AD

4.3.1.1 Polimorfizm rs1937 (c.35G>C, Ser12Thr) TFAM

Genotypy i allele polimorfizmu rs1937 TFAM w badanych grupach byty w rownowadze
Hardy’ego i Weinberga (p>0,1). Nie stwierdzono réznic w czestosciach alleli i genotypoéw
polimorfizmu rs1937 dla grup LOAD i EOAD, w poréwnaniu z grupa kontrolna, takze po stratyfikacji
badanych ze wzgledu na pte¢ (Tab. S15, S16, Suplement). Ponadto, nie ma réznic w $redniej wartosci
wieku zachorowania na LOAD (p=0,178) i EOAD (p=0,333) u nosicieli genotypow rs1937 GG, GC i
CC. Nastepnie stratyfikowano badanych ze wzgledu na status APOE4 i okreslono czgsto$¢ genotypow
polimorfizmu rs1937 w podgrupach APOE4+ i APOE4- (Tab. 26).

Tabela 26. Czgstosci genotypow rs1937 u nosicieli allelu APOE4 (status APOE4+) oraz u 0s6b pozbawionych
APOE4+ (status APOE4-) w grupie chorych na LOAD w pordéwnaniu z grupg kontrolna.

TFAM LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%) LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%)

rs1937 (c.35G>C) | APOE4+ APOE4+ APOE4- APOE4-

CcC 3(1,24) 2(3,13) 5 (2,76) 1(0,39)

GC 41 (17,01) 18 (28,12) 34 (18,78) 47 (18,50)

GG 197 (81,75) 44 (68,75) 142 (78,46) 206 (81,11)

test 3 x’=5,40, df=2, p=0,067 ¥?=4,40, df=2, p=0,111

GG vs. GC+CC x*=15,6, df=1, p=0,023 (OR=2,04, 95% C1 1,09-  ?=0,464, df=1, p=0,496 (OR=0,85, 95% CI 0,53-
3,79) 1,36)

Stwierdzono, Zze u 0s6b o statusie APOE4+ genotyp GG rs1937 jest istotnie statystycznie zwiazany z
wyzszym ryzykiem LOAD (p=0,023). W grupie mezczyzn potwierdzono zwigzek genotypu GG u
nosicieli przynajmniej jednego allelu APOE4 z wyzszym ryzykiem zachorowania na LOAD
(p=0,029), zaobserwowany wczesniej w catej badanej probie (Tab. 26, 27). W grupie kobiet taka
zalezno$¢ nie osiggata istotnosci. W grupie osob o statusie APOE4- nie stwierdzono zwiazku

genotypow rs1937 z ryzykiem zachorowania na LOAD.
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Tabela 27. Czgsto$¢ genotypow polimorfizmu rs1937 u chorych na LOAD kobiet i mgzczyzn w pordwnaniu z
grupg kontrolng (K), podzielonych ze wzgledu na nosicielstwo allelu APOEA4.

TFAM Kobiety, n(%0) Mezczyzni, N(%)
rs1937 LOAD K LOAD K LOAD K LOAD K
(c.35G>C) [ APOE4+ APOE4+ | APOE4-  APOE4- APOE4+ APOE4+ | APOE4-  APOE4-
cc 2(1,32) 1(2,27) 5 (4,13) 1(0,54) 1(1,11) 1(5,0) 0(0,0) 0(0,0)
GC 26 (17,22)  11(25,0) | 25(20,66) 33 (17,74) 15 (16,67) 7 (35,0) 9 (15,0) 14 (20,59)
GG 123(81,46) 32 (72,73) | 91(75,21) 152(81,72) | 74(82,22) 12(60,0) | 51(85,0) 54 (79,41)
test 5 ¥*=1,61, df=2, p=0,446 ¥%=5,57, df=2, p=0,062 ¥*=5,14, df=2, p=0,076 | ¥*=0,67, df=1, p=0,411
GG vs. ¥*=1,59, df=1, p=0,207 ¥*=1,89, df=1, p=0,170, ¥*=4,74, df=1, p=0,029 | ¥*=0,67, df=1, p=0,411
GC+CC (OR=1,65, 95% CI 0,75- | (OR=0,68, 95% CI 0,39- | (OR=3,08, 95% CI (OR=1,47, 95% ClI
3,59) 1,18) 1,08-8,77) 0,58-3,69)

Uzyskane wyniki wskazuja na istnienie interakcji pomigdzy APOE4 i polimorfizmem rs1937, co
postanowiono zweryfikowac, stosujac analiz¢ synergii oraz regresj¢ logistycznag. W rezultacie
zidentyfikowano synergistyczna relacje pomigdzy allelem APOE4 a posiadaniem genotypu GG
polimorfizmu rs1937 (SF=2,39, p=0,028). Analiza regresji logistycznej, uwzgledniajaca czynniki
ryzyka LOAD (tj. allel APOE4, wiek, pte¢, oraz polimorfizm rs1937) takze potwierdzila rolg interakcji
pomigdzy polimorfizmem rs1937 a APOE4 w ryzyku LOAD (Tab. 28). Interakcja allelu APOE4 z
polimorfizmem rs1937 na tle pozostatych czynnikow w modelu, okazata sig¢ istotnie statystycznie

powiazana z ponad dwukrotnym wzrostem ryzyka LOAD.

Tabela 28. Wyniki analizy regresji logistycznej (uwzgledniajacej zmienne rs1937, APOE4, wiek, pte¢ oraz
interakcje 151937 z APOE4) przeprowadzonej w grupie chorych z LOAD oraz w grupie kontrolnej.
Przedstawiono wynik analizy regresji logistycznej bez uwzglgdnienia interakcji polimorfizmu rs1937 z APOE4
oraz po wiaczeniu interakcji polimorfizmu rs1937 z APOE4 do modelu.

Zmienna/ interakcja Wszyscy badani WSszyscy badani

zmiennych D OR  95%CI p OR 95% Cl
rs1937 0,688 1,09 0,72-165 0,264 0,75 0,45-1,25
status APOE4 <0,001 5,77  4,03-8,26 0,007 2,69 1,31-5,50
rs1937 x status APOE4 | - 0,018 2,72 1,19-6,20
wiek <0,001 1,15 1,11-1,18 <0,001 1,15 1,11-1,19
pleé 0,188 0,78 0,55-1,13 0,164 0,77 0,54-1,11

Symbol ,,x” oznacza interakcjg.

Dodatkowo, w analizie regresji logistycznej (obejmujacej zmienne: status APOE4, pteé, rs1937 oraz
status APOE4 x rs1937) wykazano, ze interakcja pomiedzy statusem APOE4 a rs1937 wywiera
silniejszy efekt u osob w wieku <72 lat (p=0,008, OR=4,09, 95% CI 1,44-11,57). W grupie starszych
badanych interakcja ta okazata si¢ nieistotna statystycznie (p=0,952).

Analiza wykonana z wykorzystaniem programu MDR, z zastosowaniem filtru ReliefF,
wskazata, ze najlepszym sposrod czterech zaproponowanych modeli jest interakcja APOE4 x rs1937
(p=0,0013, zréwnowazona doktadnos$¢ dla proby testowanej=0,6857, spojnos¢ walidacji krzyzowej
10/10). Model ten okazat si¢ lepszy od zbudowanego z jednej zmiennej — statusu APOE4, oraz od
pozostatych zaproponowanych przez MDR modeli (Ryc. 27, Tab. 29). Analiza permutacji wykazata,
ze przewidziany model jest istotny statystycznie (p<<0,0010, liczba permutacji: 1000).



4 WYNIKI

4) APOE4 B) rs1937
0 1 0 1 2
254 241 339
181 250
64 75 65
8 3
APOE4 APOE4_rs1937
) 0 1 D) 0 1
253 246
176
0
65
5 1 3 2
~
(]
%1
= s 47 il
|
206 197
142
2
44

Ryc. 27. Graficzne przedstawienie wynikow analizy MDR. Kolorem ciemnoszarym MDR zaznacza
genotypy o wysokim ryzyku, kolorem jasnoszarym — o niskim ryzyku zachorowania na LOAD. W kazdym
kwadracie stupki po lewej stronie to liczba chorych z LOAD, stupki po prawej — liczba 0sob z grupy kontrolne;j.
A) — wyniki analizy MDR dla nosicielstwa przynajmniej jednego allelu APOE4 (status APOE4+ zakodowany
jako 1 vs APOE4- oznaczony na schemacie cyfra 0), zrbwnowazona doktadnos¢ dla proby testowanej (Testing
Balanced Accuracy)=0,685, spojnos¢ walidacji krzyzowej (Cross-validation consistency, CVC) 10/10,
p=0,0014; B) — wyniki analizy MDR dla polimorfizmu rs1937 (analiza MDR z zastosowaniem wymuszonego
typu wyszukiwania, Search type: forced; genotyp rs1937 GG zostat zakodowany jako 2, GC jako 1, a CC jako
0), zrownowazona doktadnos¢ dla proby testowanej =0,513, p=0,772; C) — wyniki analizy MDR, typujacej jako
najlepszy model interakcj¢ pomigdzy statusem APOE4 i polimorfizmem rs1937 (opis w tekscie); D) wyniki
analizy MDR z zastosowaniem wymuszonego typu wyszukiwania dla interakcji statusu APOE4 z rs1937
traktowanej jako jednej zmiennej.

Tabela 29. Modele zaproponowane przez program MDR, sktadajace sie z 1-4 zmiennych (status APOE4,
rs1937, Gly482Ser, podhaplogrupa U5b), wraz z ich parametrami.

Modele Zréwnowazona Spojnosé p
dokladnosé dla walidacji

Zmienne w modelu proby testowanej krzyzowej (CVC)

Status APOE4 0,6849 10/10 0,0014

Status APOE4 | rs1937 0,6857 10/10 0,0013

Status APOE4 | rs1937 | Gly482Ser 0,6692 7/10 0,0036
[PGC-1a]

Status APOE4 | rs1937 | Gly482Ser Podhaplogrupa 0,6771 10/10 0,0025
[PGC-1qa] U5b

Jezeli do zmiennych uwzglednianych w analizie MDR wiaczy si¢ polimorfizmy RK mtDNA,
z zastosowaniem filtru ReliefF uzyskuje najlepszy model, ztozony z kombinacji trzech zmiennych:
status APOE4, polimorfizm rs1937, polimorfizm m.497C>T (p=0,0009, zréwnowazona doktadnos¢
dla proby testowanej=0,6924, spojnos¢ walidacji krzyzowej 10/10). Dane dotyczace najlepszego
wytypowanego modelu, przedstawione na Ryc. 28 uzupetnia Tabela 30, opisujaca pozostate trzy

wytypowane modele.
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Ryc. 28. Graficzne przedstawienie wynikéw analizy MDR po wlaczeniu polimorfizméw regionu
kontrolnego mtDNA. Kolorem ciemnoszarym zaznaczono genotypy o wysokim ryzyku, kolorem jasnoszarym —
o niskim ryzyku LOAD. W kazdym kwadracie stupki po lewej stronie to liczba chorych z LOAD, stupki po
prawej — liczba os6b z grupy kontrolnej. A) Wyniki analizy MDR z zastosowaniem wymuszonego typu
wyszukiwania (Search type: forced) dla pojedynczych zmiennych - polimorfizm m.497C>T: zréwnowazona
doktadnosé¢ dla proby testowanej=0,5173, p=0,3396; — status APOE4: zréwnowazona dokladnos¢ dla proby
testowanej=0,685, p=0,0014; - rs1937: zrownowazona doktadnos¢ dla proby testowanej=0,5133, p=0,7718; B)
Wyniki analizy MDR, typujacej jako najlepszy model interakcj¢ pomigdzy statusem APOE4, polimorfizmem
m.497C>T oraz rs1937; C) wyniki analizy MDR z zastosowaniem wymuszonego typu wyszukiwania dla
interakcji statusu APOE4 z m.497 oraz rs1937 traktowanej jako jednej zmiennej (zrownowazona doktadnos¢ dla
proby testowanej=0,6959, p=0,0007). Status APOE4+ zakodowano jako 1, APOE4- jako 0; Genotyp rs1937 GG
zakodowano cyfra 2, GC jako 1, a CC jako 0; m.497CC zakodowano jako 0, m.497TT jako 1.

Tabela 30. Modele zaproponowane przez program MDR, sktadajace sie z 1-4 zmiennych (status APOE4,
rs1937, m.497C>T, podhaplogrupa U5b), wraz z ich parametrami.

Zréwnowazona Spojnosé
Modele dokladnos¢ dla WI;Iinacji P
Zmienne w modelu proby testowane] ?él\}’é())wej
Status APOE4 0,6849 10/10 0,0014
Status APOE4 m.497T 0,6817 7/10 0,0016
Status APOE4 m.497T | rs1937 0,6924 10/10 0,0009
Status APOE4 m.497T | rs1937 Podhaplogrupa U5b 0,6892 7/10 0,0011

Na Ryc. 28 widac, ze czynnikiem ryzyka LOAD jest interakcja APOE4 z polimorfizmem rs1937,
natomiast polimorfizm m.497C>T (wchodzacy w sktad podhaplogrupy Kla), jest czynnikiem
protekcyjnym. Analiza permutacji wykazata, ze przewidziany model jest istotny statystycznie
(p<0,0010, liczba permutacji: 1000). Zatem interakcja polimorfizmu rs1937 z APOE4 zwigksza
ryzyko zachorowania na LOAD. Nastgpnie postanowiono sprawdzi¢, jak na tle tych dwoch zmiennych

oddziatywuje na ryzyko LOAD wczesniej opisana interakcja pomigdzy podhaplogrupa HS i statusem
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APOE4. Przeprowadzono analiz¢ regresji logistycznej, obejmujaca czynniki: status APOE4,
polimorfizm rs1937, podhaplogrupg HS, pte¢, wiek oraz interakcje APOE4 x rs1937, APOE4 x H5
oraz rs1937 x H5 (Tab. 31). Potwierdzono istotna rolg interakcji APOE4 x rs1937 (p=0,017), APOE4
x HS5 (p=0,021), nie stwierdzono natomiast zwiazku pomigdzy posiadaniem haplogrupy HS5 a

genotypem rs1937.

Tabela 31. Wynik wieloczynnikowej regresji logistycznej ryzyka LOAD obejmujacej czynniki: status APOEA4,
polimorfizm rs1937, podhaplogrupe HS, pteé, wiek oraz interakcje APOE4 x rs1937, APOE4 x H5 oraz rs1937 x
podhaplogrupa H5.

Zmienne w modelu p OR 95% CI
APOE4 0,020 2,37 1,15-4,88
wiek <0,001 1,15 1,12-1,19
H5 0,027 0,05 0,03-0,70
APOE4 x H5 0,021 26,09 1,65-412,39
rs1937 x APOE4 0,017 2,75 1,19-6,32
rs1937 x H5 0,152 8,19 0,46-145,85
rs1937 0,133 0,67 0,40-1,13
ple¢ 0,143 0,76 0,53-1,10

Symbol ,,x” oznaczono badang interakcje.

> Podsumowujac, stwierdzono istotna statystycznie interakcj¢ migdzy genotypem GG
polimorfizmu rs1937 TFAM a APOEA4. Nie stwierdzono natomiast zwiazku pomigdzy nosicielstwem

podhaplogrupy H5 a genotypem GG polimorfizmu rs1937.

4.3.1.2 Polimorfizm rs2306604 (c.441+113A>G) TFAM

Czesto$ci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu rs2306604 TFAM w badanych
grupach znajduja sie w réwnowadze Hardy’ego i Weinberga (p>0,2). Analiza jednoczynnikowa
wykazata istotng statystycznie zalezno$¢ pomiegdzy nosicielstwem genotypu GG polimorfizmu
rs2306604 a EOAD (p=0,0006) i LOAD (p=0,039) (Tab. 32, 33).

Allel G jest zwiazany ze zwigkszonym ryzykiem LOAD w calej grupie badanej (OR=1,24), a takze w
grupie kobiet (OR=1,29; Tab. 32).

Tabela 32. Analiza czgstosci genotypow i alleli polimorfizmu rs2306604 w grupie LOAD w poréwnaniu z
grupa kontrolna.

TFAM LOAD, n Grupa Kobiety z Grupa Mezczyzni Grupa

rs2306604 (%) kontrolna, LOAD, n kontrolna- zLOAD,n  kontrolna-

€.441+113G>A n (%) (%) kobiety, n (%) | (%) mezezyzni, n (%)

Genotypy

GG 75 (17,82) 39 (12,26) 48 (17,64) 31 (13,48) 27 (18,12) 8(9,09)

AG 205 (48,69) 158(49,69) | 142(52,21) 111 (48,26) 63 (42,28) 47 (53,41)

AA 141 (33,49) 121(38,05) | 82(30,15) 88 (38,26) 59 (39,60) 33(37,5)

test 32 ¥?=4,72, df=2, p=0,095 ¥*=3,15, df=2, p=0,207 ¥?=4,59, df=2, p=0,101

GG vs. p=0,039 [OR=1,55, 95% CI | p=0,201 [OR=1,38, 95% ClI p=0,058 [OR=2,21, 95%CIl 0,97-

AA+AG 1,02-2,35] 0,84-2,24] 5,02]

Allele

G 355(42,16) 236 (37,11) | 238(43,75) 173(37,61) 117 (39,26) 63 (35,79)

A 487 (57,84) 400 (62,89) | 306 (56,25) 287 (62,39) 181 (60,74) 113 (64,21)

test p=0,049 [OR 1,24, 95% CI | p=0,049 [OR 1,29, 95% CI p=0,452 [OR 1,16, 95% CI 0,79-
1,0-1,52] 1,002-1,66] 1,70]
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W grupie EOAD allel G rs2306604 jest takze zwiazany z ryzykiem choroby (p=0,016; Tab. 33). Z

uwagi na niewielka liczebnos¢ grupy EOAD nie wykonano stratyfikacji ze wzgledu na plec.

Tabela 33. Analiza czgstosci genotypoéw i alleli polimorfizmu rs2306604 w grupie EOAD w poréwnaniu z

grupa kontrolna.
TFAM, rs2306604 (c.441+113G>A) EOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%)
Genotypy
GG 16 (33,33) 39 (12,26)
AG 16 (33,33) 158 (49,69)
AA 16 (33,33) 121 (38,05)
Test 2 (df=2) p=0,0006
GG vs. AA+AG p=0,001 (OR=3,58, 95% CI 1,80-7,07)
Allele
G 48 (50,0) 236 (37,11)
A 48 (50,0) 400 (62,89)
Test 5 (df=1) p=0,016 (OR=1,69, 95% CI 1,10-2,61)

Wyniki analizy jednoczynnikowej potwierdzita analiza regresji logistycznej, z uwzglgdnieniem
dodatkowych czynnikow ryzyka LOAD, takich jak wiek, status APOE4 i ple¢. Posiadanie
przynajmniej jednego allelu G (genotyp GG, AG) polimorfizmu rs2306604 jest na granicy istotnosci
statystycznej zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem LOAD (p=0,050, OR=1,28, 95% CI 1,00-1,64; Tab.
34).

Tabela 34. Analiza regresji logistycznej uwzgledniajaca zmienne: status APOE4, wiek, pte¢ oraz polimorfizm
rs2306604 w genie TFAM (1) oraz badanie wzajemnej interakcji rs2306604 i nosicielstwa allelu APOEA4 (2).

Zmienna/ Interakcj L 2
mleznr?“ enrr:yiLa aa Wszyscy badani Wszyscy badani
p OR  95%Cl p OR 95% CI
status APOE4 <0,001 580 4,05-8,32 <0,001 6,24 3,62-10,76
wiek <0,001 1,15 1,11-1,19 <0,001 1,15 1,14-1,19
pleé 0,190 0,78 0,54-1,13 0,190 0,78 0,54-1,13
rs2306604 0,050 1,28 1,00-1,64 0,075 1,33 0,97-1,81
rs2306604 x APOE4 - 0,723 0,91 0,54-1,52

Symbol “x” oznacza interakcje.

U kobiet zalezno$¢ ta ma posta¢ trendu (p=0,060, OR=1,33, 95% CI 0,99-1,80), natomiast w
podgrupie mezczyzn nie stwierdzono zaleznosci statystycznej (p=0,461, OR=1,18, 95% CI 0,76-1,85).
Nie stwierdzono takze interakcji polimorfizmu rs2306604 ze statusem APOE4 w badanej grupie
(p=0,723) (Tab. 34).

Nastgpnie przeprowadzono analizg wspotwystgpowania statusu APOE4 (status APOE4+ vs status
APOE4-) i genotypéw polimorfizmu 152306604 (Tab. 35). U oséb APOE4-, genotyp GG
polimorfizmu rs2306604 stanowi czynnik ryzyka LOAD (p=0,022).
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Tabela 35. Czgstos¢ genotypow polimorfizmu rs2306604 u os6b APOE4+ i APOE4- u chorych z LOAD w
poréwnaniu z grupa kontrolna (K).

TFAM, rs2306604 LOAD,n (%) K,n (%) LOAD, n (%) K, n (%)

(c.441+113G>A) APOE4+ APOE4+ APOE4- APOE4-

GG 42 (17,43) 12 (18,75) | 33(18,33) 27 (10,63)

GA 120 (49,79) 24 (37,5) 85 (47,22) 134 (52,76)

AA 79 (32,78) 28 (43,75) | 62 (34,45) 93 (36,61)

test 2, df=2 ¥*=3,40, p=0,182 ¥*=5,30, p=0,071

GG vs. GA+AA ¥*=0,061, df=1, p=0,805, ¥%=5,25, df=1, p=0,022, OR=1,89,
OR=0,91, 95% CI 0,45-1,86 95% CI 1,09-3,27

AA vs. GG+GA ¥’=2,67, df=1, p=0,102, ¥*=0,216, df=1, p=0,642, OR=0,91,
OR=0,63, 95% CI 0,36-1,10 95% CI 0,61-1,36

GA vs. AA+GG ¥*=3,07, df=1, p=0,080, ¥*=1,29, df=1, p=0,256, OR=0,80,
OR=1,65, 95% CI 0,94-2,91 95% CI 0,55-1,17

Ponadto, nie stwierdzono wplywu genotypow polimorfizmu rs2306604 na wiek zachorowania na
p6zno- (p=0,639) i wczesnoobjawowa AD (p=0,761).

> Podsumowujac, stwierdzono, ze genotyp GG polimorfizmu rs2306604 jest zwiazany z
wyzszym ryzykiem LOAD (p=0,039). Wydaje si¢ jednak, ze jego wptyw ujawnia sig raczej u osob o
statusie APOE4- (p=0,022). U chorych z EOAD w pordéwnaniu z grupa kontrolng genotyp GG
(p=0,0006) i allel G polimorfizmu rs2306604 (p=0,016) stanowia czynnik ryzyka zachorowania.

4.3.1.3 Analiza haplotypow tworzonych przez polimorfizmy rs1937 i rs2306604

Analiza haplotypow tworzonych przez polimorfizmy rs1937 oraz rs2306604 wykazata, ze
znajduja si¢ one w calkowitej nierdwnowadze sprzezen (D’=1). Najczestszym haplotypem jest
Gis1037”A2306604, NA granicy istotno$ci statystycznej czgstszy w grupie kontrolnej w pordéwnaniu z
chorymi na LOAD (p=0,050). W grupie kobiet haplotyp Gisi9s7A2306604 jest takze istotnie czestszy w
grupie kontrolnej (p=0,049).

Drugi co do czgstosci haplotyp, Grs1037G2306604, j€St istotnie statystycznie czgstszy w grupie LOAD w

poroéwnaniu z grupa kontrolna (p=0,023; Tab. 36).

Tabela 36. Zestawienie czestosci haplotypow tworzonych przez polimorfizmy rs1937 oraz rs2306604 w grupie
LOAD oraz w grupie kontrolnej, oraz po stratyfikacji grup ze wzgledu na ptec.

Haplotypy Czestos$¢ haplotypu (%) Grupa LOAD (%) Grupa kontrolna (%) Test y°

Wszyscy badani

Gr51937A2306604 60 57,9 62,9 Xz:3,83, p:0,050
Gr5193762306604 29 31,4 25,9 Xz:5,16, p:0,023
Crs1937G 2306604 10,9 10,8 11,2 x*=0,054, p=0,816
Kobiety

Grs1037A2306604 59,1 56,2 62,4 x*=3,89, p=0,049
Grs1037G 2306604 29,7 31,8 27,2 ¥?*=2,56, p=0,110
Crs1037G 2306604 113 11,9 10,4 x?=0,57, p=0,449
Mezczyzni

Gs1937A2306604 62,1 60,8 64,2 x*=0,55, p=0,459
Grs1037G 2306604 27,7 30,5 22,7 x*=3,38, p=0,066
Crs1037G 2306604 10,3 8,7 13,1 ¥?=2,32, p=0,127
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4.3.2 Analiza roli polimorfizmu Gly482Ser PGC-1a w AD

Czgstosci genotypow i alleli polimorfizmu rs8192678 (c.1444C>T, Gly482Ser) PGC-la w
badanych grupach znajduja si¢ w rownowadze Hardy’ego i Weinberga (p>0,05). Jedynie w grupie
mezezyzn z LOAD stwierdzono odchylenie od réwnowagi Hardy’ego i Weinberga (p=0,030).
Zidentyfikowano istotng statystycznie asocjacj¢ genotypoéw polimorfizmu c.1444C>T z ryzykiem
LOAD (p=0,048, Tab. 37). Po stratyfikacji badanych ze wzgledu na ptec, zaleznos¢ ta byta istotna w
grupie mezczyzn (p=0,024). Stwierdzono, ze heterozygotyczna posta¢ polimorfizmu c.1444C>T
zwigksza ryzyko LOAD (p=0,017). W grupie mgzczyzn genotyp TT jest powigzany ze zmniejszonym
ryzykiem LOAD (p=0,024).

Tabela 37. Zestawienie czgstosci genotypow i alleli polimorfizmu rs8192678 (c.1444C>T) PGC-/a w grupie
LOAD w pordwnaniu z grupa kontrolna. Analiza statystyczna zostala wykonana z zastosowaniem testu x2 lub
dwustronnego doktadnego testu Fishera.

