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ACE - ang. angiotensin converting enzyme - enzym konwertujący angiotensynę 1 

ACE - gen kodujący enzym konwertujący angiotensynę 1 

ACT- gen kodujący al-antychymotrypsynę 

ADAM - ang. a desintegrin and metalloprotease - dezintegryna i metaloproteaza 

APOE - apolipoproteina E 

APOE - gen kodujący apolipoproteinę E 

APP - ang. Amyloid Precursor Protein - białko prekursorowe amyloidu 

APP - gen kodujący białko prekursorowe amyloidu 

Aß - ß-amyloid 

a2M - ang. a2macroglobulin - a2makroglobulina 

a2M- gen kodujący a2makroglobulinę 

BACE - ang. Beta site APP-cleaving enzyme - enzym przecinający APP w miejscu ß 

bp - ang. base pair - para zasad 

catD - ang. cathepsin D - katepsyna D 

catD - gen kodujący katepsynę D 

CDR - Clinical Dementia Rating - Skala klinicznej oceny otępienia 

chA - choroba Alzheimera 

CT - ang. computed tomography - tomografia komputerowa 

CTF - ang. C-terminal fragment - fragment C-końcowy 

CUN - centralny układ nerwowy 

CYP 46 - gen kodujący 24-hydroksylazę cholesterolu. 

DSM - Diagnostic and Statistical Manual - Amerykańska Klasyfikacja Diagnostyczna i 

Statystyczna 

EEG - badanie elektroencefalograficzne 

eNOS - ang. endothelial nitric oxide synthase - śródbłonkowa syntaza tlenku azotu 

EOAD - ang. early-onset Alzheimer's disease - choroba Alzheimera o wczesnym 

początku 

GDS - ang. Global Deterioration Scale - Skala ogólnej deterioracji 

ICD - ang.The International Classification of the Diseases - Międzynarodowa 

Klasyfikacja Chorób 

IDE - ang. Insulin-degrading enzyme - enzym degradujący insulinę 

LDL - ang. Low density lipoprotein - lipoproteina o niskiej gęstości 
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LOD score - ang. Logarythm of the odds - logartytm dziesiętny 

LRP - ang. Low density lipoprotein receptor-related protein - białko związane z 

receptorem dla lipoproteiny o niskiej gęstości 

LTP - ang. long-term potentiation - długotrwałe wzmocnienie synaptyczne 

MAP-r - ang. Microtubule associated protein tau gene - gen kodujący białko tau 

MCI - ang. Mild Cognitive Impairment - Łagodne zaburzenia poznawcze 

MMSE - ang. Mini Mental State Examination - Krótka skala oceny stanu psychicznego 

MPO - ang. myeloperoxidase - mieloperoksydaza 
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MRI - ang. Magnetic Resonance Imaging - rezonans magnetyczny 

MRS - ang. Magnetic Resonance Spectroscopy - spektroskopia rezonansu 
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MTHFR - ang. Metylenetetrahydrofolate Reductase - reduktaza 
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PSEN2 - gen kodujący presenilinę 2 
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SPECT - ang. Single Photon Emission Computed Tomography - Emisyjna tomografia 

pojedynczego fotonu 

TACE - ang. Tumor Necrosis Factor a converting enzyme" - enzym konwertujący 
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WSTĘP 

1. WSTĘP 

Znaczna większość przypadków choroby Alzheimera (chA) występująca w wieku 

późnym (>65 rż) jest uważana za przypadki sporadyczne. Istnieje jednak wiele przesłanek 

potwierdzających hipotezę, iż także te zachorowania mają tło genetyczne (Ashford i wsp, 

2002). Wyniki analizy szczegółowych kwestionariuszy wypełnianych przez amerykańskie 

zakonnice w wieku 22 lat, podsumowanych po wielu latach w badaniu The Nun Study 

pokazują, że ryzyko rozwoju chA jest zdeterminowane już we wczesnej młodości, 

a późniejszy wpływ środowiska odgrywa niewielką rolę (Snowdon i wsp, 1996). 

Podobnych informacji dostarczają badania bliźniąt. U bliźniąt monozygotycznych 

stwierdza się współczynnik zgodności pod względem ryzyka rozwoju chA rzędu 75-80%, 

natomiast u dwuzygotycznych około 26-46% (Gatz i wsp, 1997; Bergem i wsp, 1997). 

Niektórzy autorzy uważają, że czynniki środowiskowe zwiększają prawdopodobieństwo 

wystąpienia chA tylko u osób z predyspozycjami genetycznymi (Mortimer i wsp, 1998). 

Geny mogą wywierać również swój wpływ w sposób pośredni, poprzez determinację tzw. 

naczyniowych czynników ryzyka, jakimi jest wysokość ciśnienia tętniczego krwi, stężenie 

homocysteiny czy cholesterolu. Na potwierdzenie związku tych ostatnich czynników 

z patogenezą chA pojawiło się w ostatnim okresie wiele dowodów (Seshadri i wsp, 2002; 

Kojro i wsp, 2001; Pappolla i wsp, 2003; Borroni i wsp, 2003). 

1.1. Choroby uwarunkowane genetycznie 

Od czasu gdy James Watson i Francis Crick opisali w 1953 roku strukturę DNA 

dokonał się olbrzymi postęp w dziedzinie biologii molekularnej (Watson i Crick, 1953). 

Dzięki rozpoczętym w 1990 roku i zakrojonym na szeroką skalę badaniom objętym 

wspólną nazwą „Projekt poznania ludzkiego genomu" (ang. „Human Genome Project") 

oszacowano, iż każdy człowiek posiada około 30 000 genów, których sekwencja jest już 

znana (Lander i wsp, 2001). Zmiany w tych genach mogą być przyczyną wystąpienia 
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różnych zaburzeń genetycznych, a liczba zidentyfikowanych mutacji leżących u podłoża 

tych chorób wciąż rośnie. Zaburzenia genetyczne można zakwalifikować do czterech 

głównych grup: choroby jedno- i wielogenowe, aberracje chromosomowe i choroby 

mitochondrialne. W przypadku choroby Alzheimera badania genetyczne są utrudnione ze 

względu na heterogenność jej etiologii. W zależności od postaci choroby podstawowej 

znaczenie może odgrywać dziedziczenie jedno- lub wielogenowe, dlatego też te dwa 

sposoby dziedziczenia zostały omówione poniżej. 

1.1.1. Choroby jednogenowe 

Zaburzenia, u których podłoża leży mutacja (substytucja pary zasad, insercja, delecja 

lub duplikacja) w obrębie pojedynczego genu zwane są jedno- lub monogenowymi. 

Choroby te określane również jako „mendlowskie" są najlepiej poznaną grupą chorób 

genetycznych. Dziedziczą się zazwyczaj w sposób autosomalny dominujący, recesywny 

lub sprzężony z chromosomem X. Do chwili obecnej zidentyfikowano już około 11 000 

uwarunkowanych w ten sposób schorzeń, wśród których do najbardziej znanych należą 

mukowiscydoza, anemia sierpowata, choroba Huntingtona, dystrofia Duchenne'a 

i hemofilia. Do tych chorób należy również rodzinna postać choroby Alzheimera o 

wczesnym początku (<65rż). W wielu chorobach jednogenowych zmapowano 

i zsekwencjonowano gen odpowiedzialny za wystąpienie zaburzeń, co umożliwiło 

zarówno wprowadzenie diagnostyki genetycznej, jak również rozszerzyło wiedzę na temat 

patofizjologii schorzenia. 

1.1.2. Choroby wielogenowe 

Choroby te, zwane również zaburzeniami wieloczynnikowymi lub złożonymi 

(ang. complex diseases), spowodowane są przez jednoczesny wpływ wielu przyczyn 
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genetycznych i środowiskowych. Do tej grupy należą zarówno wady wrodzone 

ujawniające się w okresie noworodkowym (np. rozszczep wargi i/lub podniebienia) jak 

i najpowszechniejsze choroby występujące w wieku dorosłym i dotykające miliony osób 

na całym świecie: choroby serca, cukrzyca typu II, otyłość, reumatoidalne zapalenie 

stawów, nowotwory i choroba Alzheimera o późnym początku (>65rż). Geny warunkujące 

wystąpienie tych zaburzeń nazywane są genami cech ilościowych (ang. quantitative trait 

loci, QTL), a ich mutacje nie są konieczne ani wystarczające do wystąpienia choroby. 

Odpowiadają one raczej za genetyczną skłonność do wystąpienia danego schorzenia, która 

ujawnia się, gdy dodatkowo zadziałają jeszcze określone czynniki środowiskowe 

i przekroczony zostanie próg podatności. Ryzyko wystąpienia choroby wieloczynnikowej 

wzrasta, gdy więcej członków danej rodziny jest chorych i im bliższe jest pokrewieństwo 

probanta i osób chorych. Jednak często ryzyko to jest trudne do określenia i nie poddaje się 

prawom stosowanym w genetyce mendlowskiej. Ogólnie przyjmuje się, iż ryzyko 

wystąpienia choroby u rodzeństwa i potomstwa chorego jest mniej więcej równe 

pierwiastkowi częstości występowania zaburzenia w populacji (przeciwnie niż 

w przypadku chorób jednogenowych, gdzie ryzyko ponownego wystąpienia choroby nie 

zależy od chorobowości w danej populacji, ale od typu dziedziczenia genu). Badania nad 

procentowym udziałem czynników genetycznych i środowiskowych w patogenezie chorób 

złożonych prowadzone są zwykle w oparciu o obserwację mono- i dwuzygotycznych 

bliźniąt oraz dzieci adoptowanych. 

1.2. Zmienność genetyczna 

Człowiek wykazuje znaczną zmienność genetyczną. Jest ona odpowiedzialna zarówno 

za widoczne różnice w wyglądzie poszczególnych osób, ale również za skłonność do 

rozwoju niektórych chorób czy wrażliwość na leczenie. U podłoża zmienności genetycznej 
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leżą mutacje czyli zmiana sekwencji DNA. Tylko część mutacji powoduje choroby, reszta 

to „milczące" substytucje par zasad. 

1.2.1. Polimorfizm pojedynczych nukleotydów 

Najczęściej występującą przyczyną zmienności genetycznej są mutacje punktowe 

(ponad 90% wszystkich mutacji). Gdy substytucja pary zasad występuje w populacji 

z częstością większą niż 1% nazywana jest polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (ang. 

single nucleotide polymorphism, SNP). Szacuje się, że podstawienia takie występują 

z częstością 1/300 do 1/500 par zasad (ang. base pair, bp), co przy liczbie około 3 

miliardów par zasad tworzących ludzki genom, daje około 10 milionów miejsc 

polimorficznych, mających najczęściej dwa warianty alleliczne w populacji. Znajomość 

polimorfizmów genetycznych ma duże znaczenie w badaniach molekularnych. Pełnią one 

bowiem rolę znanych markerów genetycznych używanych w mapowaniu genomu. 

Ponieważ obecność wariantu polimorflcznego często warunkuje zmianę aktywności 

kodowanego przez gen białka (polimorfizmy funkcjonalne), można podejrzewać iż są one 

czynnikami ryzyka genetycznego powszechnie występujących chorób złożonych, a co za 

tym idzie - są potencjalnie istotne w diagnostyce medycznej. 

1.3. Metody poszukiwania nowych genów warunkujących rozwój choroby 

Ustalenie defektu genetycznego w poszczególnych chorobach nabiera coraz większego 

znaczenia, gdyż umożliwia zrozumienie patofizjologii schorzenia i stwarza nadzieję na 

odkrycie skutecznego leczenia w oparciu o techniki biologii molekularnej. Jest ono 

stosunkowo łatwe (choć również nie zawsze możliwe) w tych jednostkach, gdzie znany 

jest białkowy produkt genu odpowiedzialnego za rozwój choroby. Stosuje się w tym 

przypadku metodę tzw. klonowania funkcjonalnego. Jeśli produkt genu nie jest znany, 
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a choroba należy do rzadkich chorób jednogenowych można poszukiwać odpowiedniego 

regionu na chromosomie przy użyciu analizy sprzężeń. Ta metoda nazywania jest 

klonowaniem pozycyjnym. Sytuacja jest trudniejsza, gdy mamy do czynienia z chorobami 

złożonymi, wielogenowymi. Charakteryzują się one dużą heterogennością genetyczną oraz 

nakładaniem czynników genetycznych i środowiskowych. W badaniach nad tymi 

powszechnie występującymi chorobami również stosuje się dwie wymienione wyżej 

metody, choć ich skuteczność jest w tym przypadku znacznie niższa. 

1.3.1. Analiza sprzężeń 

Metoda ta wykorzystuje fakt, iż geny leżące blisko siebie na jednym chromosomie nie 

dziedziczą się niezależnie, lecz są sprzężone. Dzięki temu, iż znana jest ogromna liczba 

markerów genetycznych równomiernie rozmieszczonych w całym genomie (SNP, 

polimorfizmy zmiennej liczby powtórzeń tandemowych, polimorfizmy mikrosatelitarne), 

możliwe jest obserwowanie sprzężonego dziedziczenia między poszukiwanym genem 

powodującym chorobę, a znanym markerem. W badaniach tych niezwykle istotna jest 

analiza statystyczna, która ma odpowiedzieć na pytanie, jakie jest prawdopodobieństwo, 

że dwa badane loci są sprzężone (ocena tzw. LOD score). Analiza sprzężeń jest metodą 

najbardziej skuteczną, gdy poszukuje się genu dziedziczonego autosomalnie dominująco 

w dużych rodzinach, gdzie część osób dotknięta jest danym schorzeniem. Gdy łącznie 

analizuje się wiele takich rodzin, wysoce prawdopodobne staje się wykrycie regionu 

zawierającego poszukiwany gen. Metoda ta jest mniej skuteczna w przypadku chorób 

złożonych. Zwłaszcza w przypadku chorób ujawniających się w późnym wieku 

niemożliwe jest zgromadzenie materiału genetycznego od chorych członków rodziny 

z kilku pokoleń. Przeprowadza się wtedy badania u chorych rodzeństw, które ze względu 
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na dziedziczenie w 50 % jednakowego materiału genetycznego dają największą szansę na 

wykrycie rzeczywistego genu kandydata. 

1.3.2. Badania asocjacji 

W chorobach wielogenowych bardziej przydatna okazuje się często technika badania 

asocjacji pomiędzy polimorfizmem pojedynczych nukleotydów (SNP), a ryzykiem 

rozwoju choroby. Badania te przeprowadza się na populacjach niespokrewnionych 

chorych. Ich wynikiem jest wykrycie odmiany polimorficznej genu (allelu), która 

w badanej populacji wiąże się z większą częstością występowania choroby. Przyjęte są tu 

dwie strategie badań. Jeśli istnieją hipotezy na temat mechanizmu rozwoju choroby można 

wybrać kilka genów „kandydatów" na podstawie ich biologicznej funkcji, a następnie 

poszukiwać w obrębie tych genów funkcjonalnych polimorfizmów, których częstość jest 

większa w grupie osób chorych niż w grupie kontrolnej. Jeśli natomiast nie jest znany gen 

kandydat, można analizować geny znajdujące się w rejonie wskazanym przez wcześniejsze 

badania sprzężeń, poszukiwać w nich polimorfizmów zwiększających ryzyko wystąpienia 

choroby, a następnie analizować związek białkowego produktu wytypowanego w ten 

sposób genu z patogenezą choroby. 

1.4. Choroba Alzheimera 

Choroba Alzheimera jest najczęstszą przyczyną otępienia w społeczeństwach 

zachodnich (w krajach Dalekiego Wschodu drugą po otępieniu naczyniopochodnym), 

a prognozy epidemiologiczne przewidują stały wzrost zachorowań w związku ze 

starzeniem się społeczeństw. Szacuje się, iż choroba ta dotyka nawet 5-10% osób powyżej 

65 roku życia i połowę populacji powyżej 85rż (Evans i wsp, 1989; Bachman i wsp, 1992). 

Ponieważ pierwszym opisanym przez Aloisa Alzheimera przypadkiem klinicznym była 
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51-letnia Augusta D. cierpiąca na postać choroby o wczesnym początku (Alzheimer 1907), 

przez wiele lat termin określający tę chorobę zarezerwowany był dla przypadków 

ujawniających się przed 65rż. (tzw. otępienie przedstarcze). Przypadki późne 

(rozpoczynające się po 65rż) nazywano otępieniem starczym typu Alzheimera. Jednak 

w obu tych jednostkach obserwuje się identyczne zmiany neuropatologiczne: płytki 

(blaszki) starcze i zwyrodnienie włókienkowe neuronów. Te same są też objawy kliniczne, 

choć w przypadkach o wczesnym początku charakteryzują się one zwykle większą 

dynamiką. Ze względu na różnorodność zidentyfikowanych czynników ryzyka (wiek, 

mutacje genetyczne, poziom wykształcenia, urazy OUN, niedotlenienie), złożoną 

patogenezę i podobny obraz kliniczny, niektórzy autorzy traktują chA raczej jako zespół 

niż jednostkę chorobową. 

1.4.1. Objawy 

Główną cechą obrazu klinicznego chA jest narastający zespół otępienny. Dominują 

powoli nasilające się zaburzenia pamięci i innych funkcji poznawczych (praksji, gnozji, 

funkcji językowych, funkcji wykonawczych), którym mogą towarzyszyć zaburzenia 

nastroju i zachowania oraz objawy psychotyczne. Objawy te początkowo utrudniają 

aktywność zawodową i społeczną, w późniejszych fazach choroby uniemożliwiają 

samodzielne funkcjonowanie i czynią chorego zależnym od opiekunów. 

Ponieważ nie wykryto jak dotąd wystarczająco czułego i swoistego markera 

biologicznego pozwalającego przyżyciowo postawić rozpoznanie choroby Alzheimera, 

wprowadzone zostały kryteria kliniczne, mające ułatwić diagnozę i różnicowanie z innymi 

zespołami otępiennymi. 
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1.4.1.1. Kryteria rozpoznawania i różnicowanie 

W praktyce klinicznej najczęściej stosuje się trzy kryteria rozpoznawania choroby 

Alzheimera: 

1) Międzynarodowej Klasyfikacji Chorób - ICD-10 (The ICD-10 Classification, WHO 

1993) 

2) Amerykańskiej Klasyfikacji Diagnostycznej i Statystycznej - DSM-IV (American 

Psychiatric Association, DSM-IV, 1994) 

3) Narodowego Instytutu Chorób Neurologicznych i Udarów dla Choroby Alzheimera 

i Chorób Pokrewnych - NINCDS/ADRDA (McKhann i wsp, 1984). 

Wszystkie wymienione wyżej kryteria wymagają obecności zaburzeń pamięci i innych 

funkcji poznawczych, pogorszenia funkcjonowania w stosunku do stanu 

przedchorobowego, braku danych klinicznych i laboratoryjnych wskazujących na inną 

przyczynę otępienia oraz braku zaburzeń świadomości. 

Ad 1) Kryteria kliniczne otępienia Alzheimerowskiego wg ICD-10 

Otępienie definiowane jest jako zaburzenia pamięci oraz innych funkcji poznawczych 

(myślenia, oceniania, planowania) w stopniu upośledzającym codzienne aktywności 

życiowe. Istotne jest obniżenie funkcjonowania poznawczego w porównaniu do 

sprawności przedchorobowej. Kryteria te uwzględniają powolny początek i postęp choroby 

oraz wymagają wykluczenia innych typów otępienia w oparciu o badanie kliniczne, 

laboratoryjne i obrazowe (w tym należy wykluczyć nagły, udarowy początek oraz objawy 

ogniskowego uszkodzenia centralnego układu nerwowego). Deficyty funkcji poznawczych 

muszą występować niezależnie od zaburzeń świadomości i powinny być obecne od co 

najmniej 6-ciu miesięcy. Wiek zachorowania może być wczesny (przed 65 rż) lub późny 
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(po 65 rż). Według tej klasyfikacji wyróżnić możemy także postać mieszaną w razie 

współistnienia chA z otępieniem naczyniopochodnym. 

Ad 2) Kryteria diagnostyczne otępienia typu Alzheimerowskiego DSM - IV 

Kryteria te określają otępienie jako zespół charakteryzujący się oprócz zaburzeń pamięci 

wystąpieniem co najmniej jednego z wymienionych objawów: afazji, apraksji, agnozji, 

zaburzeń funkcji wykonawczych. Nasilenie występujących deficytów poznawczych 

powinno istotnie zaburzać funkcjonowanie społeczne lub zawodowe i znacząco obniżyć 

poprzedni (sprzed choroby) poziom funkcjonowania. Początek choroby powinien być 

powolny, a objawy stopniowo narastające. Zaburzenia muszą występować przy 

zachowanej świadomości. Należy wykluczyć inne przyczyny otępienia (otępienie 

naczyniopochodne, wodogłowie normotensyjne, guz), choroby układowe, wpływ 

substancji toksycznych i choroby psychiczne (depresja endogenna, schizofrenia). 