PGC-1a Chorzy z Grupa Kobiety z Grupa Megzczyzniz  Grupa
c 1444C;T LOAD, n kontrolna, LOAD, n kontrolna- LOAD, n kontrolna-
' (%) n (%) (%) kobiety, n (%) | (%) mezczyzni, n (%)

Genotypy

cc 196 (46,44) 168 (52,83) | 119 (43,75) 120 (52,17) 77 (51,33) 48 (54,54)

CT 195 (46,21) 119 (37,42) | 127 (46,69) 89 (38,70) 68 (45,33) 30 (34,10)

TT 31 (7,35) 31 (9,75) 26 (9,56) 21 (9,13) 5 (3,34) 10 (11,36)

Test 2 (df=2) p=0,048 p=0,155 p=0,024

CTvs. CC+TT | p=0,017 [OR=1,44, 95% p =0,071 [OR=1,39, 95% ClI p=0,089 [OR=1,60, 95% CI 0,93-
Cl1,07-1,93] 0,97-1,98] 2,76]

TTvs. CC+CT | p=0,243 [OR=0,73,95% CI | p=0,870 [OR=1,05, 95% ClI p=0,024 [OR=0,27, 95% CI 0,09-
0,44-1,24] 0,57-1,92] 0,81]

TT+CT vs. CC | p=0,085[OR=1,29, 95% CI | p=0,0597 [OR=1,40, 95% CI p=0,632 [OR=1,14, 95% CI 0,67-
0,96-1,73] 0,99-2,00] 1,93]

Allele

C 587 (69,55) 455 (71,54) | 365(67,10) 329 (71,52) 222 (74,0) 126 (71,59)

T 257 (30,45)  181(28,45) | 179(32,90) 131 (28,48) 78 (26,0) 50 (28,41)

Test p=0,406 [OR=0,91,95% CI | p=0,130 [OR=0,81, 95% CI p=0,567 [OR=1,13, 95% CI 0,74-
0,72-1,14] 0,62-1,06] 1,71]

Uzyskano, ze polimorfizm rs8192678 na tle pozostalych czynnikdéw nie wplywa w sposdb
istotny na ryzyko LOAD (p=0,898, OR=0,98, 95% CI 0,75-1,28, wieloczynnikowa analiza regresji
logistycznej). Nie stwierdzono wptywu genotypow i alleli polimorfizmu c.1444C>T na ryzyko EOAD
(Tab. S17, Suplement). Z uwagi na niska liczebnos¢ grupy EOAD nie wykonano stratyfikacji ze
wzgledu na ptec.

Analiza regresji logistycznej wskazata na istnienie interakcji pomigdzy statusem APOE4
(APOE4+ vs. APOEA4-) a genotypami polimorfizmu ¢.1444C>T (p=0,008, OR=0,50, 95% CI 0,30-
0,83). Stosujac analiz¢ synergii wykazano, ze APOE4 i polimorfizm c.1444C>T sa w relacji
antagonistycznej (p=0,00099, SF=0,41). Stwierdzono takze istotna statystycznie zalezno$¢ pomigdzy
genotypem PGC-/a a ryzykiem LOAD u oséb o statusie APOE4- (p=0,006). Za tg¢ zalezno$é¢
odpowiada allel T polimorfizmu rs8192678 — nosicielstwo przynajmniej jednego allelu T (482Ser),
przy braku allelu APOE4 wiaze si¢ z ok. dwukrotnym wzrostem ryzyka LOAD (p=0,003, Tab. 38). U
0s0b o statusie APOE4+ nie stwierdzono wplywu allelu T (p=0,264).
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Tabela 38. Wspotwystgpowanie genotypu polimorfizmu rs8192678 (¢.1444C>T) z nosicielstwem allelu APOE4
w grupie LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna (K).

PGC-Ia LOAD, n (%) K, n (%) LOAD,n (%) K, n (%)
c.1444C>T
APOE4+ APOE4+ APOE4- APOE4-
cC 121 (50,21) 27 (42,19) 75 (41,44) 141 (55,51)
CT 102 (42,32) 27 (42,19) 93 (51,38) 92 (36,22)
TT 18 (7,47) 10 (15,62) 13 (7,18) 21 (8.27)
Test 2 (df=2) ¥*=4,32, p=0,114 ¥*=10,1, p=0,006
TTvs. CC+CT* | p=0,053 [OR=0,44, 95% Cl 0,19-0,998] | p=0,721 [OR=0,86, 95% CI 0,42-1,76]
TT+CT vs. CC* | p=0,264 [OR=0,724, 95% C1 0,41-1,26] | p=0,003 [OR=1,78, 95% CI 1,21-2,62]

*dwustronny doktadny test Fishera

Rowniez u kobiet o statusie APOE4- stwierdzono istotny statystycznie zwiazek pomigdzy
nosicielstwem przynajmniej jednego allelu T a podwyzszonym ryzykiem LOAD (p=0,012, Tab. 39).
W grupie mezezyzn genotyp TT zmniejsza ryzyko LOAD u nosicieli o statusie APOE4+ (p=0,020).

Tabela 39. Wspotwystepowanie genotypu polimorfizmu rs8192678 (c.1444C>T) z nosicielstwem allelu
APOE4, rozpatrywane oddzielnie w grupie kobiet i me¢zczyzn z LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolng (K).

Kobiety, n(%6) Mezczyzni, n (%)
PGC-Ia LOAD K LOAD K LOAD K LOAD K
C.1444C>T  I"APOE4+ APOE4+ APOE4-  APOE4- APOE4+ APOE4 APOE4-  APOE4-
+

cC 71(47,02) 10 (43,18) 48 (39,67) 101 (54,30) | 50 (55,55) 8 (40,0) 27 (45) 40 (58,82)
cT 65(43,04) 19(43,18) 62 (51,24) 70(37,63) |37(41,11) 8(40,0) 31(5167) 22 (32,35)
T 15(9,94)  6(13,64) 11(9,09) 15 (8,07) 3(333)  4(200) 2(333)  6(882)
Test y* (df=2) | p=0,762 p=0,039 p=0,014 p=0,062
TTvs. p=0,580, OR=0,70, p=0,752, OR=1,14, 95% | p=0,020, OR=0,14, p=0,281, OR=0,36,
CC+CT 95% CI 0,25-1,92* Cl10,50-2,57 95% CI 0,03-0,68* 95% CI 0,07-1,84*
TT+CT vs. p=0,653, OR=0,836, p=0,012, OR=1,81,95% | p=0,226, OR=0,53, p=0,156, OR=1,75,
cc 95% CI 0,43-1,69 Cl1,14-2,88 95% CI 0,20-1,43 95% CI 0,87-3,52

*Test dwustronny doktadny Fishera

Nie stwierdzono réznic w wieku wystapienia pierwszych objawow LOAD wsrod nosicieli genotypu
CC (74,445,15), CT (74,5£5,96) i TT (76,4+5,58) polimorfizmu rs8192678 (ANOVA, p=0,177).
Porownujac nosicieli genotypu TT oraz nosicieli przynajmniej jednego allelu C, obserwuje si¢ na
poziomie trendu zwiazek genotypu TT z wyzszym wiekiem zachorowania na LOAD (76,4+5,58 vs
74,4+5,56; p=0,063). Podobny trend zaobserwowano u megzczyzn (p=0,078). Nie zaobserwowano
wplywu poszczegdlnych genotypow c¢.1444C>T na wiek zachorowania na EOAD (p=0,883).

4.3.2.1 Zwiqzek polimorfizmu Gly482Ser 7 konwersjq tagodnych zaburzen poznawczych
do LOAD

Analiza rozktadu czestosci genotypéw polimorfizmu c¢.1444C>T (Gly482Ser) PGC-Ia,
wskazata na istotne statystycznie réznice pomiedzy osobami z MCI, ktore rozwinety LOAD a tymi,
ktore pozostalty w stadium MCI w calej grupie (p=0,037) oraz osobno w grupie kobiet (p=0,021,
OR=2,88, 95% CI 1,17-7,07). Genotyp TT (p=0,047) oraz allel T polimorfizmu ¢.1444C>T sg istotnie
powiazane z ryzykiem konwersji do LOAD u 0s6b z MCI (p=0,028, Tab. 40).
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Tabela 40. Zestawienie czgstosci genotypow i alleli polimorfizmu ¢.1444C>T (Gly482Ser) PGC-/a u o0séb,
ktore rozwingty LOAD po stadium MCI (n=23) oraz u tych, ktdrzy dotad pozostaja w stadium MCI (n=77).

PGC-1a, c.1444C>T MCI>LOAD, n (%) Pozostali z MCI, n (%)

Genotypy

cc 7 (30,43) 40 (51,95)
CT 12 (52,17) 34 (44,16)
TT 4 (17,39) 3(3,90)
Test 2 (df=2) p=0,037

TT vs. CC+CT*
TT+CT vs. CC*

p=0,047 (OR=5,19, 95% Cl 1,07-25,2)
p=0,096 (OR=2,47, 95% Cl 0,91-6,68)

Allele
C 26 (56,52) 114 (74,03)
T 20 (43,48) 40 (25,97)

Test Fishera* p=0,028, OR=2,19, 95% CI 1,10-4,35

*Dwustronny doktadny test Fishera

95% ClI
Gly482Ser [1,06-5,08] ® | p=0,035
Pleé [0,35-2,88] { ————
APOE4 [0,70-6,04] - = ® |
; 1 1 1 1 I 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

OR

Ryc. 29. Wynik wieloczynnikowej analizy regresji logistycznej (polimorfizm ¢.1444C>T (Gly482Ser), pleé¢
oraz status APOE4) przeprowadzonej w grupie oséb, ktore rozwingly AD po stadium MCI w poréwnaniu
z tymi, ktérzy znajduja si¢ nadal w stadium MCI.

Wyniki te potwierdzita wieloczynnikowa analiza regresji logistycznej (uwzgledniajaca status APOE4,
pte¢ oraz genotypy polimorfizmu c.1444C>T PGC-/a), co przedstawiono na Ryc. 29.

Analiza sekwencji zawierajacej wariant C lub T polimorfizmu c.1444C>T z wykorzystaniem
programu analizujacego przylaczanie si¢ czynnikéw splicingowych (ESEfinder) pokazata, ze allel T
moze by¢ zwigzany z powstaniem dodatkowego miejsca wigzania sig¢ czynnika SF2/ASF i SRp40 oraz
obnizeniem sity wiazania si¢ czynnika SC35 (Tab. 41, Ryc. 30). Zatem podstawienie ¢.1444C>T moze
potencjalnie wptywac na splicing transkryptu PGC-/a.

Tabela 41. Zestawienie biatek SR, ktorych przylaczanie sig do sekwencji ¢.1444C i c.1444T jest odmienne.
ESEfinder ocenia sitg¢ wiazania czynnika i okresla ja podajac warto$¢ parametru Score. Biatkom SR przypisano
kolory i na Ryc. 34 przedstawiono ich wiazanie si¢ do sekwencji prawidlowej i zmutowane;.

Bialka SR c.1444C c.1444T

SF2/ASF Score=0 Score= 3,06

SC35 Score=4,71 Score=4,27
Score=0 Score=2,72
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Serd82

Gly4B82

Ryc. 30. Wynik zastosowania programu ESEfinder dla ¢.1444C>T. Biatkom SR przedstawionym w Tab. 41
przypisano kolory i na rycinie przedstawiono ich wiazanie si¢ do sekwencji prawidtowej i zmutowanej.

> Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze u nosicieli allelu APOE4 polimorfizm
Gly482Ser nie stanowi czynnika ryzyka zachorowania. Jednak nabiera on znaczenia u 0s6b o statusie
APOE4-. Ponadto 482Ser sprzyja konwersji z MCI do LOAD. Analiza in silico wskazuje, ze
podstawienie c¢.1444C>T wptywa na splicing transkryptu PGC-/a.

4.3.3 Analiza zwigzku wybranych polimorfizméw genu HFE z ryzykiem AD

4.3.3.1 Polimorfizm His63Asp HFE

Przeprowadzono analiz¢ alleli i genotypéw dwoch polimorfizmow genu HFE, His63Asp oraz
Cys282Tyr, w grupach chorych z LOAD, EOAD, u 0s6b z diagnoza MCI oraz w grupie kontrolne;.
Czestosci genotypow i alleli polimorfizmu His63Asp w badanych grupach znajduja si¢ W rownowadze
Hardy’ego i Weinberga (p>0,60). Nie stwierdzono zwiazku genotypéw polimorfizmu His63Asp z
wiekiem zachorowania na EOAD (p=0,374) oraz LOAD (p=0,494). W grupie LOAD nie wystapity
réznice w $rednim wieku zachorowania u nosicieli His63Asp w poréwnaniu z homozygotami pod
wzgledem allelu His63, takze po stratyfikacji grupy badanej ze wzgledu na pte¢ (p>0,05). Z uwagi na
niska liczebnos¢ grupy chorych na EOAD, nie dokonano stratyfikacji ze wzgledu na ptec.

Nie stwierdzono rdéznic w czgsto$ciach poszczegdlnych alleli (p=0,082) i genotypow
(p=0,131) polimorfizmu His63Asp pomiedzy grupa kontrolng a grupa LOAD (Tab. S18, Suplement).
Roéwniez w grupie osob z EOAD polimorfizm His63Asp nie ma wptywu na zachorowanie (Tab. S18).

Po podzieleniu badanych ze wzgledu na status APOE4, nie stwierdzono réznic czgstosci
genotypu prawidtowego (wt) i zawierajacego przynajmniej jeden allel zmutowany. W grupie kobiet
zaobserwowano (na granicy istotno$ci statystycznej) zwiazek nosicielstwa allelu zmutowanego
His63Asp i APOE4 z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na LOAD (Tab. S19, Suplement).

Nie stwierdzono zwiazku polimorfizmu His63Asp z konwersja do LOAD (Tab. S18,
Suplement). Czestosci alleli i genotypow His63Asp nie roznity sie pomiedzy osobami z diagnoza
MCI, ktore rozwingty p6zniej LOAD a tymi, ktorzy nie rozwingli LOAD i/lub pozostali w stadium
MCI (odpowiednio p=0,148, p=176, Tab. S18). Wsrod osob z diagnoza MCI, ktére rozwingty LOAD
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nie stwierdzono zwiazku homozygotycznosci pod wzgledem allelu 63Asp z wiekiem konwersji
(p=0,750) ani z dtugos$cia okresu pomiedzy diagnoza MCI a rozwinigciem LOAD (p=0,217).

> Nie stwierdzono zwiazku genotypow i alleli polimorfizmu His63Asp z ryzykiem EOAD,
LOAD ani z ryzykiem konwersji z MCI do LOAD.

4.3.3.2 Polimorfizm Cys282Tyr HFE

Nie stwierdzono réznic w czgstosci alleli i genotypow polimorfizmu Cys282Tyr (G845A)

pomigdzy chorymi na LOAD a grupa kontrolna, takze po podzieleniu badanych ze wzglgdu na pte¢
(Tab. S20; Suplement). W grupie EOAD stwierdzono obecnos¢ tylko allelu G845 (p=0,061, doktadny
dwustronny test Fishera). Nie stwierdzono wptywu polimorfizmu G845A na wiek zachorowania na
LOAD. Nie wykryto réznic w wieku zachorowania pomig¢dzy nosicielami genotypu GG a
posiadaczami genotypu GA i AA (p=0,958).
Nie stwierdzono réznic w czgstosci wystgpowania prawidtowej i zmutowanej formy Cys282Tyr u
0sob o statusie APOE4+ i APOE4, takze po stratyfikacji badanych pod wzgledem pici (Tab. S21). Nie
wykazano tez roznic w czestosci genotypow prawidtowych i zmutowanych polimorfizméw His63Asp
oraz Cys282Tyr u 0sob o statusic APOE4+ i APOE4- w grupie chorych na LOAD w poréwnaniu z
grupa kontrolna (Tab. S22).

Wsréd osob z diagnoza MCI, ktére rozwingty LOAD nie stwierdzono zwiazku posiadania
alleli i genotypoéw polimorfizmu Cys282Tyr z wiekiem konwersji (p=0,745) ani z dlugoscia okresu
pomigdzy diagnoza MCI a rozwinigciem AD (p=0,967). Czgstosci alleli 1 genotypow G845A nie byty
istotnie r6zne pomigdzy grupa 0sob z rozpoznaniem MCI a grupa kontrolng (Tab. S20).

Analiza z wykorzystaniem programu Haploview wykazata, ze polimorfizmy His63Asp oraz
Cys282Tyr HFE nie sa sprzezone (D’=0,9; LOD=0,74). Analiza kombinacji genotypéw tworzonych
przez oba polimorfizmy wylonita trzy najczestsze haplotypy (Tab. S23), jednak zaden z nich nie jest
istotnie powiazany z ryzykiem LOAD. Zestawienie obu badanych polimorfizméw HFE,
uwzgledniajace nosicielstwo genotypu sktadajacego sie¢ z dwodch alleli dzikich lub przynajmniej
jednego allelu zmutowanego, u osob z LOAD oraz w grupie kontrolnej, nie wykazato réznic w
czestosci haplotypow pomiedzy badanymi (Tab. S24).

> Podsumowujac, nie stwierdzono zwiazku genotypow i alleli polimorfizmu Cys282Tyr z
ryzykiem EOAD, LOAD. Wystepuje zwiazek nosicielstwa przynajmniej jednego allelu G845A ze
zwigkszonym ryzykiem konwersji z MCI do LOAD (p=0,021),

4.3.4 Analiza zwigzku zmiennosci PIN1 z ryzykiem AD

W analizowanej sekwencji genu PIN1 wraz z jego regionem promotorowym (por. Ryc. 31)
stwierdzono obecno$¢ osiemnastu polimorfizmow: rs7247933, rs4804459, rs2233678, rs35794537,
rs2233679, rs2233680, rs7250788, rs35973416, rs28589723, rs2233681, rs2233682, rs2233683,
rs2010457, rs11540415, rs34412035, rs11540414, rs3178950, rs35575918). Sposrod nich szesé
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(rs4804459, rs2233678, rs2233679, rs2233682, rs2233683, rs2010457) wystgpuje w postaci

heterozygotycznej w badanej grupie i zostato poddane analizie.

G
£G” 7P
,’\(le C A'le < G
[cd 7 7
B a6 l A% ROl
l Ekson1 J/

Ekson 2 Ekson 3 Ekson 4

-1444A>T T j +34insG
-820A>T -86G>A 17A>G
-197A>T
179A>G
-652A>G -298insA 591A>G
T 450G5A 2712C>G

Ryc. 31. Zestawienie 18 polimorfizméw w analizowanej sekwencji genu PIN1 oraz jego regionu
promotorowego. Zamiast numerow identyfikacyjnych polimorfizmow (rs) podano ich wzglgdne potozenie w
sekwencji PIN1. Polimorfizmy przedstawione w gornej cze$ci schematu stanowia sze$¢ heterozygotycznych
zmian w populacji polskiej (rs4804459,-1234G>C; rs2233678, -842G>C; rs2233679, -667C>T; rs2233682,
c.99G>A, 42G>A w cksonie 2; rs2233683, c.278+78C>T, +78C>T wzgledem eksonu 2, rs2010457,
¢.382+62A>G, +62A/G wzgledem eksonu 3).

Wspomnianych sze$¢ polimorfizméw pogrupowano w haplotypy oraz wyznaczono nierdwnowage
sprzgzen pomigdzy nimi, stosujac program Haploview. Polimorfizmy rs4804459, rs2233678,

1$2233679, 152010457 pozostaja w nierownowadze sprz¢zen w grupie EOAD, LOAD oraz w grupie
kontrolnej (Ryc. 32).

L I

. e Ryc. 32. Przedstawienie nierownowagi sprzezen
pomiedzy 6 polimorfizmami znajdujacymi si¢ na
odcinku o dlugosci 14 kb w genie PINI.
Nier6wnowaga sprze¢zen byla badana migdzy parami
polimorfizméw. W kwadratach podano wartosci D’.
Block 1 (14 Kb Kwadraty bez podanej warto$ci liczbowej oznaczaja,
ze D’=1, czyli zachodzi catkowita nierdéwnowaga
sprzgzen  pomigdzy dwoma  polimorfizmami.
Czerwone kwadraty reprezentuja pary polimorfizmow
z wartoscia LOD dla LD>2, niebieskie kwadraty
oznaczaja, ze D’=1, ale LOD<2, a biale kwadraty
oznaczaja LOD<2 i D’<l. D’ oznacza
znormalizowany wspotczynnik nierdownowagi.

rs4804459
rs2233678 -
rs2233679
rs2233682
rs2233683
rs2010457

Polimorfizmy rs2233682 1 rs2233683 charakteryzowatla niska czgsto$¢ wystepowania rzadszego allelu.
Polimorfizmy rs4804459, 1rs2233678, 152233679, 152233682, rs2233683, rs2010457 tworza 3
najczestsze haplotypy o czesto$ci >8%, przedstawione doktadniej w Tab. S25 (Suplement). Nie

stwierdzono réznic w czgsto$ciach badanych haplotypéw pomigdzy grupa chorych z EOAD, LOAD a
grupa kontrolna (p>0,050).
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Takze czgstosci genotypow i alleli badanych polimorfizméw nie réznity sig istotnie (Maruszak
i wsp., 2009b). Rozktady czgstosci genotypow i alleli genu PIN1 w badanych grupach byly w
rownowadze Hardy’ego i Weinberga (p>0,05). Stratyfikacja grup badanych ze wzgledu na
nosicielstwo allelu APOE4 nie miata wptywu na rozktad alleli i genotypow (p>0,1). Ponadto, zaden z

badanych polimorfizméw nie wptywa na wiek wystapienia pierwszych objawoéw AD (p>0,1).

4.3.4.1 Polimorfizmy PIN1 a zmiennos¢ mtDNA i pozostalych badanych genow jgdrowych

Wykonano analiz¢ wystgpowania polimorfizméw w genie PIN1 na tle badanych zmian w
genomie mitochondrialnym oraz pozostatych analizowanych wariantow w genach jadrowych (TFAM,
PGC-1la, HFE). Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomig¢dzy grupa chorych na AD a
grupa kontrolna w wystgpowaniu alleli i genotypdéw polimorfizméw w genie PIN1 na tle zmian w
genomie mitochondrialnym (p>0,05). Nie wykryto zaleznosci pomiedzy mitochondrialnymi

haplogrupami a zmiennos$cia genu PIN1 (p>0,05).

4.3.4.1.1 Analiza interakcji pomiedzy polimorfizmami w PIN1 i HFE

W zwiazku z doniesieniami o oddzialywaniach pomigdzy PIN1 i HFE na poziomie produktow
biatkowych (Hall i wsp., 2010), postanowiono sprawdzi¢ interakcj¢ mi¢dzy kodujacymi je genami.
Nie stwierdzono zwiazku pomigdzy badanymi polimorfizmami w genie PIN1 a His63Asp i
Cys282Tyr w HFE w grupie chorych z LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna (p>0,050). Wystepuje
istotna statystycznie interakcja pomiedzy polimorfizmem rs2010457 (c.382+62A>G) PIN1 a
rs1799945 (His63Asp) HFE (p=0,021, OR=4,26, 95% CI 1,24-14,62), co zbadano metoda regresji
logistycznej (uwzgledniajaca zmienne: ple¢, nosicielstwo rs2010457, rs1799945 oraz interakcje
rs2010457 z rs1799945) w grupie chorych na EOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna. Natomiast
efekty pojedyncze tych polimorfizméw w modelu regresji logistycznej nie sa istotne statystycznie
(rs2010457: p=0,449, OR=0,76, 95% CI 0,37-1,54; rs1799945: p=0,290, OR=0,56, 95% CI 0,19-
1,65).

Analiza regresji logistycznej badajaca interakcj¢ pomiedzy polimorfizmami genu PIN1 a Cys282Tyr
w grupie chorych na LOAD, EOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna nie wykazala zwiazku migdzy
tymi polimorfizmami (p>0,050). Analiza synergii pomigdzy rs2010457 i rs1799945 w grupie chorych
na EOAD w porownaniu z grupa kontrolng wykazata istotna statystycznie zalezno$¢ migdzy tymi
polimorfizmami o charakterze synergistycznym (SF=8,73, p=0,009, OR=3,0, 95% CI 1,72-44,45).

> Podsumowujac analiz¢ polimorfizméw PIN1, nie stwierdzono ich roli w ryzyku LOAD.
Polimorfizm rs2010457 PIN1 wykazuje istotna statystycznie interakcj¢ o charakterze synergii z
rs1799945 HFE w grupie EOAD.
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4.3.4.2 Zidentyfikowane nowe warianty w sekwencji PIN1

U trzech chorych z EOAD zidentyfikowano trzy rézne warianty, nieopisane w literaturze (c.24G>T,
€.58+64C>T, ¢.382+105C>T). W grupie chorych z LOAD zidentyfikowano jeden nowy wariant w
regionie promotorowym, 1187 pz w kierunku 5’ przed miejscem startu translacji (Ryc. 33).

v 2
7 X C7
%’3’?’ (\vid »\Q‘-’

20 7 x© X
99 C TLD‘G < 5 o ’5%

Ekson 3

Ryc. 33. PIN1 z zaznaczonymi pozycjami zidentyfikowanych mutacji u chorych z EOAD i LOAD.

Ponadto, u 2 chorych z LOAD wykryto wariant stwierdzony takze w grupie EOAD, ¢.58+64C>T.
Lacznie, zidentyfikowano 4 nowe warianty genu PIN1. Zestawienie informacji na temat nosicieli
zidentyfikowanych wariantow przedstawiono w Tab. 42. Wszystkie zidentyfikowane nowe zmiany w
PIN1 sa pojedynczymi podstawieniami nukleotydowymi i byly nicobecne w grupie kontrolnej.
Warianty 2.9805833T>C, ¢.24C>T oraz c¢.382+105C>T sa zlokalizowane na najbardziej
powszechnych haplotypach, CGTGCA/GGCGCG. Nosicielki wariantu ¢.58+64C>T nalezaty do
diplotypéw CGTGCA/CGCGCA, CCCGCG/CGCACA i CCCGTA/CGCACA.

Cztery warianty sa obecne u nosicieli mitochondrialnej haplogrupy H (H1, H6, H5a, H24), jeden u
nosiciela haplogrupy J (J2b) oraz jeden u nosiciela podhaplogrupy U (U5b1b).

Tabela 42. Podsumowanie danych o zidentyfikowanych zmianach w sekwencji PIN1. Wywiad z rodzing byt
podstawa postawienia hipotezy o rodzinnej historii otgpienia.

Wariant PIN1 [Ple¢ Wiek  Rodzinna historia otgpienia (+/-) APOE HapIOg rupa
mitochondrialna

0.9805834T>C [|M 70lat  + (matka miata problemy z pamiecia i wykazywata ~APOE3/4  H1
zaburzenia zachowania od 60 r.z.)

C.24G>T K 52 lata + (matka oraz matka ojca) APOE3/3  J2b
€.58+64C>T K 51lat  + (ojciec) APOE4/4  U5blb
K 71llat  + (brat matki) APOE3/4  H6
K 70lat  + (ojciec w wieku osiemdziesigciu kilku lat APOE3/4  Hba

zachorowatl na AD, siostra w wieku 66 lat zaczeta
mie¢ problemy psychiatryczne)

€.382+105C>T | M 48 lat  + (ojciec miat otgpienie, zmart w wieku 73 lat) APOE3/4  H24

M- mezczyzna, K- kobieta; + oznacza obecno$¢ rodzinnej historii otgpienia na podstawie wywiadu z bliskimi chorego/chorej;
Wiek — wiek chorego, kiedy wystapily u niego pierwsze objawy AD.

Potencjalne znaczenie zidentyfikowanych wariantdw opisano ponizej, opierajac si¢ o analize

bioinformatyczna i jesli to byto mozliwe - o analizg ekspresji.

4.3.4.2.1 Analiza bioinformatyczna wariantu g.9805833T>C

Program Matlnspector, wykorzystany do analizy in silico wariantu zlokalizowanego w

regionie promotorowym PIN1, g.9805833T>C, pokazat, ze 9.9805833T>C moze powodowa¢é utrate
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miejsca wigzania si¢ szeregu czynnikow transkrypcyjnych, w tym: biatek oddzialujacych z FAST-1
SMAD, rodziny biatlek PAR/bZIP, czynnika transkrypcyjnego wiazacego si¢ z sekwencja CCAAT
(Ccaat/Enhancer Binding Protein, C/EBP), rodziny biatek Ikaros zawierajacych motyw palca
cynkowego (lkaros zinc finger family). Taka sama analiza wykonana przez program Mapper
potwierdzita utratg miejsc wiazania dla C/EBP i rodziny biatek PAR/bZIP. W obu analizach miejsce
wiazania C/EBP otrzymalo wyzsze wyniki w podobienstwie do matrycy w poréwnaniu z rodzina
biatek PAR/bZIP. Analiza catego regionu promotorowego PIN1 programem Mapper wytonita jedno, a
programem Matlnspector dwa miejsca wigzania si¢ bialek z rodziny C/EBP do promotora PINI.
Hipotezg¢ dotyczaca interakcji PIN1 i C/EBP, angazujaca czynnik transkrypcyjny E2F — regulator
ekspresji PIN1, przedstawiono szerzej w pracy dotyczacej udzialu PIN1 w AD (Maruszak i wsp.,
2009Db). Zniesienie wiazania si¢ przynajmniej jednego miejsca dla C/EBP w pozycji g.9805833T>C

moze prowadzi¢ do zaburzenia aktywacji PIN1 przez E2F.

4.3.4.2.2 Analiza bioinformatyczna mutacji ¢.382+105C>T

Analiza z wykorzystaniem programéw Automated Splice Site Analysis i ESEfinder nie

wykazata roli wariantu ¢.382+105C>T w zmianie przyltaczania czynnikow splicingowych.

4.3.4.2.3 Analiza bioinformatyczna wariantu ¢.24G>T

Wariant ¢.24G>T jest synonimicznym podstawieniem (CCG>CCT) w kodonie 8 dla proliny,
bioracej udziat w tworzeniu domeny WW PIN1. Zarowno sekwencja DNA, jak i biatka wykazuja w
tym miejscu wysoki stopien konserwowania miedzy gatunkami (poza Mus musculus, u ktorej w DNA
W miejscu cytozyny jest adenozyna).

Analiza sekwencji eksonu 1 z wykorzystaniem programu ESEfinder wykazata, ze
wspomniana substytucja znajduje si¢ w miejscu potencjalnego wigzania si¢ pigciu czynnikow
uczestniczacych w splicingu. Zidentyfikowana transwersja moze potencjalnie powodowaé zmiang
wiazania si¢ kilku biatek SR (Ryc. 34), czego szczegétowe omowienie zawarto w pracy Maruszak i
wsp. (2009Db).
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Biatka SR c.24G c.24T
SF2/ASF (1) Score=2.02 -
SF2/ASF (2) Score=4.42 | Score=3.75

SF2/ASF (IgM-BRCA1)  Score=2.76 1 Score=4.13
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SC35(D Score=2.93 -
SC35(2) - 1 Score=3.54 s
SRp40 - Score=2.88

Score=3.02 1 Score=3.83
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Ryc. 34. Wplyw substytucji ¢.24G>T na przylaczanie si¢ eksonowych czynnikéw wzmacniajacych splicing
na podstawie analizy podstawienia z wykorzystaniem programu ESEfinder. ESEfinder ocenia sit¢ wigzania
czynnika i okresla ja poprzez warto$¢ Score. Przedstawiono wyniki tylko dla tych czynnikow, ktore przytaczaja
si¢ do sekwencji dzikiej i/lub zmutowanej. W $rodkowej kolumnie tabeli pokazano wptyw allelu dzikiego,
natomiast w kolumnie z prawej strony — potencjalny wptyw allelu zmutowanego, ¢.24T. Pozioma kreska
oznacza brak miejsca wigzania si¢, strzatka skierowana do dolu-obnizenie sily wiazania si¢, a strzatka
skierowana do gory - wzrost sity wiazania czynnika wzmacniajacego splicing. Biatkom SR przypisano kolory i
przedstawiono ich wiazanie si¢ do sekwencji dzikiej i zmutowanej.

4.3.4.2.4 Analiza bioinformatyczna wariantu ¢.58+64C>T

Wariant ¢.58+64C>T jest zlokalizowany w miejscu konserwowanym w DNA ssakow (Ryc. 35).
Zostat on zidentyfikowany u 3 kobiet z FAD. Jedna z nich chorowata na posta¢ wczesnoobjawowa, a

dwie na p6znoobjawowa. Nie ma danych dotyczacych mozliwego pokrewienstwa tych chorych.

<. 58+64C>T

Homo sapiens
Canis familiaris
Macaca mulatta
Pan_trgglodytes
Mus musculus
RatEus_norvegicus
Bos_taurus

Q000

Ryc. 35. Porownanie fragmentu sekwencji PIN1 z zaznaczonym na pomaranczowo miejscem, w ktérym
zaszlo podstawienie ¢.58+64C>T.

Zastosowanie programu RegRNA pokazato, ze w wyniku substytucji ¢.58+64C>T moze powstaé
miejsce wiazania dwoch intronowych czynnikéw wzmacniajacych splicing - motyw AGGG (na nici +)
oraz motyw CTGC (na nici—). Pojawienie sie kolejnego motywu (A/U)GGG poza trzema innymi w
czgéci 5 intronu 1 mogloby réwniez oddzialywaé na splicing, co jest opisywane w literaturze

(Maruszak i wsp., 2009b).
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Analiza z wykorzystaniem programu Automated Splice Site Analysis pokazala, Ze substytucja
¢.58+64C>T moze zwigksza¢ 14,3-krotnie sitg potencjalnego miejsca wigzania wzmacniacza splicingu
SC35, usytuowanego 2 nt przed zmiang, w poréwnaniu z sekwencja dzika. Wedlug bazy danych
Aceview wykryto alternatywny transkrypt PIN1 (hApr07, BC031971), pozbawiony eksonu 1,
zawierajacy dwa nowe eksony, powstajace z sekwencji intronu 1. Substytucja ¢.58+64C>T znajduje
si¢ w obszarze pierwszego z nich. Opisywany w bazie Aceview transkrypt zostal wykryty w jadrach
meskich i1 jego przewidziang lokalizacja sa mitochondria. Mozliwe, ze zaistniata zmiana, zwigkszajaca

sile¢ wigzania SC35 moze wptywac na zajScie alternatywnego splicingu w innych tkankach.

4.3.4.2.5 Analiza ekspresji PIN1 u nosicielki ¢.58+64C>T

Sposrod nosicielek wariantu ¢.58+64C>T tylko u jednej bylo mozliwe wykonanie analizy ekspresji
PIN1 na poziomie mMRNA z wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym. Ekspresja PIN1 we
krwi obwodowej 0soby niosacej wspomniang mutacje, w odniesieniu do genu referencyjnego (SDHA)

oraz w porownaniu z grupa kontrolna (n=4), byta 2,82 razy nizsza (Ryc. 36).

0

Wzgledny poziom mRNA PIN1 ( ACt)

——e

Nosicielka

Grupa kontrolna
€.58+64C>T

Ryc. 36. Wzgledny poziom ekspresji PIN1 u nosicielki wariantu ¢.58+64C>T oraz w grupie kontrolngj.
Wykres przedstawia réznice poziomu progowego (Ct) dla genu badanego (PIN1) oraz genu referencyjnego
(SDHA), ACt, w grupie kontrolnej i u nosicielki substytucji.

> Podsumowujac, zidentyfikowano 4 nowe warianty PIN1 (c.24G>T, c.58+64C>T,
€.382+105C>T oraz 9.9805834T>C), stanowiace pojedyncze podstawienia nukleotydowe, nieobecne
w grupie kontrolnej. Analiza in silico przewidziata rolg trzech wariantow (9.9805833T>C, ¢.24G>T
oraz ¢.58+64C>T) w modyfikowaniu przylaczanie si¢ czynnikow transkrypcyjnych, badz czynnikow

bioracych udzial w splicingu. Wariant ¢.58+64C>T jest zwiazany z 2,82 razy nizsza ekspresja PINL1.
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Ninigjsza praca przedstawia analiz¢ zmienno$ci wybranych fragmentow genomow
mitochondrialnego i jadrowego oraz probg okreslenia zaleznosci pomigdzy zidentyfikowanymi
zmianami w kontekscie choroby Alzheimera. Ponizej przedyskutowano znaczenie zidentyfikowanych
czynnikow ryzyka AD oraz czynnikow protekcyjnych, odnoszac si¢ do najnowszych badan
dotyczacych tej choroby oraz — szerzej — do kwestii zwiazanych z okre$laniem podtoza genetycznego

choréb neurozwyrodnieniowych.

5.1 Allel APOE4 czynnikiem ryzyka LOAD, ale nie w grupie stulatkow

Uzyskane wyniki potwierdzily istotna rolg allelu APOE4 jako czynnika ryzyka LOAD, co jest
zgodne z dotychczasowymi doniesieniami na temat udzialu wspomnianego allelu w etiopatogenezie
LOAD (Mabhley i wsp., 2006). Stwierdzono, ze osoby posiadajace co najmniej jeden allel APOE4
(status APOE4+) maja statystycznie ponad pigciokrotnie wyzsze ryzyko zachorowania na LOAD w
poroéwnaniu z osobami o statusie APOE4- (p<0,0001). Jednakze, podobnie, jak w innych populacjach
(Asada i wsp., 1996; Sobel i wsp., 1995; Perls, 2004), nie stwierdzono zwiazku nosicielstwa allelu
APOE4 z zachorowaniem na LOAD w grupie stulatkow. Czestos¢ alleli APOE2 i APOE3 wraz z
wiekiem rosnie, a APOE4 maleje, co wyraznie wida¢ w badanej grupie stulatkéw, i co moze by¢
zwiazane z opisywana w literaturze wyzsza $miertelno$cia nosicieli APOE4 (Ewbank, 2004).

Wptyw APOE4 zalezy wigc od wieku badanych, co uzasadnia m.in. wprowadzenie podziatu
na grupy wiekowe wérod badanych. Istotnie, APOE4 wptywa na wcze$niejsze wystapienie pierwszych
objawow LOAD. Stwierdzono, ze u 0so6b o statusie APOE4+ w wieku <72 lata (p<0,0001, OR=6,28)
ryzyko zachorowania jest wyzsze w porownaniu z 0sobami APOE4-. Jest to zgodne z wczeSniejszymi
doniesieniami o tym, ze nosicielstwo allelu APOE4 najsilniej oddziatuje na wzrost ryzyka LOAD
pomigdzy 60 i 70 r.z. (Blacker i wsp., 1997). Uwaza sig, ze W przebiegu AD APOE4 najsilniej wptywa
na powstawanie blaszek amyloidowych u jeszcze mtodszych osob, w wieku 50-59 lat (Kok i wsp.,
2009).

Proporcja liczby kobiet do liczby mgzczyzn w analizowanej grupie badanej nie odbiega od
stosowanych w innych badaniach nad AD (Ferrucci i wsp., 2008). Jednak nie potwierdzono
postulowanego przez czg$¢ badaczy wyzszego ryzyka zwiazanego z nosicielstwem APOE4 w grupie
kobiet w poréwnaniu z grupa me¢zczyzn (Farrer i wsp., 1997; Azad i wsp., 2007; Santoro i wsp.,
2010). Postulowane w literaturze wyzsze ryzyko AD u nosicielek allelu APOE4 jest wiazane m.in. z
obserwowanym silniejszym wptywem APOE4 na patologi¢ hipokampa i zaburzenia pamigci u pilci
zenskiej (Azad i wsp., 2007). Mimo ze nie Stwierdzono, ze pte¢ wplywa na zachorowanie na AD,
uwzgledniano ja w analizach, sprawdzajac, czy nie modyfikuje dziatania badanych czynnikow ryzyka.
Wyniki opisane w niniejszej rozprawie wskazuja na zmiany sekwencji potencjalnie wptywajace na

ryzyko AD. Pokazuja tez, ze niektore czynniki ryzyka AD sa specyficzne wzgledem pici.
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5.2 Rola zmiennosci mtDNA w tworzeniu ryzyka AD

5.2.1 Haplogrupa H i klaster HV zwi¢kszaja ryzyko zachorowania na LOAD

Wsrdéd osob  wlaczonych do grupy badanej znalezli si¢ nosiciele haplogrup,
charakterystycznych dla populacji wschodnio - i poludniowoazjatyckiej oraz afrykanskiej. Nosiciele
niespecyficznych dla populacji kaukaskiej haplogrup stanowia niewielki odsetek kazdej z badanych
grup - chorych z LOAD, EOAD, stulatkéw oraz grupy kontrolnej. Ich obecnos¢ w kazdej grupie
uzasadnita pozostawienie ich w strukturze badanej proby. Domieszka haplogrup niespecyficznych dla
populacji kaukaskiej jest odnotowywana we wszystkich opublikowanych dotychczas badaniach i jest
$wiadectwem migracji.

Poréwnanie czgstosci mitochondrialnych haplogrup i podhaplogrup w badanych grupach
wskazalo, Ze istotne roznice wystepuja jedynie pomigdzy grupa LOAD i grupa kontrolng. Nie
wykazano zwiazku haplogrup z ryzykiem EOAD czy wystapieniem LOAD u stulatkow. Moze by¢ to
zwiazane z niska liczebnoscia tych grup, uniemozliwiajaca wykrycie sprawczych czynnikow o
mniejszej czgstosci wystgpowania.

Najczestsza haplogrupa we wszystkich badanych grupach jest haplogrupa H, co jest zgodne z
danymi dla populacji europejskiej (Roostalu i wsp., 2007; Malyarchuk i wsp., 2002; Carrieri i wsp.,
2001). Haplogrupa H w wielu pracach dotyczacych udziatu zmian konstytutywnych w mtDNA w
chorobach neurozwyrodnieniowych jest postrzegana jako referencyjna, ze wzgledu na wysoka
czestos¢ wystepowania w populacji kaukaskiej (>40%) (van der Walt i wsp., 2004; Mancuso i wsp.,
2007) oraz dlatego, ze podhaplogrupa H2a2 zostatla wybrana jako haplogrupa referencyjna dla
ludzkiego mtDNA (Anderson i wsp., 1981). Jednakze w niniejszej pracy zastosowano inne podejscie.
Ze wzgledu na to, ze po 65 r.z. wraz z wiekiem ro$nie prawdopodobienstwo zachorowania na LOAD,
w zwiazku z czym LOAD dotyka okoto potowy populacji oséb w wieku 85 lat, przyjeto, ze
haplogrupa wystepujaca z tak duza czestoscia (Roostalu i wsp., 2007) nie moze by¢ neutralnym
czynnikiem wobec choroby niemal réwnie powszechnej. Dlatego w opisanych badaniach grupe
odniesienia dla nosicieli danej haplogrupy stanowili nosiciele wszystkich pozostatych haplogrup.

Stosujac wspomniana metodologi¢ wykazano, ze haplogrupa H oraz klaster HV, ztoZzony z
filogenetycznie spokrewnionych haplogrup H i V, sprzyjaja rozwojowi LOAD. Wyniki opisane w
niniejszej rozprawie pozytywnie weryfikuja wyniki uzyskane dla mniejszej grupy badanej (222
chorych na LOAD, 252 os6b z grupy kontrolnej), opublikowane w 2009 r. i stanowiacych pierwsze
doniesienie o istotnej roli klastera HV w LOAD (Maruszak i wsp., 2009a). Nalezy zaznaczy¢, ze
zwiazek haplogrupy H z ryzykiem LOAD uzyskano dla grupy badanej pozbawionej domieszki
niespecyficznych dla populacji kaukaskiej haplogrup (OR=1,41). Haplogrupa H jest takze czynnikiem
ryzyka osobno w grupie kobiet (OR=1,51). Podobnie jak w przypadku haplogrupy H, klaster HV jest
istotnie statystycznie zwiazany z ryzykiem LOAD (OR=1,51), takze osobno w grupie kobiet

(OR=1,52), podczas gdy w grupie me¢zczyzn zalezno$¢ ta miata jedynie posta¢ trendu.



5 DYSKUSJA

Uzyskany wynik dla populacji polskiej jest spdjny z przeprowadzona metaanaliza dotychczas
opublikowanych wynikoéw oraz wynikow zebranych w niniejszej rozprawie. Metaanaliza wykazata, ze
haplogrupa H stanowi istotny czynnik ryzyka LOAD w populacji kaukaskiej (OR=1,22). Réwniez
metaanaliza dotyczaca klastera HV, zlozona z sze$ciu badan, wraz z zawartym w niniejszej rozprawie,
takze wykazatla istotng statystycznie asocjacje pomigdzy nosicielstwem klastera HV, a zachorowaniem
na LOAD w populacji kaukaskiej (OR=1,25).

Warto zaznaczy¢, ze badania uwzglednione w metaanalizie dotyczacej haplogrupy H i klastera
HV nie pokrywaja si¢ calkowicie. Niemozliwe bylo wykorzystanie tych samych badan, gdyz nie
wszyscy ich autorzy podali czgsto$ci poszczeg6lnych haplogrup czy klasterow, badz np. wiaczali
haplogrupe V do zbiorczej kategorii “inne” i z uwagi na brak informacji o frekwencji V nie mozna
bylo wiaczy¢ danego badania do metaanalizy. Jednakze, wyniki obu metaanaliz wskazuja, ze zardowno
haplogrupa H, jak i klaster HV sa istotnymi czynnikami ryzyka LOAD. Wynik ten jest tym bardziej
istotny, gdyz czesto$ci mitochondrialnych haplogrup réznia si¢ pomigdzy grupami etnicznymi,
populacjami, a nawet regionami geograficznymi tego samego kontynentu (Wallace i wsp., 2003), co
moze miec¢ istotny wptyw na wyniki pojedynczych badan asocjacyjnych.

Dotychczas, jedynie w grupie Iranczykow (Persow) stwierdzono istotny zwiazek pomigdzy
nosicielstwem haplogrupy H a ryzykiem AD (Fesahat i wsp., 2007). Jednak autorzy przeprowadzili
jedynie analiz¢ jednoczynnikowa, nie kontrolujac wptywu innych czynnikéw (w tym statusu APOE4)
na ryzyko AD. Ponadto, podana przez Fesahat i wsp. (2007) czgsto$é haplogrupy H w grupie chorych
z AD (16,6% vs 3% w grupie kontrolnej) jest bardzo zblizona do czgstosci H uzyskanych dla Persow
w badaniu populacyjnym (16,7%) (Metspalu i wsp., 2004). Wydaje sie, ze wyniki te wskazuja, iz
grupa badana nie stanowita reprezentatywnej proby i wobec tego nie mozna rozstrzygna¢ o roli
haplogrupy H w zachorowaniu na AD w tamtejszej populacji. Natomiast jedno p6zniej opublikowane
badanie przeprowadzone w populacji europejskiej wskazuje na istnienie zwiazku haplogrupy H z
ryzykiem AD na poziomie trendu statystycznego (Kriiger i wsp., 2009). Przyczyn braku istotnosci
statystycznej mozna upatrywaé w szeregu czynnikow: od wptywu konkretnego podtoza etnicznego, po
rozne Kryteria rekrutacji grupy badanej.

Mozna zaproponowaé hipotezg, ze znaczenie haplogrupy H, zwiazanej z ryzykiem LOAD
wynika z wspolwystgpowania z innymi czynnikami obecnymi w tzw. okresie krytycznym,
pokrywajacym si¢ z najsilniejszym oddziatywaniem APOE4. Poniewaz w grupie stulatkow nie
stwierdzono zwiazku migdzy nosicielstwem haplogrupy H czy klastera HV a zachorowaniem na
LOAD (p>0,05), mozna sadzi¢, ze prawdopodobnie nie nalezy rozpatrywaé czynnikow ryzyka LOAD
jako posiadajacych te sama site¢ w réznych stadiach zycia cztowieka. Potrzeba jednak dodatkowych
badan, na zdecydowanie wigkszych grupach badanych w réznym wieku dla weryfikacji tej hipotezy.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki przekonuja o stusznosci przyjecia za grupg odniesienia
dla nosicieli danej haplogrupy osob bedacych nosicielami wszystkich pozostatych haplogrup, a nie
haplogrupy H, jak to bylo czynione dotychczas (np. van der Walt i wsp. 2004). Poza uzyskanym

zwigzkiem z LOAD, niedawno opisano takze asocjacj¢ niektorych chordb psychiatrycznych z
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haplogrupa H (np. schizofrenii) (Amar i wsp., 2007). Stwierdzono réwniez zwiazek haplogrupy H z
otgpieniem z ciatami Lewy’ego (Chinnery i wsp., 2000), choroba Parkinsona (Khusnutdinova i wsp.,
2008) oraz z choroba Huntingtona (Arning i wsp., 2010). Wydaje si¢ wigc, ze wptyw haplogrup
mitochondrialnych na genetyczne podloze podatnosci na choroby neurozwyrodnieniowe czy

psychiczne moze mie¢ szerszy zakres niz dotychczas przypuszczano.

5.2.1.1 Synergistyczna relacja pomiedzy podhaplogrupq H5 a APOE4 zwigksza ryzyko
LOAD

Wykonano szczegdtowa analize podhaplogrup i podtypow haplogrupy H, probujac zrozumieé
rolg haplogrupy H i klastera HV w LOAD. Zatozono, ze konkretna podhaplogrupa lub podhaplogrupy
moglyby by¢ odpowiedzialne za zaobserwowany zwiazek haplogrupy H z LOAD. Jednak poza
podhaplogrupa H16, ktora zidentyfikowano wytacznie w grupie LOAD, nie wystapity roéznice w
czestosci pozostatych podhaplogrup H pomigdzy grupa badang a kontrolna (p>0,05).

Analizujac jednoczesne wystgpowanie podhaplogrup H z allelem APOE4, zidentyfikowano
istotna relacje synergistyczna podhaplogrupy H5 z APOE4, $wiadczaca o wplywie obu czynnikoéw
genetycznych na ryzyko LOAD (OR=33,13). W odrdznieniu od Santoro i wsp. (2010) nie stwierdzono
istotnych roéznic w czgstosci podhaplogrupy H5 pomiedzy grupa LOAD a grupa kontrolna. Wykazano,
ze posiadanie zaréwno podhaplogrupy H5 oraz przynajmniej jednego allelu APOE4 podwyzsza
prawdopodobienstwo zachorowania zwiazane z samym nosicielstwem allelu APOE4 (OR=5,12).
Zwiazek wspomnianych czynnikow z ryzykiem LOAD wydaje si¢ zaleze¢ przede wszystkim od
efektu APOE4, wzmocnionego dodatkowo nosicielstwem podhaplogrupy H5. Jednak trudno
rozstrzygnaé, jaka role odgrywa podhaplogrupa H5 w wykrytej interakcji. Podhaplogrupa H5 jest
definiowana przez polimorfizmy w regionie niekodujacym mtDNA (m.456T, m.16304C), ponadto
brak danych o funkcjonalnej réznicy pomiedzy podhaplogrupa H5 a haplogrupa H. Postulowano, ze
podtyp H5, H5a, definiowany przez polimorfizm m.4336T>C w genie tRNA®" jest czynnikiem
ryzyka AD (Shoffner i wsp., 1993; Egensperger i wsp., 1997; Hutchin i Cortopassi, 1995). Jednak inne
badania, w tym prezentowane w niniejszej rozprawie, wskazuja na brak réznic w czestosci H5a
pomigdzy grupa LOAD i grupa kontrolng (Edland i wsp., 2002; Garcia-Lozano i wsp., 2002; Tysoe i
wsp., 1996; Chagnon i wsp., 1999). Pomimo ze podhaplogrupa HS5 jest druga co do czgstosci
podhaplogrupa H w badanej grupie, liczba jej nosicieli jest niewielka (23 osoby z LOAD, 12 0s6b z
grupy kontrolnej), stad jej zwiazek z ryzykiem LOAD nalezy zweryfikowa¢ na duzo wigkszej grupie
badanej.