Ad 3) Kryteria kliniczne rozpoznawania choroby Alzheimera NINCDS/ADRDA 

Kryteria te zostały wprowadzone w 1984 r. i należą do najbardziej rozpowszechnionych. 

Wyróżniają one możliwą, prawdopodobną i pewną chorobę Alzheimera, spośród których 

tylko dwa pierwsze rozpoznania mogą być postawione przyżyciowo. Rozpoznanie pewnej 

chA wymaga weryfikacji neuropatologicznej. 

Aby rozpoznać prawdopodobną chA muszą być spełnione następujące warunki: otępienie 

ocenione na podstawie badania klinicznego przy użyciu odpowiednich standaryzowanych 

testów (np. MMSE lub Skala otępienia Blesseda) oraz potwierdzone badaniem 

neuropsychologicznym; deficyt poznawczy obejmujący przynajmniej dwie funkcje, w tym 

pamięć; postępujące pogarszanie funkcji poznawczych; nieobecne zaburzenia 
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świadomości, początek między 40 a 90 rokiem życia, najczęściej powyżej 65 rż; brak 

innych chorób mózgu lub układowych, mogących powodować zaburzenia pamięci. 

Diagnozę możliwej chA stawia się, gdy początek objawów i przebieg jest atypowy lub gdy 

istnieje stopniowo narastający deficyt tylko jednej funkcji poznawczej, bez ewidentnej 

innej przyczyny. Może być również przyjęte w obecności innych chorób mogących 

powodować otępienie, ale w danym wypadku uważanych za wtórne. 

Jako objawy nasuwające duże wątpliwości co do rozpoznania chA wymienia się w tych 

kryteriach nagły udarowy początek; obecność ogniskowych objawów neurologicznych, 

napadów padaczkowych i zaburzeń chodu we wczesnym stadium choroby. 

Kryteria NINCDS/ADRDA mają duże znaczenie w codziennej praktyce klinicznej. 

Charakteryzują się wysoką czułością i swoistością, potwierdzoną wielokrotnie 

w badaniach neuropatologicznych (Gearing i wsp, 1995; Becker i wsp, 1994). 

Różnicowanie 

W diagnostyce różnicowej chA należy brać pod uwagę zwłaszcza otępienie 

naczyniopochodne, jak również otępienie mieszane alzheimerowsko-naczyniopochodne. 

Rzadziej występującą przyczyną otępienia są inne choroby zwyrodnieniowe OUN, w tym 

między innymi: Otępienie z ciałami Lewy'ego, Otępienie czołowo-skroniowe, czy choroba 

Parkinsona przebiegająca z otępieniem. Zawsze należy wykluczyć choroby z grupy 

tzw. otępień potencjalnie odwracalnych. Mogą one wynikać z zaburzeń metabolicznych 

(choroby nerek, wątroby, stany hipoglikemiczne), hormonalnych (niedoczynność 

tarczycy), niedoborowych (witamina BI 2), elektrolitowych (hiponatremia lub 

hiperkalcemia). Należy także wykluczyć ogniskowe zmiany w ośrodkowym układzie 

nerwowym (guz mózgu, przewlekły krwiak podtwardówkowy) oraz wodogłowie 

normotensyjne. Diagnostyka chA prowadzona jest na podstawie: wywiadu, oceny stanu 
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psychicznego, badania neuropsychologicznego, badania neurologicznego (ocena objawów 

deliberacyjnych, zaburzeń chodu, objawów pozapiramidowych) oraz badań 

laboratoryjnych i obrazowych. 

1.4.1.2. Ocena zaawansowania choroby i tempa progresji 

Ocena ta przeprowadzana jest przy użyciu kilku standaryzowanych skal oceniających 

aktualne stadium zaawansowania procesu otępiennego, funkcjonowanie chorego 

w codziennych sytuacjach życiowych, jak również zaburzenia pozapoznawcze (zaburzenia 

zachowania, objawy psychotyczne). Gdy badania takie powtarza się w określonych 

odstępach czasu, można ocenić tempo narastania procesu otępiennego lub ewentualnie 

zweryfikować rozpoznanie. 

Najbardziej powszechną w praktyce klinicznej, szybką i przesiewową skalą oceny 

głębokości procesu otępiennego jest skala MMSE (ang. Mini-Mental State Examination, 

Krótka skala oceny stanu psychicznego) (Folstein i wsp,1975). Ocenia ona orientację, 

koncentrację, pamięć bezpośrednią i odroczoną, zaburzenia językowe i praksję. Czułość 

skali MMSE zależy od wielu czynników takich jak np: wiek, wykształcenie, miejsce 

przeprowadzania testu (dom, szpital) (Uhlmann i wsp, 1991; Cummings i wsp, 1993). 

Do skal oceniających stadium zaawansowania otępienia należy między innymi Ogólna 

skala deterioracji (ang. Global Deterioration Scale, GDS) (Reisberg 1982). Opisuje ona 

siedem głównych faz choroby od stanu prawidłowego (1 i 2 faza) do najbardziej 

zaawansowanego (faza7). Faza 3. jest obecnie określana jako Łagodne zaburzenia 

poznawcze (ang. Mild Cognitive Impairment, MCI), kiedy są już zauważalne deficyty 

funkcji poznawczych i obniżenie sprawności zawodowej. Chory może mieć kłopoty 

z zapamiętaniem nazwisk nowo poznanych osób, treści przeczytanych artykułów lub 

książek, z przypominaniem sobie nazw i nazwisk, miejsca położonych przedmiotów, może 

20 http://rcin.org.pl



WSTĘP 

się zgubić w czasie podróży do nieznanych miejsc. Obiektywne stwierdzenie zaburzeń 

pamięci możliwe jest tylko w szczegółowym badaniu neuropsychologicznym. Od fazy 

4. w skali GDS rozpoznaje się już otępienie. Występują wyraźne deficyty dotyczące 

pamięci wydarzeń z własnego życiorysu, zubożenie wiedzy na temat aktualnych wydarzeń, 

trudności w prowadzeniu spraw finansowych i wykonywaniu złożonych zadań. 

Wypieranie staje się dominującym mechanizmem obronnym. Faza 5. to średnio nasilone 

otępienie, chory wymaga już pomocy osób drugich. W czasie badania nie potrafi 

przypomnieć sobie większości istotnych danych dotyczących swego życia np. adresu 

i numeru telefonu, nazwisk nauczycieli ze szkoły średniej. Występują zaburzenia orientacji 

w czasie i w miejscu. Chory nie potrzebuje pomocy przy toalecie i jedzeniu, ale może mieć 

kłopoty z doborem ubioru właściwego dla pory roku czy okoliczności . W fazie 6-

głębokiego otępienia - chory jest w dużym stopniu nieświadomy wydarzeń i doświadczeń 

swojego życia. Pacjent może zapomnieć imię najbliższego opiekuna od którego jest 

całkowicie zależny. Ma trudności z budowaniem zdań. Wymaga pomocy w czynnościach 

codziennych (jedzenie, mycie, ubieranie, podróżowanie). Zaczynają się zaburzenia kontroli 

zwieraczy. Pojawiają się różnego typu zaburzenia zachowania, choć mogą one także 

występować już wcześniej. W fazie 7. otępienie jest bardzo głębokie - chory traci zdolność 

chodzenia, potem siedzenia, pozostaje w łóżku, nie mówi, wymaga całkowitej opieki. 

Kolejną skalą służącą do oceny zaawansowania otępienia jest Skala klinicznej 

oceny otępienia (ang. Clinical Dementia Rating, CDR (Morris 1993), w której chory 

otrzymuje od 0 do 3 punktów. W skali tej oceniana jest pamięć, orientacja, rozwiązywanie 

problemów oraz kontakty społeczne. CDR=0 oznacza, iż stwierdza się brak lub tylko 

dyskretne zaburzenia pamięci. Punktacja CDR=0.5 zarezerwowana jest dla łagodnych 

zaburzeń poznawczych, natomiast ocena wynosząca 1, 2 i 3 punkty oznacza odpowiednio: 

łagodne; umiarkowane i głębokie otępienie. 
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Bardzo ważnym elementem diagnostyki zaburzeń pamięci jest badanie 

neuropsychologiczne. Może ono bowiem ujawnić deficyty poznawcze nawet na kilka lat 

przed klinicznym rozpoznaniem demencji (Linn i wsp, 1995; Petersen i wsp, 1999), co 

będzie miało szczególne znaczenie w momencie wprowadzenia leczenia przyczynowego w 

chA (szczepionka przeciw białku ß-amyloidu, przeciwciała monoklonalne, inhibitory ß-

i y-sekretazy). Pozwala ono także na zobiektywizowanie skarg na kłopoty z pamięcią, 

które nie muszą iść w parze z rzeczywistymi jej zaburzeniami. Tak więc ocena 

neuropsychologiczna jest niezwykle istotna przy różnicowaniu wczesnej fazy chA 

z Łagodnymi zaburzeniami pamięci związanymi z wiekiem, czy z depresją. Badanie to, 

dzięki możliwości odrębnego badania różnych funkcji poznawczych (pamięci, myślenia 

i abstrahowania, funkcji wzrokowo-przestrzennych, funkcji językowych czy 

wykonawczych) ułatwia różnicowanie chA z innymi typami otępień zwyrodnieniowych 

(Otępienie czołowo-skroniowe, Otępienie z ciałami Lewy'ego) czy z otępieniem 

naczyniopochodnym, gdyż każda z tych chorób charakteryzuje się odrębnym profilem 

zaburzeń poznawczych. 

We wczesnej fazie chA istotne zarówno w rozpoznawaniu jak i różnicowaniu są 

czynnościowe metody obrazowania OUN: pozytronowa tomografia emisyjna (ang. 

Positron Emission Tomography - PET), badająca metabolizm mózgu przy użyciu glukozy 

(bardzo kosztowna i dostępna w Polsce tylko w jednym ośrodku) i oceniająca przepływ 

krwi w poszczególnych okolicach mózgu komputerowa tomografia emisyjna pojedynczego 

fotonu (ang. Single Photon Emission Computed Tomography - SPECT), czuła zwłaszcza 

przy różnicowaniu chA z otępieniem czołowo-skroniowym. W chA obniżenie perfuzji 

stwierdzane jest typowo w tylnych częściach płatów skroniowych i w płatach 

ciemieniowych, podczas gdy w otępieniu czołowo-skroniowym w przednich częściach 

płatów skroniowych i w płatach czołowych (Read i wsp, 1995, Talbot i wsp, 1998). Ze 
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względu na małą dostępność wymienionych wyżej badań, w praktyce klinicznej 

wykorzystuje się najczęściej badania tomografii komputerowej (ang. Computed 

Tomography, CT) oraz rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging, 

MRI), które pozwalają wykluczyć rozpoznanie guza, przewlekłego krwiaka, mogą 

sugerować istnienie wodogłowia normotensyjnego (do jego rozpoznania niezbędne jest 

wykonanie testu infuzyjnego) i uwidaczniają ewentualne zmiany naczyniopochodne. 

Stwierdzenie korowego czy podkorowego zaniku przy braku danych klinicznych, nie jest 

wystarczające do rozpoznania chA, ale jego topografia ma istotne znaczenie 

w diagnostyce. W chA atrofia najwcześniej obejmuje struktury hipokampa, co daje 

możliwość różnicowania wczesnej fazy tej choroby (De Leon i wsp, 1989; Jack i wsp, 

1998a). Ocena zaników jest bardziej precyzyjna w badaniu MRI, a redukcja objętości 

przyśrodkowej części płatów skroniowych wykazuje czułość i swoistość dla chA rzędu 85-

90%. Osobną metodą jest wodorowa spektroskopia rezonansu magnetycznego (ang, 

Magnetic Resonance Spectroscopy, MRS), która z dużą swoistością dla chA wykrywa 

zmiany stężenia podstawowych metabolitów: N-acetyloasparaginianu, choliny, kreatyny, 

mioinozytolu (Stoppe i wsp, 2000). 

Coraz częściej na świecie wykonuje się, zarówno w celu diagnostyki, jak 

i monitorowania progresji choroby, oznaczenia ß-amyloidu i białka tau w płynie 

mózgowo-rdzeniowym. Obliczenie stosunku fosforylowanego białka tau do Aß 1-42 ma w 

diagnostyce chA czułość rzędu 86% i swoistość 97% (Maddalena i wsp, 2003; Blennow 

i wsp, 2003). Niedogodnością tej metody jest jednak konieczność wykonania punkcji 

lędźwiowej, co przy powszechności choroby Alzheimera i dużej liczbie chorych 

diagnozowanych w warunkach ambulatoryjnych jest istotnym ograniczeniem. Prowadzone 

są badania nad korelacją osoczowego poziomu Aß 1-42 z zaawansowaniem procesu 

chorobowego, jednak wydaje się, że stężenie ß-amyloidu we krwi w większym stopniu 
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zależy od wieku, niż od toczącego się procesu chorobowego (Fukumoto i wsp, 2003; 

Mayeux i wsp, 2003). 

1.4.1.3. Choroba Alzheimera a Łagodne zaburzenia poznawcze 

Ponieważ zmiany patologiczne w OUN pod postacią odkładania złogów ß-amyloidu 

0 wiele lat poprzedzają wystąpienie zaburzeń pamięci, istotne jest wczesne wykrywanie 

przedklinicznych postaci choroby. Biorąc pod uwagę coraz bliższą perspektywę 

wprowadzenia leczenia przyczynowego, osoby w tej fazie choroby stałyby się idealnymi 

kandydatami do zastosowania terapii zanim rozwinie się pełnoobjawowy zespół otępienny. 

Dlatego w ostatnich latach wielu badaczy zainteresowało się zagadnieniem Łagodnych 

zaburzeń poznawczych (ang. Mild Cognitive Impairment, MCI). Są one definiowane jako 

izolowane zaburzenia pamięci, przy nieobecności deficytów w innych sferach 

poznawczych i prawidłowym funkcjonowaniu codziennym. W skalach oceny odpowiada 

to fazie 3. w skali GDS i ocenie 0.5 w skali CDR (Petersen i wsp, 1997). Grupa pacjentów 

z łagodnymi zaburzeniami poznawczymi jest bardzo heterogenna, ale charakteryzuje ją 

jedna wspólna cecha - podwyższone ryzyko rozwoju zespołu otępiennego w przyszłości. 

Szczegółowe badanie neuropsychologiczne i obrazowe (zwłaszcza badania funkcjonalne 

1 spektroskopia rezonansu magnetycznego) pozwalają na wyodrębnienie osób należących 

do tzw. grupy amnestycznego MCI, w której ryzyko konwersji w chA jest najwyższe 

(Busse i wsp, 2003). 

1.4.2. Neuropatologia 

Podstawowe zmiany neuropatologiczne stwierdzane w chA to blaszki starcze 

i zwyrodnienie włókienkowe neuronów (ang. neurofibrillary tangles, NFT). Zostały one 

opisane i po raz pierwszy powiązane z obrazem klinicznym choroby przez Alzheimera 
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w 1907 roku. Inne typowe cechy neuropatologiczne chA to dystroficzne neuryty, nitki 

neuropilowe, zwyrodnienie ziarnisto-wodniczkowe i ciała Hirano. Jednak sama obecność 

wyżej wymienionych zmian nie wystarczy, aby potwierdzić kliniczne rozpoznanie chA. 

Istotna jest ich liczba i topografia. 

Blaszki starcze występują głównie w korze nowej oraz w strukturach limbicznych. 

Do ich ilościowej i półilościowej oceny służą stosowane powszechnie skale (Khachaturian 

1985; Mirra i wsp, 1991). Klasyczna blaszka starcza zbudowana jest z położonego 

pozakomórkowo peptydu ß-amyloidu (Aß) tworzącego rdzeń oraz otaczających go 

dystroficznych neurytów, komórek astrogleju i mikrogleju. Charakterystyczną cechą 

ß-amyloidu są jego właściwości histochemiczne i ultrastrukturalne: ß-faldowa struktura, 

polegająca na antyrównoległym ułożeniu łańcuchów aminokwasowych, dwułomność 

w świetle spolaryzowanym po barwieniu czerwienią Kongo i typowa fluorescencja po 

zabarwieniu tioflawiną S. Drugim typem depozytów amyloidowych są blaszki 

prymitywne, zbudowane z siateczki delikatnych włókien i pozbawione rdzenia. Blaszki 

prymitywne nie posiadają wymienionych wyżej cech histochemicznych, dlatego można je 

uwidocznić jedynie przy użyciu specyficznych przeciwciał. Aß, stanowiący główny 

komponent blaszek starczych, odkładany jest również w ścianach naczyń powodując 

tzw. kongofilną angiopatię (Glenner i wsp, 1984; Masters i wsp, 1985a). 

Zwyrodnienie włókienkowe neuronów (NFT) jest drugą typową zmianą 

neuropatologiczną stwierdzaną w mózgach chorych z chA. Charakteryzuje się ono 

obecnością położonych wewnątrzneuronalnie nierozpuszczalnych złogów, zbudowanych 

z podwójnie sparowanych filamentów (ang. paired helical filaments, PHF). Powstają one 

na skutek nieprawidłowej fosforylacji białka tau (Grundke-Iqbal i wsp, 1986). Białko to 

w warunkach fizjologicznych jest składnikiem szkieletu komórkowego i działa jako 

czynnik wspomagający tworzenie i stabilizację mikrotubul (Goedert i wsp, 1993). Gdy 
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w warunkach patologicznych nadmiernie ufosforylowane białko tau nie jest skutecznie 

rozkładane (a podobnie jak ß-amyloid ma wtedy strukturę p-fałdową), gromadzi się 

w cytoplazmie w postaci PHF, co zapoczątkowuje włókienkową degenerację, a następnie 

powoduje śmierć neuronu. Najwcześniejsze zmiany dotyczą kory śródwęchowej 

(entorinalnej) i układu limbicznego, później patologia obejmuje korę nową. 

Przez wiele lat trwały dyskusje badaczy, która z opisywanych wyżej kluczowych 

zmian w chA jest rzeczywiście związana z patogenezą choroby - blaszki starcze, czy NFT. 

Wykazano, że obecność blaszek starczych przy braku NFT nie powoduje wystąpienia 

otępienia, ale część autorów uważa taki stan za stadium przedkliniczne chA. Wiadomo 

natomiast, że rozprzestrzenianie się zwyrodnienia włókienkowego w mózgu przebiega 

w sposób dość stały i dobrze koreluje z klinicznym zaawansowaniem demencji. Dlatego 

też powstały neuropatologiczne kryteria oceny chA oparte wyłącznie na ocenie lokalizacji 

i nasilenia zmian włókienkowych (Braak i Braak, 1991). Jednakże mimo dobrej korelacji 

z objawami klinicznymi w chA, obecność NFT nie jest cechą patognomoniczną dla tej 

choroby. Identyczne NFT stwierdza się bowiem w wielu innych chorobach 

neurodegeneracyjnych, jak np. podostrym stwardniającym zapaleniu mózgu czy otępieniu 

bokserów (dementia pugilistica). 

Obecnie większość badaczy skłania się ku powiązaniu obu obserwowanych zmian 

uważając, iż obecność Aß przyczynia się do rozwoju zwyrodnienia włókienkowego 

(poprzez aktywację kinaz Cdk5 i GSK-3ß; patrz: podrozdział „Aktualne teorie na temat 

patogenezy"). Takiemu podejściu dają wyraz również powszechnie stosowane obecnie 

kryteria neuropatologiczne rozpoznawania chA opracowane przez ekspertów National 

Institute of Aging i Instytut Reagana, które zalecają jednoczesną ocenę nasilenia patologii 

amyloidowej jak i NFT (Hyman i Trojanowski, 1997). 
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Do charakterystycznych zmian w chA należy również znaczne zmniejszenie liczby 

połączeń synaptycznych. Wiadomo, że gęstość zakończeń presynaptycznych w przebiegu 

choroby zredukowana jest średnio o 30-40% (Masliah i wsp, 1992). Niektórzy badacze 

uważają, że ubytek synaps lepiej koreluje z zaawansowaniem zaburzeń poznawczych niż 

liczba blaszek starczych i NFT (Terry i wsp, 1991). 

W latach siedemdziesiątych ubiegłego stulecia ukazały się pierwsze prace na temat 

zaburzeń neuroprzekaźnictwa cholinergicznego w chA (Bowen i wsp, 1976; Davies i wsp, 

1976; Perry i wsp, 1977). Głównym źródłem acetylocholiny w OUN jest jądro Meynerta, 

w którym z powodu obecności złogów amyloidu i NFT dochodzi do selektywnej utraty 

neuronów i spadku stężenia enzymu biorącego udział w syntezie acetylocholiny -

acetylotransferazy cholinowej. Dane te posłużyły do sformułowania tzw. „hipotezy 

cholinergicznej" rozwoju chA (Bartuś i wsp, 1982; Samuel i wsp, 1994), która została 

później rozszerzona przez innych badaczy. Wiadomo już, że zaburzenia nie dotyczą 

wyłącznie syntezy acetylocholiny, ale także jej wychwytu i wiązania z receptorami 

(Francis i wsp, 1999). 

1.4.3. Aktualne teorie na temat patogenezy 

Najpowszechniej uznawaną teorią dotyczącą etiopatogenezy chA jest hipoteza 

amyloidowa, zakładająca iż odkładanie się Aß w mózgu jest przyczyną zmian 

prowadzących w efekcie do zaburzeń przekaźnictwa nerwowego a następnie śmierci 

neuronów. To z kolei równoznacznie jest z wystąpieniem klinicznych cech otępienia. 

Aß jest niewielkim peptydem, złożonym z 39-43 aminokwasów, a jego masa wynosi 

ok. 4,2 kDa. Jest on fragmentem znacznie dłuższego białka błonowego zwanego białkiem 

prekursorowym amyloidu (ang. Amyloid Precursor Protein, APP). Przełomowe znaczenie 

w badaniach nad rolą APP miało wykrycie podobieństwa złogów Aß w chorobie 
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Alzheimera i zespole Downa, ich identyczności w blaszkach starczych i złogach 

naczyniowych oraz poznanie sekwencji aminokwasowej Aß (Gajdusek, 1986). APP 

występuje w OUN kilku izoformach różniących się długością łańcucha aminokwasów 

(695, 751, 770), spośród których w mózgu najczęściej występuje APP 695. Fizjologiczna 

funkcja APP nie jest jak dotąd znana, jest ono prawdopodobnie białkiem receptorowym 

komórki. APP jest białkiem błonowym, złożonym z długiego łańcucha 

zewnątrzkomórkowego (N-końca), odcinka śródbłonowego i wewnątrzkomórkowego C-

końca (Kang i wsp, 1987). Posttranslacyjny metabolizm APP może przebiegać dwutorowo. 

Zasadnicza, tzw. nieamyloidogenna droga proteolizy APP polega na cięciu przez 

niesklonowany dotąd enzym - a-sekretazę i rozszczepieniu cząsteczki w obrębie peptydu 

Aß w zewnątrzbłonowym fragmencie APP (Sisodia i wsp, 1990), dzięki czemu powstaje 

rozpuszczalny fragment zwany sAPPa i C-końcowy fragment o długości 

83 aminokwasów, podlegający dalszej proteolizie przez y-sekretazę (tzw. C83). Nie jest 

dotąd pewne, czy a-sekretaza jest jednym, czy grupą enzymów. Istnieje kilku 

„kandydatów" o odpowiadającej jej aktywności i charakterystyce. Są to błonowe 

dezintegryny i metaloproteazy o nazwach: ADAM 17 (określana również jako TACE), 

ADAM 10, ADAM 9 (Buxbaum i wsp, 1998; Lammich i wsp, 1999; Koike i wsp, 1999). 

Alternatywnym szlakiem proteolizy APP, zwanym też amyloidogennym, jest cięcie 

przez enzymy ß- i y-sekretazę. Kluczową rolę odgrywa w tym procesie ß-sekretaza, która 

odcina fragment APP od N-końca, pozostawiając zakotwiczony w błonie komórkowej 

fragment C-końcowy o długości 99 aminokwasów (C99), określany też jako ßCTF (od 

ang. C-terminal fragment). Jest on z kolei substratem dla y-sekretazy, która powoduje 

uwolnienie na zewnątrz komórki nierozpuszczalnego peptydu Aß, oraz dokomórkowo 

fragmentu C-końcowego o długości 57-59 aminokwasów (tzw. yCTF). 
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Enzym ß-sekretaza, należący do grupy proteinaz aspartylowych, został zidentyfikowany 

w 1999 roku i nazwany BACE1 (od angielskiej nazwy beta-site APP-cleaving enzyme) 

(Vassar i wsp, 1999; Yan i wsp, 1999; Sinha i wsp, 1999). Istnieje też homologiczny 

enzym BACE2, który jednak nie odgrywa istotnej roli metabolicznej w OUN (Bennet 

i wsp, 2000). Natomiast rolę y-sekretazy spełnia najprawdopodobniej grupa enzymów, 

które nie są jeszcze całkowicie scharakteryzowane. Wiadomo, iż w skład centrum 

katalitycznego y-sekretazy wchodzą presenilina 1 i presenilina 2 (Li i wsp, 2000; Kopań i 

Goate, 2000). Inne białka wchodzące w skład y-sekretazy to nikastryna, APH-1 i PEN-2 

(Kimberly i Wolfe, 2003). 

Teoria „kaskady amyloidowej" sformułowana po raz pierwszy w 1997 roku na 

5,hInternational Conference On Alzheimer's Disease przez Dennisa Selkoe jest wciąż 

unowocześniana (Selkoe, 1999; Selkoe, 2000). Początkowo zakładała ona, 

iż podstawowym procesem prowadzącym do rozwoju choroby jest odkładanie złogów 

Aß, obecnie mówi się raczej o nieprawidłowej ekspresji i metabolizmie APP, które mogą 

doprowadzić do zaburzenia równowagi pomiędzy syntezą i degradacją Aß. Rozróżnia się 

tu przypadki wywołane mutacjami w genach APP, PSEN1, PSEN2, w których dochodzi do 

zwiększonej syntezy Aß oraz przypadki sporadyczne, gdzie zwykle stwierdza się 

upośledzoną degradację Aß (prawdopodobnie związaną z zaburzeniami aktywności 

różnych enzymów: neprylizyny, enzymu rozkładającego insulinę [IDE], 

a2makroglobuliny, apolipoproteinyE, alantychymotrypsyny i plazminy). Istotną zmianą, 

jaka nastąpiła w ostatnich latach w teorii amyloidowej jest podkreślenie znaczenia 

obecności oligomerów Aß i blaszek rozproszonych (ang. diffuse plaques) w powstawaniu 

wczesnych zaburzeń synaptycznych, aktywacji mikro- i astrogleju i zaburzeniu 

homeostazy jonowej neuronów (Hardy i Selkoe, 2002). Już w 1998 roku zaobserwowano, 

iż oligomery Aß w stężeniach nanomolarnych są neurotoksyczne dla hodowli komórek 
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hipokampa (Lambert i wsp, 1998). Stwierdzono też, iż ich obecność hamuje długotrwałe 

wzmocnienie synaptyczne w hipokampie (tzw. LTP, ang. long-term potentiation), uważane 

za elektro fizjologiczny odpowiednik procesów uczenia sie i pamięci (Grant i wsp, 1992; 

Walsh i wsp, 2002). Oligomery Aß dziesięciokrotnie silniej hamują żywotność neuronów 

w hodowli niż postać włókienkowa amyloidu (Dahlgren i wsp, 2002), a ich stężenie 

w mózgach osób z AD lepiej koreluje z nasileniem procesu otępiennego niż ilość blaszek 

starczych (Kayed i wsp, 2003). 

Coraz częściej dyskutowana jest też rola wewnątrzkomórkowych fragmentów APP 

powstających w wyniku proteolizy przez ß- i y-sekretazę (ßCTF i yCTF). Według 

niektórych autorów ßCTF i yCTF mają właściwości toksyczne, zaburzają transdukcję 

sygnału komórkowego w neuronach, wpływając na homeostazę wapniową i regulację 

transkrypcji białek, przez co mogą odgrywać kluczową rolę w patogenezie AD (Lahiri 

i wsp, 2002). 

Wymienione wyżej wczesne zmiany synaptyczne i zaburzenia gospodarki jonowej 

neuronów prowadzą do zmiany aktywności kinaz/ fosfataz i przyczyniają się do 

powstawania NFT, a co za tym idzie sprzyjają dalszym zaburzeniom synaptycznym 

i śmierci komórek nerwowych. Teoria amyloidowa w sposób spójny tłumaczy zależności 

pomiędzy Aß i NFT, które przez wiele lat traktowane były jako efekt zupełnie odrębnych 

procesów patologicznych i dzieliły naukowców na dwie grupy - żartobliwie nazywane 

„ßaptystami" (od ß-amyloidu) i „tauistami" (od białka tau). W 2001 roku ukazały się 

w czasopiśmie Science wyniki badań, które wydają się ostatecznie rozstrzygać te 

wątpliwości (zostały nawet poprzedzone artykułem redakcyjnym zatytułowanym „Tauists 

and ßaptists United - Well Almost!" autorstwa Virginii Lee) (Lee, 2001). Wykazano 

bowiem, iż u transgenicznych myszy będących nosicielami mutacji w genie kodującym 

białko tau (gen MAP-z), dodatkowa obecność mutacji w białku APP lub podanie Aß 1-42 
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znacznie przyspiesza tworzenie się NFT (Lewis i wsp, 2001; Götz i wsp, 2001). 

Równolegle prowadzone są badania mające wyjaśnić tą zależność. Wydaje się, 

iż kluczową rolę odgrywają w tym procesie kinazy białkowe: Cdk5 (ang. cyclin-dpendent 

kinase 5 - kinaza cyklinozależna 5) i GSK 3ß (ang. glycogen synthase kinase 3ß - kinaza 

syntezy glikogenu 3ß), które biorą udział w fosforylacji białka tau. Obecność Aß zwiększa 

aktywność tych kinaz przyczyniając się do hiperfosforylacji tau (Otth i wsp, 2002). 

Działanie to zostało potwierdzone w badaniach prowadzonych na hodowlach 

komórkowych (komórki hipokampa) jak i na modelach zwierzęcych (Patrick i wsp; 1999; 

Planel i wsp; 2001; Noble i wsp, 2003). Intensywnie badane są też inhibitory Cdk5 

i GSK3ß jako potencjalne środki terapeutyczne w chA. Wykazano na przykład, iż 

inhibitorem wyżej wymienionych kinaz są związki litu i kwas walproinowy (Alvarez 

i wsp, 1999). 

1.4.3. Genetyka choroby Alzheimera 

Jak wspomniano już wcześniej, dotychczas nie udało się wykryć jednego genu 

odpowiedzialnego za wystąpienie większości przypadków choroby Alzheimera. Wyróżnia 

się dwie podstawowe postacie choroby. Pierwsza z nich to postać rodzinna o autosomalnie 

dominującym sposobie dziedziczenia i wczesnym początku (<65rż), stanowiącą około 5% 

wszystkich przypadków. Pozostałe 95%, nazywane umownie postacią sporadyczną, 

ujawniającą się zwykle po 65 rż, mimo braku wyraźnego sposobu dziedziczenia, uważane 

jest za chorobę złożoną. 

1.4.3.1. Choroba Alzheimera o wczesnym początku 

Obserwacja, iż u osób z zespołem Downa otępienie rozwija się już w drugiej 

dekadzie życia, a obraz neuropatologiczny mózgu wykazuje zmiany typowe dla choroby 
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Alzheimera stało się powodem poszukiwania genu sprawczego na chromosomie 21. Mimo 

iż od 1987 roku znane było locus dla genu kodującego białko APP (chromosom 21 q21), 

a wcześniejsze badania wykazywały jego związek z patogenezą choroby (Goldgaber i wsp, 

1987; Masters i wsp, 1985b), prowadzone przez kilka następnych lat badania sprzężeń 

genetycznych w rodzinnej, wczesnej postaci chA nie dały jednoznacznych wyników 

wskazujących na ten gen (St. George-Hyslop i wsp, 1987; Pericak-Vance i wsp, 1988). 

Dopiero sklonowanie w 1991 roku genu APP i wykazanie związku znajdujących się 

w jego obrębie mutacji z wystąpieniem rodzinnej chA potwierdziło wcześniejsze 

przypuszczenia (Goate i wsp, 1991). Do chwili obecnej znanych jest 16 patogennych 

mutacji APP, skupionych głównie w eksonach 16 i 17 kodujących peptyd Aß (patrz: AD 

Mutation Database, http://mo 1 gen-www.uia.ac.be/ADMutations). Odkrycie tych mutacji 

stało się również niezmiernie ważne dla zrozumienia patogenezy chA. Okazało się, że nie 

każda z nich powoduje modelowe zwiększenie syntezy Aß. Działanie takie wywiera 

mutacja kodonu 670 (tzw. „szwedzka"), przyczyniająca się do 3-6 krotnego wzrostu 

wydzielania Aß (Mullan i wsp, 1992). Inne mutacje powodują zwiększony udział 

peptydów o dłuższym łańcuchu (Aß 1-42), co przyczynia się do przyspieszonej ich 

agregacji (Ancolio i wsp 1999) lub zwiększenie tempa i ilości tworzonych protofibryli Aß, 

co obserwowane jest w przypadku mutacji "arktycznej" w kodonie 693 APP (Nilsberth 

i wsp, 2001). Siedem mutacji APP powoduje rozwinięcie innego niż chA zespołu 

chorobowego - np. mutacja E693Q została zidentyfikowana u osób z nawracającymi 

krwotokami mózgowymi i amyloidozą typu holenderskiego (Van Broeckhoven i wsp, 

1990). 

Gdy stało się jasne, iż mutacje genu APP są bardzo rzadką przyczyną chA, 

związaną z niewielkim odsetkiem rodzinnych zachorowań, zaczęto intensywnie 

poszukiwać innych genów. Wyniki analizy sprzężeń wskazywały na region na 
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chromosomie 14 (Schellenberg i wsp, 1992). W 1995 roku zmapowano gen kodujący 

presenilinę 1 (PSEN1) w pozycji 14q24.3 (Sherrington i wsp, 1995), a następnie 

sklonowano go (The Alzheimer's Disease Collaborative Group, 1995). W tym samym roku 

zmapowano gen kodujący białko w 67% homologiczne z preseniliną 1, nazwane z tego 

powodu preseniliną 2 (Levy-Lahad i wsp, 1995; Rogaev i wsp, 1995). Mutacje w genie 

PSEN2 zlokalizowanym na chromosomie 1 q31 -q42 okazały się być przyczyną chA między 

innymi w populacji Niemców Nadwołżańskich. 

Preseniliny są białkami z grupy serpentyn i posiadają od 6 do 9 hydrofobowych 

odcinków przenikających przez błonę oraz łączące je pozabłonowe odcinki hydrofilne 

(Doan i wsp; 1996, Lehmann i wsp, 1997). Biorą one udział, jak powiedziano wcześniej, 

w proteolizie białka APP, a ich mutacje prowadzą do nadmiernej produkcji najbardziej 

amyloidogennego peptydu Aß 1-42 (Scheuner i wsp, 1996; Citron i wsp, 1997). Znanych 

jest już 135 mutacji w genie PSEN1, z których duża część to mutacje „prywatne" 

występujące tylko w jednej rodzinie. Większość tych mutacji to punktowe substytucje 

zlokalizowane w dwóch największych skupiskach - w drugiej domenie przezbłonowej 

(ekson 5) i w hydrofilnej pętli (ekson 8). Mutacje w obrębie PSEN 1 charakteryzują się 

pełną penetracją. Odpowiadają one za 18-50% przypadków chA o wczesnym początku 

(Cruts i wsp, 1998). W przypadkach tych obserwuje się najwcześniejszy wiek 

zachorowania (od 28 do 64 lat, średnio 45 lat) i najkrótszy przebieg (od 5.8 do 6.8 lat). We 

krwi osób z mutacjami PSEN1 stwierdza się znacznie podwyższone stężenie Aß 1-42, 

również badanie neuropatologiczne pokazuje wybitnie nasiloną amyloidozę. U części 

chorych obserwuje się też nietypowe objawy neurologiczne, takie jak spastyczna 

parapareza kończyn dolnych, ruchy dystoniczne kończyn, mioklonie, napady padaczki we 

wczesnej fazie choroby, nie stwierdzono jednak związku ich występowania z konkretną 

mutacją bądź rejonem genu PSEN1 (Rogaeva, 2002). 
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Znacznie rzadziej stwierdza się mutacje w PSEN2. Do chwili obecnej 

zidentyfikowano 10 mutacji w tym genie, przy czym nie charakteryzują się one pełną 

penetracją jak w przypadku PSEN1 czy APP (Bird i wsp, 1996; Finckh i wsp, 2000). Wiek 

zachorowania jest też nieco wyższy i wynosi 40 do 90 lat (średnio 52 lata). 

Ogółem mutacje wymienionych trzech genów (APP, PSEN1, PSEN2) dotyczą 

małej liczby chorych, bo około 50% przypadków chA o wczesnym początku. Częstość 

wykrywanych mutacji zależy też od przyjętej strategii doboru chorych. W specjalnie 

wyselekcjonowanych przypadkach o ewidentnej rodzinności (dwóch lub więcej chorych 

członków rodziny w co najmniej dwóch pokoleniach) może ona wynosić nawet 68% 

rodzin (Janssen i wsp, 2003). Jeśli jednak jako kryterium przyjmie się wczesne 

zachorowanie i wystąpienie chA u co najmniej jednego członka rodziny, częstość 

identyfikowanych mutacji może obniżyć się nawet do 17% (Żekanowski i wsp, 2003). 

Dane te uświadamiają, w jak wielu przypadkach chA o wczesnym początku defekt 

genetyczny jest wciąż nieznany. Nadal trwają poszukiwania innych genów, a jednym 

z kandydatów jest gen kodujący nikastrynę, będącej podobnie jak preseniliny składnikiem 

kompleksu y-sekretazy (Dermaut i wsp, 2002). Niestety nie potwierdzono na razie istnienia 

patogennych mutacji ani funkcjonalnych polimorfizmów w genie nikastryny 

wpływających na ryzyko chA (Cousin i wsp, 2003). 

1.4.4.2. Choroba Alzheimera o późnym początku 

Podłoże genetyczne chA o późnym początku jest znacznie słabiej poznane. 

Ponieważ ta postać choroby zaliczana jest do chorób złożonych, można spodziewać się 

dużej heterogenności zaangażowanych w patogenezę czynników genetycznych i ich 

wzajemnych oddziaływań. Przeprowadzone na początku lat dziewięćdziesiątych XX wieku 

badania sprzężeń wskazywały na związek chA z locus na chromosomie 19 (Pericak-Vance 
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i wsp, 1991). Równolegle prowadzone były badania nad różnymi białkami wyizolowanymi 

z blaszek starczych, wśród których intensywnie analizowano właściwości apolipoproteiny 

E (APOE), mającej wpływ na agregację Aß (Wiśniewski i wsp, 1993). Szybko powiązano 

fakt, iż gen dla APOE zlokalizowany jest w pozycji 19ql3.2 z wynikami sprzężeń 

wskazujących na ten sam region i rozpoczęto badania nad wpływem wariantów 

polimorficznych APOE na rozwój chA. Doprowadziły one do stwierdzenia, iż jedna 

z trzech izoform genu APOE - allel e4 zwiększa ryzyko zachorowania na chA o późnym 

początku (Saunders i wsp, 1993a; Corder i wsp, 1993). Dalsze badania na dużych 

populacjach potwierdziły, iż allel APOE e4 jest nadreprezentowany w grupie osób z chA, 

jednak trzeba pamiętać iż jest on tylko czynnikiem ryzyka a nie mutacją sprawczą. Choć 

niektórzy autorzy uważają, że odpowiada on za około 50% genetycznego uwarunkowania 

chA o późnym początku (Pericak-Vance i wsp, 2000), inni oceniają wpływ ten na 10-30% 

(Warwick Daw i wsp, 2000; Slooter i wsp, 1998). Dlatego też kontynuowane są 

poszukiwania kolejnych genów „kandydatów" modulujących ryzyko rozwoju chA. 

W ciągu ostatnich dziesięciu lat przebadano kilkadziesiąt polimorfizmów genetycznych, 

jednak w większości przypadków okazywało się, iż ich wpływ jest niewielki i zależny od 

badanej populacji, co tłumaczy fakt, że pierwotne doniesienia nie były potwierdzane przez 

innych autorów. 