Przedstawiony powyzej zwiazek podhaplogrupy H5 i APOE4 z ryzykiem LOAD wskazuje na
zasadno$¢ uwzgledniania w badaniach zwiazku pomigdzy haplogrupami czy podhaplogrupami
mitochondrialnymi a statusem APOE4. Nietrudno dostrzec znaczenie praktyczne poznania interakcji
pomigdzy tymi czynnikami, na przyktad w farmakoterapii. Zrozumienie zwiazku pomigdzy APOE4 i
innymi czynnikami ryzyka moze zwigkszy¢ obiektywnos$¢ prob klinicznych nowych lekow, poprzez

uwzglednienie i1 kontrolowanie podtoza genetycznego o0sOb uczestniczacych w badaniach. Dla
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przyktadu, wykazano, ze 0soby APOE4+ nie odpowiadaja na terapi¢ z udzialem rozyglitazonu'?, w
odrdznieniu od chorych APOE4- (Risner i wsp., 2006). Ponadto, przyjmuje si¢, ze haplogrupa H (w
porownaniu z pozostalymi haplogrupami) zwiazana jest z wyzsza aktywno$cia metaboliczna
mitochondriow, co moze by¢ istotnym, cho¢ dotad pomijanym, elementem planowania leczenia
farmakologicznego AD. Podobne zaleznos$ci opisano dla niektorych innych schorzen neurologicznych,
na przyktad, wykazano, ze cierpiacy na migren¢ nosiciele haplogrupy H - w odr6znieniu od nosicieli
pozostatych haplogrup - nie odpowiadaja na terapi¢ ryboflawina (Di Lorenzo i wsp., 2009). Mozna
przypuszczaé, ze uwzglednienie nie tylko mitochondrialnej haplogrupy, ale takze statusu APOE4

pozwoli lepiej dobra¢ grupeg pacjentéw odpowiadajacych pozytywnie na leczenie farmakologiczne.

5.2.2 Haplogrupa H a sprze¢ganie/rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej

Uzyskane wyniki dotyczace zwiazku haplogrupy H oraz klastera HV z ryzykiem LOAD
potwierdzaja hipotez¢ Wallace’a i wsp. (2003), ktorzy zaproponowali schemat udziatu konkretnych
haplogrup w etiopatogenezie chorob neurozwyrodnieniowych dzielac je na zwiazane ze
sprzeganiem/rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej. Zasady tego podzialu przedstawia Ryc. 37.
Haplogrupy zwiazane ze sprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej, w tym haplogrupa H, sa z jednej
strony powiazane z wigksza produkcja ATP, ale jednocze$nie ze zwigkszona produkcja wolnych
rodnikéw, co prowadzi do stresu oksydacyjnego (Wallace i wsp. 2003; Wallace, 2005; Ruiz-Pesini i
wsp., 2000). Poniewaz wzrost stresu oksydacyjnego wiaze si¢ z wyzszym ryzykiem chorob
neurozwyrodnieniowych, nosiciele haplogrup zwiazanych z fenotypem sprzegania fosforylacji
oksydacyjnej maja by¢ tym samym bardziej narazeni na rozwoj wspomnianej klasy chorob.

Zatem uzyskany wynik, dotyczacy roli haplogrupy H w ryzyku LOAD jest spojny z
zatozeniami hipotezy o niekorzystnym oddzialywaniu haplogrup wiazanych z fenotypem sprzegania
fosforylacji oksydacyjnej. Dotychczas pojawialy si¢ doniesienia wykazujace posrednio stusznos¢ tego
zatozenia. Wykazano na przyklad, ze nosicieli haplogrupy H charakteryzuje wyzszy maksymalny
pobor tlenu (VO, max) oraz wigksze uszkodzenia oksydacyjne w poréwnaniu z nosicielami
haplogrupy J (Marcuello i wsp., 2009; Martinez-Redondo i wsp., 2010). Nasuwa si¢ zatem pytanie,
dlaczego nosicielstwo haplogrupy H nie podlegato selekcji negatywnej w ewolucji? Wiadomo, ze
szkodliwe mutacje mtDNA sa bardzo szybko eliminowane z zenskich komorek linii ptciowej, dzigki
czemu wigkszo$¢ mutacji chorobotworczych w mtDNA utrzymuje si¢ w populacji tylko przez kilka
pokolen (Goémez-Duran i wsp., 2010). Czgstos¢ mutacji o niewielkim efekcie fenotypowym zalezy w
populacji nie tylko od wptywu na jej fitness (dostosowanie darwinowskie), ale tez od dryfu
genetycznego i innych zjawisk stochastycznych (Ruiz-Pesini i wsp., 2004). Okazuje sig, ze haplogrupa
H moze by¢ korzystna dla funkcjonowania niektorych tkanek — np. mozgu - zapewniajac im poprzez

sprzgganie fosforylacji oksydacyjnej wigksza ilos¢ ATP (Wallace, 2005; Arning i wsp., 2010).

2 agonista receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow typu y (PPAR-y, peroxisome

proliferator-activated receptor).
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Ponadto, niewykluczone, ze wysoka czgsto$¢ wzglednie mtodej filogenetycznie haplogrupy H w
populacji europejskiej jest wynikiem pozytywnej selekcji naturalnej. Do ekspansji haplogrupy H
moglo dojs¢ np. w trakcie epidemii chordb, poprzez jej wpltyw np. na rownowage energetyczna
(Arning 1 wsp., 2010). Wydaje si¢ tez, ze wspoélczesnie fenotyp mitochondrialny zwiazany z
haplogrupa H moze by¢ korzystny w warunkach krotkotrwale zaburzonej fosforylacji oksydacyjnej, na
przyktad w przebiegu udaru (Rosa i wsp., 2008) czy zakazenia septycznego (Baudouin i wsp., 2005),
natomiast szkodliwe w przypadku chronicznych chordb, takich jak choroby neurozwyrodnieniowe
(Brand, 2000).

A) SPRZEGANIE FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ
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B) ROZPRZEGANIE FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ
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Ryc. 37. Schematyczne przedstawienie konsekwencji sprzegania (A) i czeSciowego rozprzegania (B)
fosforylacji oksydacyjnej oraz hierarchii haplogrup powiazanych z fenotypem sprzegania (géra piramidy)
i czeSciowego rozprzegania fosforylacji oksydacyjnej (C) (na podstawie Wallace i wsp., 2003).

A) Sprzeganie fosforylacji oksydacyjnej to zamiana rownowaznikow redukcyjnych na energi¢ magazynowana w
ATP w fancuchu oddechowym. Powstaje ATP, wolne rodniki i uwalniana jest mata ilo§¢ ciepta (Q). B)
Rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej jest rezultatem przecieku protonéw do matriks mitochondrialnej,
nastepuje rozproszenie sity protomotorycznej, mniej protondéw ptynie przez syntazg ATP, co prowadzi do spadku
ilosci powstajacego ATP i wytwarzanych wolnych rodnikéw. Energia z utleniania substratow zostaje
niespozytkowana i uwolniona w postaci ciepta. C) Uszeregowanie haplogrup specyficznych dla populacji
kaukaskiej od tych o charakterze najbardziej sprzegajacym (na samej gorze piramidy, haplogrupa H) do tych
zwiazanych z najwigkszym rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej (na samym dole piramidy, haplogrupa K).
Symbolem U* oznaczono wszystkie pozostate podhaplogrupy U poza U4 i USal.

|ATP |wolnych rodnikéw 1 produkcji ciepla
ADP ATP

@ Wolne rodniki

@
® " °

Syntaza

ATP
l Kompleks 1l ' ‘
Kompleks | Kompleks
Kompleks

Cytc v

L I 4

Przedstawione w rozprawie wyniki sa zgodne rowniez z druga czescia hipotezy Wallace i wsp.
(2003), dotyczaca protekcyjnej roli haplogrup i podhaplogrup (U4, U5al, K, Jlc, J2, T) wiazanych z
czeSciowym rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej. Zaobserwowano zwiazek haplogrup i
podhaplogrup wiazanych z rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej z nizszym ryzykiem

zachorowania na LOAD. Z uwagi na niska czgsto$¢ pojedynczych haplogrup i podhaplogrup
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wiazanych z cze$ciowym rozprzg¢ganiem fosforylacji oksydacyjnej, rozpatrujac je osobno mozna nie
uchwyci¢ ich znaczenia dla ryzyka LOAD. Dlatego zbadano zwiazek haplogrup z ryzykiem
zachorowania na LOAD poprzez stopniowe dodawanie kolejnych haplogrup — najpierw U4, U5al, K z
klastera KU, nastgpnie dodajac haplogrupg J, i w koncu haplogrupe T, podobnie jak to uczynili
Khusnutdinova i wsp. (2008). W ten sposob wykazano, ze w calej grupie badanej zagregowane
haplogrupy 1 podhaplogrupy wiazane z czgsciowym rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej
(U4+U5al+K+J+T) sa istotnie statystycznie zwiazane z mniejszym ryzykiem zachorowania na
LOAD. Dodatkowo, stwierdzono, ze ple¢ jest istotnym statystycznie czynnikiem modulujacym
zwiazek haplogrup J, T, K i U oraz ich klasteréw, JT, KU z ryzykiem LOAD.

Analizujac rolg zagregowanych podhaplogrup i haplogrup w grupie kobiet stwierdza si¢
wyrazny wplyw haplogrupy T. Wlaczenie jej do zagregowanych haplogrup i podhaplogrup o
potencjalnej roli w rozprzeganiu fosforylacji oksydacyjnej wplywa na obnizenie ryzyka LOAD.
Uzyskane wyniki wskazuja wyraznie, ze w grupie kobiet haplogrupa T osobno oraz klaster JT,
ztozony z filogenetycznie spokrewnionych haplogrup J i T, sa czynnikiem zmniejszajacym ryzyko
zachorowania na LOAD. Ponadto, jeden z polimorfizméw definiujacych haplogrupe T, m.13368G>A,
jest takze istotnie statystycznie rzadszy w grupie kobiet z LOAD, w poréwnaniu z kobietami z grupy
kontrolnej.

Otrzymany efekt jest zalezny od pflci, gdyz w przeciwienstwie do wynikéw uzyskanych dla
grupy kobiet, w grupie mezczyzn haplogrupa T nie wptywa istotnie na ryzyko LOAD. Stabym
czynnikiem protekcyjnym w grupie mgzczyzn jest klaster KU (OR=0,46). Nalezaca do wspomnianego
klastera halogrupa K stanowi bardzo staby, na poziomie trendu statystycznego, czynnik protekcyjny,
zwiazany z nizszym ryzykiem LOAD. Dodatkowo, wykazano wptyw haplogrupy K, neutralizujacy
ryzyko LOAD zwiazane z posiadaniem przynajmniej jednego allelu APOE4 (OR=0,18). Podobny
wynik uzyskata grupa Carrieri i wsp. (2001) w populacji wloskie;j.

By¢ moze rzeczywistym czynnikiem protekcyjnym wobec LOAD jest polimorfizm
m.9055G>A (definiujacy haplogrupg K), powodujacy niesynonimiczne podstawienie W genie
podjednostki ATP6. Polimorfizm ten zidentyfikowano jako silny czynnik genetyczny zmniejszajacy
ryzyko LOAD w catej grupie badanej i 0Sobno w grupie mezczyzn. Efekt ten jest zgodny z hipoteza o
protekcyjnej roli haplogrup wiazanych z fenotypem rozprzggajacym.

Ponadto, Hendrickson i wsp. (2008) stwierdzili, ze wsrdéd haplogrup populacji kaukaskiej
klaster UK i U sa najbardziej zwiazane z niewydolnoscia energetyczna. Sugesti¢ t¢ potwierdzono dla
analizowanych w rozprawie grup badanych, stwierdzajac, ze podhaplogrupa U, U5al jest istotnie
statystycznie powiazana z ok. dwukrotnie nizszym ryzykiem zachorowania na LOAD (OR=0,41).
Ponadto, wykryto, ze haplogrupa U jest na granicy istotnosci statystycznej zwiazana z dwukrotnie
nizszym ryzykiem zachorowania na LOAD w grupie stulatek.

Za wpltywem zmian w mtDNA na fenotyp sprzegania/rozprzegania fosforylacji oksydacyjnej
przemawiaja rowniez badania in vitro. Gomez-Duran i wsp. (2010) wykazali, ze cybrydy z mtDNA

nalezacym do klastera KU maja nizsza ilos¢ kopii mtDNA, nizszy poziom mitochondrialnych rRNA
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oraz przejawiaja rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej w porownaniu z cybrydami z mtDNA
nalezacymi do haplogrupy H. Te dwa rodzaje cybryd réznia jedynie dwa niesynonimiczne
polimorfizmy w mitochondrialnych genach podjednostek komplekséw oddechowych, m.14766C>T
(Thr7lle - definiujacy klaster HV), oraz m.14798T>C (Phel8Leu — obecny w klasterze KU) w genie
podjednostki mitochondrialnej CYTB. Badania wskazuja, ze m.14766C>T wplywa na wydajnos¢
cyklu Q (Beckstead i wsp., 2009).

Niewykluczone, ze polimorfizm m.14766C>T odpowiada za opisana wyzej asocjacje
haplogrupy H i klastera HV z ryzykiem LOAD. Badania nad konplastycznymi szczepami myszy i
szczurdw, charakteryzujacymi si¢ identycznym genomem jadrowym, ale innym mtDNA, wskazuja, ze
zmienno$¢ mtDNA wplywa na rdznice w fosforylacji oksydacyjnej, co ma przetozenie na konkretne
cechy fenotypowe, w tym funkcje poznawcze (Roubertoux i wsp., 2003; Yu i wsp., 2009). Wplyw
haplogrup mitochondrialnych moze by¢ bezposredni, poprzez modyfikowanie wydajnosci fosforylacji
oksydacyjnej albo posredni, poprzez interakcje z genami jadrowymi na poziomie genomu lub
proteomu (Baudouin i wsp., 2005). Dla haplogroup mtDNA postuluje si¢ istnienie specyficznej i
odrebnej wartosci progowej wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej, ktorej przekroczenie sprzyja
dysfunkcji metabolizmu, i w konsekwencji - zapadalno$ci na choroby z tym zwiazane (Gomez-Duran i
wsp., 2010). Gomez-Duran i wsp. (2010) zatozyli, ze przynaleznos¢ do okreSlonej haplogrupy
wywiera niewielki wplyw na wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej, ale w kontekscie innych
wspotobecnych czynnikow rodzaj posiadanej haplogrupy moze by¢ krytyczny. Thumaczy to zarazem
wzglednie niskie warto$ci ilorazu szans uzyskiwanego dla roli haplogrup i klasteréw, takze w
opisanych w niniejszej pracy badaniach, a takze opisana wyzej interakcje pomiedzy podhaplogrupa H5
a allelem APOEA4.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na wyrazna protekcyjna rolg haplogrup wiazanych
z rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej wobec AD. Warto zaznaczyC, ze jest to pierwsza
pozytywna weryfikacja hipotezy Wallace i wsp. (2003) dotyczaca choroby Alzheimera. Protekcyjna
rolg haplogrup wiazanych z rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej stwierdzono dotychczas rowniez
w innej chorobie neurozwyrodnieniowej — chorobie Parkinsona (Gaweda-Walerych i wsp., 2008;
Khusnutdinova i wsp., 2008). Wskazuje to, ze rodzaj posiadanej haplogrupy mitochondrialnej jest
istotnym czynnikiem modyfikujacym ryzyko chorob neurozwyrodnieniowych.

Chociaz w przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono réznic w wieku wystapienia
pierwszych objawoéw wczesnej 1 poznej postaci AD w zaleznosci od posiadanej haplogrupy
mitochondrialnej, u os6b z rozpoznaniem MCI zaobserwowano istotny zwiazek pomigdzy
posiadaniem haplogrupy H (wiazanej ze sprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej) a nizszym wiekiem
konwersji do LOAD w poroéwnaniu do osob z haplogrupa U (wiazanej z fenotypem rozprzggajacym).
Co ciekawe, w chorobie Huntingtona takze obserwuje si¢ zwiazek nosicielstwa haplogrupy H z
wcezesniejszym wystapieniem objawdw (Arning i wsp., 2010). Zidentyfikowanie zwiazku pomigdzy
posiadana haplogrupa mitochondrialna a wiekiem konwersji z MCI do LOAD by¢ moze wiaze si¢ z

tym, ze ta grupa osOb (z rozpoznaniem MCI) byla doktadnie obserwowana przez ok. 6 lat i
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precyzyjniej mozna bylo okresli¢ u nich wiek rozwinigcia LOAD. W grupie chorych z LOAD
informacj¢ o wieku pojawienia si¢ pierwszych objawow zwykle uzyskuje si¢ od rodziny i moze by¢
ona obarczona istotnym btgdem. Moglto to wptyna¢ na uzyskany wynik braku zwiazku haplogrup
mitochondrialnych z wiekiem wystapienia objawoéw choroby w grupie LOAD.

Uzyskane wyniki nie zgadzaja si¢ z hipoteza Wallace i wsp. (2003) w jednym aspekcie.
Autorzy hipotezy postuluja, ze haplogrupy zwiazane z rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej
sprzyjaja dtugowiecznos$ci (Brand, 2000; Wallace, 2005). Niewykluczone, ze autordw tej hipotezy
urzekta koncepcja tzw. pomyslnego starzenia si¢ (succesful ageing, termin wprowadzony przez Rowe
i Khan w 1987) i nie uwzglednili w swoim zalozeniu, ze wigkszo$¢ stulatkow cierpi na choroby,
ktorym autorzy hipotezy przypisuja tzw. haplogrupy sprzegajace jako czynnik ryzyka. W
przeciwienstwie do stulatkow mieszkajacych na potnocy Wtoch (De Benedictis i wsp., 1999) oraz w
Finlandii (Niemi i wsp., 2003), haplogrupa J w badanej grupie nie sprzyja dlugowiecznos$ci, podobnie
jak w grupie Zydow Aszkenazyjskich (Shlush i wsp., 2008), w populacji francuskiej (Ivanova i wsp.,
1998) oraz zamieszkujacej Wiochy potudniowe (Dato i wsp., 2004). Niewykluczone, ze wptyw
haplogrupy J na dlugowieczno$¢ zalezy od oddzialywan epistatycznych z genami jadrowymi badz
czynnikami srodowiskowymi, niecobecnymi w pozostatych populacjach. Dlugowiecznos¢, jak wynika
z badan epidemiologicznych, wydaje si¢ by¢ powiazana z dziedziczeniem matczynym (Korpelainen,
1999), jednak nie wykryto mitochondrialnej  haplogrupy zwiazanej z  wigkszym

prawdopodobienstwem osiagnigcia dlugowiecznosci.

5.3 Zmiennos¢ sekwencji regionu kontrolnego mtDNA u chorych z LOAD

Schodzac w analizie mtDNA o poziom nizej niz haplogrupy i ich podtypy, badano zmiennos¢
regionu kontrolnego (RK). W obrebie sekwencji RK zidentyfikowano allele zwiazane ze
zmniejszeniem ryzyka LOAD (m.16224C, m.242T, m.497T). Poniewaz sa to polimorfizmy stosowane
do definiowania haplogrup i podhaplogrup wiazanych z fenotypem czeSciowego rozprzegania
fosforylacji oksydacyjnej, ich wpltyw na funkcjonowanie mitochondriow, fizjologie komorki, i
posrednio na caly organizm, nalezy rozpatrywaé na tle pozostalych zmian sekwencji mtDNA oraz
badanych sekwencji jadrowego DNA. Allel m.242T jest jednym z markeréw definiujacych
podhaplogrupg J1bl, m.16224C - haplogrupg K, a m.497T — podhaplogrupg Kla. Polimorfizm
m.16224T>C znajduje si¢ w regionie 7SDNA, natomiast. m.242C>T jest zlokalizowany w miejscu
poczatku startu replikacji nici H oraz w miejscu przylaczania si¢ mitochondrialnego czynnika
transkrypcyjnego (TFAM). Ich lokalizacja w waznych dla mtDNA regionach funkcjonalnych
sugeruje, ze moga one wpltywaé na ekspresje genomu mitochondrialnego. Z drugiej strony, moga
stanowi¢ jedynie markery wiasciwych zmian przyczynowych mtDNA, a ich protekcyjna rola moze
wynika¢ z przynaleznosci do haplogrup omowionych w rozdziale 5.2.2 Dyskusji.

Poza polimorfizmami potencjalnie protekcyjnymi, zidentyfikowano warianty mtDNA

zwiazane z wzrostem ryzyka LOAD, w tym marker haplogrupy U3, m.16343G. Wspomniany
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polimorfizm znaleziono jedynie w grupie chorych z LOAD i z uwagi na niska liczbg nosicieli trudno
rozstrzygac o jego znaczeniu.

Analiza sekwencji RK w grupie stulatkow z rozpoznaniem LOAD w poréwnaniu z grupa

kontrolna, wykazata, ze allel m.16126C jest czynnikiem protekcyjnym, natomiast allel m.16183C
wiaze si¢ z ryzykiem LOAD we wspomnianej grupie wiekowej. Warto zaznaczy¢, ze w analizie
wieloczynnikowej przeprowadzonej w grupie 422 chorych z LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna
zaobserwowano trend statystyczny wskazujacy na protekcyjna rolg allelu m.16126C.
Oba polimorfizmy moga mie¢ znaczenie funkcjonalne. Polimorfizm m.16126C>T definiuje klaster JT,
natomiast allel m.16183C jest powiazany z wystgpowaniem heteroplazmii dtugosci w regionie 16183-
16193pz, ktora z kolei jest wiazana z niestabilno$cia genomu mitochondrialnego (Zhao i wsp., 2010).
Jednak w grupie stulatkow, bedacych nosicielami m.16183C, nie stwierdzono w mtDNA w
leukocytach krwi obwodowej nowych wariantéw homo- i heteroplazmatycznych obejmujacych RK
mtDNA. Niewykluczone jednak, ze mogto dojs¢ do mutacji poza RK, ponadto w mozgu tych osob
wspomniana zmiana moze by¢ powiazana z wyzsza czgstoscia mutacji somatycznych niz wynikajaca z
zaawansowanego wieku.

W RK mtDNA zidentyfikowano dziewie¢ nowych homoplazmatycznych wariantoéw w grupie
LOAD oraz trzy w grupie kontrolnej. Jedenascie z nich znajduje si¢ w regionach 0 znaczeniu
funkcjonalnym, jak np. miejsce startu replikacji nici cigzkiej. Wystapity one na tle roznych haplogrup,
stad nie mozna na tej podstawie wnioskowaé¢ o zwiazku ktorejkolwiek z haplogrup z wyzsza
czestoscia powstawania zmian w RK. Zidentyfikowane warianty, nieopisane dotad w literaturze i
bazach danych, sa najprawdopodobniej rzadkimi polimorfizmami. Trudno jednak, nie okresliwszy
pelnej sekwencji MtDNA ani nie znajac wplywu wariantbw mtDNA na ekspresje genow
mitochondrialnych, wnioskowa¢ o wywieranym przez nie efekcie fenotypowym. Potencjalny wplyw
mutacji w mtDNA moze zaleze¢ od sekwencji calego mtDNA, w tym od obecnos$ci innych zmian albo
konkretnej haplogrupy, w tle ktérej wystepuja.

W grupie EOAD nie stwierdzono réznic w czestosci polimorfizméw RK ani nowych
wariantow w poroéwnaniu z grupa kontrolna. Brak zwiazku zmiennosci mtDNA z ryzykiem EOAD
moze wynika¢ z niskiej liczebnos$ci tej grupy, badz, jak niektorzy postuluja, innej pozycji dysfunkcji
mitochondriow w sekwencji zdarzen prowadzacej do charakterystycznej dla EOAD neuropatologii

(Swerdlow i Khan, 2004).

5.3.1 Wystepowanie zmian heteroplazmatycznych w regionie kontrolnym w badanych
grupach
We wszystkich badanych grupach zaobserwowano zmiany heteroplazmatyczne, jednak ich
czestos¢ 1 pozycje, ktorych dotyczyly nie réznily sig istotnie pomigdzy grupa kontrolna a badanymi
(grupa LOAD, EOAD, stulatkowie z LOAD). Czgstos¢ wystgpowania heteroplazmii nie odbiega
znaczaco od odnotowanej w literaturze (Santos i wsp., 2008; Irwin i wsp., 2009). Jednak doktadne

oszacowanie rodzajow i czegsto$ci zmian heteroplazmatycznych nie bylo celem niniejszej pracy z
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uwagi na roznice, jakie moga zaistnie¢ pomigdzy zmianami analizowanymi we krwi i w mozgu, gdzie
poziom mutacji somatycznych, heteroplazmatycznych moze by¢ znacznie wyzszy (Jazin i wsp., 1996).
Ponadto wiadomo Ze, czgstos¢ heteroplazmii ro$nie z wiekiem (Jazin i wsp., 1996; Coskun i wsp.
2004). Trudno zatem na podstawie wynikéw sekwencjonowania RK mtDNA z leukocytow krwi

obwodowej wnioskowac o roli zmian somatycznych w innych tkankach, a zwtaszcza w mozgu.

5.4 Analiza roli zmiennos$ci wybranych genéw jadrowych w AD

Dysfunkcja mitochondriow w chorobie Alzheimera moze by¢ uzalezniona od zmian w
sekwencji gendéw jadrowych i/lub ich interakcji z wariantami mtDNA. W niniejszej pracy poddano
analizie wybrane polimorfizmy genéw odpowiedzialnych za biogenez¢ mitochondriow (TFAM i PGC-
1a), homeostaze zelaza (HFE), oraz zmiany konformacyjne biatek istotnych dla proceséw apoptozy
oraz funkcji ABPP i tau (PIN1).