Idealnym kandydatem wydawał się w 1998 roku gen kodujący oc2-makroglobulinę 

(a2M). Spełniał on jednocześnie dwa wymagania: kodowane przez niego białko 

stwierdzane było w blaszkach starczych i miało wpływ na agregację Aß, a jednocześnie na 

jego locus na chromosomie 12 (chr. 12pl3.3-pl2.3) wskazywały badania sprzężeń 

(Pericak-Vance i wsp, 1997; Rogaeva i wsp, 1998). Badania grupy kierowanej przez 

Rudolpha Tanzi'ego wskazywały, iż efekt tego genu może być porównywalny z wpływem 

APOE (Blacker i wsp, 1998). W 1999 roku zaproponowano kolejne trzy geny, które mimo 
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braku potwierdzających znaczenia ich locus badań sprzężeń, miały teoretyczne 

uzasadnienie ze względu na udział w procesach degeneracyjnych OUN. Były to geny 

kodujące katepsynę D (Papassotiropoulos i wsp, 1999), syntazę tlenku azotu (Dahiyat 

i wsp, 1999) i mieloperoksydazę (Reynolds i wsp, 1999). Późniejsze wyniki analizy SNP 

w obrębie tych genów nie były jednoznaczne i w większości wykazywały, iż ich efekt jest 

słaby i zależny od badanej populacji. 

Brak zadowalających wyników asocjacji z badanymi polimorfizmami 

genetycznymi spowodował ponowne zainteresowanie badaniami sprzężeń. W 2000 roku 

trzy zespoły ogłosiły równocześnie wyraźne sprzężenie chA z markerami na chromosomie 

10q (Bertram i wsp, 2000; Myers i wsp, 2000; Ertekin-Taner i wsp, 2000) i choć 

wskazywany region jest duży, zawiera kilka interesujących genów kandydatów, które są 

intensywnie analizowane (IDE, aktywator plazminogenu-typ urokinazowy). 

1.5. Charakterystyka wybranych genetycznych czynników ryzyka 

W przedstawianej pracy do analizy wybrałam pięć omówionych poniżej 

polimorfizmów genetycznych. Kryterium doboru stanowiły zarówno znane 

z piśmiennictwa światowego pozytywne wyniki badań sprzężeń lub asocjacji, jak 

i przesłanki patogenetyczne: wpływ apolipoproteiny E i katepsyny D na odkładanie 

amyloidu, rola a2-makroglobuliny w procesach zapalnych oraz proteolizie złogów, udział 

tlenku azotu w procesach naczyniowych i stresie oksydacyjnym, czy rola mieloperosydazy 

w podkreślanych ostatnio procesach uszkodzenia mieliny w chA (Bartzokis, 2004). 

Polimorfizmy te były dotąd badane oddzielnie, mimo iż w przypadku choroby 

wielogenowej należałoby spodziewać się jednoczesnego wpływu kilku genów 

modulujących ryzyko jej wystąpienia (Styczyńska i wsp, 2003). Dlatego też postanowiłam 
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przeprowadzić jednoczesną analizę czynników wpływających na różne „szlaki 

patogenetyczne". 

1.5.1 Apolipoproteina E 

Gen dla apolipoproteiny E zlokalizowany jest na chromosomie 19ql 3.2. APOE należy 

do grupy białek (apolipoprotein) wchodzących obok lipidów w skład lipoprotein. Biorą 

one udział w transporcie i redystrybucji lipidów, stabilizują cząsteczki lipoprotein oraz 

działają jako ko faktor enzymów biorących udział w ich metabolizmie. Początkowo 

zainteresowanie APOE skupiało się na jej roli w przemianach lipidowych. Zauważono 

bowiem, że poszczególne izoformy różnią się szybkością wiązania z receptorami VLDL 

i LRP (Weisgraber i wsp, 1990), jak również mogą warunkować wyższy poziom 

cholesterolu całkowitego i zwiększone ryzyko choroby wieńcowej (Wilson i wsp, 1994). 

Wyróżnia się trzy formy polimorficzne genu APOE : 8 2, s 3 i e 4 , których obecność 

uwarunkowana jest podstawieniami argininy i cysteiny w pozycjach 112 i 158. Częstość 

występowania poszczególnych alleli różni się nieznacznie pomiędzy populacjami, a dla 

populacji kaukaskiej wynosi w przybliżeniu: APOE s2 ~8%, s3 -77% i e4 

~15%(Utermann i wsp, 1980). 

Zainteresowanie rolą APOE w patogenezie chA rozpoczęło się, gdy stwierdzono jej 

obecność w blaszkach starczych i naczyniach z kongofilną angiopatią (Wiśniewski i wsp, 

1992; Namba i wsp, 1992; Rebeck i wsp, 1993). Decydujące znaczenie miało też 

doświadczenie Strittmatera i wsp, (1993), którzy badając wiązanie się Aß z oczyszczonymi 

izoformami APOE s3 i APOE e4, wykazali różnice w szybkości wiązania pomiędzy tymi 

dwiema izoformami. Wiązanie Aß z APOE e 4 trwało kilka minut, zaś z APOE s3 

wymagało godzin. Późniejsze badania wykazały, że inkubacja Aß z APOE powoduje 

wytrącanie się kompleksów Aß/ APOE, ułatwiających tworzenie włókienkowego, 
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nierozpuszczalnego amyloidu (Ma i wsp, 1994; Sanan i wsp, 1994). Proces ten najłatwiej 

przebiegał w obecności izoformy APOE s4. Wykazano również zwiększenie gęstości 

złogów amyloidowych w blaszkach starczych i naczyniach z kongofilną angiopatią 

u nosicieli allelu APOE e4 w stopniu wprost proporcjonalnym do ilości posiadanych alleli, 

w porównaniu do osób nie posiadających tego allelu (Schmechel i wsp, 1993). Na 

podstawie tych danych wysunięto hipotezę, iż rola APOE e4 w patogenezie chA polega na 

wiązaniu z Aß, przekształcaniu go w formę nierozpuszczalną i przyspieszaniu jego 

odkładania w blaszkach starczych i naczyniach. 

Sugestie te zostały wkrótce potwierdzone w badaniach populacyjnych nad 

występowaniem poszczególnych alleli w populacji zdrowej i wśród pacjentów z chA, 

u których stwierdzono istotnie częstsze występowanie wariantu APOE s4 (35-40% vs 15% 

w grupie kontrolnej) (Saunders i wsp, 1993b). Dalsze badania wykazały, iż ryzyko 

rozwoju choroby jest większe w przypadku homozygotycznej formy APOE e4, 

wcześniejszy jest również wiek zachorowania w takich przypadkach (Corder i wsp, 1993; 

Blacker i wsp, 1997). Obecność allelu APOE e2 uważana jest natomiast za czynnik 

ochronny (Corder i wsp, 1994), choć efekt ten jest niestały i zależny od badanej populacji 

(van Duijn i wsp, 1995). Podsumowując, mimo ewidentnego wpływu genotypu APOE na 

rozwój chA należy pamiętać, iż jest on tylko czynnikiem ryzyka a nie genem sprawczym, 

dlatego jego obecność nie jest konieczna ani wystarczająca by rozwinęła się choroba 

Alzheimera. 

1.5.2. a2makroglobuIina 

Gen dla a2M zlokalizowany jest na chromosomie 12pl3.3-pl2.3. 

cc2makroglobulina jest powszechnie występującym w organizmie białkiem należącym do 

grupy inhibitorów proteinaz osoczowych (Sottrup-Jensen i wsp, 1989). Funkcja a2M 
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polega na inaktywacji licznych proteinaz (cysternowych, asparaginowych, 

metaloproteinaz, kolagenaz, kalikreiny) poprzez zmianę ich konformacji (Qiu i wsp, 1996). 

Obecność ct2M w złogach ß-amyloidu stwierdzono przy użyciu metod 

immunohistochemicznych. Przeprowadzone przez kilka zespołów badania in vitro 

wykazały, że a2makroglobulina wiąże się z dużym powinowactwiem z ß-amyloidem, 

a utworzony kompleks transportowany jest za pośrednictwem receptora LRP do wnętrza 

komórki, gdzie ulega endocytozie (Narita i wsp, 1997). Badania in vitro dowiodły również, 

że obecność ct2makroglobuliny zapobiega tworzeniu się struktury włókienkowej ß-

amyloidu, tym samym zwiększając jego rozpuszczalność i chroniąc przed tworzeniem 

patogennych złogów (Du i wsp, 1998; Hughes i wsp, 1998). Ponieważ wiadomo, 

że patogenny Aß jest produktem nieprawidłowej proteolizy białka prekursorowego, 

istnieje także teoria zakładająca, że oc2M może hamować tę reakcję, zmniejszając tym 

samym ilość nierozpuszczalnego ß-amyloidu w przestrzeni pozakomorkowej. 

oc2makroglobulina bierze także udział w procesach zapalnych, co może mieć również 

znaczenie w patogenezie choroby Alzheimera, gdyż jak wiadomo złogom amyloidu 

towarzyszy odczyn gleju o charakterze zapalnym. 

Opisane wyżej wyniki badań in vitro na temat funkcji a2makroglobuliny i wyniki 

badań sprzężeń przyczyniły się do dużego zainteresowania genem kodującym to białko. 

Wykryto dwa powszechnie występujące polimorfizmy w obrębie genu a2M składającego 

się z 36 eksonów. U części populacji w pobliżu końca 5' eksonu 18 występuje mutacja 

polegająca na delecji 5 par zasad. Istnieją doniesienia sugerujące, że posiadanie allelu 

zawierającego tę delecję (allel a2M*2) zwiększa ryzyko rozwoju choroby Alzheimera 

(Blacker i wsp, 1998). Drugi częsty polimorfizm dotyczy eksonu 24 i polega na 

występowaniu punktowej mutacji w kodonie 1000 (or2M*Ilel000Val). Mutacja ta 
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powoduje zmianę odczytu kodu genetycznego i zastąpienie izoleucyny -ATC przez walinę 

-GTC. Przypuszcza się, że obecność tej mutacji może zmieniać strukturę 

ct2makroglobuliny i obniżać jej zdolność do inaktywowania proteinaz. Częstość 

występowania dwóch wymienionych form polimorficznych w populacji jest różna, na 

podstawie badań amerykańskich szacuje się, że niezmutowana forma a2M*Ile występuje 

z częstością ok. 0.7, natomiast zmutowana forma a2M*\al z częstością 0.3. W badaniach 

amerykańskich wykazano, ze istnieje istotna statystycznie zależność pomiędzy obecnością 

zmutowanej formy genu cc2 makr o globuliny, a ryzykiem rozwoju choroby Alzheimera 

(Liao i wsp, 1998). Do chwili obecnej ukazało się wiele badań populacyjnych 

poświęconych rozpowszechnieniu poszczególnych genotypów a2makroglobuliny, których 

wyniki są niejednoznaczne. Choć w roku 2000 Koster i wsp, podsumowali je 

w metaanalizie i nie wykazali związku polimorfizmów tego genu z ryzykiem rozwoju chA 

(Koster i wsp, 2000), nadal ukazują się prace potwierdzające tę zależność (Saunders i wsp, 

2003). 

1.5.3. Katepsyna D 

Katepsyna D kodowana na chromosomie 1 lpl5.5 jest powszechnie występującą 

proteazą wewnątrzkomórkową. W 1997 roku, zanim odkryty został enzym BACE 

uważano, że to właśnie katepsyna D odpowiada cechom poszukiwanego enzymu ß-

sekretazy. Badania in vitro pokazały, iż ma ona zdolność do odcinania amyloidogennego 

fragmentu od APP (Chevallier i wsp, 1997; Sadik i wsp, 1999). Wykazano również, 

że aktywność tego enzymu nie ogranicza się do proteolizy APP, lecz bierze on także udział 

w degradacji białka tau, co ma istotne znaczenie w patogenezie powstawania NFT 

(Kenessey i wsp, 1997). Udowodniono też, że inhibitory katepsyny D hamują powstawanie 

złogów hiperfosforylowanego tau w hipokampie szczura (Bi i wsp, 2000). 
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Informacje te skłoniły genetyków do poszukiwania funkcjonalnych SNP w genie 

katepsyny D. W 1999 roku Papassotiropoulos i wsp, ogłosili, że polimorfizm C/T 

weksonie 2 prowadzący do podstawienia alaniny przez walinę w pozycji 224 powoduje 

zwiększenie aktywności enzymu i tym samym nasilenie produkcji peptydu Aß. Autorzy 

zaobserwowali zwiększoną częstość występowania allelu T wśród pacjentów z chorobą 

Alzheimera w porównaniu do grupy kontrolnej. Wykazali również, że efekt ten jest 

niezależny od genotypu APOE (Papassotiropoulos i wsp, 1999; Papassotiropoulos i wsp, 

2000). 

1.5.4. Syntaza tlenku azotu 

Kolejnym genem kandydatem jest gen NOS3 (chromosom 7q35) kodujący 

śródbłonkową syntazę tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase, eNOS). 

Zainteresowanie tym genem wynika z sugerowanego przez niektórych autorów udziału 

stresu oksydacyjnego w patogenezie chorób zwyrodnieniowych OUN (de la Torre i wsp, 

2000; Law i wsp, 2001). Wykazano zwiększoną ekspresję eNOS w komórkach mikrogleju 

i astrocytach chorych na chA osób, czego skutkiem była nasilona produkcja tlenku azotu 

(de la Monte i wsp, 1997). Wiadomo też, że obecność Aß stymuluje produkcję NO 

(Akama i wsp, 1998). Funkcjonalny polimorfizm tego genu w pozycji G894T (glu298asp) 

jest znanym od 1999 roku czynnikiem ryzyka choroby wieńcowej (Hingorani i wsp, 1999). 

Dahiyat i wsp (1999) badali związek tego polimorfizmu z występowaniem choroby 

Alzheimera. Autorzy zaobserwowali istotne statystycznie zwiększenie częstości wariantu 

zawierającego glutaminę (formy „dzikiej") u pacjentów z chA. 

41 http://rcin.org.pl



WSTĘP 

1.5.5. Mieloperoksydaza 

Mieloperoksydaza, kodowana na chromosomie 17q23.1, jest enzymem występującym 

w neutrofilach i biorącym udział w katalizowaniu reakcji powstawania kwasu 

podchlorawego i wolnych rodników tlenowych (Klebanoff i wsp, 1999). Podobnie jak 

w przypadku poprzedniego genu, jej rola w patogenezie chA wiązana jest z nasileniem 

stresu oksydacyjnego i modulującym wpływem na tlenek azotu (Eiserich i wsp, 2002). 

Białko to jest stwierdzane w aktywowanych komórkach mikrogleju oraz w blaszkach 

starczych (Reynolds i wsp, 1999). W 2000 roku zaczęto analizować wpływ polimorfizmu 

w obrębie promotora genu kodującego mieloperoksydazę. Stwierdzono, że obecność 

wariantu G w polimorficznym kodonie G-463A prowadzi do zwiększonej ekspresji genu 

i tym samym nasilenia produkcji wolnych rodników, co jest czynnikiem przyspieszającym 

amyloidogenezę. Zaobserwowano większą częstość występowania genotypu GG u chorych 

na chA oraz synergistyczne działanie na ryzyko rozwoju choroby z polimorfizmem APOE 

(Reynolds i wsp, 2000). 
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1.5.6 Inne geny kandydujące 

Poniżej wymieniono najczęściej badane w przeszłości i najbardziej obiecujące w 

chwili obecnej geny. 

Nazwa genu Pierwsza referencja Efekt 

LRP Kang i wsp, 1997 brak 

ACE (enzym konwertujący 

angiotensynę 1) 

Amouyel i wsp, 1996 brak 

alantychymotrypsyna (ACT) Kamboh i wsp, 1995 brak 

Hydrolaza bleomycyny Farrer i wsp, 1998 brak 

MTHFR Frosst i wsp, 1995 brak 

IDE Abraham i wsp, 2001 możliwy 

BACE Gold i wsp, 2003 możliwy 

CYP46 Papassotiropoulos i wsp, 2003 możliwy 

Lista wszystkich testowanych SNP w chorobie Alzheimera jest bardzo długa i jak 

dotąd nie udało się jednoznacznie potwierdzić znaczenia żadnego z nich oprócz 

polimorfizmu apolipoproteiny E. 
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2. CEL PRACY 

Celem pracy były: 

1. Ocena znaczenia polimorfizmu genów: apolipoproteiny E, oc2makr o globuliny, 

katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu w patogenezie choroby 

Alzheimera - badanie oddziaływania pojedynczych genów i analiza jednoczesna. 

2. Metaanaliza dotychczasowych badań nad polimorfizmem apolipoproteiny E 

w Polsce. 

3. Szacunkowa ocena przydatności oznaczania genotypów badanych genów 

w diagnostyce klinicznej choroby Alzheimera oraz w poradnictwie genetycznym. 
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Charakterystyka badanej grupy 

Badaniem objętych zostało 100 osób z chorobą Alzheimera o późnym początku 

(>65 rż) i 100 osób z dobranej pod względem płci i wieku grupy kontrolnej. Pacjenci 

z chorobą Alzheimera biorący udział w badaniu pozostają pod stałą opieką Poradni 

Alzheimerowskiej Zakładu Badawczo-Leczniczego Chorób Zwyrodnieniowych CUN, 

CMDiK PAN/MSWiA. U wszystkich tych osób rozpoznanie choroby zgodne jest 

z kryteriami NINCDS-ADRDA dla prawdopodobnej choroby Alzheimera oraz DSM -IV 

i ICD-10 dla choroby Alzheimera. Grupa chorych składała się z 66 kobiet i 34 mężczyzn, 

średni wiek 76.4 + 4.7, średni wiek zachorowania 71.0 + 4.6. Grupa kontrolna liczyła 58 

kobiet i 42 mężczyzn, średni wiek 74,24 + 6.6. U osób z grupy kontrolnej nie było 

w wywiadzie skarg na zaburzenia pamięci, nie stwierdzano odchyleń od normy w badaniu 

neurologicznym, a wynik badania w skali MMSE wynosił > 27 pkt. W skład grupy tej 

weszli słuchacze Uniwersytetu Trzeciego Wieku, pacjenci klinik internistycznych 

i chirurgicznych oraz uczestnicy badań żywieniowych osób w wieku 75 lat prowadzonych 

w Szkole Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (kierownik projektu 

prof. W. Roszkowski) spełniający powyższe kryteria. 

3.2 Metody oceny klinicznej 

Rozpoznanie choroby Alzheimera stawiane było według międzynarodowego 

standardu na podstawie wywiadu, badania przy użyciu skal oceniających nasilenie zespołu 

otępiennego, badania neurologicznego, badania neuropsychologicznego, psychiatrycznego 

i badań dodatkowych. Dane z wywiadu zbierano od najbliższych opiekunów pacjentów 

i dotyczyły one: czasu trwania choroby, rodzaju i kolejności pojawiania się objawów, 

obecności zaburzeń zachowania (w tym objawów psychotycznych), współistniejących 
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chorób naczyniowych (chorób serca, nadciśnienia tętniczego, cukrzycy, przebytego udaru 

mózgu), innych chorób występujących aktualnie lub w przeszłości w tym chorób: 

tarczycy, psychicznych, przewlekłego alkoholizmu, a także przebytego ciężkiego urazu 

głowy oraz rodzinności otępienia. 

Ocena zaawansowania oraz tempa progresji otępienia przeprowadzane były przy 

użyciu skal MMSE i GDS. W badaniu neurologicznym oceniano: obecność objawów 

deliberacyjnych (obj. dłoniowo-bródkowy; chwytny; ssania; ryjkowy; z gładzizny), 

piramidowych (symetria odruchów głębokich, obecność niedowładów kończyn, obj. 

Babińskiego), ruchomość gałek ocznych; objawy móżdżkowe (obj. Romberga, oczopląs, 

zborność ruchów kończyn, diadochokineza) i objawy pozapiramidowe (bradykinezja, 

sztywność, drżenie, mimika twarzy, odruchy postawne, chód). Do tego etapu procesu 

diagnostycznego wszyscy pacjenci byli badani przeze mnie samodzielnie. 

Następnie każdy z pacjentów poddawany był badaniu neuropsychologicznemu przy 

użyciu standardowej baterii testów. Obejmowała ona ocenę pamięci krótko-

i długoterminowej, uwagi, myślenia abstrakcyjnego, zdolności językowych, gnozji, praksji 

oraz funkcji wykonawczych. Badania dodatkowe to podstawowe badania biochemiczne 

krwi (morfologia, stężenie glukozy, mocznika, kreatyniny, elektrolitów, transaminaz) oraz 

hormony tarczycy, poziom wit. BI2, homocysteiny, badanie EKG (w wybranych 

przypadkach również USG tętnic szyjnych lub EEG). Wszyscy pacjenci mieli wykonaną 

tomografię komputerową mózgu. Badanie to przeprowadzano zgodnie z metodą opisaną 

przez Mony de Leon (de Leon i wsp, 1989), która pozwala na pośrednią ocenę stopnia 

zaniku mózgu w rejonie hipokampów. 
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3.3. Metody analizy genetycznej 

Wszystkie oznaczenia genotypów przeprowadzono stosując technikę amplifikacji 

DNA metodą PCR (ang. polymerase chain reaction - polimerazowa reakcja łańcuchowa) 

przy użyciu termocyklera Biometra UNO II, a następnie produkt reakcji PCR trawiono 

odpowiednim enzymem restrykcyjnym z firmy New England Biolabs (metoda RFLP -ang. 

Restriction Fragments Lenght Polymorphism; zmienność długości fragmentów 

restrykcyjnych). Specyficzne startery zostały wykonane przez TIB MOLBIOL 

w Poznaniu. Dobór pacjentów do obu badanych grup, izolacja DNA oraz badania 

genetyczne zostały przeze mnie przeprowadzone samodzielnie. 

3.3.1. Izolacja DNA z krwi obwodowej 

Materiał genetyczny do badań uzyskiwano z leukocytów krwi obwodowej. 

Standardowo pobierano 10 ml krwi na 0,5 M EDTA o pH=8.0. Izolację DNA 

przeprowadzano przy użyciu metody wysalania nasyconym roztworem chlorku sodu (6M 

NaCl) wg metody Millera (Miller i wsp, 1988). DNA zawieszano na co najmniej 24 h 

w 96% alkoholu etylowym, a następnie w buforze TE (bufor TE: 10 mM Tris HCl, i 1 mM 

EDTA, pH=8). DNA przechowywano w temperaturze -20°C. 

3.3.2. Oznaczanie genotypu apolipoproteiny E 

Amplifikacja DNA metodą PCR przy użyciu starterów: 

I: 5'- TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA-3' 

II: 5'- ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA-3' 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 10 mM Tris-HCl, pH=8.3; 50 mM KCl; 2,5 mM MgCh; 1,5 

(.il DMSO (dimethylsulfoxide), 10 pmol każdego ze starterów, 5 mM dNTP (Perkin 

Elmer), 1,5 U Taq Polimerase (Sigma), 100 ng genomowego DNA. 
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Reakcję PCR prowadzono w objętości 30 ul wg następującego schematu: 

1. Wstępna denaturacja w temperaturze 94° C przez 5 min 

2. Powielanie fragmentu DNA (30 cykli) 

2a. Denaturacja w temp. 94° C przez 30 s 

2b. Przyłączanie starterów w temp. 65° C przez 30 s 

2c. Synteza w temp. 70° C przez 1 min 

3. Synteza uzupełniająca w temp. 70° C przez 10 min. 

Produkty PCR trawiono następnie dwoma enzymami restrykcyjnymi Afl III i Hae II 

w dwóch oddzielnych mieszaninach reakcyjnych (Chapman i wsp, 1996) przez 3 godziny 

w temperaturze 37°C. Produkty obu reakcji trawienia rozdzielano elektroforetycznie 

w dwóch 3% żelach agarozowych barwionych bromkiem etydyny. Wyniki rozdziału 

elektroforetycznego produktów trawienia analizowano łącznie, uzyskując genotyp badanej 

osoby (Rycina 1). 

Rycina 1. Wynik rozdziału elektroforetycznego produktu amplifikacji fragmentu genu 
apolipoproteiny E trawionego enzymami restrykcyjnymi Haell (górna część zdjęcia) i 
AfIIII (dolna część zdjęcia). Jednoczesna analiza wyniku trawienia dwoma enzymami 
pozwala na identyfikację genotypu APOE. Ścieżka 1-produkt PCR (227 bp); ścieżka 2-
marker wielkości (Sigma, Nr. kat. 9577- wielkości produktów 150, 300, 500, 750, 1000, 
1500 i 2000 bp); ścieżka 3 - genotyp 82/ s2; ścieżka 4 - genotyp e2/ s3; ścieżka 5 - genotyp 
s2/ e4; ścieżka 6 - genotyp s3/ e3; ścieżka 7 - genotyp s3/ e4; ścieżka 8 - genotyp e4/ e4. 

48 http://rcin.org.pl



MATERIAŁ IMETODY 

3.3.3. Oznaczanie genotypu a2makroglobuliny 

Amplifikacja DNA metodą PCR przy użyciu starterów: 

I: 5'- ACTCCT GA A ACT GCC ACC A A -3' 

II: 5'- GTAACTGAAACCTACTGGAA -3' 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 10 mM Tris-HCl, pH=8.3; 50 mM KCl; 2,5 mM MgCh; 10 

pmol każdego ze starterów, 5 mM dNTP (Perkin Elmer), 1,5 U Taq Polimerase (Sigma), 

100 ng genomowego DNA. 

Reakcję PCR prowadzono w objętości 30 |il wg następującego schematu: 

1. Wstępna denaturacja w temperaturze 94° C przez 5 min 

2. Powielanie fragmentu DNA (40 cykli) 

2a. Denaturacja w temp. 94° C przez 1 min 

2b. Przyłączanie starterów w temp. 51° C przez 1 min 

2c. Synteza w temp. 72° C przez 1 min 

3. Synteza uzupełniająca w temp. 72° C przez 10 min. 

Produkty PCR trawiono następnie enzymem restrykcyjnym Mbol (Liao i wsp, 1998) przez 

3 godziny w temperaturze 37°C. Produkty reakcji trawienia rozdzielano elektroforetycznie 

w 2% żelu agarozowym barwionym bromkiem ety dyny (Rycina 2). 
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1 2 3 4 5 

Rycina 2. Wynik rozdziału elektroforetycznego produktu amplifikacji fragmentu genu 
a2makroglobuliny trawionego enzymem restrykcyjnym Mbol. Ścieżka 1-produkt PCR 
(615 bp); ścieżka 2- marker wielkości (Sigma, Nr. kat. 9577- wielkości produktów 50, 
150, 300, 500, 750, 1000, 1500 i 2000 bp); ścieżka 3 - genotyp A/A; ścieżka 4 - genotyp 
A/G; ścieżka 5 - genotyp G/G. 

3.3.4. Oznaczanie genotypu katepsyny D 

Amplifikacja DNA metodą PCR przy użyciu starterów: 

I: 5' -GGGCT A AG ACCT CAT ACT C AC -3' 

II: 5'-GTGACAGGCAGGAGTTTGGT -3' 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 10 mM Tris-HCl, pH=8.3; 50 mM KCl; 2,5 mM MgCb; 10 

pmol każdego ze starterów, 5 mM dNTP (Perkin Elmer), 1,5 U Taq Polimerase (Sigma), 

100 ng genomowego DNA. 

Reakcję PCR prowadzono w objętości 30 \x\ wg następującego schematu: 

1. Wstępna denaturacja w temperaturze 94° C przez 5 min 

2. Powielanie fragmentu DNA (35 cykli) 

2a. Denaturacja w temp. 94° C przez 3Os 

2b. Przyłączanie starterów w temp. 56° C przez 30s 

2c. Synteza w temp. 72° C przez 1 min 

3. Synteza uzupełniająca w temp. 72° C przez 7 min. 
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Produkty PCR trawiono następnie enzymem restrykcyjnym Mwol (Papassotiropoulos i 

wsp, 1999) przez 3 godziny w temperaturze 57° C. Produkty reakcji trawienia rozdzielano 

elektroforetycznie w 2% żelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (Rycina 3). 

1 2 3 4 5 

Rycina 3. Wynik rozdziału elektroforetycznego produktu amplifikacji fragmentu genu 
katepsyny D trawionego enzymem restrykcyjnym Mwol. Ścieżka 1-produkt PCR (343 bp); 
ścieżka 2- marker wielkości (Sigma, Nr. kat. 9577- wielkości produktów 50, 150, 300, 
500, 750, 1000, 1500 i 2000 bp); ścieżka 3 - genotyp C/C; ścieżka 4 - genotyp C/T; 
ścieżka 5 - genotyp T/T. 

3.3.5. Oznaczanie genotypu syntazy tlenku azotu 

Amplifikacja DNA metodą PCR przy użyciu starterów : 

I: 5'-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC -3' 

II: 5'-AGTCAATCCCTT TGGTGCTCAC-3' 

Skład mieszaniny reakcyjnej: 10 mM Tris-HCl, pH=8.3; 50 mM KCl; 2,5 mM MgCh; 10 

pmol każdego ze starterów, 5 mM dNTP (Perkin Elmer), 1,5 U Taq Polimerase (Sigma), 

100 ng genomowego DNA. 

Reakcję PCR prowadzono w objętości 30 |il wg następującego schematu: 

1. Wstępna denaturacja w temperaturze 94° C przez 5 min 

2. Powielanie fragmentu DNA (35 cykli) 

2a. Denaturacja w temp. 94° C przez 3Os 
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2b. Przyłączanie starterów w temp. 58° C przez 30s 

2c. Synteza w temp. 72° C przez 1 min 

3. Synteza uzupełniająca w temp. 72° C przez 10 min. 

Produkty PCR trawiono następnie enzymem restrykcyjnym Mbol (Dahiyat i wsp, 1999) 

przez 3 godziny w temperaturze 37°C. Produkty reakcji trawienia rozdzielano 

elektroforetycznie w 2% żelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (Rycina 4). 

1 2 3 4 5 

Rycina 4. Wynik rozdziału elektroforetycznego produktu amplifikacji fragmentu genu 
syntazy tlenku azotu trawionego enzymem restrykcyjnym Mbol. Ścieżka 1-produkt PCR 
(206 bp); ścieżka 2- marker wielkości (Sigma, Nr. kat. 9577- wielkości produktów 50, 
150, 300, 500, 750, 1000, 1500 i 2000 bp); ścieżka 3 - genotyp T/T; ścieżka 4 - genotyp 
G/T; ścieżka 5 - genotyp G/G. 

3.3.6. Badanie genotypu mieloperoksydazy 

Amplifikacja DNA metodą PCR przy użyciu starterów : 

I: 5' -CGGT AT AGGC AC AC AAT GGT GA -3' 

II: 5'-GCAATGGTTCAAGCGATTCTTC-3' 
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Skład mieszaniny reakcyjnej: lOmM Tris-HCL, pH=8.3; 50 mM KCL; 2,5 mM MgCb. 10 

pmol każdego ze starterów, 5 mM dNTP (Perkin Elmer), 1,5 U Taq Polimerase (Sigma), 

100 ng genomowego DNA. 

Reakcję PCR prowadzono w objętości 30 \x\ wg następującego schematu: 

1. Wstępna denaturacja w temperaturze 95° C przez 5 min 

2. Powielanie fragmentu DNA (35 cykli) 

2a. Denaturacja w temp. 95° C przez 3Os 

2b. Przyłączanie starterów w temp. 59° C przez 45s 

2c. Synteza w temp. 72° C przez 1 min 

3. Synteza uzupełniająca w temp. 72° C przez 10 min. 

Produkty PCR trawiono następnie enzymem restrykcyjnym AciI (Reynolds i wsp, 1999) 

przez 3 godziny w temperaturze 57°C. Produkty reakcji trawienia rozdzielano 

elektroforetycznie w 2% żelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (Rycina 5). 

1 2 3 4 5 

Rycina 5. Wynik rozdziału elektroforetycznego produktu amplifikacji fragmentu genu 
mieloperoksydazy trawionego enzymem restrykcyjnym AciI. Ścieżka 1-produkt PCR (350 
bp); ścieżka 2- marker wielkości (Sigma, Nr. kat. 9577- wielkości produktów 50, 150, 
300, 500, 750, 1000, 1500 i 2000 bp); ścieżka 3 - genotyp A/A; ścieżka 4 - genotyp A/G; 
ścieżka 5 - genotyp G/G. 

53 http://rcin.org.pl



MATERIAŁ 1 METODY 

3.4. Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną rozkładu częstości poszczególnych alleli i genotypów 

w grupie osób z chorobą Alzheimera i w grupie kontrolnej przeprowadzono przy użyciu 

testu CHI-kwadrat. Jednoczesną analizę pięciu badanych genotypów oraz analizę wpływu 

poszczególnych genów parami przeprowadzono przy użyciu wieloczynnikowej analizy 

regresji. Do oceny zależności pomiędzy ilością posiadanych alleli APOE s4 a wiekiem 

zachorowania zastosowano test ANOVA z analizą post-hoc Newmana-Keulsa. Za poziom 

istotności przyjęto p< 0.05. Do wszystkich obliczeń statystycznych zastosowano program 

STATISTICA 6.0. 
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4. WYNIKI 

4.1. Częstość występowania form polimorficznych badanych genów 

Apolipoproteina E 

U wszystkich osób włączonych do badania (100 pacjentów z chorobą Alzheimera 

oraz 100 osób z grupy kontrolnej) przeprowadzono planowane badania genetyczne. 

Częstość poszczególnych alleli genu apolipoproteiny E w obu badanych grupach różniła 

się i wynosiła: w grupie pacjentów z chorobą Alzheimera APOE s4, s 3 i 8 2 odpowiednio 

0,325; 0,645; 0,030 natomiast w grupie kontrolnej było to odpowiednio 0,11; 0,845; 0,045. 

Występowanie allelu APOE e4 w grupie chorych było istotnie statystycznie częstsze niż 

w grupie kontrolnej (0,325 vs 0,11; test X , p.<0,005). Rozkład genotypów 

apolipoproteiny E również różnił się pomiędzy grupami. W grupie osób z chorobą 

Alzheimera istotnie częściej stwierdzono obecność genotypu s3/4 (48% vs 19%, p<0.05), 

natomiast w grupie kontrolnej częściej występował genotyp 8 3/3 (71% vs 39%, p<0.005). 

Obserwowano również częstsze występowanie genotypu s2/3 w grupie kontrolnej (8% vs 

3%, NS) oraz genotypu s4/4 u osób z chorobą Alzheimera (7% vs 1%, NS) , jednak ze 

względu na małą liczebność grup osób z tymi genotypami, nie udało się wykazać istotności 

statystycznej przedstawianych wyników. Pełne wyniki oznaczania genotypu 

apolipoproteiny E przedstawia tabela 1. 
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Tabela 1. Rozkład częstości alleli i genotypów apolipoproteiny E 

Częstość allelu Rozkład genotypów, n (%) 

APOE n 

s2 83 8 4 82/2 s 2/3 8 2/4 8 3/3 8 3/4 s 4/4 

chA 100 0,030 0,645 0,325* 0 (0%) 3 (3%) 3 (3%) 39 (39%) 48 (48%)* 7 (7%) 

Kontrole 100 0,045 0,845 0,11 0 (0%) 8 (8%) 1 (1%) 71(71%)** 19(19%) 1 (1%) 

chA= c loroba Alzheimera; *
 

T3
 A O
 

o
 

05;**p.<( 3,05 

W związku z uzyskaniem istotnej różnicy częstości występowania allelu APOE s 4 

w chA i grupie kontrolnej, przeprowadzono analizę zależności pomiędzy ilością 

posiadanych alleli APOE e 4, a wiekiem zachorowania na chA. Zastosowano podział 

pacjentów na trzy grupy: -nie posiadających tego allelu (kod-0), posiadających jeden allel 

£ 4 (kod-1) i posiadających dwa allele e 4 (kod-2). Analiza ta nie wykazała istotnych 

statystycznie różnic (p>0.05), jednakże obserwowano tendencję do wcześniejszego 

ujawniania się choroby wraz ze wzrostem ilości posiadanych alleli APOE s 4. Zależność tę 

pokazuje wykres 1. 

Wykres 1. Zależność wieku zachorowania na chA od ilości posiadanych alleli APOEc4. 
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Dodatkowo przeprowadziłam metaanalizę dotychczasowych wyników oznaczania 

polimorfizmu APOE w Polsce. Do metaanalizy częstości występowania poszczególnych 

alleli APOE w zdrowej populacji zakwalifikowałam wyniki opublikowane w sześciu 

publikacjach, co umożliwiło ocenę ich rozkładu łącznie u 676 osób. Uzyskałam 

następujący rozkład alleli: APOE e4 - 0.088; 8 3 - 0.839 i e 2 - 0.073. Rozkład ten był 

zgodny z uzyskanym w mojej pracy. Pełną informację o badaniach uwzględnionych 

w metaanalizie przedstawia tabela 2. 

Tabela 2. Częstość alleli APOE e4, e3 i e2 w populacji polskiej - metaanaliza 

Liczba 

badanych 

APOE 84 APOE 83 APOE 82 Referencja 

N=137 0,106 0,839 0,055 Kowalska i wsp, 1998b 

N=182 0,05 0,85 0,1 Pająk i wsp, 1998 

N=48 0.041 0.886 0,073 Paradowski i wsp, 2000 

N=39 0,115 0,769 0,115 Wehr i wsp, 2000 

N=170 0,106 0,818 0,076 Bednarska-Makaruk i wsp, 2001 
o

 
o

 
T

 
£

 0,11 0,845 0,045 Styczyńska i wsp, 2003 

Łącznie 

N=676 0,088 0,839 0,073 

Do metaanalizy dotychczasowych badań nad polimorfizmem APOE 

przeprowadzonych w Polsce u pacjentów z chA włączyłam wyniki z sześciu publikacji, 

obejmujące łącznie 352 chorych. W wyniku tego podsumowania uzyskałam następujące 

częstości alleli APOE w chA: 8 4 - 0.345; s 3 - 0.629; APOE 8 2 - 0.026. Rozkład ten nie 

różni się istotnie od uzyskanego w mojej pracy, jest też zgodny z rozkładem opisywanym 
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wśród chorych z Europy Zachodniej i Środkowej. Pełna charakterystyka badań 

włączonych do metaanalizy została zamieszczona w tabeli 3. 

Tabela 3. Częstość alleli APOE e4, e3 i e2 wśród polskich pacjentów z chorobą 

Liczba 

badanych 

APOE e4 APOE e3 APOE s2 Referencja 

N=26 0,327 0,654 0,019 Łałowski i wsp, 1998 

N=39 0,372 0,58 0,038 Kowalska i wsp, 1998a 

N=116 0,34 0,630 0,030 Kieszek i wsp, 1999 

N=45 0,366 0,622 0,011 Paradowski i wsp, 2000 

N=26 0,365 0,615 0,019 Wehr i wsp, 2000 

N=100 0,325 0,645 0,030 Styczyńska i wsp, 2003 

Łącznie 

N= 352 

0,345 0,629 0,026 
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a2makroglobulina 

Częstość alleli genu a2makroglobuliny wynosiła w grupie pacjentów z chorobą 

Alzheimera: allel a2M-Ile: 0.675, allel cc2M-Val: 0.325 . Natomiast w grupie kontrolnej 

częstości te wynosiły odpowiednio 0.605 i 0.395 i nie różniły się statystycznie od wyników 

z grupy badanej. Rozkład genotypów Ile/Ile, Ile/Val, Val/Val również nie wykazywał 

istotnych różnic pomiędzy grupami i wynosił dla pacjentów z chA odpowiednio: 0.49; 

0.37; 0.14, natomiast w grupie kontrolnej: 0.40; 0.41; 0.19. 

Katepsyna D 

Formy polimorficzne genu katepsyny D występowały w grupie chorych 

z częstością: CatD-C: 0.935 , CatD-T: 0.065. W grupie kontrolnej częstości te wynosiły 

odpowiednio 0.955 i 0.045. Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w częstości 

występowania wymienionych alleli pomiędzy badanymi grupami. Również rozkład 

genotypów C/C, C/T i T/T był zgodny w obu grupach i wynosił dla grupy chA 

odpowiednio: 0.88; 0.11; 0.01 a w grupie kontrolnej: 0.91; 0.09; 0.00. 

Miel operoksydaza 

Częstość alleli genu mieloperoksydazy wynosiła w grupie badanej MPO-G : 0.76, 

MPO-A: 0.24. W grupie kontrolnej częstości te wynosiły odpowiednio 0.805 i 0.195. 