5.4.1 Rola polimorfizmoéow rs1937 i rs2306604 TFAM

Przeprowadzono analize dwoch polimorfizméw, rs1937 oraz 152306604, genu TFAM,
stanowiacego jeden z nadrzednych regulatoréw biogenezy mitochondriéw i powielania mtDNA. Nie
stwierdzono istotnych réznic w czgstosciach alleli i genotypow polimorfizmu rs1937 pomigdzy grupa
LOAD, EOAD i grupa kontrolna. Zwiazek genotypu GG polimorfizmu rs1937 z ryzykiem LOAD,
postulowany przez Alvarez i wsp. (2008) oraz Gilinther i wsp. (2004), uwidocznit si¢ dopiero po
uwzglednieniu statusu APOE4 badanych, tak, ze jedynie u osob APOE4+ genotyp GG rs1937 jest
istotnie statystycznie zwiazany z wyzszym ryzykiem zachorowania (Alvarez i wsp., 2008; Giinther i
wsp., 2004; Belin i wsp., 2007). Zebrane w pracy wyniki wskazuja roéwniez na wystepowanie
synergistycznej interakcji pomiedzy allelem APOE4 a genotypem GG rs1937. W analizie MDR
interakcja tych zmiennych zostata uznana za najlepszy model sposréd badanych kombinacji
zmiennych. Wiaczenie do analizy MDR polimorfizméw RK mtDNA zaowocowato wyodrgbnieniem
najlepszego modelu ztozonego z oddziatywan pomigdzy statusem APOE4, rs1937 oraz m.497C>T,
jednak istotnym czynnikiem ryzyka LOAD pozostaje interakcja APOE4 x rs1937, natomiast
polimorfizm m.497C>T, wchodzacy w sktad podhaplogrupy Kla, jest czynnikiem protekcyjnym.
Program MDR, ktory identyfikuje nieliniowe interakcje, wyodrebnit podhaplogrupg Kla jako czynnik
protekcyjny, niewykryty w innych analizach prowadzonych na grupie badanej. Co ciekawe,
podhaplogrupa K1la jest czynnikiem zmniejszajacym ryzyko choroby Parkinsona w polskiej populacji
(Gaweda-Walerych i wsp., 2008).

Zaobserwowany zwiazek genotypu GG polimorfizmu rs1937 wraz z nosicielstwem APOE4 z
ryzykiem LOAD pozostaje niejasny. Polimorfizm rs1937 (Ser12Thr) nie jest bowiem konserwowany
ewolucyjnie (Alvarez 1 wsp., 2008). Ponadto, oba warianty polimorfizmu rs1937 maja podobne
wlasciwosci — zblizong polarnos¢, punkt izoelektryczny, natomiast rozni je jedynie stosunek objgtosci

tancucha bocznego do dlugosci aminokwasu (Higgs i Attwood, 2008). Niewykluczone wigc, ze
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wspomniany polimorfizm jest jedynie markerem zmiany wptywajacej na fenotyp, z ktora jest
sprzgzony.

Analiza drugiego polimorfizmu TFAM, rs2306604, pokazata, ze genotyp GG jest zwiazany z
ryzykiem zachorowania na EOAD i LOAD. Allel G jest zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem LOAD
na granicy istotnosci statystycznej w calej grupie badanej, takze w grupie kobiet oraz jest istotnie
zwiazany z ryzykiem EOAD. Jest to sprzeczne z wynikami Belin i wsp. (2007), ktorzy tacza allel A z
zachorowaniem na AD. W badanych grupach wykazano, ze wptyw genotypu GG moze si¢ ujawnic¢
tylko wtedy, kiedy nieobecny jest udziat silnego czynnika ryzyka, APOEA4.

Polimorfizmy rs1937 oraz rs2306604 znajduja si¢ w catkowitej nieréwnowadze sprzezen
(D’=1). W odréznieniu od Belin i wsp. (2007) i Giinther i wsp. (2004) nie stwierdzono, by haplotyp
Gis1037A2306604 byt istotnie czgstszy w grupie chorych w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Przeciwnie,
przewazal w grupie kontrolnej, takze po stratyfikacji badanych ze wzgledu na pte¢. Drugi co do
czestosci haplotyp, Gis1037G2306604 jESt istotnie statystycznie czestszy w grupie LOAD w poréwnaniu z
grupa kontrolng (p=0,023). W S$wietle uzyskanych wynikow, u nosicieli Grg937Gos06604 0Faz
przynajmniej jednego allelu APOE4 na wzrost ryzyka zachorowania bedzie mial wptyw genotyp GG
rs1937. Jednoczes$nie, wplyw genotypu 152306604 bedzie nieistotny. Natomiast u nosicieli
Gis1037G 2306604 0 Statusie APOE4- wptyw na ryzyko zachorowania bedzie mie¢ genotyp GG rs2306604.
Dodatkowo, podobnie jak w badaniach opisanych przez Alvarez i wsp. (2008) nie stwierdzono
wplywu genotypoéw polimorfizmow rs1937 oraz rs2306604 TFAM na wiek zachorowania na AD.

Badania nad zmianami epigenetycznymi w AD wskazuja, ze jednym 2z najbardziej
modyfikowanych genéw w mozgach i limfocytach krwi obwodowej chorych jest TFAM (Wang i wsp.,
2008a). Dlatego mozliwe jest, ze zidentyfikowane w przedstawionych badaniach asocjacyjnych
polimorfizmy rs1937 oraz rs2306604 TFAM wraz ze zmianami w metylacji tego genu przyczyniaja si¢
do powstania AD. Niewykluczone takze, ze stwierdzana u chorych na AD zmniejszona liczba kopii
mtDNA jest wynikiem zmniejszenia poziomu ekspresji TFAM i obecnosci wariantow splicingowych

(Coskun i wsp., 2010), na co naktada si¢ dodatkowo wptyw APOEA4.

5.4.2 Rola polimorfizmu Gly482Ser (rs8192678) PGC-1a

PGC-1a jest nadrzednym regulatorem réwnowagi energetycznej komorki, stad interesujacym
wydawalo sie zbadanie roli polimorfizmu Gly482Ser, ktérego allele wiazane sa z przeciwstawnymi
funkcjami w metabolizmie. Wykazano, ze nosicielstwo przynajmniej jednego allelu 482Ser wiaze sig
z ok. dwukrotnym wzrostem ryzyka LOAD, ale jedynie u osob o statusie APOE4-. Zidentyfikowany
zwiazek allelu 482Ser z AD w grupie osob o statusie APOE4- moze $wiadczy¢ o tym, ze efekt PGC-
1a jest maskowany przez APOE4 i jego oddziatywanie jest stabsze.

W grupie megzczyzn stwierdzono, ze homozygotyczno$¢ pod wzgledem allelu 482Ser zmniejsza
ryzyko LOAD, jednak uzyskany wynik moze by¢ powiazany z brakiem zachowania réwnowagi

Hardy’ego i Weinberga dla badanego polimorfizmu PGC-/a w grupie chorych na LOAD mgzczyzn.
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Poza opisywanymi w niniejszej rozprawie wynikami dotyczacymi roli Gly482Ser w AD,
dotychczas przeprowadzono jedno badanie dotyczace roli tego polimorfizmu i nie wykazato ono
asocjacji Gly482Ser z ryzykiem AD (Helisalmi i wsp., 2008). Wielko$¢ wykorzystanej przez
Helisalmi i wsp. (2008) grupy byta porownywalna z opisana w niniejszej rozprawie, ale nie zbadali
oni interakcji pomigdzy nosicielstwem allelu APOE4 i Gly482Ser ani wptywu Gly482Ser na
konwersje z MCI do LOAD.

W niniejszej pracy stwierdzono, ze polimorfizm Gly482Ser jest zwiazany z wyzszym
prawdopodobienstwem rozwinigcia LOAD u oséb w stadium MCIL. Wynik ten uzyskano w calej
grupie oraz osobno w grupie kobiet. Allel 482Ser jest powiazany z dwukrotnie wyzszym ryzykiem
konwersji do LOAD u os6b z diagnoza MCI, niezaleznie od genotypu APOE. Ponadto, na tle
pozostatych czynnikow ryzyka LOAD 482Ser istotnie zwigksza prawdopodobienstwo rozwinigcia
LOAD u 0s6b z MCIL.

Analiza bioinformatyczna sekwencji zawierajacej allel C lub T polimorfizmu c.1444C>T
(Gly482Ser) pokazata, ze allel T moze potencjalnie wptywa¢ na splicing PGC-/a. Badania in vitro
nad Pgc-/a $wini wykazaly istnienie dwoch alternatywnych transkryptow, pozbawionych catego
eksonu 8 (w ktorym znajduje si¢ ¢.1444C>T) lub bardzo duzej jego czesci (Erkens i wsp., 2008).
Istnienie alternatywnych transkryptéw stwierdzono takze w ludzkiej nerce i watrobie (Erkens i wsp.,
2008). Ich obecnos¢ takze w mozgu, cho¢ dotad niezbadana, mogtaby wptywacé na regulacjg kolejnych
czynnikow transkrypcyjnych niezbgdnych do aktywacji ekspresji TFAM oraz innych genow, w
ktorych regulacjg PGC-1a jest zaangazowane. Istotnie, Deeb i Brunzell (2009) donosza, ze PGC-1a z
wariantem 482Ser jest mniej wydajnym koaktywatorem czynnikow transkrypcyjnych.

Dotychczas, 482Ser zostal powiazany z ryzykiem cukrzycy typu II (EK i wsp., 2001) oraz
nadci$nienia (Vimaleswaran i wsp., 2008), ktére jednoczesnie stanowia czynniki ryzyka AD. Ponadto,
stwierdzono, ze wraz z wiekiem u nosicieli 482Ser poziom PGC-1a ulega obnizeniu (Ling i wsp.,
2004). Zaobserwowano, ze 482Ser wystepuje rzadziej u sportowcoOw uprawiajacych sporty
wytrzymatosciowe (Eynon i wsp., 2010; Lucia i wsp., 2005). Wydaje si¢ wiec, ze dwa warianty
polimorfizmu Gly482Ser znajduja sig¢ na dwoch biegunach fenotypowych. Stad 482Ser jest zwiazany
z zaburzeniami metabolizmu i moze stanowi¢ mniej efektywny koaktywator czynnikow
transkrypcyjnych, wraz z tymi, ktore reguluja ekspresj¢ samego PGC-la. Nizszy poziom PGC-la
moze prowadzi¢ do obnizenia poziomu metabolizmu. Wskazuje to na potencjalny cel terapeutyczny w
AD.

5.4.3 Rola polimorfizméw His63Asp oraz Cys282Tyr HFE

W przebiegu AD obserwuje si¢ zaburzona homeostaze zelaza, jednak badane allele i genotypy
polimorfizmow His63Asp oraz Cys282Tyr HFE okazaly si¢ niezwiazane w badanej grupie z ryzykiem
zachorowania. Nie potwierdzono postulowanego zwiazku polimorfizmu His63Asp z wcze$niejszym
wystapieniem objawoéw AD (Sampietro i wsp., 2001; Alizadeh i wsp., 2009; Correia i wsp., 2009), co

jest z kolei zgodne z wynikami opublikowanymi przez trzy inne grupy badawcze (Candore i wsp.,
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2003; Blazquez i wsp., 2007; Berlin i wsp., 2004). Zaobserwowano natomiast istotny statystycznie
zwiazek nosicielstwa przynajmniej jednego allelu G845A (Cys282Tyr) ze zwigkszonym ryzykiem
konwersji z MCI do LOAD. Niewykluczone, Ze jest to rezultatem statystycznego oddziatywania
wspomnianego allelu na wczesnych etapach rozwoju LOAD. W okresie klinicznie bezobjawowym lub
na wczesnym stadium choroby wyzszy poziom zelaza prowadzi m.in. do wzrostu stresu
oksydacyjnego. Istotnie, u oséb z MCI obserwowano wyzszy poziom zelaza w moézgu i stres
oksydacyjny (Smith i wsp., 2010).

Niedawno pojawily si¢ doniesienia $wiadczace o roli polimorfizmu His63Asp w tworzeniu
ryzyka LOAD dopiero w interakcji z polimorfizmem w genie transferryny (Lehmann i wsp., 2010).
Autorzy postuluja, ze mimo braku efektow gltéwnych obu polimorfizméw, ich interakcja jest istotna
dla zachorowania (Lehmann i wsp., 2010). W niniejszej pracy nie badano zmienno$ci genu
transferryny, natomiast sprawdzono interakcje polimorfizméw His63Asp i Cys282Tyr z pozostalymi
badanymi czynnikami. Nie potwierdzono jednak wystgpowania interakcji pomigdzy wariantami HFE
a polimorfizmami mtDNA, haplogrupami mitochondrialnymi i polimorfizmami w pozostatych
badanych genach jadrowych w grupie LOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Niedawno wykazano, ze nosicielstwo wariantu His63Asp jest zwiazane z 30% wzrostem
poziomu ufosforylowanych czasteczek PIN1, co moze oznaczaé jego spadek aktywnosci (Hall i wsp.,
2010). Jakie konsekwencje moze mie¢ stwierdzona istotna interakcja o charakterze synergii migdzy
His63Asp HFE i rs2010457 PIN1 w grupie EOAD pozostaje jednak niejasne.

5.4.4 Rola zmiennos$ci PIN1

Uzyskane wyniki nie wskazuja na udziat polimorfizméw genu PIN1 w LOAD, co jest spojne z
wynikami badan z innych populacji (Poli i wsp., 2005; Lambert i wsp., 2006; Nowotny i wsp., 2007).
Nie stwierdzono réznic w czgstoSciach badanych alleli i genotypéw polimorfizmow PIN1, a takze
tworzonych przez nie haplotypow pomiedzy grupa chorych na EOAD, LOAD a grupa kontrolna. Nie
potwierdzono asocjacji polimorfizmu rs2233678 (-842G>C) oraz haplotypu -842C/-667C (rs2233682)
ze zwigkszonym ryzykiem AD, jak otrzymano w populacji z pétnocnych Wtoch (Segat 1 wsp., 2007).

Analiza sekwencji PIN1 wraz z jego regionem promotorowym doprowadzita do
zidentyfikowania czterech nowych wariantow genu (g.9805833T>C; ¢.24G>T, ¢.58+64C>T,
€.382+105C>T), bedacych jednonukleotydowymi podstawieniami, nieobecnymi w grupie kontrolnej.
U dwoch chorych z LOAD wykryto ten sam wariant, co u jednej osoby z EOAD, ¢.58+64C>T.
Analiza bioinformatyczna sugeruje potencjalny wptyw 9.9805833T>C; ¢.24G>T oraz ¢.58+64C>T na
przytaczanie si¢ czynnikéw transkrypcyjnych, badz na splicing. Lokalizacja wariantu ¢.382+105C>T
oraz wyniki analizy in silico przemawiaja za jego niepatogennoscia.

Mozliwe byto wykonanie analizy ekspresji PIN1 na poziomie mRNA tylko u jednej z nosicielek
zidentyfikowanych wariantoéw. W limfocytach krwi obwodowej stwierdzono u chorej nosicielki
wariantu ¢.58+64C>T 2,82 razy nizsza ekspresj¢ PIN1 w poréwnaniu ze zdrowymi osobami z grupy

kontrolnej. Uzyskany wynik nie rozstrzyga jednak o poziomie PIN1 w mézgu badanej chorej (Sultana
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i wsp., 2006; Butterfield i wsp., 2006; Zhang 1 wsp., 2004). Ponadto, wsrod nosicielek ¢.58+64C>T
jedna chorowata na wczesnoobjawowa rodzinna posta¢ AD, a dwie na rodzinna poznoobjawowa
posta¢ AD, co sugeruje, ze zmiana ta moze by¢ tylko markerem innej, sprz¢zonej z nia mutacji, i/lub
jej potencjalny wplyw na zachorowanie jest modyfikowany genotypem APOE. Nosicielka dwoch
alleli APOE4 zachorowata najwczesniej, w wieku 51 lat. Pozostale dwie nosicielki miaty tylko po
jednym allelu APOE4 i zachorowaty odpowiednio w wieku 70 i 71 lat.

Zaden ze zidentyfikowanych wariantow nie byt powiazany z wyjatkowo wczesnym wiekiem
zachorowania oraz bardzo dynamicznym przebiegiem choroby. Stad uzyskane wyniki sugeruja, ze
zmiany w PIN1 sg zwiazane z rodzinna postacia AD o wieku wystapienia pierwszych objawow
mieszczacym si¢ w szerokim zakresie 45-75 lat.

PINT1 jest jednym z biatek ulegajacych utlenieniu zard6wno w przebiegu MCI i AD, co zaburza
jego fizjologiczne funkcje (Sultana i Butterfield, 2010). Obnizony poziom PIN1 i/lub utlenienie moga
prowadzi¢ do tworzenia si¢ NFT oraz AP (Sultana i Butterfield, 2010; Aluise i wsp., 2010).
Niewykluczone, ze na tle haplogrup rozprzggajacych metabolizm, zwiazanych z produkcja wigkszej
ilosci wolnych rodnikéw dochodzi do czgstszego utleniania PIN1 i wzmozonego powstawania NFT
oraz APB. Analiza przeprowadzona za pomocg programu MDR nie potwierdzita jednak interakcji na

poziomie genetycznym pomigdzy polimorfizmami PIN1 i haplogrupami mitochondrialnymi.

5.5 Kirotkie podsumowanie wynikow

Niniejsza praca prezentuje zidentyfikowane czynniki ryzyka oraz czynniki protekcyjne choroby
Alzheimera w roznych grupach wiekowych (<65 lat, >65 lat, 100 lat).

W grupie chorych w wieku <65 lat zidentyfikowano kilka nowych czynnikow ryzyka EOAD.
Stwierdzono obecnos¢ nowych wariantow sekwencji genu PINI1 oraz wykazano, ze genotyp GG
polimorfizmu rs2306604 TFAM jest zwiqzany z ryzykiem zachorowania na EOAD. Ponadto,
stwierdzono interakcje pomiedzy polimorfizmem rs2010457 PIN1 z rs1799945 HFE, zwiekszajacq
ryzyko EOAD. Nie stwierdzono roli zmiennosci mtDNA w modyfikowaniu ryzyka EOAD.

W grupie stulatkow wykazano, ze czynnikiem zmniejszajqcym ryzyko LOAD jest polimorfizm
mtDNA, m.16126C, natomiast czynnikiem ryzyka jest wariant m.16183C. Zwiqzek haplogrupy U z
dwukrotnie nizszym ryzykiem zachorowania na LOAD u stulatek jest na granmicy istotnosci
statystycznej. W grupie stulatkow nie stwierdzono zwiqzku nosicielstwa klastera HV i haplogrupy H z
zachorowaniem na LOAD. Allel APOE4 nie jest czynnikiem ryzyka LOAD w grupie stulatkow
(OR=0,24). Dodatkowym rezultatem przeprowadzonych analiz jest stwierdzenie, Ze haplogrupa J jest
istotnie rzadsza wsrod stulatkow, a przynaleznosé¢ do klastera TJ zmniejsza OK. dwukrotnie
prawdopodobienstwo stulatkq osiqgniecia diugowiecznosci.

Poszukujqc czynnikéw zwiqzanych z zapadalnosciq na LOAD, wykryto kilka istotnych

statystycznie czynnikow ryzyka oraz czynnikow protekcyjnych, podsumowanych na Ryc. 38.
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Zaawansowany wiek

Pte¢ zenska Antyoksydanty
Bliski krewny z AD Wyisze wyksztatcenie
Cukrzyca Aktywnos¢ intelektualna
Nadcisnienie Restrykcja kaloryczna

CZYNNIKIRYZYKA CZYNNIKI PROTEKCYJNE

Ryc. 38. Podsumowanie stwierdzonych czynnikéw ryzyka LOAD oraz czynnikéw protekcyjnych w
badaniach opisanych w rozprawie. Lewa strona ryciny przedstawia czynniki ryzyka, prawa — czynniki
protekcyjne. Poza wynikami opisanych w rozprawie badan przedstawiono takze znane czynniki wptywajace na
ryzyko LOAD (oznaczone czarng strzatka). Brak rownowagi pomigdzy czynnikami protekcyjnymi i czynnikami
ryzyka wptywa na rozwo6j LOAD.

Wsrod czynnikow zwiqzanych z obnizeniem ryzyka LOAD znajdujq sie polimorfizmy mitochondrialne
(m.90554, m.16224C, m.242T, m.497T) wchodzqce w obreb haplogrup wiqzanych z rozprzeganiem
fosforylacji oksydacyjnej, ktore w przeprowadzonych analizach takze okazaly sie czynnikiem
protekcyjnym. Ponadto stwierdzono, ze haplogrupa K neutralizuje ryzyko zwiqzane z nosicielstwem
allelu APOE4. W grupie kobiet czynnikiem protekcyjnym jest nosicielstwo klastera JT oraz
haplogrupy T, natomiast w grupie mezczyzn przed zachorowaniem ma chroni¢ nosicielstwo klastera
KU. Uzyskane wyniki stanowiq weryfikacje hipotezy Wallace’a i wsp. (2003) o protekcyjnym wplywie
haplogrup i podhaplogrup wiqzanych z rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej (U4, USal, K, J, T),
zmniejszajqcych ryzyko chordb neurozwyrodnieniowych —w tym przypadku LOAD.

Z drugiej strony, zidentyfikowano czynniki ryzyka rozwoju LOAD, wsrdd ktorych znajduje sie
haplogrupa wiqzana ze sprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej, H, oraz klaster HV. Potwierdzono
takze role allelu APOE4 jako czynnika ryzyka zachorowania na LOAD. Uzyskano wyniki wskazujqce,
ze interakcja pomiedzy podhaplogrupq H5 a statusem APOE4 powoduje znaczqcy wzrost ryzyka
zachorowania na LOAD (OR=33,13) w porownaniu z wplywem samego nosicielstwa przynajmniej

Jjednego allelu APOE4 (OR=5,12). Ponadto, relacja pomiedzy allelem APOE4 oraz genotypem GG
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polimorfizmu rs1937 takie ma charakter interakcji, ktora wywiera silniejszy wplyw na ryzyko
zachorowania na LOAD niz sam status APOE4.
Stwierdzono, ze u o0soéb o statusie APOE4- genotyp GG polimorfizmu rs2306604 TFAM oraz
nosicielstwo allelu 482Ser PGC-a jest zwiqzane z wyzszym ryzykiem zachorowania na LOAD.

W grupie chorych z LOAD zidentyfikowano jeden nowy wariant w regionie promotorowym
PIN1 (g.9805834T>C). Ponadto, u 2 chorych z LOAD wykryto wariant stwierdzony w grupie EOAD,
€.58+64C>T. Ekspresja PINI u nosicielki substytucji ¢.58+64C>T byla 2,82 razy nizsza niz w grupie

kontrolnej.

5.6 Oddzialywania epistatyczne migdzy badanymi czynnikami

Coraz wigcej badan wskazuje na role oddziatywan epistatycznych pomiedzy genomem
mitochondrialnym i jadrowym w starzeniu oraz w chorobach mu towarzyszacych (Tranah i wsp.,
2010). Jednak pomimo zastosowania narzedzi bioinformatycznych stuzacych do wykrywania
interakcji nieliniowych, niewykazywanych za pomoca regresji logistycznej, wykryto tylko jedna
istotng interakcj¢ pomigdzy polimorfizmami w genach jadrowych i zmienno$cia mtDNA.
Zidentyfikowano mianowicie oddziatywanie epistatyczne pomig¢dzy polimorfizmami m.497C>T,
rs1937 (TFAM) oraz statusem APOE4. Uzyskane wyniki oddziatywan epistatycznych potwierdzity
protekcyjna role haplogrupy K (m.497T jest markerem podhaplogrupy K1a) i wskazaty na interakcje
APOE4 z rs1937 w tworzeniu ryzyka LOAD. Genotypy i allele polimorfizmu rs1937 nie sa
samodzielnie zwigzane z ryzykiem zachorowania na LOAD. Dopiero uwzglednienie statusu APOE4
pozwala dostrzec ich zwiazek z ryzykiem LOAD. Powyzsze dane wskazuja dobitnie, jak istotne
znaczenie ma rozpatrywanie badanych czynnikow nie pojedynczo, a w relacji do innych zmiennych,
wplywajacych na ryzyko zachorowania. Uzasadniaja takze konieczno$¢ jednoczesnego badania
zmienno$ci gendw jadrowych i mtDNA oraz wskazuja celowo$¢é wykorzystywania kilku niezaleznych
metod do sprawdzania zalezno$ci migdzy badanymi zmiennymi. Niezbedne sa jednak dalsze badania,
ktore potwierdza uzyskane wyniki na wigkszej liczbie badanych oraz zaproponuja mechanizm
oddziatywania pomiedzy produktami APOE4 i rs1937.

Jedna z zalet programu MDR jest mozliwos¢ zidentyfikowania interakcji o wysokiej sile,
pomigdzy loci, ktore samodzielnie nie wywieraja znaczacego efektu — jak we wspomnianym
przypadku polimorfizmu rs1937. W analizie z wykorzystaniem programu MDR nie otrzymano
istotnego modelu zawierajacego haplogrupe H lub klaster HV. Moze to sugerowaé, ze na tle
pozostatych zidentyfikowanych czynnikow wpltyw haplogrupy w interakcjach z polimorfizmem
rs1937 jest stabszy od pozostatych zmiennych. Jest takze mozliwe, ze haplogrupa H badz klaster HV
oddziatuja z innymi, nieuwzglgdnionymi w niniejszym badaniu czynnikami genetycznymi lub szeroko
pojetymi czynnikami srodowiskowymi. Jednym z nich moze by¢ np. poziom estrogenu u kobiet, co
sugeruje uzyskany wynik wskazujacy, ze haplogrupa H i klaster HV sa czynnikiem ryzyka raczej
specyficznym dla kobiet (Yaffe i wsp., 2007; Rosario i wsp., 2006; Felty i Roy, 2005).
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5.7 Struktura grupy badanej wplywa na identyfikacje genetycznych czynnikow
ryzyka AD

Badania przedstawione w niniejszej pracy zostaly wykonane w grupach zawierajacych
wigksza proporcje kobiet w stosunku do mgzczyzn. Mezczyzni stanowia ok. 1/3 catej grupy LOAD,
co oddaje ich udziat w populacji 0sob starszych i osob chorych na LOAD (Ferrucci i wsp., 2008; Azad
i wsp., 2007; Santoro i wsp., 2010). W badanej grupie stulatkow stosunek liczby kobiet do mgzczyzn
jest jeszcze wigkszy, oddajac jednak rzeczywiste tendencje opisywane w literaturze przedmiotu, gdzie
mezczyzni zwykle stanowia ok. 15% grupy stulatkow (Perls, 2004). Sugeruje si¢, ze mniejsza liczba
mezezyzn-stulatkow w pordwnaniu z kobietami wynika z tego, ze do osiagnigcia dlugowiecznosci
przez mezczyzn niezbedna jest inna, bardziej skomplikowana kombinacja czynnikéw genetycznych i
srodowiskowych.

Stulatkowie zostali wiaczeni do opisywanych w tej rozprawie badan ze wzgledu na to, ze
chociaz osiaganie dlugowiecznos$ci kojarzy sig raczej z pomyslnym starzeniem, to jednak wigkszos¢ z
nich rozwija otepienie. W badanej grupie 60% stulatkéw rozwingto LOAD, co jest zgodne z wynikami
z innych badan, w ktérych liczba stulatkow z otgpieniem waha si¢ od ok. 40 do 75% (Perls, 2004;
Blansjaar i wsp., 2000). Jednakze nie ma jednolitego stanowiska wsrod badaczy, co do
rozpowszechnienia otegpienia u oséb powyzej 85 r.z., nie rozstrzygnieto takze, czy jest ono
nieuchronna konsekwencja procesu starzenia si¢ (von Gunten i wsp., 2010; Blansjaar i wsp., 2000).
Ostatnio dominuje poglad, ze zapadalnos$¢ na AD roénie wraz z wiekiem, osiagajac w grupie stulatkow
najwyzsza wartos¢ (von Gunten i wsp., 2010).

Istnienie czynnikéw genetycznych zwiazanych z ryzykiem LOAD i specyficznych wzglgdem
ptci moze zaleze¢ od zmian hormonalnych towarzyszacych procesowi starzenia. Wiadomo takze, ze
pte¢ wpltywa na towarzyszacy starzeniu poziom stresu oksydacyjnego, a estrogeny moduluja ekspresje
gendéw mitochondrialnych i mitochondrialne przemiany energetyczne (Vina i Lloret, 2010; Burris i
Krishnan, 2005). Ponadto, estrogeny i androgeny pelnia takze rol¢ antyoksydacyjna i
neuroprotekcyjna (Vifia i Lloret, 2010). Uwaza sig, ze menopauza pozbawia kobiety skutecznej
ochrony antyoksydacyjnej przed dziataniem AP (Vifia i Lloret, 2010). Ponadto, niski poziom
estradiolu i testosteronu, odpowiednio u starszych kobiet i mgzczyzn, jest powiazany ze spadkiem
funkcji poznawczych i pogorszeniem pamigci (Yaffe i wsp., 2007; Rosario i wsp., 2006; Felty i Roy,
2005). Wszystkie te czynniki moga wptywa¢ na wyniki badan asocjacyjnych zmienno$ci mtDNA.

5.8 Uwagi koncowe

Pierwsze doniesienia na temat otepienia pochodza z 7 w. p.n.e., a jego opis przypisywany jest
Pitagorasowi. Wtedy postrzegano je jako nieuchronny sktadnik procesu starzenia (Berchtold i Cotman,
1998). Uptyneto wiele stuleci zanim Alois Alzheimer opisat chorobe nazwana potem od jego nazwiska

choroba Alzheimera (Alzheimer, 1907). Mingto nastepnych kilkadziesiat lat zanim poznano pierwszy
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pewny genetyczny czynnik ryzyka LOAD - allel APOE4 (Strittmatter i wsp., 1993, Corder i wsp.,
1993), a takze zidentyfikowano mutacje w trzech genach zwiazanych przyczynowo z rodzinna
postacia AD. Dynamiczny rozwdj technik biologii molekularnej i bioinformatyki w ostatnich latach
daje realne nadzieje na kolejny przetom - okreslenie catego spektrum czynnikow genetycznych
wptywajacych na etiopatogeneze AD i opracowanie skutecznych metod leczenia i zapobiegania AD.

Powaznym problemem badan asocjacyjnych, dotyczacym zaréwno AD, jak i innych chorob
wieloczynnikowych, jest brak powtarzalnosci pomigdzy wstepnymi wynikami, a uzyskanymi w
innych populacjach, co moze by¢é powodowane zbyt mata liczebnoscia grupy badanej,
uniemozliwiajaca wykrycie zwiazku wariantow o niskiej czgstosci, czy wewngtrzna Stratyfikacja
badanej populacji. Przyczyna niespojnosci wynikéw badan prowadzonych w réznych populacjach
moga by¢ takze interakcje migdzygenowe oraz poczatkowe wyniki falszywie pozytywne, badz
falszywie negatywne wyniki badan replikacyjnych (Bettens i wsp., 2010). Nalezy tez pamigtac, ze
wyniki negatywne sa rzadziej publikowane, co utrudnia metaanalize badan.

Zwigkszenie powtarzalnosci wynikéw pomigdzy rdéznymi osrodkami badawczymi wymaga
by¢ moze standardow, jakie powinna speinia¢ grupa kontrolna. Obecnie sa juz wypracowane
standardy dla osob chorych z AD (Mc Khan i wsp., 1984; de Meyer i wsp., 2010), natomiast w $wietle
naj$wiezszych badan bedzie mozna je wprowadzi¢ takze dla grupy kontrolnej, aby zmniejszy¢
prawdopodobienstwo zaklasyfikowania do tej grupy osob, ktore rozwing AD. Jednym z wskazan
mogtoby by¢ sprawdzenie poziomu biomarkeréw AD, np. AB,, oraz tau-181P w plynie mézgowo-
rdzeniowym, co pozwoli podzieli¢ grupy badane na podgrupy o wigkszym i mniejszym ryzyku AD
(de Meyer i wsp., 2010). Nalezy zaznaczyc¢, ze slaba strona wielu dotychczasowych badan, w tym
zawartych w tej rozprawie, jest brak pewnej diagnozy AD u chorych. Jak wiadomo, zgodnos¢
pomigdzy diagnoza prawdopodobnej a pewnej AD wynosi 85% (Knopman i wsp., 2001).

Chociaz w bazie Alzgene, zbierajacej wyniki badan nad genetycznym podlozem AD
zgromadzono juz dane 0 664 genach i 2902 polimorfizmach potencjalnie istotnych w etiopatogenezie
AD, nadal niewiele wiadomo o genetycznych korelatach proceséw neurodegeneracji
(www.alzgene.org, odwiedzona 16.10.10). Badania GWAS, ktorych jednym z celow jest poprawa sity
badan asocjacyjnych, jak dotad nie doprowadzity do zidentyfikowania zmian, ktore wiazatyby si¢ z
porownywalnym ryzkiem zachorowania na AD, co APOE4 (Sleegers i wsp., 2010; Lambert i
Amouyel, 2011). Wykrywany zwiazek loci stwierdzanych jako istotne w badaniu GWAS
charakteryzuje iloraz szans o warto$ci 1,15-2,0, ktory jest poréwnywalny z uzyskiwanym w
“zwyczajnych” badaniach asocjacyjnych (Laumet i wsp., 2010). Tymczasem badania in silico
sugeruja, ze istnieja jeszcze przynajmniej 4 geny, ktorych allele maja podobna badz wigksza site
oddziatywania, co allel APOE4 (Daw i wsp., 2000).

W chorobach wieloczynnikowych, takich jak AD, dtugo dominowato podejScie opierajace si¢
na hipotezie gloszacej, ze choroby o wysokim rozpowszechnieniu powodowane sa wystepowaniem

jednego badz kilku polimorfizméw o wysokiej czestosci wystepowania (Common Disease, Common
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Variant, CDCV, hypothesis). To zatozenie wykorzystuje m.in. analiza GWAS, jednak coraz wigcej
danych wskazuje na to, ze badania te nie prowadza do wyjasnienia znaczacej czgs$ci podioza
genetycznego chordb powszechnie wystgpujacych (Schrok i wsp., 2010). Z CDCV zgodne jest tez
zidentyfikowanie w niniejszej rozprawie haplogrupy H oraz klastera HV jako czynnikéw ryzyka
LOAD.

Podejscie alternatywne zaklada, ze wiele wariantow o niskiej czgsto$ci wystgpowania w populacji
(<5%), o addytywnym dziataniu, prowadzi do choréb powszechnie wystgpujacych (Common Disease,
Multiple Rare Variants, CDMRV, hypothesis) (Pritchard, 2001; Gorlov i wsp., 2010). Hipotetycznie,
mozna zatozy¢, ze czynniki genetyczne niewykryte w badaniach GWAS (tzw. misssing heritability),
wynikaja z obecnos$ci subtelnych interakcji gendéw ze S$rodowiskiem, wariantOw powszechnie
wystepujacych o niskiej penetracji, skomplikowanych oddziatywan epistatycznych, w ktorych
uczestniczy wiele wariantow powszechnie wystgpujacych czy zjawisk epigenetycznych (Schrok i
wsp., 2010). Jednoczes$nie poszukuje si¢ rzadkich wariantow, spodziewajac sig, ze ich sumaryczny
efekt jest silniejszy od pojedynczych powszechnie wystepujacych polimorfizmoéw. Zasadne wydaje sig
przyjecie, ze obie hipotezy, CDCV i CDRV, stanowia stuszne podejscie do rozwiktania podtoza
genetycznego takich choréb jak AD. Oczekuje sig, ze dzigki zastosowaniu sekwencjonowania nowej
generacji (next generation sequencing), uda si¢ wyodrgbni¢ zestawy rzadkich zmian. Jednoczesnie
prowadzone sa badania nad wyodrebnieniem tzw. synthetic associations, tworzonych przez rzadkie
warianty stochastycznie zwigzane z jednym z alleli wariantow uwzglednianych w analizach GWAS
(Dickson i wsp., 2010). Badania Dickson i wsp. (2010) pokazuja, ze sygnal wykryty w badaniu
GWAS dla powszechnie wystepujacego wariantu moze powstac¢ dzigki obecnosci rzadkich wariantow
z nim zwigzanych. Poszukiwanie rzadkich wariantow stanowi nowy, bardzo obiecujacy nurt badan
(Walsh i wsp., 2008; Ji i wsp., 2008).

Zwiazek z ryzykiem AD opisanych w niniejszej pracy wariantdbw mitochondrialnego i
jadrowego DNA samodzielnie nie dorownuje sile oddziatywania allelu APOE4. Jednak stwierdzone
oddzialywania epistatyczne wskazuja, ze APOE4 wraz z innymi czynnikami moze odgrywac jeszcze
wigksza rolg w zachorowaniu na AD. Stwierdzone interakcje pomigdzy APOE4 i podhaplogrupa H5
oraz pomigdzy polimorfizmem rs1937 w genie TFAM i APOE4 wskazuja na konieczno$é
kontynuowania badan nad zwiazkiem zmiennosci mtDNA z AD. Ponadto, sugeruja, ze nalezy
rozpatrywac¢ nie tylko efekty glowne badanych zmiennych, ale takze ich wzajemne oddziatywania.
Opisany w niniejszej rozprawie zwiazek pojedynczych polimorfizméw, chociaz o mniejszym wptywie
na ryzyko AD w porownaniu z APOE4, wymaga sprawdzenia w wigkszych grupach badanych.
Mozliwe, ze wykryte asocjacje, rozpatrywane na tle innych zmian w genomie nosicieli moga
wywiera¢ sumarycznie wigksza site oddziatywania na ryzyko AD.

Dotychczasowe proby kliniczne dotyczace szczepionek przeciw AP czy inhibitorow y-
sekretazy zawiodly poktadane w nich oczekiwania. Coraz wigcej danych przekonuje, ze leczenie

ukierunkowane na pozbycie si¢ blaszek amyloidowych nie przynosi rezultatow. Stuszny wydaje si¢
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nowy kierunek dziatan terapeutycznych, majacy na celu poprawe funkcji mitochondriow. Obiecujacy
lek, ktory miat poprawi¢ funkcjonowanie mitochondriow, Dimebon, w kolejnych prébach klinicznych
nic okazat si¢ skuteczny (Jones, 2010). Roéwniez do$wiadczenia ze stosowaniem terapii
antyoksydantami (m.in. witamina C, E, koenzym Q) nie przynosza spektakularnych rezultatow.
Prowadzone sg proby z zastosowaniem antyoksydantow o udoskonalonej wlasciwos$ci przenikania do
mitochondriow (MitoQ, MitoVitE, MitoPBN) oraz stosowaniem agonistow PPARy oraz aktywacja
jego koaktywatora, PGC-1a. Probuje si¢ takze ponownie znalez¢ zastosowanie dla znanego od dawna
leku nootropowego, piracetamu. Znana jest jego rola w zwigkszaniu plynnos$ci blon
mitochondrialnych oraz we wzmaganiu zuzycia glukozy i tym samym, wigkszej produkcji ATP
(Leuner i wsp., 2010, Domanska-Janik i Zaleska, 1977). By¢ moze przyczyny niepowodzen
dotychczasowych prob leczenia leza w nieznajomos$ci genetycznego podtoza AD — zmiennosci
zarbwno genomu jadrowego, jak — co moze wazniejsze — mitochondrialnego. Interesujace zatem
bytoby poréwnanie, jak reaguja na terapi¢ piracetamem czy innymi wymienionymi wyzej lekami
chorzy posiadajacy haplogrupy mitochondrialne wiazane ze sprzgganiem/rozprz¢ganiem fosforylacji
oksydacyjnej. Niewykluczone, ze dotychczasowe niepowodzenia zwiazane z terapia ukierunkowana
na poprawg funkcji mitochondriow moga by¢ powodowane nieuwzglgdnieniem w badaniach
haplogrup mitochondrialnych, zwtlaszcza tych zwiazanych z fenotypem sprzggania/rozprzggania
fosforylacji oksydacyjnej. Dalsza stratyfikacja chorych wzglgdem posiadanych wariantow, a takze
uwzglednienie endofenotypow moze udoskonali¢ planowanie badan klinicznych oraz pozwoli¢
uzyskiwac lepsze efekty terapeutyczne.

Nalezy oczekiwaé, ze coraz pelniejsza znajomos$¢ genetycznych czynnikow ryzyka,
uczestniczacych w rozwoju AD, umozliwi rozpoznanie etiologii tej niezwykle groznej, takze ze
spotecznego punktu widzenia, choroby oraz utatwi opracowanie skutecznych sposobow jej leczenia i

zapobiegania, uwzgledniajacych srodowiskowe czynniki ryzyka oraz genotyp konkretnego pacjenta.
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Badania przedstawione w niniejszej rozprawie wykazaty istnienie Kilku istotnych genetycznych
czynnikow ryzyka zachorowania na chorobe Alzheimera oraz wskazuja takze czynniki protekcyjne.
Wspomniane czynniki genetyczne, z ktorych kilka zostato zidentyfikowanych po raz pierwszy,
powiazane sa ze zmienno$cig mitochondrialnego DNA oraz wybranych genow jadrowych (APOE,

TFAM, PGC-1a, HFE, PINI).

W rezultacie badan ustalono, ze:

1. Haplogrupa H, wiazana ze sprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej, oraz klaster HV, stanowia
czynnik ryzyka LOAD.

2. Haplogrupy i podhaplogrupy mtDNA (U4, US5al, K, J, T) wiazane z czgSciowym
rozprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej stanowia czynnik zmniejszajacy ryzyko LOAD.

3. Nosicielstwo haplogrupy H sprzyja wczesniejszej konwersji z MCI do LOAD w pordéwnaniu z
nosicielami haplogrupy U.

4, Allel APOE4 jest istotnym czynnikiem ryzyka zachorowania na LOAD, ale nie w grupie
stulatkow.

5. Genotyp GG polimorfizmu rs2306604 TFAM jest czynnikiem ryzyka EOAD.

6. U os6b o statusie APOE4- czynnikami ryzyka LOAD sa nosicielstwo wariantu 482Ser PGC-

la, oraz genotypu GG polimorfizmu rs2306604.
7. Nosicielstwo przynajmniej jednego allelu 482Ser PGC-la istotnie zwigksza

prawdopodobienstwo rozwinigcia LOAD u 0s6b z diagnoza MCI.

8. Badane polimorfizmy HFE oraz PIN1 nie odgrywaja znaczacej roli w zachorowaniu na
EOAD i LOAD.
9. Zidentyfikowanie czterech nowych wariantoéw PIN1 (c.24G>T, ¢.58+64C>T, ¢.382+105C>T

oraz 9.9805834T>C), wptywajacych na ekspresj¢ wspomnianego genu wskazuje, ze nalezy prowadzi¢
dalsze badania nad zmiennoscia sekwencji PIN1, zwtaszcza w grupie u osoéb z rodzinna historig
EOAD. Wariant ¢.58+64C>T jest zwiazany z 2,82 razy nizsza ekspresja mRNA PIN1 w limfocytach

krwi obwodowej nosicielki w poréwnaniu z osobami zdrowymi.

Uzyskane wyniki pozwalaja wyciagnaé nastepujace wnioski:

1. Analizujac rolg haplogroup mtDNA nalezy przyja¢ za grupg odniesienia dla nosicieli
konkretnej haplogrupy mtDNA osoby bedace nosicielami wszystkich pozostatych haplogroup
MtDNA.

2. W badaniach nad podtozem genetycznym LOAD nalezy uwzgledniaé rodzaj posiadanej
haplogrupy mtDNA jako potencjalny czynnik modyfikujacy ryzyko zachorowania.

3. Mitochondrialne haplogrupy moga wplywaé w zréznicowany sposob na ryzyko AD w

zaleznosci od wieku 1 plci badanych, stad nalezy uwzgledniajac te zmienne w badanym modelu.
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4, Zmienno$¢ mtDNA nie odgrywa roli w zachorowaniu na EOAD.

5. Uzyskane wyniki wskazuja na koniecznos¢ prowadzenia analizy oddzialywan epistatycznych
migdzy badanymi czynnikami ryzyka genetycznego. Uzasadniaja takze koniecznos$¢ jednoczesnego
badania zmienno$ci gendéw jadrowych i mtDNA. Wskazujgq rowniez na celowo$¢ wykorzystywania
kilku niezaleznych metod do sprawdzania zaleznosci migdzy badanymi zmiennymi.

6. Uzyskane pozytywne asocjacje konkretnych wariantow genetycznych z fenotypem klinicznym
powinny zosta¢ zweryfikowane w wigkszych grupach badanych, a takze w grupach osob z innych niz

polska populacji.
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Choroba Alzheimera jest schorzeniem heterogennym, w ktorym na indywidualne ryzyko
zachorowania wptywa zaburzenie rownowagi pomig¢dzy czynnikami ryzyka i czynnikami chroniacymi
przed zachorowaniem. Niniejsza praca prezentuje badania, ktore doprowadzity do zidentyfikowania
genetycznych czynnikow ryzyka AD oraz czynnikéw protekcyjnych, w roznych grupach wiekowych
(<65 lat, >65 lat, 100 lat). Grupa badana obejmowala 422 chorych z pdznoobjawowsa choroba
Alzheimera (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD), 49 chorych z wczesnoobjawowa choroba
Alzheimera (early-onset Alzheimer’s disease, EOAD), 105 osob z diagnoza tagodnych zaburzen
poznawczych (mild cognitive impairment, MCI), 174 stulatkow, oraz 318 osob neurologicznie
zdrowych.

Wykryto kilka istotnych statystycznie genetycznych czynnikow ryzyka oraz czynnikow
protekcyjnych zwiazanych z zapadalnoscia na LOAD w $rednim i starszym wieku. Wsrod
zidentyfikowanych czynnikow zwiazanych z obnizeniem ryzyka rozwoju LOAD znajduja sig
polimorfizmy mitochondrialne (m.9055A, m.16224C, m.242T, m.497T) wchodzace w obrgb
haplogrup wiazanych z rozprzeganiem fosforylacji oksydacyjnej, ktore w przeprowadzonych
analizach takze okazaly si¢ protekcyjne. Ponadto, stwierdzono takze, ze haplogrupa K neutralizuje
ryzyko zwiazane z nosicielstwem allelu APOE4. W grupie kobiet czynnikiem protekcyjnym jest
nosicielstwo klastera JT oraz haplogrupy T, natomiast w grupie m¢zczyzn przed zachorowaniem ma
chroni¢ nosicielstwo klastera KU. Uzyskane wyniki pozytywnie weryfikuja hipotez¢ Wallace’a i wsp.
(2003), dotyczaca protekcyjnego wptywu haplogrup i podhaplogrup wiazanych z rozprzeganiem
fosforylacji oksydacyjnej (U4, USal, K, J, T) na zapadalno$¢ na choroby neurozwyrodnieniowe — W
tym przypadku LOAD.

Z drugiej strony zidentyfikowano genetyczne czynniki ryzyka rozwoju LOAD, w tym m.in.

haplogrupe H, wiazana ze sprzgganiem fosforylacji oksydacyjnej, oraz klaster HV. Potwierdzono
takze znana rolg allelu APOE4 jako czynnika ryzyka LOAD. Wykazano, ze interakcja pomigdzy
podhaplogrupa H5 a APOE4 powoduje znaczacy wzrost ryzyka zachorowania na LOAD w
porownaniu z Samym wplywem nosicielstwa przynajmniej jednego allelu APOE4. Ponadto,
oddziatywanie pomigdzy allelem APOE4 oraz genotypem GG polimorfizmu rs1937 takze ma
charakter interakcji, wywierajacej silniejszy wptyw na ryzyko zachorowania na LOAD niz sam status
APOQOE4. Stwierdzono, Ze u 0sob o statusie APOE4- genotyp GG polimorfizmu rs2306604 TFAM oraz
nosicielstwo allelu 482Ser jest zwiazane z wyzszym ryzykiem zachorowania na LOAD.
W grupie chorych na LOAD zidentyfikowano jeden nowy wariant w regionie promotorowym PIN1
(9.9805834T>C). Ponadto, u 2 chorych na LOAD wykryto wariant stwierdzony w grupie EOAD,
€.58+64C>T. Ekspresja mRNA PIN1 u nosicielki substytucji ¢.58+64C>T byta 2,82 razy nizsza niz w
grupie kontrolnej.

W grupie chorych w wieku ponizej 65 lat zidentyfikowano kilka nowych czynnikow ryzyka

EOAD. Stwierdzono obecno$¢ nowych wariantow w genie PIN1 oraz wykazano, ze genotyp GG
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polimorfizmu rs2306604 w genie TFAM jest zwiazany z wigkszym ryzykiem zachorowania na EOAD.
Ponadto, stwierdzono interakcj¢ o charakterze synergistycznym pomigdzy polimorfizmem rs2010457
PIN1 z His63Asp HFE, zwigkszajaca ryzyko EOAD. Nie stwierdzono wptywu zmienno$ci mtDNA na
ryzyko EOAD.

W grupie stulatkow czynnikiem zmniejszajacym ryzyko zachorowania na LOAD jest
polimorfizm mtDNA, m.16126C, natomiast czynnikiem ryzyka LOAD jest polimorfizm m.16183C.
Nie potwierdzono zwiazku nosicielstwa klastera HV i haplogrupy H z zachorowaniem na LOAD w tej
grupie wiekowej. Ponadto, stwierdzono, ze allel APOE4 nie jest czynnikiem ryzyka LOAD w grupie
stulatkow. Nosicielstwo haplogrupy J czy klastera JT nie sprzyja osiagnigciu dtugowieczno$ci.

Uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ jednoczesnego badania zmienno$ci gendow
jadrowych i mtDNA przy ustalaniu ryzyka AD. Wskazuja rowniez na zasadno$¢ przeprowadzania

analizy oddziatywan epistatycznych miedzy badanymi genetycznymi czynnikami AD.
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Tabela S 1. Warunki PCR do amplifikacji regionu kontrolnego mtDNA z zastosowaniem pary starteroéw F15997
i R649 oraz par starterow RKI1-RK6. Startery RK1-RK6 byly wykorzystywane do amplifikacji regionu
kontrolnego preparatow DNA, ktorych amplifikacja z uzyciem starterow F15997 1 R649 nie powiodta sig.

RK1F i RK1R; RK3F i . .
Warunki reakeji dla par starterow: F15997 i R649 RK3R; RK4F i RK4R; EEEE : I;Eég
RK5F i RK5R
Etapy: T[°C] Czas T [°C] Czas T[°C] Czas
Wstepna denaturacja 94°C 2min 30s | 94°C 2 min 30s 94°C 2 min 30s
Amplifikacja  a) Denaturacja 94°C 30s 94°C 30s 94°C 30s
sekwencji b) przylaczanie starteréw 56°C 1 min 56°C 30s 54°C 30s
(35 cykli) c) wydluzanie starteréw 72°C 1 min 72°C 45 72°C 45s
Koncowa elongacja 72°C 7 min 72°C 7 min 72°C 7 min

Tabela S 2. Startery do amplifikacji regionu kontrolnego (RK) w sze$ciu zachodzacych na siebie fragmentach.

Starter | Sekwencja startera (5~3) Temperatura preylaczania e Wielkoké |
RK1F TCCACCATTAGCACCCAAAG 56°C 214 pz
RK1R AGGGGGTTTTGATGTGGATT

RK2F GCCACCATGAATATTGTACG 540C 253 pz
RK2R ACGAGAAGGGATTTGACTGT

RK3F AACCTACCCACCCTTAACAG 56°C 259 pz
RK3R GTGTGGGCTATTTAGGCTTT

RKA4F TATCCGACATCTGGTTCCTA 56°C 254 pz
RK4R TGAACGTAGGTGCGATAAAT

RKS5F CTTTGATTCCTGCCTCATCC 56°C 224 pz
RKS5R GGGTTTGGCAGAGATGTGTT

RKG6F TTCTGGCCACAGCACTTA 54°C 313pz
RK6R GAGCCCGTCTAAACATTTTC

F, forward, starter 5°; R, reverse, starter 3”; pz — para zasad
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Tabela S 3. Zestawienie polimorfizméw w czeéci kodujacej mitochondrialnego DNA, wykorzystanych do
zaklasyfikowania badanych do podhaplogrupy badz podtypu haplogrupy H, wraz z sekwencjami starteréw do
amplifikacji odpowiednich odcinkow mtDNA. W przypadku zastosowania dodatkowej ilo$ci jondw magnezu
(MgCly), poza zawartymi w uzywanym buforze zaznaczono jego koncowe stezenie w ostatniej kolumnie tabeli.