Rozkład częstości obu form polimorficznych, podobnie jak rozkład poszczególnych 

genotypów był zgodny w obu grupach. Rozkład genotypów G/G; G/A i A/A w grupie 

pacjentów z chA przedstawiał się następująco:0.71; 0.10; 0.19, natomiast w grupie 

kontrolnej odpowiednio: 0.72; 0.17; 0.11. 
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Syntaza tlenku azotu 

Allele genu syntazy tlenku azotu: N0S3-G i N0S3-T w grupie osób z chorobą 

Alzheimera miały częstość odpowiednio 0.79 i 0.21, natomiast w grupie kontrolnej było to 

odpowiednio 0.765 i 0.235. Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w częstości 

występowania wymienionych alleli. Również rozkład genotypów G/G, G/T, T/T był 

zgodny w obu grupach i wynosił w grupie chA odpowiednio: 0.65; 0.28; 0.07 a w grupie 

kontrolnej: 0.57; 0.39 i 0.04. 

Pełne wyniki rozkładu alleli i genotypów genów oc2makr o globuliny, katepsyny D, 

mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu zostały zawarte w tabeli 4. Ze względu na brak 

danych w piśmiennictwie polskim na temat częstości występowania form polimorficznych 

wymienionych czterech genów, niemożliwe było przeprowadzenie podsumowania 

analogicznego do metaanalizy wyników dla apolipoproteiny E. 
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Tabela 4. Rozkład alleli i genotypów oc2makroglobuliny (a2M), katepsyny D (CatD), 

Częstość allelu Rozkład genotypów, n (%) 

a2M n Ile Val Ile/Ile Ile/V al Val/Val 

chA 100 0.675 0.325 49 (49%) 37 (37%) 14(14%) 

Kontrole 100 0.605 0.395 40 (40%) 41(41%) 19(19%) 

CatD C T C/C C/T T/T 

chA 100 0.935 0.065 88 (88%) 11 (11%) 1 (1%) 

Kontrole 100 0.955 0.045 91 (91%) 9 (9%) 0 (0%) 

MPO G A G/G G/A A/A 

chA 100 0.760 0.240 71 (71%) 10(10%) 19(19%) 

Kontrole 100 0.805 0.195 72 (72%) 17(17%) 11 (11%) 

NOS3 G T G/G G/T T/T 

chA 100 0.790 0.210 65 (65%) 28 (28%) 7 (7%) 

Kontrole 100 0.765 0.235 57 (57%) 39 (39%) 4 (4%) 
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4.2. Wyniki jednoczesnej analizy badanych genów 

Przy użyciu wieloczynnikowej analizy regresji badano czy jednoczesna obecność 

kilku form polimorficznych uważanych za zwiększające ryzyko choroby Alzheimera 

(allele: APOE s4, cc2M-Val, CatD-T, MPO-G, NOS3-T) w badanej grupie wiązała się 

z większym prawdopodobieństwem rozwoju choroby. Wśród badanych łącznie 200 osób 

(100 osób z chA i 100 kontroli) nie było ani jednej osoby posiadającej wszystkie pięć 

„niekorzystnych" alleli. Analizę przeprowadzono łącząc geny w pary (każdy z każdym) 

oraz analizowano polimorfizm wszystkich pięciu genów jednocześnie. Nie wykazano, 

by którekolwiek z połączeń par genów powodowało zwiększenie ryzyka wystąpienia 

choroby, w porównaniu do oddziaływania pojedynczego genu. Nie stwierdzono również, 

by któryś spośród genów: oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy 

tlenku azotu działał synergistycznie z genem apolipoproteiny E zwiększając ryzyko 

rozwoju choroby Alzheimera. W każdym przypadku istotny statystycznie wpływ na 

ryzyko zachorowania był identyczny z oddziaływaniem samego genu apolipoproteiny E. 

Przeprowadzono również stratyfikację ze względu na wiek zachorowania i płeć osób 

badanych, w żadnej z tych analiz nie uzyskano jednak istotnych statystycznie wyników. 

62 http://rcin.org.pl



DYSKUSJA 

5. DYSKUSJA 

Ocena znaczenia polimorfizmu apolipoproteiny E w patogenezie choroby Alzheimera 

Obecność co najmniej jednej kopii allelu apolipoproteiny E s4 jest od 1993 roku 

uznanym genetycznym czynnikiem zwiększającym ryzyko rozwoju choroby Alzheimera. 

Opisywane są jednak duże różnice etniczne w rozkładzie alleli i genotypów APOE, 

jak również w ich udziale w patogenezie chA. Szacuje się, że dziedziczenie allelu APOE 

s4 odpowiada za około 50% przypadków chA. Na podstawie danych literaturowych 

częstość występowania tego allelu w zdrowej populacji rasy kaukaskiej wynosi 0,10-0,17 

(Corbo i wsp, 1995), natomiast wśród pacjentów z chA wynosi ona średnio 0,32 - 0,42 

(Saunders i wsp, 1993b). Wyniki uzyskane w mojej pracy są zgodne z tym rozkładem; 

w grupie kontrolnej częstość allelu APOE s4 wynosiła 0,11 natomiast w grupie osób z chA 

-0,325. 

Obecnie przyjmuje się, iż w ewolucji allel s4 był pierwotną formą genu, natomiast 

odmiany polimorficzne pojawiły się w wyniku mutacji znacznie później - allel s3 około 

300 000 lat temu, natomiast allel s2 około 200 000 lat temu (Fullerton i wsp, 2000). Do 

chwili obecnej w niektórych populacjach wariant APOE s4 pojawia się znacznie częściej 

niż w innych - u Pigmejów jego częstość wynosi nawet 0.407 (Zekraoui i wsp, 1997), 

u bory genów z Australii - 0.26 (Kamboh i wsp, 1991), u rdzennych mieszkańców Ameryki 

- 0.28 (Scacchi i wsp, 1997). Znacznie rzadziej allel ten stwierdza się w krajach 

śródziemnomorskich o wielowiekowej tradycji rolniczej. U mieszkańców Sardynii 

częstość tego allelu jest najniższa w Europie i wynosi 0.052 (Corbo i wsp, 1999b), 

podobnie w Grecji - 0,068 (Cariolou i wsp, 1995). Obserwacje te skłoniły niektórych 

badaczy do wysunięcia hipotezy, iż allel s4 spełniał w ewolucji rolę wariantu 

„ochronnego", być może ułatwiającego przeżycie w trudnych warunkach (Corbo i Scacchi, 
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1999a). Wraz z wydłużeniem średniego przeżycia ludzi ujawniło się niekorzystne działanie 

tego allelu - który przyczynia się zarówno do nasilenia zmian miażdżycowych 

(m.in. wzrost ryzyka choroby wieńcowej) jak i choroby Alzheimera. W Europie 

Zachodniej i Środkowej częstość allelu e4 wynosi od 0.10 do 0,17, wyższa jest natomiast 

na północy kontynentu (Szwecja - 0.206; Finlandia - 0.208) (Corbo i wsp, 1995). 

Różnice etniczne utrudniają ocenę wpływu obecności allelu s4, gdyż w niektórych 

populacjach pozornie znacznie większa grupa osób znajduje się w grupie „ryzyka". Jednak 

okazuje się, że w populacjach tych wpływ dziedziczonego allelu nie musi być tak samo 

wyrażony, jak w innych grupach, gdzie występuje on rzadziej. Taka sytuacja ma miejsce 

w przypadku czarnoskórych mieszkańców Ameryki, u których allel APOE e4 jest znacznie 

słabszym (o ile w ogóle) czynnikiem ryzyka rozwoju chA (Maestre i wsp, 1995). 

Kolejną trudnością w ocenie wpływu genotypu apolipoproteiny E na ryzyko 

zachorowania na chA jest fakt, iż choroba ta rozwija się w wieku podeszłym, zwykle 

później niż np. choroby układu krążenia, mogące w konsekwencji eliminować z populacji 

część osób o danym genotypie. Taką możliwość należy brać pod uwagę interpretując 

wyniki badań populacyjnych nad apolipoproteiną E. W zależności od wieku badanych 

rozkład genotypów w populacji może się zmienić, gdyż część nosicieli APOE s4 może 

np. przedwcześnie umrzeć na zawał serca (Kumar i wsp, 2003). Dlatego w badaniach nad 

zależnością między genotypem E i ryzykiem rozwoju choroby Alzheimera, grupę 

kontrolną powinny stanowić osoby w porównywalnym wieku. 

W dotychczasowej literaturze niewiele jest danych na temat częstości alleli 

apolipoproteiny E w Polsce opartych o badania dużych, reprezentatywnych grup. Z tego 

powodu przeprowadziłam metaanalizę dotychczasowych wyników obejmującą łącznie 

ponad 650 osób. 
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W 1998 roku przeprowadzono badania fenotypu APOE u 137 dawców krwi, 

uzyskując rozkład izoform APOE e4, s3 i e2 odpowiednio 0.106, 0.839 i 0.055 (Kowalska 

i wsp, 1998b). Wyniki te okazały się zgodne z uzyskanym przeze mnie rozkładem 

w grupie zdrowych osób o średnim wieku 74.2 + 6.6, choć nie mogły być a priori przyjęte 

jako grupa kontrolna dla pacjentów z chorobą Alzheimera, z wymienionych wyżej 

powodów (wiek większości dawców krwi nie przekracza 40 roku życia). Rozkład 

genotypów apolipoproteiny E badany był również w 2001 roku w ramach projektu 

dotyczącego rozpowszechnienia czynników ryzyka choroby niedokrwiennej serca POL-

MONICA (Bednarska-Makaruk i wsp, 2001). Mimo, iż wiek badanych osób (41-69 lat) 

również był niższy od oczekiwanego w moim badaniu, rozkład genotypów apolipoproteiny 

E był zgodny zarówno z moimi wynikami jak i rezultatami Kowalskiej (1998b), i wynosił 

APOE s4 - 0,106; APOE s3 - 0,81 i APOE s2- 0,076. Może to świadczyć o tym, że do 

wieku późnego rozkład genotypów apolipoproteiny E w populacji polskiej nie zmienia się. 

Wskazywałoby to na fakt, iż różnice etniczne dotyczą również jej wpływu na ryzyko 

choroby wieńcowej i że jest on w naszej populacji słabszy niż np. u mieszkańców Azji 

(patrz cytowana wcześniej praca Kumar i wsp, 2003). Potwierdzeniem tej obserwacji 

byłyby wyniki Bednarskiej-Makaruk i wsp (2001), które nie wykazały związku pomiędzy 

obecnością allelu APOE s4, a ryzykiem rozwoju niedokrwiennej choroby serca wśród 

przebadanej grupy 170 Polaków. Jednak w badaniu CASCADE przeprowadzonym w 1998 

roku u 182 mieszkańców województwa tarnobrzeskiego w wieku 65-78 lat stwierdzono, 

że izoformy APOE s4, s3 i s2 występują w badanej populacji z częstością odpowiednio: 

0,05; 0,84 i 0,10, a niski odsetek allelu APOE s4 autorzy tłumaczyli właśnie wyższą 

umieralnością na choroby serca u nosicieli tego allelu (Pająk i wsp, 1998). 

Do przedstawianej metaanalizy włączono również dwie prace, w których analizowano 

znacznie mniejsze grupy osób, po około 40-50 przypadków (Paradowski i wsp, 2000; 
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Wehr i wsp, 2000). W pozostałych dwóch publikacjach opartych na badaniu polskiej 

populacji grupy kontrolne były również nieliczne, a uzyskane wyniki dyskusyjne. 

W badaniu rozkładu genotypu apolipoproteiny E w centralnej Polsce wzięto pod uwagę 

116 pacjentów z chorobą Alzheimera i 46 osób z grupy kontrolnej (małżonkowie 

i opiekunowie chorych), których dokładny wiek nie został podany w publikacji (Kieszek 

i wsp, 1999). Rozkład genotypów i alleli APOE w grupie chA był zgodny z rozkładem 

uzyskiwanym u chorych rasy kaukaskiej w innych krajach (APOE s4 - 0.34), natomiast 

częstość APOE s4 w grupie kontrolnej wyraźnie od niej odbiegała (APOE s4- 0.28). 

Tak wysoka częstość allelu APOE s4 (przewyższająca nawet częstość obserwowaną 

w krajach skandynawskich) nie została dotąd stwierdzona u osób zdrowych w żadnym 

kraju europejskim, co nasuwa przypuszczenie, iż do grupy tej zakwalifikowano 

prawdopodobnie przedkliniczne przypadki chA, być może część z nich stanowili krewni 

pierwszego stopnia pacjentów z tą chorobą. W kolejnej publikacji swoistą grupę kontrolną 

stanowiło 11 nieotępiałych krewnych pierwszego stopnia badanych chorych i w tym 

przypadku również otrzymano wyższą częstość allelu APOE e4 (0.18) niż w moim badaniu 

oraz w pracach Kowalskiej i Bednarskiej-Makaruk (Łałowski i wsp, 1998). W tym jednak 

przypadku mała liczebność grupy oraz pokrewieństwo z chorymi mogło mieć znaczący 

wpływ na wartość statystyczną uzyskanych wyników. Powyższych dwóch prac nie 

włączono do metaanalizy wyników. 

Dobór grupy kontrolnej w większości badań nad chA jest najtrudniejszym etapem 

realizacji projektu. Zazwyczaj do grupy tej kwalifikowani są wolontariusze dobrani pod 

względem płci i wieku lub pacjenci szpitalni (metoda wygodna jest dla lekarzy ze względu 

na dużą dostępność osób starszych na oddziałach internistycznych), spełniający te same 

kryteria i oczywiście nie wykazujący zaburzeń funkcji poznawczych. Jednak okazuje się, 

że obie metody naboru do grupy kontrolnej mogą być obarczone istotnym błędem. 
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W Stanach Zjednoczonych zauważono, że na apel o zgłoszenie się wolontariuszy do badań 

nad chorobą Alzheimera zgłaszają się głównie osoby tą chorobą z jakiś względów 

zainteresowane lub obawiające się jej wystąpienia, czyli np. dzieci zmarłych na chA 

pacjentów (Lopez i wsp, 1998). Natomiast wśród pacjentów kwalifikowanych do badań 

w szpitalach częściej niż w populacji ogólnej stwierdzano występowanie chorób układu 

krążenia (choroba wieńcowa, nadciśnienie tętnicze), co z jednej strony mogło zwiększać 

ryzyko rozwoju otępienia w przyszłości, jak również rzutować na rozkład niektórych 

genotypów w badanej grupie (tzw. geny „naczyniowe": apolipoproteina E, syntaza tlenku 

azotu, enzym konwertujący angiotensynę). 

Aby uniknąć podobnego błędu do grupy kontrolnej używanej w moich badaniach 

zakwalifikowałam 30 osób uczestniczących w badaniu żywieniowym 75-latków polskich 

(reprezentatywna grupa mieszkańców dużej aglomeracji miejskiej, małego miasta oraz 

wsi) - dzięki uprzejmości profesora Wojciecha Roszkowskiego ze Szkoły Głównej 

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie; 30 osób będących pacjentami oddziału 

internistycznego, hospitalizowanych z innych powodów niż choroby naczyniowo-sercowe 

(w większości przypadków choroby płuc i wątroby), 20 pacjentów z oddziału chirurgii 

ogólnej oraz 20 słuchaczy Uniwersytetu Trzeciego Wieku. 

Zgodność rozkładu alleli i genotypów apolipoproteiny E w moim badaniu 

z wynikami uzyskanymi przez innych autorów pozwala na stwierdzenie, iż grupa ta została 

dobrana prawidłowo. Wynik metaanalizy dotychczasowych badań przedstawia tabela 2 

(rozdział: Wyniki). 

Ciekawym zagadnieniem jest też częstość występowania allelu APOE c2 w różnych 

populacjach. W przeciwieństwie do allelu e4, rola tej formy polimorficznej nie jest 

całkowicie wyjaśniona. Część autorów uważa, iż pełni ona funkcję ochronną przed 

rozwojem chA (Talbot i wsp, 1994), co potwierdzałoby częstsze występowanie tego 
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wariantu u osób zdrowych w porównaniu do chA. Jednak istnieją prace dowodzące, 

iż obecność tego allelu może być czynnikiem niekorzystnym, zwłaszcza dla postaci 

clhoroby Alzheimera o wczesnym początku (Van Duijn i wsp, 1995; Sorbi i wsp, 1994). 

S twierdzono również częstsze występowanie tego wariantu u osób z chA w porównaniu do 

gjupy kontrolnej wśród Amerykanów rasy czarnej (0,12 vs 0,02) i pochodzenia 

hiszpańskiego (Maestre i wsp, 1995). Częstość występowania tego allelu w Polsce należy 

do najniższych w Europie i jest porównywalna z obserwowaną w krajach 

śródziemnomorskich. Nie stwierdziłam istotnej statystycznie różnicy w częstości tego 

allelu pomiędzy grupą pacjentów z chA i grupą kontrolną, choć w tej pierwszej była ona 

nieznacznie niższa (0,030 vs 0,045). Wśród badanych łącznie 200 osób nikt nie posiadał 

genotypu APOE s2/e2. We wcześniejszym badaniu obejmującym również przypadki 

choroby Alzheimera o wczesnym początku potwierdziłam obecność tego genotypu 

u dwóch pacjentów pozostających pod opieką Poradni Alzheimerowskiej MSWiA/CMDIK 

PAN (Styczyńska i wsp, 2001) u których początek choroby przypadał na 52 i 60 lat. 

U pacjentów tych nie stwierdzono mutacji w genach preseniliny 1, preseniliny 2 i APP, 

co mogłoby wskazywać na istotny udział genotypu APOE s2/s2 w patogenezie choroby 

w tych przypadkach. 

Częstość wszystkich trzech alleli apolipoproteiny E w badanej przeze mnie grupie 

pacjentów z chorobą Alzheimera była zgodna z częstością stwierdzaną wśród chorych 

z Europy Zachodniej i Środkowej, jak również z wynikami wcześniejszych badań 

przeprowadzonych w Polsce. Można zatem przyjąć, że grupa pacjentów z chA została 

dobrana właściwie, a wpływ genotypu apolipoproteiny E w polskiej populacji jest 

porównywalny z opisywanym oddziaływaniem tego genu dla rasy kaukaskiej. Tabela 3. 

(rozdział: Wyniki) przedstawia podsumowanie dotychczasowych badań nad genotypem 

apolipoproteiny E u pacjentów z chorobą Alzheimera w polskiej populacji. 
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Kolejnym zagadnieniem dyskutowanym w związku z apolipoproteiną E jest to, 

czy istotną rolę w patogenezie odgrywa dziedziczony genotyp czy raczej ekspresja tego 

genu w OUN. Wykazano bowiem, że polimorfizm promotora genu APOE w pozycji -

491 A/T wywiera wpływ na poziom apolipoproteiny E w osoczu i w mózgu niezależnie od 

genotypu APOE s4/ s3/s2, a genotyp -491 AA wiąże się z większym ryzykiem rozwoju 

chA (Bullido i wsp, 1998). W mózgach osób z tym genotypem stwierdzono również 

wyższy poziom Aß40 i Aß42 (Lambert i wsp, 2001). Do chwili obecnej przeprowadzono 

wiele badań typu „case-control study" nad polimorfizmem promotora genu APOE 

i uzyskano niejednoznaczne wyniki, w większości negatywne (Song i wsp, 1998; 

Helisalmi i wsp, 1999; Chen i wsp, 1999). Większość autorów przychyla się do hipotezy, 

iż polimorfizm ten nie wywiera istotnego wpływu, natomiast pozostaje w nierównowadze 

sprzężeń z allelem APOE e4, czym można tłumaczyć częstsze występowanie jednej z form 

polimorficznych w chorobie Alzheimera. W związku z powyższymi wątpliwościami 

zrezygnowałam w mojej pracy z oceny rozkładu genotypów -491 A/T apolipoproteiny E. 

Wpływ genotypu apolipoproteiny E na przebieg kliniczny choroby Alzheimera 

Ze względu na to, iż polimorfizm apolipoproteiny E okazał się jedynym (spośród 

genów badanych w przedstawianej pracy) czynnikiem zwiększającym ryzyko 

zachorowania na chA, postanowiłam rozszerzyć analizę o ocenę wpływu dziedziczonego 

genotypu APOE na inne parametry oceny przebiegu klinicznego choroby, takie jak: wiek 

zachorowania, tempo progresji choroby, towarzyszące objawy psychopatologiczne 

czy współwystępowanie pozagenetycznych czynników ryzyka, do jakich w tej chwili 

zalicza się m.in. podwyższony poziom homocysteiny. Badania te prowadziłam wspólnie 

z pozostałymi pracownikami Zakładu Badawczo-Leczniczego Chorób Zwyrodnieniowych 

CUN IMDiK PAN. 
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Obecnie przyjmuje się, iż posiadanie allelu APOE s4 zwiększa ryzyko rozwoju chA 

tylko w określonym przedziale wiekowym - około 60-70 rż, natomiast w późniejszych 

latach efekt ten jest znacznie słabszy (Juva i wsp, 2000). W badanej przeze mnie grupie 

średni wiek zachorowania wynosił 71.0 + 4.6 lat, a ujawniony efekt dziedziczonego 

genotypu APOE na ryzyko rozwoju choroby był bardzo wyraźny (p< 0,005). Nie udało się 

natomiast wykazać istotnego wpływu „dawki" genu (ilości dziedziczonych alleli APOE 84) 

na wiek zachorowania w badanej grupie, choć widoczna była tendencja w tym kierunku 

(Wykres 1, rozdział: Wyniki). Wytłumaczeniem dla tych rezultatów może być duża 

jednorodność badanej grupy pod względem wieku zachorowania. 

Wyniki te wydają się niezwykle ciekawe w świetle niedawno uzyskanego rozkładu 

genotypów apolipoproteiny E u polskich stulatków (Styczyńska i wsp, wyniki 

nieopublikowane -uzyskane w trakcie realizacji grantu PBZ-KBN-022/P05/1999 

„Genetyczne i środowiskowe czynniki długowieczności polskich stulatków"). Rozkład 

alleli APOE oznaczony u 90 stulatków przedstawia się następująco: APOE s4 - 0.05, s3 -

0,865 i s2 - 0,085. Niską częstość występowania allelu APOE s4 można wytłumaczyć 

nadumieralnością nosicieli tego wariantu (chA, choroby układu krążenia) 

we wcześniejszym okresie. Co ciekawe jednak, spośród badanych stulatków aż 70% 

(niezależnie od dziedziczonego genotypu) miało zaburzenia funkcji poznawczych 

o nasileniu odpowiadającym co najmniej łagodnej fazie procesu otępiennego. Można by 

poddać dyskusji etiologię otępienia u tych osób, gdyż niemożliwe jest tu pełne 

zastosowanie kryteriów rozpoznania chA takich jak NINCDS-ADRDA czy DSM-IV 

(głównie ze względów „technicznych" - trudności z transportem badanych stulatków na 

badania obrazowe mózgu i ocenę ewentualnych ognisk naczyniowych w OUN). Tak więc 

można by podejrzewać, że część z tych osób ma np. otępienie naczyniopochodne. Jednak 

u badanych stulatków bardzo rzadko stwierdzano obecność „naczyniowych" czynników 
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ryzyka (nadciśnienie tętnicze, cukrzyca, zaburzenia rytmu serca) czy przebyty udar mózgu. 

Wszystkie te argumenty przemawiają za zwyrodnieniową (alzheimerowską) etiologią 

otępienia u najstarszych osób, którego głównym czynnikiem ryzyka jest wiek, a nie 

dziedziczony genotyp APOE. 

Kolejnym interesującym zagadnieniem związanym z wiekiem zachorowania, jest 

wpływ genotypu APOE na ryzyko choroby Alzheimera o wczesnym początku (EOAD, 

<65rż). Obecność allelu APOE s4 nie jest uznanym czynnikiem ryzyka dla tej postaci chA 

(patrz: rozdział 1.4.4.1). Jednak w badanej przez nas grupie 41 pacjentów z rodzinną 

chorobą Alzheimera o wczesnym początku tylko u 7 pacjentów zidentyfikowano mutacje 

w genach preseniliny 1, preseniliny2 lub APP (Żekanowski i wsp, 2003) i co ciekawe, 

żaden z nosicieli mutacji nie posiadał jednocześnie allelu APOE s4 (wszyscy mieli genotyp 

APOE s3/e3). Natomiast u pozostałych 34 osób bez mutacji w wymienionych wyżej 

genach, allel APOE e4 pojawił się częściej niż w badanej przez nas grupie kontrolnej (0,19 

vs 0,10; p=0,2 ; NS). Nawet jeżeli różnica nie była istotna statystycznie ze względu na 

małą liczebność grupy EOAD, prawie dwukrotnie większa częstość tego allelu 

w porównaniu do ogólnej populacji może sugerować, iż w części przypadków EOAD (nie 

posiadających sprawczych mutacji w genach PSEN1, PSEN2, APP) genotyp APOE może 

być czynnikiem ryzyka wpływającym na obniżenie wieku rozwoju chA. Zagadnienie 

to było zresztą badane odkąd w ogóle powiązano chorobą Alzheimera z genotypem 

apolipoproteiny E, jednak uzyskiwane wyniki były niejednoznaczne i zależne od wielkości 

grupy i częstości innych zidentyfikowanych mutacji (Van Broeckhoven i wsp, 1994; 

St Clair i wsp, 1995; Okuizumi i wsp, 1994). Podobnie w pracy polskiej, obejmującej 

25 pacjentów z EOAD nie udało się potwierdzić wpływu genotypu APOE na ryzyko 

rozwoju chA o wczesnym początku (Kowalska i wsp, 1998b). 
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Również sprzeczne są doniesienia na temat tempa progresji chA u nosicieli allelu 

APOE s4. Można by przypuszczać iż większe nasilenie procesu patologicznego u tych 

osób będzie się wiązać z szybszym postępem otępienia. W kilku prospektywnych 

badaniach, obejmujących osoby zdrowe, lub z łagodnymi zaburzeniami poznawczymi 

(będących być może w przedklinicznej fazie choroby), stwierdzano bardziej nasilone 

zaburzenia badanych funkcji poznawczych u nosicieli jednego lub dwu alleli APOE s4 

(Petersen i wsp, 1995; Evans i wsp, 1997; Jonker i wsp, 1998). Zaskakujące jest jednak, 

że niewielu autorom udało się tę hipotezę potwierdzić u osób z objawową chorobą 

Alzheimera (Koivisto i wsp, 1995; Craft i wsp, 1998). W większości badań nie 

stwierdzono istotnego związku pomiędzy genotypem APOE, a tempem narastania 

otępienia (Gomez-Isla i wsp, 1996; Growdon i wsp, 1996), lub przeciwnie, okazało się iż 

obecność allelu APOE c4 wiąże się z wolniejszym przebiegiem choroby (Frisoni i wsp, 

1995; Stern i wsp, 1997). W naszej pracy analizowaliśmy podgrupę 86 chorych z 

oznaczonym genotypem apolipoproteiny E, u których tempo progresji choroby wyrażone 

było zmianą punktacji w skalach MMSE i GDS na początku badania oraz po 12 i 24 

miesiącach obserwacji (Pfeffer i wsp, 2001). Gdy pacjenci zostali podzieleni pod 

względem obecności co najmniej jednego allelu APOE s4 (tj: e4+ i s4-) okazało się, iż po 

24 miesiącach choroba rozwijała się wolniej u nosicieli tego allelu, a efekt ten był 

widoczny u kobiet już po roku obserwacji (różnice istotne statystycznie stwierdzono dla 

oceny w skali MMSE). 

Obserwacje te stały się podstawą wysunięcia hipotezy (Corder i wsp, 1995), 

że w chA istnieją dwa różne mechanizmy patofizjologiczne: prowadzący do wystąpienia 

choroby oraz determinujący jej przebieg kliniczny. Wydaje się, iż genotyp APOE wpływa 

tylko na pierwszy z nich i może mieć związek ze skróceniem okresu przedklinicznego 
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chA. Nie wywiera on natomiast istotnego wpływu na szybkość narastania zaburzeń 

poznawczych od momentu wystąpienia otępienia. 

Kolejnych argumentów potwierdzających tę tezę dostarczyły prowadzone przez nas 

badania zależności nasilenia zaniku przyśrodkowych części płatów skroniowych 

(a zwłaszcza formacji hipokampa) w zależności od obecności allelu APOE s4 

(Gołębiowski i wsp, 2001). Stopień atrofii tych struktur uważany jest za jeden z markerów 

zaawansowania procesu otępiennego. Badaniem objęto podgrupę 60 pacjentów 

o podobnym czasie trwania choroby i wieku zachorowania (w tym 30 osób posiadających 

co najmniej jeden allel APOE s4 i 30 osób nie posiadających tego allelu). Stopień zaniku 

hipokampa oceniany był pośrednio za pomocą oceny szerokości bocznej części szczeliny 

poprzecznej i minimalnej szerokości przyśrodkowej części płata skroniowego. 

Nie wykazano statystycznie istotnej różnicy w nasileniu zaniku mózgu w zależności 

od obecności APOE e4. Wyniki te były zgodne z rezultatami uzyskanymi przez dwóch 

innych autorów (Jack i wsp, 1998b; Yamaguchi i wsp, 1996) i mogą sugerować, iż tempo 

zaniku OUN w chA nie jest zależne od genotypu APOE. 

Również występowanie zaburzeń nastroju i objawów psychotycznych w przebiegu 

choroby Alzheimera wydaje się być niezależne od obecności allelu APOE s4 (Levy i wsp, 

1999; Mauricio i wsp, 2000; Forsell i wsp, 1998). Pojedyncze badania wskazywały 

na związek wymienionych objawów z genotypem APOE, a ich wyniki były 

niejednoznaczne: wykazywały zwiększone ryzyko objawów psychotycznych u osób 

posiadających genotyp APOE b3/b3 (Cacabelos i wsp, 1998) lub przeciwnie u nosicieli 

allelu APOE s4 (Zubenko i wsp, 1996). Natomiast badanie Holmes'a (1998) wykazało 

istotny związek pomiędzy wystąpieniem depresji w przebiegu chA z obecnością allelu 

APOE s2. W badaniu przeprowadzonym na przedstawianej grupie pacjentów z chA nie 

stwierdzono zależności pomiędzy genotypem APOE a występowaniem depresji, omamów, 
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urojeń, agresji i niepokoju (Gabryelewicz i wsp, 2002). Wystąpienie tych objawów 

korelowało natomiast z zaawansowaniem otępienia lub poziomem wykształcenia. 

Interesującym zagadnieniem jest też współudział czynników genetycznych 

i środowiskowych w patogenezie chA. W 2002 roku przeanalizowano zależność stężenia 

homocysteiny w osoczu i ryzyka rozwoju choroby Alzheimera u 1092 uczestników 

trwającego od 25 lat badania The Framingham Study (Seshadri i wsp, 2002). Okazało się 

wówczas, iż hiperhomocysteinemia jest silnym, niezależnym czynnikiem zwiększającym 

ryzyko wystąpienia otępienia, w tym chA. Postulowane mechanizmy działania 

homocysteiny to zarówno miażdżycogenny wpływ na naczynia, jak i działanie 

neurotoksyczne. W naszym badaniu analizowaliśmy wpływ stężenia homocysteiny 

w osoczu i genotypu APOE na ryzyko rozwoju chA, by ocenić czy łączne działanie dwóch 

niekorzystnych czynników (genetycznego i dietetycznego) ma działanie synergistyczne 

większe od prostej sumy dwóch składowych (Religa i wsp, 2003). Analiza ta wykazała, 

iż oba te czynniki silnie, ale w sposób niezależny korelowały z ryzykiem chA. Nie udało 

się więc potwierdzić roboczej hipotezy, że nosiciele allelu APOE s4 są bardziej wrażliwi 

na neurotoksyczne działanie hiperhomocysteinemii. 

Ocena znaczenia polimorfizmu oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i 

syntazy tlenku azotu w patogenezie choroby Alzheimera 

W piśmiennictwie zamieszczonym w bazie MEDLINE nie znalazłam żadnej 

polskiej publikacji dotyczącej genotypowania wymienionych powyżej polimorfizmów 

czterech genów w chorobie Alzheimera, dlatego w dalszym fragmencie dyskusji opieram 

się wyłącznie na danych z literatury światowej (w tym dla populacji europejskich). 

74 http://rcin.org.pl



DYSKUSJA 

almakroglobulina 

Uzyskane przeze mnie wyniki genotypowania a2makroglobuliny nie wykazały 

istotnej statystycznie różnicy częstości występowania zmutowanego allelu cc2M -Val 

ani genotypu a2M -Val/Val u osób ze sporadyczną postacią choroby Alzheimera 

0 późnym początku. Wskazuje to na brak wpływu polimorfizmu a2M*Ile 1000Val 

na ryzyko zachorowania na tę chorobę w badanej populacji. Wyniki te są sprzeczne 

z rezultatami wcześniejszych badań przeprowadzonych przez Liao, który wykazał istotnie 

częstsze występowanie allelu a2M- Val w chA (Liao i wsp, 1998). Potwierdzeniem roli 

tego polimorfizmu było także (wg Liao) nasilone odkładanie złogów ß-amyloidu 

w mózgach pacjentów posiadających zmutowany allel. 

Związku pomiędzy tym polimorfizmem genu a2M, a chorobą Alzheimera nie 

stwierdziły również inne grupy badaczy (Crawford i wsp, 1999; Gibson i wsp, 2000). 

Można by przypuszczać, iż przyczyną niepowodzenia była zbyt mała liczebność badanych 

grup, gdyż zgodnie z sugestią Liao, dla wykazania wpływu tego polimorfizmu analiza 

powinna objąć co najmniej 500 osób. Jednakże badanie oparte na badaniu ponad 1200 

chorych i 1400 -osobowej grupy kontrolnej także nie potwierdziło pierwotnej hipotezy 

(Wavrant-De Vrieze i wsp, 1999). W 2000 roku opublikowano wyniki metaanalizy 

obejmującej 2457 chorych z której wynika, że polimorfizm a2M*IlelOOOVal nie wpływa 

na ryzyko zachorowania na chorobę Alzheimera o późnym początku, może natomiast 

odgrywać niewielką rolę w przypadkach choroby o wczesnym początku (<65 rż) (Koster 

1 wsp, 2000). Dopiero w 2002 roku ukazała się pierwsza praca potwierdzająca wpływ 

polimorfizmu a2M*IlelOOOVal w populacji włoskiej (Zappia i wsp, 2002). Obecność 

genotypu a2M-Val/Val wiązała się z ponad trzykrotnym wzrostem ryzyka rozwoju chA. 

Tak dużą różnicę pomiędzy wcześniejszymi badaniami a wynikami Zappia i wsp, należy 

tłumaczyć istotnymi różnicami etnicznymi (także rozkład genotypów APOE w krajach 
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śródziemnomorskich różni się od rozkładu w krajach Europy Zachodniej czy Północnej). 

Również w 2002 roku opublikowano wyniki badania prowadzonego na populacji chińskiej 

(Tang i wsp, 2002), które także potwierdziły istotny wpływ polimorfizmu 

or2M*Ilel000Val, choć był on silniej wyrażony w grupie pacjentów o wczesnym początku 

choroby. 

Drugim badanym przez wiele grup polimorfizmem oc2makroglobuliny jest 

pięcionukleotydowa delecja w eksonie 18 ( a2-M* 1/2). Jej wpływ na ryzyko chA został 

opisany pierwotnie przez Blacker, w oparciu o badanie rodzeństw pacjentów (Blacker 

i wsp, 1998). W żadnym z późniejszych badań typu „case-control study" nie udało się 

potwierdzić wpływu tego polimorfizmu. Wyniki takie uzyskiwano niezależnie od rasy do 

której należała badana grupa (Chen i wsp, 1999; Dow i wsp, 1999; Rogaeva i wsp, 1999). 

Jedynie w badaniach opartych o analizę rodzin pacjentów potwierdzono zależność 

pomiędzy genotypem a2M* 2/2 a chorobą Alzheimera, choć była ona słabsza niż 

pierwotnie stwierdzona przez Blacker i wsp, (Rudrasingham i wsp, 1999; Romas i wsp, 

2000). Ponieważ wpływ polimorfizmu eksonu 18 (o ile istnieje) ogranicza się 

najprawdopodobniej do przypadków rodzinnych, a nie ujawnił się dotychczas w badaniach 

populacyjnych, zrezygnowałam z oznaczania genotypu a2M*M2 w mojej pracy 

(z założenia dotyczyła ona przypadków sporadycznych). Dodatkowych argumentów 

przeciwko temu polimorfizmowi dostarczają wyniki korelacji genotypowo-fenotypowej 

(Birkenmeier i wsp, 2003; Blennow i wsp, 2000). Sugerują one, iż polimorfizm eksonu 18 

nie jest polimorfizmem funkcjonalnym i nie wpływa na stężenie a2-makroglobuliny 

w osoczu i ekspresję tego białka mózgu. 

Biorąc pod uwagę przytoczone powyżej dane można by przyjąć, iż polimorfizmy 

te nie wywierają istotnego wpływu i zaprzestać dalszych badań. A jednak tak się nie stało. 

Naukowcy nadal próbują wyjaśnić znaczenie a2makroglobuliny w patogenezie chA. 
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Skł(onły ich do tego przede wszystkim wyniki kolejnych badań sprzężeń wskazujące na 

regiior. chromosomu 12 zawierający gen a2Moraz biologiczna funkcja białka kodowanego 

przez ten gen. Jednocześnie trwają więc badania nad nowymi polimorfizmami w obrębie 

genu cc2makroglobuliny (Saunders i wsp, 2003) jak i nad ekspresją tego genu. 

Kat epsy na D 

Przeprowadzone przeze mnie badania nad rozkładem genotypów i alleli katepsyny D 

nie wykazały różnic pomiędzy badanymi grupami, co świadczy o braku oddziaływania 

tego genu na ryzyko choroby Alzheimera w naszej populacji. Odkąd w 1999 roku 

Papassotiropoulos wykazał w badaniu pilotażowym silny związek pomiędzy genotypem 

katepsyny D i ryzykiem rozwoju chA, a następnie potwierdził te wyniki w kolejnym 

badaniu prowadzonym na niemieckiej populacji (Papassotiropoulos i wsp, 2000), ukazało 

się kilkanaście publikacji przedstawiających wyniki badań na różnych populacjach 

(Bhojak i wsp, 2000; Bertram i wsp, 2001; Mateo i wsp, 2002; Bagnoli i wsp, 2002). 

Żadne z nich, podobnie jak moje badania, nie wykazało istotnej różnicy pomiędzy 

częstościami alleli catD C/T. Jedynie w badaniu Crawford odnotowano niewielką 

nadreprezentację allelu T u pacjentów należących do rasy kaukaskiej, natomiast u chorych 

pochodzenia hiszpańskiego allel C wiązał się ze zwiększonym ryzykiem chA (Crawford 

i wsp, 2000b). W ostatnim okresie (2004 rok) ukazała się metaanaliza dotychczasowych 

badań nad polimorfizmem katepsyny D przeprowadzonych na różnych populacjach 

(uwzględniająca również przedstawiane wyniki polskie) obejmująca łącznie 3174 

przypadków chA i 3298 osób z grupy kontrolnej (Ntais i wsp, 2004). W podsumowaniu 

wyników autorzy stwierdzili, iż polimorfizm katepsyny D nie jest istotnym samodzielnym 

czynnikiem ryzyka chA, natomiast prawdopodobnie wzmacnia nieznacznie efekt działania 

allelu APOE s4, zwiększając szansę zachorowania u nosicieli tego allelu z OR=4.09 
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na OR=6,07 (OR, ang. odds ratio). 

Mieloperoksydaza 

Analiza częstości form polimorficznych -463 G/A w obrębie promotora genu 

mieloperoksydazy (MPO) również nie przyniosła potwierdzenia pierwotnej hipotezy o roli 

tego polimorfizmu w patogenezie chA w badanej polskiej populacji. Niejednoznaczne 

wyniki analogicznych badań z piśmiennictwa światowego sugerują, iż w przypadku tego 

genu wyraźne znaczenie odgrywają różnice etniczne, jak również płeć badanych osób. 