Polimorfizm Temperatura
- ¥4 2+
Podhap thNA Startery (5°—3) hybrydyzacji Dlug(_)sc Mg
logrupa definiujacy 2 amplikonu  (mM)
starterow
podhaplogrupe

F ACTCAATTGATCCAATAACTTGACC R

H1 3010G>A R GTAGATAGAAACCGACCTGGATTAC 60°C 219 pz -
F  GGCTCACATCACCCCATAAA R

H1-709 7109G>A R GCTTGATGCTTGTTCCTTTTG 56°C 138 pz )
F  TGGCAAGAAATGGGCTACAT i

H2 1438A>G R GTGTGTACGCGCTTCAGG 60°C 135pz -
F GTCACCCTGAAGTTTATATTCTTATCCTAC R

H3 6776T>C R GTGTGTCTACGTCTATTCCTACTGTAAACA  00C 189 pz 0.8
F CCCTTCGCCCTATTCTTCAT i

Hda 4024T>A R GGGAGGTTAGAAGTAGGGTCTTG 59°C 151 pz 1

4 F  CCATCATAGCAGGCAGTTGA R

5004T>C R AGGAATGCGGTAGTAGTTAGGA o8°C 169 pz 1

F AGCATTCCCCCTCAAACCTA R

Hba 4336T>C R ATGGGCCCGATAGCTTATTT 56°C 192 pz 1
F  CCGGACAATGAACCATAACC i

H7 4793A>G R TGATTGAGATGGGGGCTAGT 96°C 183 pz 1
F  CCCACAACAAATAGCCCTTC R

H9 13020T>C | b 1GGAGTAGGGCTGAGACTGG 26°C 153 pz 1
F  CCCCATGCCTCAGGATACTC X

H10 14470T>A | o [GATTGTTAGCGGTGTGGTC 56°C 154 pz -
F  CAACATCTCCGCATGATGAA R

H13 UB72C5T | b p oA TOAAAAGCCOGTTOA 54°C 123 pz 1
F ACATGCAGCGCAAGTAGGTC .

H14 7645T>C R GGGCATACAGGACTAGGAAGC 59°C 119 pz 1
F  CCCTACCATGAGCCCTACAA i

H16 10394C>T | b AATGAGGGGCATTTGGTAAA 56°C 203 pz -

H12 3936C>T F  TCATGACCCTTGGCCATAAT =5°C 15107 )

H17 3915G>A R ATTCGGCTATGAAGAATAGGG P
F ACCACAACTCAACGGCTACA 6°C ]

H23 10211C>T | ¢ 17GTAGGGCTCATGGTAGGG 169 pz
F GCCTTTTACCACTCCAGCCTA =5°C

H25 9620C>T R TGGTGAGCTCAGGTGATTGA 149 pz -
F  CGCCACTTATCCAGTGAACC =5°C ]

H26 11152>C R GGAAGTATGTGCCTGCGTTC 205 pz
F TGACTCCCTAAAGCCCATGT 6°C

H33 1447G>C | B TTTTGTCAGGGGGTTGAGAA 123 pz 1

H24 3333C>T F  CACCCAAGAACAGGGTTTGT 56°C 170 02 ]

H35 3342C>T R TCGTTCGGTAAGCATTAGGA P
F TCTTCACCAAAGAGCCCCTA 6°C ]

H37 3581G>A | o GCCTAGGTTGAGGTTGACCA 140pz

F, forward, starter 5°; R, reverse, starter 3’; pz — para zasad
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Tabela S 4. Zestawienie sekwencji starterow wykorzystywanych do amplifikacji fragmentow genu PIN1 wraz z
jego regionem promotorowym. Przedstawiono takze wielko$ci tworzonych amplikonéw, temperaturg
przylaczania sig starteréw oraz stosowane dodatkowe sktadniki mieszaniny reakcyjnej, tj. bufor Q (Q-Solution) i
jony magnezu (MgCl,). Podano ich koncowe stezenia w mieszaninie reakcyjnej.

Wielkosé Temperatura Dodatkowe skladniki
3 79 ..
Starter Sekwencja startera (5°—3) amplikonu hybrydyz’ale Mg?* bufor Q
starterow
PromiF* ATGAAGTCTCGCTCTGTCACCT R
PromiR GCAGTAGAAGGCTAAGAGAAGTCTG 473 pz 60°C 0,5mM
PromzF ATTGGGAAACCGAAGTACAGAGTA R
Prom2R TTGGAACCTGCTTACTTCCTTTATT 475 pz 60°C 0.5mM
PromaF CCGTGTTCTTATATGAATGTCAATG R
Prom3R GGGATAGAGCTTATGGATTGGCTA 446 pz 60°C 0.5mM
Promar TTGCTATGGCAACAGCAGAG R
Prom4R ATTGGCTTTCTGGCCTTCTATT 402 pz 60°C 0,5mM
Promb+exlF | CCGCCCAGCCTTTCTTCTAC -
Proms+ex1R | CTCAGCTTCCTCAGGCTTCC 446 pz 63°C X
ex2F GATACACCATGGATTTGTTGAATG R
ex2R GTGAAGGTCAGGGTCAGGTC 499 pz 60°C 0,5mM
ex3F GTATGTGTGAGGAGAGGGGTTGT 178 02 s3°C ] ]
ex3R CCTCTGAAGCCTGAGGAAGG P
exaaF GATGAGTGTGGACGAGTGTGAG 477 02 53°C ] ]
ex4aR GAAGTCAATTCCTTAAGGGAGAATC P
ex4bF CCTGTCCATCCCCAGTTG R
ex4bR AGCTGGGACCCTTAGGATG 402 pz 65°C

F, forward, starter 5°; R, reverse, starter 3’; pz — para zasad;
* “Prom” wskazuje, ze startery przytaczaja si¢ do promotora, ,,ex” - starter shuzyt do amplifikacji eksonu; Ekson 1 byt amplifikowany wraz z
proksymalnym fragmentem promotora, stad startery do tego fragmentu sekwencji PIN1 nazwano PROM5+ex1.

Tabela S 5. Zestawienie warunkoéw temperatury rozdziatu technika DHPLC dla badanych amplikonéw,
zsyntetyzowanych przy pomocy starterow PROMIF i R, PROM2F i R, PROM3Fi R, PROM5+ex1F i R, Ex2F i
R, EX3FiR.

Amplikon powstaly w wyniku amplifikacji z wykorzystaniem | Temperatura rozdziatu (°C)
zestawu starteré6w o symbolu:

PROM1 58

PROM2 61,5

PROM3 62

PROMb5+ex1 71

Ekson2 (Ex2) 65,5

Ekson3 (Ex3) 66
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Tabela S 6. Zestawienie sond i starterow do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli polimorfizméw w
mitochondrialnym DNA, charakterystycznych dla najczgstszych mitochondrialnych haplogrup populacji
kaukaskiej (van der Walt i wsp., 2004). MGB (Minor Groove Binder) jest bialkiem przytaczajacym si¢ do
mniejszej bruzdy DNA, stabilizujacym kompleks matryca DNA-sonda.

Polimorfizm . Barwnik Barwnik
MtDNA Nazwa sondy/ startera Sekwencja reporte- tlumigcy MGB
rowy (5>) (3

13708G>A | oo SNp13708A  CTTCCGGCTGTCAGGCGTTTAATG FAM TAMRA _ —

onay snpl3708G  TTCCGGCTGCCAGGCGTTT VIC TAMRA -

s 13708F AATTCTTCTCACCCTAACAGGTCAA

tartery  13708R CGAGGGCTGTGAGTTTTAGGTAGA

0BGA | sonay SNpY055G  CCTAATTGGAAGCGCCACCCTAGC FAM TAMRA  —

sNPY055A  TGCACCTAATTGGAAGCACCACCCTA viC TAMRA -

s 9055F CTAACATTACTGCAGGCCACCTACT

tartery  go55R TGTAGAGGGAAGGTTAATGGTTGAT

I3368G>A | oo sNp13368G  TGTGCTCCGGGTCCATCATCC FAM TAMRA _ —

sNp13368A  CTATTTATGTGCTCCGGATCCATCATCC  VIC TAMRA -

13368F CCCACGCCTTCTTCAAAGC

Startery  Ja6er CGAATATCTTGTTCATTGTTAAGGTTGT -

12308A5G | g SNp12308A  AGGCCCCAAAAATTTTGGTGCAAC FAM TAMRA  —

snp12308G  AGGCCCCAAGAATTTTGGTGCAAC TET TAMRA -

s 12308F TACCGAGAAAGCTCACAAGAACTG

tartery  15308R GGAAGTCAGGGTTAGGGTGGTTATA
TT9G>A | g SNPL719A  AGACAACCTTAACCAAAC FAM NFQ MGB
sNpl719G  CCTTAGCCAAACCAT TET NFQ MGB

startery  1719F CCCAAACCCACTCCACCTTAC

1719R CGCCAGGTTTCAATTTCTATCG
028CT | oo sNp7028T  TGTAGCTCACTTCCACTAT TET NFQ MGB
snp7028C  ACG TTG TAG CCC ACT T FAM NFQ MGB

s 7028F TGGCATTGTATTAGCAAACTCATCA

tartery  J07gR GATGGCAAATACAGCTCCTATTGA
4BBOG>A | oy SNp4580A  CCTAGAAATAAACATACTAGCT FAM NFQ MGB
snpd580G  CTAGAAATAAACATGCTAGC VIC NFQ MGB

s 4580F GCACACTCATCACAGCGCTAA

tartery  45goR GGTTGCTTGCGTGAGGAAAT
BBIG>A | oo SNP8251A  TCTTTGAAATAGGACCCGTAT FAM NFQ MGB
sNp8251G  TCTTTGAAATAGGGCCCGTA viC NFQ MGB

startery  8251F CATGCCCATCGTCCTAGAATTAA

8251R AAGTTAGCTTTACAGTGGGCTCTAGAG
10398A>G | oo SNpL0398A  TAGACTGAACCGAATTG FAM NFQ MGB
sNpl0398G  AGACTGAGCCGAATT VIC NFQ MGB

Startery  10398F CTACAAACAACTAACCTGCCACTAATAG -

10398R GGGCATTTGGTAAATATGATTATCA

F, forward, starter 5°; R, reverse, starter 3’

Tabela S 7. Zestawienie stosowanych sond do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli polimorfizméw

gendéw jadrowych, rs8192678, rs1937, rs2306604, rs1800562 oraz rs1799945. W sekwencji sondy w nawiasie

kwadratowym zaznaczono badany polimorfizm. Pierwszy allel jest znakowany fluorochromem VIC, drugi -

FAM.
Polimorfizm | Gen Zestaw sond i Sonda [VIC/FAM]

starterow
rs8192678 PGC-la C___ 1643192 20 CTGAAATCACTGTCCCTCAGTTCAC[C/TIGGTCTTGTCTGCTTCGTCGTCAAAA
rs1937 TFAM C___8975662_10 CTCCGAAGCATGTGGGGCGTGCTGA[C/GITGCCCTGGGAAGGTCTGGAGCAGAG
rs2306604 TFAM C_ 1953826 1 AATAAAATATGGTAGAATGTCATCA[A/G]GTATTCTTCAGTTAGGCAGAAGTGG
rs1800562 HFE C___ 1085595 10 CCTGGGGAAGAGCAGAGATATACGT[G/AJCCAGGTGGAGCACCCAGGCCTGGAT
rs1799945 HFE C__ 1085600 10 TGACCAGCTGTTCGTGTTCTATGAT[C/GJATGAGAGTCGCCGTGTGGAGCCCCG
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Tabela S 8. Mieszanina reakcyjna do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli polimorfizméw w mtDNA,
charakterystycznych dla najczgstszych mitochondrialnych haplogrup w populacji kaukaskiej.

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla

. . . 12308, 7028, 10398, 8251 13708, 13368, 1719, 4580
polimorfizméw mtDNA w pozycjach:
TagMan® Universal PCR Master Mix 3ul 3pul
Starter F 0,1 pl 0,2 pl
Starter R 0,1 wl 0,2 w
Sonda 1 0,07 ul 0,09 ul
Sonda 2 0,07 ul 0,09 ul
Genomowe DNA 5-20ng/ul 5-20ng/ul
H,0 uzupehié¢ do 10 pl uzupetni¢ do 10 pl

Tabela S 9. Mieszanina reakcyjna do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli z zastosowaniem zestawu
sond TagMan i starteréw (TagMan® SNP Genotyping Assay) dla polimorfizmow rs8192678, rs1937, rs2306604,

rs1800562 oraz rs1799945.

Sklad mieszaniny

Objetos¢ dla 1 preparatu

TagMan"” Universal PCR Master Mix 2,5 ul
20X TagMan® SNP Genotyping assay Mix 0,125 ul
Genomowe DNA 5-20ng/pl

H,0

uzupehié do 10 pl

Tabela S 10. Zestawienie sekwencji starterow dla genu badanego (PIN1) i genu referencyjnego (SDHA).

Nazwa startera

Sekwencja startera (5°—3°)

PIN1F
PIN1R
SDHAF
SDHAR

AGTCGGGAGAGGAGGACTTT
CAAACGAGGCGTCTTCAAAT
ACTGGATACTGAGCAGAAATGGAAT
CGAGGTTTTCACTTCACTGTTGA

F, forward, starter 5°; R, reverse, starter 3’

Tabela S 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia real-time PCR.

Sklad mieszaniny

Stezenie/ilo$¢ skladnikéw

Power Sybr Green PCR Master Mix (2X) 1X

Starter F 0,25 mM

Starter R 0,25 mM

Cdna 20 ng

H,0 uzupehi¢ do 25 pl
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Tabela S 12. Zestawienie czgstosci podhaplogrup i ich podtypow w grupie AD oraz w grupie kontrolnej. W
pierwszej Kolumnie po lewej stronie przedstawiono jednostk¢ nadrzgdna wzglgdem opisanych w kolejnych
kolumnach haplogrup/podhaplogrup i ich podtypéw. W przypadku makrohaplogrupy R dokonano uproszczenia-
jest ona nadrzg¢dna haplogrupa w stosunku do klasterow UK, JT i HV, jednak dla przejrzysto$ci przedstawiono ja
osobno na koncu tabeli.

L( laster Chorzy z Grupa Kobiety Grupa Mezczyzni Grupa
aplogrup/ | Haplogrupa - podhaplogrupa LOAD, n kontrolna, | z LOAD, kon_trolna | ZLOAD, n kon.trolva‘-
(I}/Igiﬁgc;hapl — podtyp (%) n (%) n (%) &glety, n (%) ;nfg/ﬁ)zyzm,
HV H H1 H1* 29 (6,87) 17 (5,35) 18 (6,62) 14 (6,09) 11 (7,33) 3(3,41)
Hila 2(0,47) 2(0,63) 2(0,73) 0(0,0) 0 (0,0) 2(2,27)
Hlal 3(0,71) 3(0,71) 2(0,73) 3(1,30) 1 (0,67) 0(0,0)
Hla3 0(0,0) 3(0,71) 0(0,0) 2(0,87) 0 (0,0) 1(1,14)
Hib 18 (4,26) 7 (2,20) 9(3,31) 4(1,74) 9 (6,0) 3(3,41)
Hilc 24 (5,69) 14 (4,40) 14 (5,15) 9(3,91) 10 (6,67) 5 (5,68)
Hicl 2(0,47) 1(0,31) 2(0,73) 0(0,0) 0 (0,0) 1(1,14)
H1f 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
H1k 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
H2 H2* 4 (0,95) 3(0,71) 2(0,73) 1(0,43) 2(1,33) 2(2,27)
H2al 7 (1,66) 5 (1,57) 6(221)  4(1,74) 1(0,67) 1(1,14)
H2a2bl 1(0,24) 1(0,31) 1(0,37) 1(0,43) 0 (0,0) 0(0,0)
H2a3 2(0,47) 1(0,31) 1(0,37) 1(0,43) 1 (0,67) 0(0,0)
H2a5 1(0,24) 1(0,31) 1(0,37) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
H3 H3 11 (2,61) 11 (3,46) 8(2,94) 9(3,91) 3(2,0) 2(2,27)
H4 H4a 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
H4alal 1(0,24) 1(0,31) 1(0,37) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,14)
H4alb 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
H5’36 | H5* 3(0,71) 4 (1,26) 2(0,73) 1(0,43) 1(0,67) 3(341)
H5a 20 (4,74) 8(2,52) 13 (4,78)  8(3,48) 7 (4,67) 0 (0,0)
H36 1(0,24) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (0,67) 0(0,0)
H6 H6 9(2,13) 8(2,52) 8(2,94) 5(2,17) 1 (0,67) 3(3,41)
H7 H7* 3(0,71) 3(0,71) 2(0,73)  2(0,87) 1(0,67) 1(1,14)
H7al 1(0,24) 2(0,63) 0(0,0) 2(0,87) 1 (0,67) 0 (0,0)
H7cl 1(0,24) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 1 (0,67) 0(0,0)
H8 2(0,47) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 1 (0,67) 0 (0,0)
H9 H9* 1(0,24) 1(0,31) 1(0,37) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
H10 H10* 3(0,71) 2(0,63) 3(1,10) 2(0,87) 0 (0,0) 0 (0,0)
H10a 0(0,0) 2(0,63) 0(0,0) 1(0,43) 0 (0,0) 1(1,14)
H11 H11* 3(0,71) 1(0,31) 2(0,73) 1(0,43) 1 (0,67) 0(0,0)
Hlla 7 (1,66) 5(1,57) 4 (1,47) 5(2,17) 3(2,0) 0 (0,0)
H13 H13 1(0,24) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
H13al 2(0,47) 2(0,63) 1(0,37) 0(0,0) 0 (0,0) 2(2,27)
H13a2 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
H15 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
H16 6 (1,42) 0(0,0) 3(1,10) 0(0,0) 3(2,0) 0(0,0)
H17 1(0,24) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1 (0,67) 0 (0,0)
H18 2 (0,47) 3(0,94) 1(037)  2(0,87) 1(0,67) 1(1,14)
H21 1(0,24) 0 (0,0) 1(0,37) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
H24 2(0,47) 1(0,31) 2(0,73) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
H27 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
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H28 1(0,24) 1(0,31) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 1(1,14)
H31 1(0,24) 1(0,31) 1(037)  1(043) 0(0,0) 0(0,0)
H34 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
H* 25 (5,92) 15 (4,72) 17 (6,25) 10 (4,35) 8 (5,33) 5 (5,68)
HV1 Hvialal | 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
HV1* 2 (0,47) 1(0,31) 1(0,37)  0(0,0) 1(0,67) 1(1,14)
HVO HV0* 2 (0,47) 1(0,31) 2(0,73)  1(043) 0(0,0) 0(0,0)
HVOb'c 3(0,71) 1(0,31) 1(037)  1(043) 2 (1,33) 0(0,0)
HV6a 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
\Y V* 9 (2,13) 4 (1,26) 5(1,84)  2(0,87) 4 (2,67) 2 (2,27)
V7a 4 (0,95) 4 (1,26) 2(0,73)  4(1,74) 2(1,33) 0(0,0)
WX | I* 2 (0,47) 2 (0,63) 0(0,0) 2(0,87) 2 (1,33) 0 (0,0)
11 11 1(0,24) 2(0,63) 1(0,37)  2(0,87) 0 (0,0) 0 (0,0)
l1a 3(0,71) 2(0,63) 1(0,37)  2(0,87) 2 (1,33) 0(0,0)
13 1(0,24) 0 (0,0) 1(037)  0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
14 1(0,24) 0(0,0) 1(0,37)  0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
W w1 Wib 2 (0,24) 0 (0,0) 2(0,73)  0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Wie 2 (0,24) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (1,33) 0 (0,0)
w3 W3’5 6 (1,42) 2(0,63) 5(1,84)  1(043) 1(0,67) 1(1,14)
W5 W5a 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,31) 0 (0,0) 0 (0,0)
W6 3(0,71) 1(0,31) 2(0,73)  1(043) 1(0,67) 0(0,0)
X X2 X2* 0(0,0) 3(0,94) 0(0,0) 2(0,87) 0 (0,0) 1(1,14)
X2b 3(0,71) 0(0,0) 3(1,10)  0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
X2¢ 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,14)
JT J Ji J1* 2 (0,47) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (1,33) 0 (0,0)
Jibla 3(0,72) 8 (2,52) 2(0,73)  4(1,74) 1(0,67) 4 (4,54)
Jic 12 (2,84) 10 (3,14) 9(331)  6(261) 3(2,0) 4 (4,54)
Jicl 1(0,24) 0 (0,0) 1(0,37)  0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Jicla 2 (0,47) 4 (1,26) 1(0,37)  2(0,87) 1(0,67) 2(2,27)
Jic2 3(0,71) 5 (1,57) 2(0,73)  2(0,87) 1(0,67) 3(3,41)
Jic2cl 1(0,24) 2 (0,63) 1(037)  2(0,87) 0 (0,0) 0 (0,0)
J1c6 1(0,24) 1(0,31) 1(037)  1(0,43) 0 (0,0) 0 (0,0)
Jic7 2 (0,47) 1(0,31) 1(0,37)  0(0,0) 1(0,67) 1(1,14)
J2 J2a 3(0,71) 0(0,0) 2(0,73)  0(0,0) 1(0,67) 0 (0,0)
J2al 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0 (0,0) 0 (0,0)
J2b 2 (0,47) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 2 (1,33) 0 (0,0)
J2bla 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0 (0,0) 0 (0,0)
T T 7 (1,66) 6 (1,89) 2(0,73) 5(217) 5 (3,33) 1(1,14)
T1 T1* 0(0,0) 2(0,63) 0(0,0) 1(0,43) 0 (0,0) 1(1,14)
Tla 7 (1,66) 8 (2,52) 2(0,73)  7(3,04) 5 (3,33) 1(1,14)
T2 T2* 2 (0,47) 5 (1,57) 1(037)  4(1,74) 1(0,67) 1(1,14)
T2b 13 (3,08) 15 (4,72) 6(221) 12(522) 7 (4,67) 3 (3,41)
T2b4 3(0,71) 0(0,0) 2(0,73)  0(0,0) 1(0,67) 0 (0,0)
T2clb 2 (0,47) 0 (0,0) 1(0,37)  0(0,0) 1(0,67) 0 (0,0)
T2e 2 (0,47) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 1(0,67) 0 (0,0)
T2f1 1(0,24) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1(0,67) 0 (0,0)
KU K K* 1(0,24) 2 (0,63) 1(0,37)  2(0,87) 0(0,0) 0(0,0)
K1 Kila 2 (0,47) 6 (1,89) 2(0,73)  3(1,30) 0(0,0) 3 (3,41)
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Kilal 2(0,47) 0(0,0) 1(037)  0(00) 1(0,67) 0(0,0)
Klala 0(0,0) 4 (1,26) 0(0,0) 2(0,87) 0(0,0) 2(2,27)
K1a9 0(0,0) 2(0,63) 0(0,0) 2(0,87) 0(0,0) 0(0,0)
Klall 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
Kibilal 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
Kic 4(0,95) 0(0,0) 3(1,100  0(0,0) 1(0,67) 0(0,0)
K2 1(0,24) 0(0,0) 000)  0(0,0) 1(0,67) 0(0,0)
u Ul u1* 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Ulal 2 (0,47) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 1(0,67) 0(0,0)
Ulc 0(0,0) 1(0,31) 000)  1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
U2 u2* 2 (0,47) 1(0,31) 2(073)  0(0,0) 0(0,0) 1(1,14)
U2e 9 (2,13) 1(0,31) 4(147)  1(0,43) 5(3,33) 0(0,0)
U2el 3(0,71) 1(0,31) 3(1,100  1(0,43) 1(0,67) 0(0,0)
U3 u3* 5 (1,18) 0(0,0) 3(1,10)  0(0,0) 2(1,33) 0(0,0)
U3a 2 (0,47) 0(0,0) 2(073)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
U4 u4* 2 (0,47) 5 (1,57) 2(073)  4(L74) 0(0,0) 1(1,14)
Udal 4(0,95) 3(0,94) 3(1,100  1(0,43) 1(0,67) 2(2,27)
Udalc 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Uda2 4(0,95) 1(0,31) 2(073)  0(00) 2(1,33) 1(1,14)
Uda2a 3(0,71) 3(0,94) 1(037)  3(1.30) 2(1,33) 0(0,0)
Udazb 0(0,0) 2(0,63) 000)  2(087) 0(0,0) 0(0,0)
U4a3 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
U4blb 0(0,0) 1(0:31) 000)  0(0,0) 0(0,0) 1(1,14)
Udcl 3(0,71) 1(0,31) 3(1,10)  1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
us Usa 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Usal 12(2,84)  21(660) | 11(4,04) 16 (6,96) 1(0,67) 5 (5,68)
Usalbl 4(0,95) 0(0,0) 2(073)  0(00) 2(1,33) 0(0,0)
Usa2 2 (0,47) 4(1,26) 1(037)  3(130) 1(0,67) 1(1,14)
Usa2a 6 (1,42) 1(0,31) 4(147)  0(0,0) 2(1,33) 1(1,14)
Usb 3(0,71) 0(0,0) 3(1,10)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Usbla 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,14)
USb1b 5 (1,18) 1(0:31) 3(1,10)  1(043) 2(1,33) 0(0,0)
Usblc 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
U5h2* 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Usblbla | 0(0,0) 4 (1,26) 0(0,0) 4 (1,74) 0(0,0) 0(0,0)
Usb2al 0(0,0) 4(0,94) 0(0,0) 2(0,87) 0(0,0) 2(2,27)
Usb2a2 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
Ush2c 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
u7 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
us Usal 2 (0,47) 2(0,63) 1(037)  1(043) 1(0,67) 1(1,14)
Usb 0(0,0) 2(0,63) 0(0,0) 2(0,87) 0(0,0) 0(0,0)
N1 Nila 1(0,24) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,67) 0(0,0)
Nial 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
N1b 4(0,95) 3(0,94) 3(110)  2(087) 1(0,67) 1(1,14)
Y Yib 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
A A8 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
R2 R2* 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
RO ROa 0(0,0) 1(0,31) 0(0,0) 1(0,43) 0(0,0) 0(0,0)
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M c c* 1(0,24) 0(0,0) 1(037)  0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
D D4/G 1 (0,24) 1(0,31) 1(037)  1(043) 0(0,0) 0(0,0)
M37 | M37a 1(0,24) 1(0,31) 1(037)  1(043) 0(0,0) 0(0,0)
L2 1 (0,24) 1(0,31) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,67) 0(0,0)
inne 0(0,0) 3(0,94) 0(0,0) 3(1,30) 0(0,0) 0(0,0)

* 0znacza pozostate podhaplogrupy nalezace do danej haplogrupy, ktére nie zostaty dotad nazwane.

Tabela S 13. Zestawienie wynikow jednoczynnikowej analizy czgstosci haplogrup H, J, K, T, U w grupie

EOAD w poréwnaniu z grupa kontrolng. Zastosowano doktadny dwustronny test Fishera.

Haplogrupa p OR 95% CI
H 0,435 0,75 0,40-1,40
J 0,805 1,17 0,46-2,94
K 0,728 1,23 0,34-4,39
T 0,628 0,70 0,24-2,05
U 0,343 1,46 0,73-2,92

Tabela S 14. Podstawienia nukleotydowe zidentyfikowane w regionie kontrolnym mtDNA o0sob badanych —
chorych na EOAD, LOAD, w grupie kontrolnej - wzgledem sekwencji referencyjnej (rCRS). Przedstawiono
pozycje podstawien jednonukleotydowych oraz ich lokalizacje w funkcjonalnych fragmentach regionu

kontrolnego.

Pozycja w Podstawienie | Locus Chorzyz | Chorzy z Grupa
regionie wzgledem EOAD,n | LOAD, n kontrolna,
kontrolnym rCRS n

3 T>C 7S DNA 0 0 1
55 T>C 7S DNA 0 1 0
57 T>C 7S DNA, HVSII 0 1 0
60 T>C 7S DNA, HVSII 0 0 1
64 C>T 7S DNA, HVSII 0 3 2
72 T>C 7S DNA, HVSII 0 16 9
73 A>G 7S DNA, HVSII 34 199 119
89 T>C 7S DNA, HVSII 0 0 3
93 A>G 7S DNA, HVSII 0 14 7
95 A>C 7S DNA, HVSII 0 1 0
114 C>T 7S DNA, OH, HVSII 0 5 1
119 T>C 7S DNA, OH, HVSII 0 1 0
131 T>C 7S DNA, OH, HVSII 1 0 0
143 G>A 7S DNA, OH, HVSII 0 2 1
146 T>C 7S DNA, OH, HVSII 1 29 17
150 C>T 7S DNA, OH, HVSII 5 33 29
151 C>T 7S DNA, OH, HVSII 1 6 4
152 T>C 7S DNA, OH, HVSII 10 96 56
153 A>G 7S DNA, OH, HVSII 0 3 3
185 G>A 7S DNA, OH, HVSII 4 22 23
186 C>A 7S DNA, OH, HVSII 0 2
188 A>G 7S DNA, OH, HVSII 1 7
189 A>G 7S DNA, OH, HVSII 1 13 6
193 A>G 7S DNA, OH, HVSII 0 1 0
194 C>T 7S DNA, OH, HVSII 1 10 5
195 T>C 7S DNA, OH, HVSII 9 74 66
196 T>C 7S DNA, OH, HVSII 0 1 0
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198
199
200
203
204
207
210
211
214
215
217
222
225
226
227
228
235
236
239
240
242
247
248
249
250
252
257
259
262
263
279
282
285
288
292
293
295
296
297
310
316
319
326
338
340
373
385
430

453

C>T
T>C
A>G
G>A
T>C
G>A
A>G
A>G
A>G
A>G
T>C
C>T
G>A
T>C
A>G
G>A
A>G
T>C
T>C
A>G
C>T
G>A
A>G
A>G
T>C
T>C
A>G
A>G
C>T
A>G
T>C
T>C
C>T
A>G
T>C
T>C
C>T
C>A
A>G
T>C
G>A
T>C
A>G
C>T
C>T
A>G
A>G
T>C

T>C

7S DNA, OH, HVSII
7S DNA, OH, HVSII
7S DNA, OH, HVSII
7S DNA, OH, HVSII
7S DNA, OH, HVSII
OH, HVSII

OH, HVSII

OH, HVSII

OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, CSB1, HVSII
OH, HVSII

OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, TFX, HVSII
OH, mt4H, HVSII
OH, mt3H, HVSII

OH, PL, HVSII, miejsce wiazania

mtTF1
HVSIII
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456
461
462
477
482
489
497
499
507
508
511
513
515
516
533
538
560
16051
16066
16067
16069
16070
16071
16075
16080
16086
16092
16093
16095
16104
16108
16111
16111
16113
16114
16114
16124
16126
16129
16129
16134
16136
16140
16144
16145
16146
16147
16147
16148
16153

C>T
C>T
C>T
T>C
T>C
T>C
C>T
G>A
T>C
A>G
C>T
G>A
A>G
C>T
A>G
A>G
C>T
A>G
A>G
C>T
C>T
A>G
C>T
T>C
A>G
T>C
T>A
T>C
C>G
C>T
C>T
C>G
C>T
A>C
C>A
C>G
T>C
T>C
G>A
G>C
C>T
T>C
T>C
T>C
G>A
A>G
C>A
C>T
C>T
G>A

HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII
HVSIII, miejsce wiazania mtTF1
HVSIIL, miejsce wiazania mtTF1
HVSIII, PH1
HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

HVSI

7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
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16157
16160
16162
16163
16167
16168
16169
16172
16174
16176
16179
16180
16181
16182
16183
16184
16185
16186
16188
16188
16189
16189
16192
16193
16195
16209
16212
16214
16216
16218
16221
16222
16223
16224
16227
16230
16231
16234
16235
16239
16240
16241
16245
16247
16248
16249
16255
16256
16257
16258

T>C
A>G
A>G
A>G
C>T
C>T
C>T
T>C
C>T
C>A
C>T
A>G
A>G
A>C
A>C
C>T
C>T
C>T
C>G
C>T
T>A
T>C
C>T
C>T
T>C
T>C
A>G
C>T
A>G
C>T
C>T
C>T
C>T
T>C
A>G
A>G
T>C
C>T
A>G
C>T
A>G
A>T
C>T
A>G
C>T
T>C
G>A
C>T
C>T
A>G

7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, TAS, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, mt5, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
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16260 C>T 7S DNA, HVSI 0 0 3
16261 C>T 7S DNA, HVSI 3 12 14
16262 C>T 7S DNA, HVSI 1 0 0
16263 T>C 7S DNA, HVSI 0 2 1
16264 C>T 7S DNA, HVSI 0 1 1
16265 A>G 7S DNA, HVSI 1 4 3
16266 C>A 7S DNA, HVSI 0 1 0
16266 C>T 7S DNA, HVSI 0 5 1
16269 A>G 7S DNA, HVSI 1 0 0
16270 C>T 7S DNA, HVSI 8 34 35
16271 T>C 7S DNA, HVSI 0 0 1
16272 A>G 7S DNA, HVSI 0 2 2
16274 G>A 7S DNA, HVSI 0 3 4
16278 C>T 7S DNA, HVSI 3 14 11
16284 A>G 7S DNA, HVSI 0 0 1
16286 C>T 7S DNA, HVSI 0 1 0
16287 C>A 7S DNA, HVSI 0 1 0
16288 T>C 7S DNA, HVSI 0 2 0
16289 A>G 7S DNA, HVSI 0 0 1
16290 C>T 7S DNA, HVSI 0 1 1
16291 C>T 7S DNA, HVSI 4 9 10
16292 C>T 7S DNA, HVSI 1 20 8
16293 A>G 7S DNA, HVSI 2 9 9
16294 C>T 7S DNA, HVSI 6 48 40
16295 C>A 7S DNA, HVSI 0 3 0
16296 C>T 7S DNA, HVSI 3 21 21
16297 T>C 7S DNA, HVSI 1 0 1
16298 T>C 7S DNA, HVSI 1 21 11
16299 A>G 7S DNA, HVSI 1 2 0
16300 A>G 7S DNA, HVSI 0 0 2
16302 A>G 7S DNA, HVSI 0 0

16304 T>C 7S DNA, HVSI 3 42 30
16309 A>G 7S DNA, HVSI 0 1 2
16310 G>A 7S DNA, HVSI 1 0 2
16311 T>C 7S DNA, HVSI 6 52 47
16316 A>G 7S DNA, HVSI 0 1 0
16318 A>T 7S DNA, HVSI 1 0 1
16319 G>A 7S DNA, HVSI 0 4 1
16320 C>T 7S DNA, HVSI 1 5 3
16324 T>C 7S DNA, HVSI 1 3 2
16325 T>C 7S DNA, HVSI 1 3 3
16327 C>T 7S DNA, HVSI 1 2 1
16335 A>G 7S DNA, HVSI 0 2 0
16342 T>C 7S DNA, HVSI 0 2 2
16343 A>G 7S DNA, HVSI 0 9 0
16344 C>T 7S DNA, HVSI 0 1 0
16354 C>T 7S DNA, HVSI 1 7 5
16355 C>T 7S DNA, HVSI 0 4 1
16356 T>C 7S DNA, HVSI 1 32 23
16357 T>C 7S DNA, HVSI 0 2 0
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16360
16362
16366
16368
16380
16390
16391
16398
16399
16400
16456
16465
16482
16483
16497
16519
16526
16527

C>T
T>C
C>T
T>C
C>T
G>A
G>A
G>A
A>G
C>T
G>A
C>T
A>G
G>A
A>G
T>C
G>A
C>T

7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA, HVSI
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA
7S DNA

P O O O O O W O B O O O o N o

w w
-

0

3 0
36 24
0
1
1
10 5
8 6
1 1
17 21
1 1
1 2
1 2
8 8
1 0
1 0
263 206
11 9
1 2

*  HVSI-III- region hiperzmienny I-111;

mtTF1, TFX- miejsca wigzania mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego, OH
- miejsce poczatku syntezy nici H; CSB1-3 (Conserved sequence block 1-3); mt3H, mt4H, mt5H — elementy regulatorowe na
nici H; PL — promotor nici L; TAS — termination associated sequence, sekwencja regulatorowa wazna dla terminacji

replikacji; PH1 — gtéwny promotor nici H.

Tabela S 15. Zestawienie czestoéci genotypdw i alleli polimorfizmu rs1937 u chorych na LOAD w poréwnaniu

z grupa kontrolna.
TFAM Chorzyz  Grupa Kobiety z  Kobiety-grupa | Mezczyzni Mezcezyzni — grupa
rs1937 LOAD,n kontrolna, LOAD,n kontrolna, n z LOAD, kontrolna, n (%)
c.35G>C | (%) n (%) (%) (%) n (%)
Genotypy
GG 339 250 214 184 (80,00) 125 66 (75,00)
(80,33) (78,62) (78,68) (83,33)
GC 75 (17,77) 65(20,44) 51(18,75) 44 (19,13) 24 (16,00) 21 (23,86)
CC 8(1,90) 3(0,94) 7 (2,57) 2(0,87) 1(0,67) 1(1,14)
test o ¥’=1,86, df=2, p=0,395  ¥*=2,06, df=2, p=0,358 ¥’=2,44, df=2, p=0,295

GG vs p=0,567 (OR=1,11, p=0,715 (OR=0,92, 95% CI p=0,087 (OR=1,74, 95% CI 0,92-
GC+CC* | 95% CI 0,78-1,59) 0,60-1,42) 3,29)
Allele
G 753 565 479 412 (89,56) 274 153 (86,93)
(89,22) (88,84) (88,05) (91,33)
C 91 (10,78) 71(11,16) 65(11,95) 48(10,44) 26 (8,67) 23 (13,07)
test o p=0,816 (OR=1,04, p=0,450 (OR=0,86, 95% CI p=0,127 (OR=1,58, 95%CIl 0,88-

95% Cl 0,75-1,44)

0,58-1,27)

2,85)

* test y° sprawdzajacy asocjacje genotypéw polimorfizmu rs1937, GG vs. GC+CC. Z uwagi na niska czesto$é genotypu CC
dla celow analizy statystycznej potaczono go z genotypem GC.
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Tabela S 16. Zestawienie czgstosci genotypow i alleli polimorfizmu rs1937 u chorych na EOAD w poréwnaniu

z grupa kontrolna.

TFAM, rs1937 (c.35G>C) | Chorzy na EOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%)
Genotypy

GG 35 (71,43) 250 (78,62)
GC 12 (24,49) 65 (20,44)
CcC 2 (4,08) 3(0,94)
Test i (df=2) p=0,158

GG vs GC+CC* p=0,261 (OR=0,68, 95% CI 0,35-1,34)
Allele

G 82 (83,67) 565 (88,84)
C 16 (16,33) 71(11,16)
Test y° (df=1) p=0,141

* test x° sprawdzajacy asocjacje genotypow polimorfizmu rs1937, GG vs. GC+CC. Z uwagi na
niska czgstos¢ genotypu CC dla celow analizy statystycznej potaczono go z genotypem GC.

Tabela S 17. Zestawienie czgsto$ci genotypdw i alleli polimorfizmu rs8192678 (c.1444C>T) genu PGC-/a w
grupie EOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna. Analiza statystyczna zostala wykonana z zastosowaniem testu y°
lub dwustronnego doktadnego testu Fishera.

PGC-1a, c.1444C>T

EOAD, n (%) | Grupa kontrolna, n (%)

Genotypy

CC

CT

TT

Test 5 (df=2)
CTvs. CC+TT*
TT vs. CC+CT*
TT+CT vs. CC*

24 (48,98) 168 (52,83)
23 (46,94) 119 (37,42)
2 (4,08) 31 (9,75)
p=0,268

p=0,211 [OR=1,48, 95% CI 0,81-2,71]
p=0,284 [OR=0,39, 95% CI 0,09-1,70]
p=0,647 [OR=1,17, 95% CI 0,64-2,13]

Allele

C

T

Test y° (df=1)

71 (72,45) 455 (71,54)
27 (27,55) 181 (28,45)
p=0,905
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Tabela S 18. Zestawienie czgsto$ci wystgpowania alleli polimorfizmu His63Asp w grupach LOAD, EOAD,
MCI oraz w grupie kontrolnej (test x%, p<0,05).

His63Asp (C187G, rs1799945)
Badani CCvs.
C G Cvs.G cC CG GG CO+GG
Chorzy z LOAD 705 139 x*=3,02, 296 113 13 ¥*=2,28,
(83,53)  (16,47)  df=1, (70,14)  (26,78)  (3,08)  df=1,
Grupa kontrolna 552 84 p=0,082 239 74 5 p=0,131
(86,79)  (13,21) (7516)  (2327)  (1,57)
Kobiety z LOAD 465 79 ¥*=0,60, 199 67 6 ¥*=1,20,
(85,48)  (14,52)  df=1, (73,16)  (24,63) (2,21) df=1,
Kobiety z grupy kontrolnej 401 59 p=0,437 175 51 4 p=0,272
(87,17)  (12,83) (76,09  (2217)  (1,74)
Meiczyzni z LOAD 240 60 ¥°=2,54, 97 46 7 x*=1,65
(80,0) (20,0 df=1, (64,67)  (30,67)  (4,66) df=1,
Mezczyzni z grupy kontrolnej | 151 25 p=0,111 64 23 1 p=0,199
(85,80)  (14,20) (72,73)  (26,14)  (1,14)
Chorzy na EOAD vs. grupa 82 16 ¥*=0,70, 33 16 0(0)  x*=1,35,
kontrolna (83,67)  (16,33)  df=1, (67,35)  (32,65) df=1,
p=0,402 p=0.245
MCI vs grupa kontrolna 179 31 x°=0,32, 76 29 0(0)  x*=0,32,
(85,24)  (14,76)  df=1, (72,38) (27,62 df=1,
p=0,569 p=0,572
Kobiety (MCI) vs kobiety z 117 25 x*=2,08, 49 19 3 ¥*=2,07,
grupy kontrolnej (82,39) (17,61)  df=1, (69,01)  (26,76)  (4,22) df=1,
p=0,151 p=0,151
Mezczyzni (MCI) vs 62 6 x°=1,28, 28 6 0(0) =122,
mezezyzni z grupy kontrolne (91,18)  (8,82%) df=1, (82,35)  (17,65) df=1,
p=0,258 p=0,268
MCI > LOAD 43 3(6,52) p=0,097" | 20 3 0(0) p=0,111°
(93,48) (86,96)  (13,04)
MCI nieskonwertowane do 127 27 53 21 3
LOAD? (82,46)  (17,54) (68,83)  (27,27)  (3,90)

# Nie uwzgledniono o0s6b, ktore rozwingly inne choroby neurologiczne poza AD (n=5).
® doktadny dwustronny test Fishera

Tabela S 19. Zwiazek polimorfizmu His63Asp i statusu APOE4 w ryzyku LOAD.

APOE4 His63Asp LOAD, n (%) Grupakontrolna, n (%) p

Wszyscy

APOE4- wt 131 (72,37) 192 (75,60) 0,450
His63Asp | 50 (27,62) 62 (24,40)

APOE4+ wt 165 (68,46) 47 (73,43) 0,442
His63Asp | 76 (31,54) 17 (26,56)

Kobiety

APOE4- wt 90 (74,38) 137 (73,66) 0,888
His63Asp | 31(25,62) 49 (26,34)

APOE4+ wt 109 (72,18) 38 (88,36) 0,072
His63Asp | 42 (27,82) 6 (13,64)

Mezczyzni

APOE4- wt 41 (68,33) 55 (80,88) 0,102
His63Asp | 19 (31,67) 13 (19,12)

APOE4+ wt 56 (62,22) 9 (45,0) 0,156
His63Asp 34 (37,78) 11(55,0)
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Tabela S 20. Zestawienie czgstosci wystgpowania alleli polimorfizmu Cys282Tyr w grupie LOAD oraz w
grupie kontrolnej (test x?, p<0,05).

Cys282Tyr (G845A)
Badani GG vs.
G A Gvs. A GG GA AA GA+AA
810 32 p=0,979 | 391(92,87) 28 2(0,47) p=0,828
Chorzy z LOAD (96.20) (3,80) (6,66)
612 24 294 (92,45) 24 0(0)
Grupa kontrolna (96.23) 3,77) (7.55)
. 522 22 p=0,640 | 252 (92,65) 18 2(0,73) p=0,864
Kobiety z LOAD (95,96) (4,04) (6,62)
. . 444 16 214 (93,04 16 0(
Kobiety z grupy kontrolnej (96,52) (3.48) ( ) (6,96) ©)
c L 288 10 p=0,513 | 139(93,29) 10 0(0) p=0,504
Meizczyzni z LOAD (96,64) (3,36) (6,71)
Mezczyzni z grupy kontrolnej %558 45) 8(4.65) 80(90,91) 8(309) 000
200 10 =0,544 | 95 (90,48 10 0(@ =0,536
MCI vs grupa kontrolna (95.24) (4,76) P ( ) 9,52) © P
Kobiety (MCI) vs kobiety z 137 5(3,52) p=10 66 (92,95) 5(7,05) 0(0) p=1,0
grupy kontrolnej (96,48)
Mezczyzni (MCI) vs 63 (92,64) 5(7,36) p=0,360 | 29 (85,29) 5 0 (0) p=0,349
mezezyzni z grupy kontrolnej (14,71)
MCI skonwertowane do 42 (91,30) 4(8,70) p=0,084 | 19(82,61) 4 0 (0) p=0,079
LOAD (17,39)
MCI nieskonwertowane do 150 4 (2,60) 73 (94,80) 4(5,20) 0(0)
LOAD* (97,40)

Tabela S 21. Zwiazek pomiedzy nosicielstwem polimorfizmu C282Y i statusem APOE4 a LOAD.

APOE4 Cys282Tyr LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%) p

Wszyscy

APOE4- wit 166 (92,22) 237 (93,31) 0,665
Cys282Tyr 14 (7,78) 17 (6,69)

APOE4+ wt 225 (93,36) 57 (89,06) 0,247
Cys282Tyr 16 (6,64) 7 (10,94)

Kobiety

APOE4- wit 112 (92,56) 175 (94,09) 0,597
Cys282Tyr 9 (7,44) 11 (5,92)

APOE4+ wt 140 (92,71) 39 (88,64) 0,386
Cys282Tyr 11 (7,29)) 5 (11,36)

Mezczyzni

APOE4- wit 54 (91,52) 62 (91,18) 0,944
Cys282Tyr 5 (8,48) 6 (8,82)

APOE4+ wt 85 (94,44) 18 (90,0) 0,609
Cys282Tyr 5 (5,56) 2 (10,0)
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Tabela S 22. Zwiazek pomigdzy nosicielstwem genotypéw polimorfizméw His63Asp, Cys282Tyr i statusem
APOE4 a LOAD.

APOE4 His63Asp/Cys282Tyr LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%) p

Wszyscy

APOE4- wt/wt 121 (67,22) 178 (70,08) 0,527
His63Asp/Cys282Tyr 59 (32,78) 76 (29,92)

APOE4+ wt/wt 151 (62,65) 42 (65,62) 0,661
His63Asp/Cys282Tyr 90 (37,35) 22 (34,38)

Kobiety

APOE4- wt/wt 82 (67,77) 129 (69,35) 0,770
His63Asp/Cys282Tyr 39 (32,23) 57 (30,65)

APOE4+ wt/wt 99 (65,56) 33 (75,00) 0,239
His63Asp/Cys282Tyr 52 (34,44) 11 (25,00)

Mezczyzni

APOE4- wt/wt 39 (66,10) 49 (80,88) 0,468
His63Asp/Cys282Tyr 20 (33,90) 19 (19,12)

APOE4+ wt/wt 52 (57,78) 9 (45,0) 0,298
His63Asp/Cys282Tyr 38 (42,22) 11(55,0)

His63Asp / Cys282Tyr - homozygotycznos$é pod wzgledem allelu 63Asp, 282Tyr lub heterozygotyczno$¢ pod
wzgledem jednego lub kazdego z nich
wt/wt - nosicielstwo dzikich genotypow — His63 oraz Cys282

Tabela S 23. Zestawienie kombinacji genotypow tworzonych przez polimorfizmy His63Asp (rs1799945) oraz
Cys282Tyr (rs1800562) w genie HFE w grupie LOAD i w grupie kontrolnej. Najrzadszy haplotyp,
Gis1799945Ars1800562 i€ zostat uwzgledniony w zestawieniu z uwagi na swoja niska czgsto$¢ wystgpowania w catej
grupie (0,1%).

Czestosé (%) | LOAD (%) K (%) | Testy?
Wszyscy badani
Crs1799945 G rs1800562 81,2 79,8 83,0 p=0,118
Grs1799945G rs1800562 15,0 16,4 13,2 p=0,090
Crs1799045Ars1800562 38 3,8 3,8 p=0,979
Kobiety
Crs1799945G rs1800562 82,5 81,4 83,7 p=0,348
Grs1799945G rs1800562 13,7 14,5 12,8 p=0,437
Crs1799945Ars1800562 38 4,0 35 p=0,640
Mezczyzni
Crs1799945G rs1800562 79,0 77,4 81,8 p=0,265
Gis1790045G rs1800562 17,2 19,2 13,7 p=0,125
Crsl79_9945Ar<1 800562 3,2 2,8 4,0 p=0,446
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Tabela S 24. Porownanie czgsto$ci wystgpowania haplotypow ztozonych z alleli polimorfizmow His63Asp i
Cys282Tyr w grupie LOAD oraz w grupie kontrolnej. W zestawieniu uwzgledniono nosicielstwo genotypu
prawidtowego (wt, czyli His63 oraz Cys282) oraz nosicielstwo przynajmniej jednego allelu zmutowanego
(His63Asp, Cys282Tyr) (test %, p<0,05).

Haplotyp His63Asp / Cys282Tyr Chorzy z LOAD, n (%) Grupa kontrolna, n (%) p
Wszyscy badani

His63Asp / Cys282Tyr 5(1,19) 5 (1,57) p=1,0*
wt / wt 272 (64,77) 220 (69,18) p=0,192
wt / Cys282Tyr 24 (5,71) 19 (5,97) p=0,875
His63Asp / wt 119 (28,33) 74 (23,28) p=0,126
Kobiety

His63Asp / Cys282Tyr 2(0,73) 3(1,30) p=0,665*
wt / wt 181 (66,55) 162 (70,44) p= 0,350
wt / Cys282Tyr 18 (6,62) 13 (5,65) p= 0,654
His63Asp / wt 71 (26,10) 52 (22,61) p= 0,364
Mezczyzni

His63Asp / Cys282Tyr 4 (2,68) 2 (2,27) p=1,00*
wt / wt 91 (61,07) 58 (65,91) p=0,457
wt / Cys282Tyr 6 (4,03) 6 (6,82) p=0,344
His63Asp / wt 48 (32,22) 22 (25,0) p=0,239

* doktadny dwustronny test Fishera

Tabela S 25. Czgstosci haplotypow polimorfizméw rs4804459, rs2233678, rs2233679, rs2233682, rs2233683,
rs2010457 genu PIN1 w grupie chorych z LOAD i EOAD w poréwnaniu z grupa kontrolna (K).

Grupa badana K (%) LOAD LOAD vs. K EOAD EOAD vs. K
Haplotyp* (%) p (%) p
CGTGCA 68,7 67,1 0,717 64,3 0,438
GGCGCG 17,8 17,6 0,951 18,4 0,902
CCCGCG 8,7 9,9 0,654 15,3 0,080
CGTGCG 1,0 0,9 0,948 0,0 0,333
CCCGTA 1,0 2,3 0,294 0,0 0,329
GGCGCA 1,0 0,0 0,149 1,0 0,962
CCCGTG 0,9 0,9 0,954 0,0 0,331
CGCACA 0,5 0,5 0,963 1,0 0,585
CCCGCA 0,5 0,0 0,303 0,0 0,495
CGCGCA 0,0 0,5 0,332 0,0 -
GCCGCG 0,0 0,5 0,332 0,0 -

* W haplotypach wystepuja kolejno allele polimorfizmdw rs4804459, rs2233678, rs2233679, rs2233682,
rs2233683, rs2010457.
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