Pierwsze doniesienie na temat tego polimorfizmu wskazywało na istotną nadreprezentację 

genotypu G/G u kobiet z chA (Reynolds i wsp, 1999). Badanie to zostało przeprowadzone 

wśród mieszkańców Kaliforni, USA. Gdy ten sam autor analizował częstość alleli 

w populacji fińskiej, okazało się, iż w tym przypadku istotniejszą rolę odgrywa allel A, 

dodatkowo wpływ ten widoczny był tylko u mężczyzn (Reynolds i wsp, 2000). Badanie to 

wykazało także istnienie synergistycznego oddziaływania allelu APOE s4 i allelu MPO A, 

k t ó r e  z w i ę k s z a ł o  r y z y k o  r o z w o j u  c h o r o b y  z  O R = 3 . 0  ( d z i a ł a n i e  A P O E  s 4 )  d o  O R  = 1 1 . 4  

(jednoczesny wpływ obu alleli). Crawford potwierdziła natomiast istotny wpływ genotypu 

MPO G/G na ryzyko rozwoju chA u mieszkańców Florydy należących do rasy kaukaskiej, 

jednak wpływu tego nie obserwowała u osób pochodzenia hiszpańskiego (Crawford i wsp, 

2001). Również w innym badaniu przeprowadzonym w Hiszpanii nie potwierdzono 

związku chA z polimorfizmem genu mieloperoksydazy (Combarros i wsp, 2002). Istotny 

wpływ tego polimorfizmu oraz jego interakcję z genem a2 makr o globuliny wykazał 

natomiast Zappia badając populację włoską (Zappia i wsp, 2004). Powyższe dane wyraźnie 

pokazują, jak duży wpływ na związek czynnika genetycznego i ryzyka rozwoju choroby 

wywierają różnice etniczne, co mogło być również przyczyną braku dodatniej asocjacji 

w badanych przeze mnie grupach. 
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Syntaza tlenku azotu 

Ostatnim z badanych polimorfizmów był polimorfizm genu syntazy tlenku azotu 

(gen NOS3). Mimo mocnych podstaw teoretycznych uzasadniających udział tego genu 

w patogenezie chA (wpływ na stres oksydacyjny) i wcześniejszych pozytywnych wyników 

asocjacji z tą chorobą (Dahiyat i wsp, 1999) nie udało mi się wykazać jego istotnego 

wpływu w badanej populacji. Jak dotąd żadna z grup badających ten polimorfizm 

nie potwierdziła jego znaczenia w chA (Crawford i wsp, 2000a; Tedde i wsp, 2001; 

Sanchez-Guera i wsp, 2001), co pozwala przypuszczać, iż nie odgrywa on istotnej roli 

w tym schorzeniu. 

Porównanie istotności wpływu polimorfizmu apolipoproteiny E z siłą oddziaływania 

pozostałych czterech genów 

Przedstawione wyniki badań upoważniają do stwierdzenia, iż polimorfizm 

apolipoproteiny E jest znacznie silniejszym czynnikiem genetycznym zwiększającym 

ryzyko chA w porównaniu do pozostałych badanych polimorfizmów. Jedynie dla tego 

genu udało się wykazać istotność statystyczną (p<0.005). Żaden spośród pozostałych 

badanych genów: oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku 

azotu nie ujawnił w analizowanej przeze mnie grupie istotnego statystycznie 

oddziaływania, natomiast w literaturze światowej niejednoznaczne wyniki uzyskano tylko 

dla genów oc2makroglobuliny i mieloperoksydazy. Wyniki analiz polimorfizmu katepsyny 

D i syntazy tlenku azotu można uznać za jednoznacznie negatywne. Ponieważ w moim 

badaniu nie potwierdziłam pierwotnie opisywanych dla tych genów dodatnich asocjacji 

z ryzykiem chA, można by poddać w wątpliwość, czy badane grupy były odpowiednio 

dobrane. Jednak zgodność rozkładu genotypów apolipoproteiny E dla grupy chorych na 

chA i grupy kontrolnej w moim badaniu z wynikami uzyskanymi w wielu krajach 
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europejskich wskazuje, iż grupy te zostały dobrane prawidłowo. Fakt ten dodatkowo działa 

na „korzyść" polimorfizmu apolipoproteiny E jako najsilniejszego czynnika ryzyka 

w późnych, sporadycznych przypadkach chA. Również metoda statystyczna zastosowana 

do porównania rozkładu genotypów i alleli w obu grupach (test CHI-kwadrat) nie mogła 

być przyczyną błędnej interpretacji wyników, gdyż dla grup liczących 100 osób 

charakteryzuje się ona zadowalającą mocą statystyczną i jest standardową metodą analizy 

w tego typu badaniach. 

Łączna ocena wpływu genotypu apolipoproteiny E z polimorfizmem pozostałych 

badanych genów (analiza par genów) oraz jednoczesna analiza wpływu pięciu 

badanych polimorfizmów genetycznych 

Analiza oddziaływania par genów, ze szczególnym uwzględnieniem ewentualnego 

wzmacniającego efektu genów oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy 

i syntazy tlenku azotu na ryzyko chA związane z obecnością allelu APOE s4 nie wykazała 

jakiegokolwiek działania synergistycznego wymienionych polimorfizmów genetycznych. 

W każdym przypadku ryzyko chA było takie, jak przy oddziaływaniu samego allelu APOE 

s4. Wynik ten nie jest zgodny z oczekiwaniami, gdyż w przypadku chA (zaliczanej 

do chorób złożonych) należałoby się spodziewać jednoczesnego wpływu kilku czynników 

genetycznych. Oczywiście można podejrzewać, iż wybór badanych polimorfizmów 

genetyczych był błędny. Jednak dokonano go w oparciu zarówno o wyniki badań sprzężeń 

genetyczych (oc2makroglobulina) jak i przesłanek dotyczących patogenezy choroby 

(katepsyna D, mieloperoksydaza i syntaza tlenku azotu), wybierając polimorfizmy 

uzyskujące w piśmiennictwie najlepsze wyniki statystyczne. Dodatkowo w literaturze 

opisywane jest synergistyczne działanie wariantów polimorficznych oc2makroglobuliny, 
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katepsyny D i mieloperoksydazy z apolipoproteiną E (Ntais i wsp, 2004; Reynolds i wsp, 

2000; Zappia i wsp, 2004). 

Jednoczesna analiza wszystkich pięciu polimorfizmów również nie wykazała różnic 

większych niż przy analizie samego genu APOE. Jednak w tym przypadku można 

podejrzewać, iż bardzo niewielki wpływ genów mógł zostać przeoczony ze względu 

na liczebność grupy i cechy zastosowanej metody statystycznej, czyli wieloczynnikowej 

analizy regresji. Przy liczebności obu grup po 100 osób nie uzyskano wszystkich 

możliwych kombinacji genotypów pięciu genów, w związku z czym w analizie pojawiły 

się „puste pola" mogące wpłynąć na ostateczny wynik. Jednak aby uniknąć obecności 

„pustych pól" i uzyskać wysoką moc statystyczną analizy regresji, wielkość próby 

musiałaby wynosić około 400-500 osób w każdej grupie. Takie rozszerzenie badania 

wiązałoby się ze znacznym wzrostem jego kosztów (łącznie 5000 oznaczeń genetycznych 

przy badanych pięciu genach). A można z dużym prawdopodobieństwem założyć, że jeśli 

w teście CHI-kwadrat nie ma żadnych różnic w rozkładzie genotypów w obu badanych 

grupach, to wpływ jednoczesnego działania takich genów będzie co najwyżej bardzo słaby, 

co i tak nie miałoby żadnych implikacji w praktyce klinicznej. 

Szacunkowa ocena przydatności oznaczania genotypów badanych genów 

w diagnostyce klinicznej choroby Alzheimera oraz w poradnictwie genetycznym 

Częstość występowania poszczególnych alleli apolipoproteiny E zarówno w grupie 

pacjentów z chA jak i w grupie kontrolnej jest zgodna z rozkładem obserwowanym 

w populacji kaukaskiej. W związku z tym można założyć, iż przyjęte powszechnie 

wytyczne postępowania jak i ocena przydatności genotypowania APOE odnoszą 

się również do polskiej populacji. Ponieważ obecność allelu e4 nie jest czynnikiem 

koniecznym ani wystarczającym, by rozwinęła się chA, w 1996 roku z inicjatywy National 
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Institute of Aging opracowano oficjalne stanowisko dotyczące tego zagadnienia (National 

Institute of Aging/ Alzheimers Association Working Group, 1996) Mówi ono, iż nie należy 

wykonywać oznaczenia genotypu APOE u osób bezobjawowych; test ten jest tylko 

badaniem pomocniczym w diagnostyce chA i nie może być traktowany jako główne 

narzędzie diagnostyczne. 

Czułość i swoistość tego testu wynosi odpowiednio 65% i 68% i jest znacznie 

niższa od czułości diagnostyki klinicznej opartej o uznane kryteria (Mayeux i wsp, 1998). 

Z tego względu genotypowanie APOE nie powinno być stosowane w poradnictwie 

genetycznym. 

Podobnie stanowisko przedstawione zostało w monografii „Evidence-based 

dementia practice" (pod redakcją: Quizilbash N, Blackwell Science, 2001). W rozdziale 

poświęconym poradnictwu genetycznemu autorka pisze, iż 95% pacjentów z chA 

nie wymaga takiej porady, gdyż jak dotąd nieznany jest genetyczny czynnik sprawczy 

leżący u podłoża tych zachorowań (Sadovnick, 2001). Nie zaleca się też wykonywania 

oznaczenia genotypu APOE u osób bezobjawowych. W przypadkach chA o późnym 

początku i niewątpliwym dziedziczeniu autosomalnym dominującym (określanym jako 

wystąpienie chA u co najmniej 3 członków rodziny w co najmniej dwóch pokoleniach), 

mimo iż nieznany jest gen sprawczy, zalecane jest zgromadzenie dostępnej dokumentacji 

(rodowód rodziny, karty informacyjne z przebiegu leczenia członków rodziny dotkniętych 

chorobą, wyniki sekcji mózgu) oraz bankowanie DNA od żyjących członków rodziny. 

Na podstawie uzyskanych w przedstawianej pracy wyników można przyjąć, 

iż oznaczanie form polimorficznych genów oc2makroglobuliny, katepsyny D, 

mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu również nie ma zastosowania w diagnostyce 

klinicznej. 
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6. WNIOSKI 

Przedstawione w pracy wyniki pozwalają na sformułowanie następujących wniosków: 

1. Częstość występowania allelu APOE s4 jest istotnie wyższa w grupie pacjentów 

z chorobą Alzheimera w porównaniu do grupy kontrolnej, co uzasadnia 

traktowanie tego allelu jako genetycznego czynnika ryzyka rozwoju choroby 

Alzheimera. Polimorfizmy genów oc2makroglobuliny, katepsyny D, 

mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu nie są czynnikami ryzyka rozwoju choroby 

Alzheimera w badanej grupie. Jednoczesna analiza oddziaływania pięciu 

polimorfizmów genetyczych wykazała, iż wpływ ten jest tożsamy z wpływem 

samego genotypu apolipoproteiny E. 

2. Rozkład częstości występowania alleli genu apolipoproteiny E w populacji polskiej 

jest zgodny z opisywanym w literaturze rozkładem dla populacji kaukaskiej. 

3. Badanie potwierdziło ograniczoną przydatność oznaczania genotypu 

apolipoproteiny E w diagnostyce klinicznej (dziedziczenie allelu APOE e4 nie jest 

warunkiem koniecznym ani wystarczającym, by rozwinęła się choroba), jak 

również brak znaczenia tego badania w poradnictwie genetycznym. Badanie 

polimorfizmów oc2 makr oglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku 

azotu nie jest uzasadnione w praktyce klinicznej. 
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8. STRESZCZENIE 

Choroba Alzheimera (chA) jest najczęstszą przyczyną otępienia w społeczeństwach 

zachodnich, a prognozy epidemiologiczne przewidują stały wzrost zachorowań. Szacuje 

się, iż choroba ta dotyka nawet 5-10% osób powyżej 65 roku życia i prawie połowę 

populacji powyżej 85rż. Typowe zmiany neuropatologiczne chA to: płytki (blaszki) starcze 

i zwyrodnienie włókienkowe neuronów. 

Najpowszechniej uznawaną teorią dotyczącą etiopatogenezy chA jest hipoteza 

amyloidowa, zakładająca iż odkładanie się w mózgu ß-amyloidu (Aß) jest przyczyną 

zmian prowadzących w efekcie do zaburzeń przekaźnictwa nerwowego a następnie śmierci 

neuronów, co równoznacznie jest z wystąpieniem klinicznych cech otępienia. Aß jest 

fragmentem znacznie dłuższego białka błonowego zwanego białkiem prekursorowym 

amyloidu (ang. Amyloid Precursor Protein, APP). Posttranslacyjny metabolizm APP może 

przebiegać dwutorowo. Zasadnicza, tzw. nieamyloidogenna droga proteolizy APP polega 

na cięciu przez niesklonowany dotąd enzym- a sekretazę i rozszczepieniu cząsteczki 

w obrębie peptydu Aß w zewnątrzbłonowym fragmencie APP, dzięki czemu powstaje 

rozpuszczalny fragment zwany sAPPa. Alternatywnym szlakiem proteolizy APP, zwanym 

też amyloidogennym, jest cięcie przez enzymy ß i y sekretazę. 

Dotychczas nie udało się wykryć genu odpowiedzialnego za wystąpienie większości 

przypadków choroby Alzheimera. Na poziomie molekularnym choroba ta jest bardzo 

heterogenna. Wyróżnia się dwie podstawowe postacie choroby. Pierwsza z nich to postać 

rodzinna o autosomalnie dominującym sposobie dziedziczenia i wczesnym początku 

(<65rż), stanowiącą około 5% wszystkich przypadków. W części z tych przypadków 

nadmierne odkładanie złogów ß-amyloidu w mózgu spowodowane jest mutacjami w 

jednym z trzech genów: presenilinie 1, presenilinie 2 lub APP. 
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Pozostałe 95% przypadków nazywane umownie postacią sporadyczną, mimo braku 

wyraźnego sposobu dziedziczenia, uważanie jest za chorobę złożoną, mającą istotny 

komponent genetyczny. Istnieje hipoteza, iż w tych przypadkach zaburzenie metabolizmu 

APP polega raczej na upośledzonej degradacji Aß, na którą modulujący wpływ może 

wywierać wiele czynników genetycznych. 

Badania przeprowadzone na początku lat dziewięćdziesiątych XX doprowadziły do 

stwierdzenia, iż jedna z trzech izoform genu kodującego apolipoproteinę E —allel s4 

zwiększa ryzyko zachorowania na chA o późnym początku. Szacuje się, że odpowiada on 

tylko za około 50% genetycznego uwarunkowania chA o późnym początku. Dlatego też 

kontynuowane są poszukiwania kolejnych genów „kandydatów" modulujących ryzyko 

rozwoju chA. W ciągu ostatnich dziesięciu lat przebadano kilkadziesiąt polimorfizmów 

genetycznych, jednak w większości przypadków okazywało się, iż ich wpływ jest 

niewielki i zależny od badanej populacji, co tłumaczy fakt, że pierwotne doniesienia nie 

były potwierdzane przez innych autorów. Polimorfizmy te były jednak badane oddzielnie, 

mimo iż w przypadku choroby wielogenowej należałoby spodziewać się jednoczesnego 

wpływu kilku genów modulujących ryzyko jej wystąpienia. 

Do najczęściej wymienianych „kandydatów" należą geny: a2makr o globuliny, 

katepsyny D, syntazy tlenku azotu, mieloperoksydazy, neprylizyny, enzymu rozkładającego 

insuliną [IDE], alantychymotrypsyny i plazminy. 

Celem przedstawianej pracy były: 

1. Ocena znaczenia polimorfizmu genów: apolipoproteiny E, oc2makroglobuliny, 

katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu w patogenezie choroby 

Alzheimera - badanie oddziaływania pojedynczych genów i analiza jednoczesna. 
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2. Metaanaliza dotychczasowych badań nad polimorfizmem apolipoproteiny E 

w Polsce. 

3. Szacunkowa ocena przydatności oznaczania genotypów badanych genów 

w diagnostyce klinicznej choroby Alzheimera oraz w poradnictwie genetycznym. 

Badania przeprowadzono u 100 pacjentów z chorobą Alzheimera. Wszyscy badani 

pacjenci pozostają pod opieką Poradni Alzheimerowskiej MSWiA/IMDiK PAN 

w Warszawie. Rozpoznanie choroby jest stawiane w oparciu o badanie 

neuropsychologiczne, neurologiczne, psychiatryczne oraz CT mózgu i odpowiada 

prawdopodobnej chorobie Alzheimera wg. kryteriów NINCDS-ADRDA. Grupę kontrolną 

stanowiło 100 zdrowych osób dobranych pod względem płci i wieku. Osoby te nie 

zgłaszały zaburzeń pamięci, nie miały odchyleń w badaniu neurologicznym a wynik testu 

Mini Mental State Examination wynosił co najmniej 27/ 30 pkt. Od wszystkich badanych 

osób pobrano 10 ml krwi obwodowej. DNA zostało wyizolowane z leukocytów krwi 

obwodowej przy użyciu metody solnej. Genotypowanie polimorfizmów genów 

apolipoproteiny E, oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku 

azotu zostało wykonane przy zastosowaniu techniki PCR-RFLP, polegającej na 

amplifikacji wybranego fragmentu genu a następnie trawieniu odpowiednim enzymem 

restrykcyjnym. 

W analizie statystycznej zastosowano test Chi-kwadrat do oceny zgodności rozkładu 

poszczególnych genotypów w grupie badanej i grupie kontrolnej. Jednoczesna analiza 

wpływu wszystkich badanych polimorfizmów jak również poszczególnych par genów 

została przeprowadzona przy użyciu wieloczynnikowej analizy regresji. 

W przeprowadzonych badaniach wykazano istotną statystycznie różnicę pomiędzy 

grupami jedynie w zakresie genotypu apolipoproteiny E. Allel APOE e4 występował 
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istotnie częściej w grupie pacjentów z chorobą Alzheimera w porównaniu do grupy 

kontrolnej (0.325 vs 0.11, p<0.005). Analiza rozkładu genotypów oc2makr o globuliny, 

katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu nie wykazała istotnych statystycznie 

różnic w teście Chi-kwadrat. Jednoczesna analiza par genów oraz wszystkich pięciu 

badanych polimorfizmów nie wykazała, by wpływ któregokolwiek genu był 

synergistyczny z oddziaływaniem apolipoproteiny E. 

Przedstawione w pracy wyniki pozwalają na sformułowanie następujących wniosków: 

1. Częstość występowania allelu APOE e4 jest istotnie wyższa w grupie pacjentów 

z chorobą Alzheimera w porównaniu do grupy kontrolnej, co uzasadnia 

traktowanie tego allelu jako genetycznego czynnika ryzyka rozwoju choroby 

Alzheimera. Polimorfizmy genów oc2makroglobuliny, katepsyny D, 

mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu nie są czynnikami ryzyka rozwoju choroby 

Alzheimera w badanej grupie. Jednoczesna analiza oddziaływania pięciu 

polimorfizmów genetyczych wykazała, iż wpływ ten jest tożsamy z wpływem 

samego genotypu apolipoproteiny E. 

2. Rozkład częstości występowania alleli genu apolipoproteiny E w populacji polskiej 

jest zgodny z opisywanym w literaturze rozkładem dla populacji kaukaskiej. 

3. Badanie potwierdziło ograniczoną przydatność oznaczania genotypu 

apolipoproteiny E w diagnostyce klinicznej (dziedziczenie allelu APOE s4 nie jest 

warunkiem koniecznym ani wystarczającym, by rozwinęła się choroba) jak również 

brak znaczenia tego badania w poradnictwie genetycznym. Badanie polimorfizmów 

oc2makroglobuliny, katepsyny D, mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu nie jest 

uzasadnione w praktyce klinicznej. 

113 http://rcin.org.pl



SPIS TABEL RYCINI WYKRESÓW 

9. SPIS TABEL, RYCIN I WYKRESÓW ZAMIESZCZONYCH W TEKŚCIE 

Tabela 1. Rozkład częstości alleli i genotypów apolipoproteiny E. str. 56 

Tabela 2. Częstość alleli APOE s4, e3 i s2 w populacji polskiej - metaanaliza. str. 57 

Tabela 3. Częstość alleli APOE s4, s3 i s2 wśród polskich pacjentów 

z chorobą Alzheimera o późnym początku - metaanaliza. str. 58 

Tabela 4. Rozkład alleli i genotypów oc2makroglobuliny, katepsyny D, 

mieloperoksydazy i syntazy tlenku azotu. str. 61 

Rycina 1. Wynik rozdziału elektroforetycznego trawionego produktu 

amplifikacji genu apolipoproteiny E. str. 48 

Rycina 2. Wynik rozdziału elektroforetycznego trawionego produktu 

amplifikacji genu oc2makroglobuliny. str. 50 

Rycina 3. Wynik rozdziału elektroforetycznego trawionego produktu 

amplifikacji genu katepsyny D. str. 51 

Rycina 4. Wynik rozdziału elektroforetycznego trawionego produktu 

amplifikacji genu syntazy tlenku azotu. str. 52 

Rycina 5. Wynik rozdziału elektroforetycznego trawionego produktu 

amplifikacji genu mieloper oksydazy. str. 53 

Wykres 1. Zależność wieku zachorowania na chA od ilości posiadanych 

alleli APOE e4 str. 56 

114 http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



