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STRESZCZENIE 

Choroba  , która stanowi 

od 60 do 80% wszystkich jej przypadków. 

jedno  

  

interwencji.  hipoteza 

kaskady amyloidu, która gów peptydu amyloidu-  

obecnych w mózgu w patofizjologii AD

 jest 

mózgu, ale r  dotyka ego 

u nerwowego jak i procesów ogólnoustrojowych, a zmiany w odpowiedzi zapalnej 

w mózgu,  w adaptacyjnej i wrodzonej odpowiedzi immunologicznej 

jej przyczyn.  

  zapalnych w mózgu 

 jam  ustn , takie jak  (paradontoza, PeD).  

W rezultacie PeD i zmiany  

 w patogenezie  

periopatogeny ich 

metabolity.  stanu zapalnego w mózgu,  

a w konsekwencji aktywacji  

ci neuronów oraz neurodegeneracji. 

 

 ej ci  

poszerzenie wiedzy na temat roli mikrobiomu jamy ustnej i odpowiedzi 

immunologicznej w patogenezie AD ma kluczowe znaczenie.  

tego badania 

AD i PeD na poziomie klinicznym, funkcjonowania obwodowych komórek 

 Zrozumienie tych 
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mechanizmów jest istotne w celu opracowania nowych, skutecznych terapii 

z wykorzystaniem 

modelu izolowanych leukocytów krwi obwodowej (PBLs) ex vivo, które poddawano 

 

W badaniach wykorzystano LPS-u y z periopatogenu - Porphyromonas 

gingivalis (LPS-PG) oraz wirus indykatorowy VSV (vesicular stomatitis virus)

poziom 

przeprowadzono - poziomu ekspresji 

odpowiedzi zapalnej.  

 

hiper zapalny) w AD 

mikrobioty jamy ustnej.  

Na podstawie analizy parametrów klinicznych stwierdzono, 

, a o  

u pacjentów demencyjnych co 

poznawczych i AD

AD 

m W wyniku 

wirusem indykatorowym 

 

Na 

poziomie molekularnym o

AD charakteryz  mediatorów zapalnych przy 

w odpowiedzi na antygen 

bakteryjny (LPS-PG). Zaobserwowano  wyrzut mediatorów stanu 

zapalnego 

komórki pacjentów z AD tywacji. Dodatkowo, z

genu AP-1 z nasileniem stanu zapalnego 

cytokin w odpowiedzi na LPS-PG. 
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Zaobserwowano  jamy ustnej 

 bakterii Bacteroidetes Proteobacteria  

(PeD) jako choroba 

AD

. Dlatego 

y  funkcji 

poznawcze a p
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SUMMARY 

Alzheimer's disease (AD) is the most common dementia type worldwide, 

accounting for 60 to 80% of all cases. Unfortunately, as average life expectancy 

increases, the number of dementia cases is also increasing, for which age is the most 

significant risk factor. Currently, AD is considered one of the most serious social and 

economic challenges requiring urgent intervention. For many decades the amyloid 

cascade hypothesis dominated AD research, indicating that deposits of amyloid-beta 

peptide (A ) in the brain play a major role in the pathophysiology of AD. However, recent 

findings have significantly altered this view. Nowadays, AD is considered not only  

as neurodegenerative disease of the brain but rather as systemic disease, as it affects 

both the central nervous system and systemic processes. Changes in the inflammatory 

response in the brain, as well as in the adaptive and innate immune responses, seem 

crucial for fully understanding its causes. 

An additional source of inflammatory molecules in the brain may be infections, 

including those involving the oral cavity, such as periodontal disease (PeD). As a result, 

PeD and changes in the composition of the oral microbiota may play a key role in the 

pathogenesis of AD. Due to the close anatomical location of the oral cavity and the 

brain, there is a possibility of infiltration of the brain by periopathogens and their 

metabolites. This contributes to the development of inflammation in the brain, leading 

to the activation of resident immune cells, accumulation of pathological proteins 

including A , neuronal death, and neurodegeneration. Preliminary studies confirm that 

inflammation caused by periopathogens may be one of the factors accelerating the 

development of AD, but the relationship between these two disorders has not yet been 

fully explained, justifying the need for further research in this area. AD is a leading cause 

of mortality worldwide; therefore, expanding knowledge about the role of the oral 

microbiome and immune response in the pathogenesis of AD is crucial. 

The main objective of this study was a comprehensive analysis of the 

interdependencies between AD and PeD at the clinical level, the functioning of 

peripheral immune cells, and at molecular and microbiological levels. Understanding 

these mechanisms is important for developing new, effective therapies that stop or 

delay disease progression. The relationship between PeD, inflammatory activation, and 
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clinical parameters in AD was determined using an ex vivo model of isolated peripheral 

blood leukocytes (PBLs), which were assessed for activation and immune response to 

bacterial and viral antigens. The study utilized lipopolysaccharide from the 

periopathogen Porphyromonas gingivalis (LPS-PG) and the indicatory virus VSV 

(vesicular stomatitis virus) to determine the level of innate immune response. 

Subsequently, an analysis of pro- and anti-inflammatory molecules was conducted, as 

well as the expression levels of genes associated with activation and regulation of the 

inflammatory response. The relationship between clinical parameters in AD, gene 

polymorphisms associated with the immune response (hyper-inflammatory 

phenotype), and the species composition of the oral microbiota was also examined. 

Based on the analysis of clinical parameters, it was found that there is a close 

relationship between the occurrence of AD and PeD, and that the burden of periodontal 

inflammation in patients with dementia may significantly affect the deterioration of 

cognitive functions and progression of AD. The conducted studies established that 

significant changes occur in the composition of peripheral immune cells during the 

course of AD, which may be associated with the weakening of patients' innate 

immunity. Following infection of cells with the indicatory virus VSV, patients with AD 

exhibited significantly lower concentrations of secreted pro-inflammatory cytokines, 

suggesting that they generally have lower innate immunity than healthy individuals. 

However, it was not found that the burden of periodontal inflammation was associated 

with the level of innate immunity in cognitively healthy individuals. At the molecular 

level, peripheral immune cells of patients with AD were characterized by decreased 

production of inflammatory mediators while exhibiting a rapid immune response to  

a bacterial antigen (LPS-PG). A significantly greater release of inflammatory mediators 

was observed in individuals with AD than in cognitively healthy individuals, which may 

indicate that the cells of patients with AD undergo hyperactivation. Additionally, 

increased expression of the AP-1 gene among AD patients may be associated with the 

increased periodontal inflammation, which could explain the higher expression of 

cytokines in response to LPS-PG. Differences were also observed in the composition of 

the oral microbiota between cognitively healthy individuals and those with AD. Patients 

with AD were characterized by a higher proportion of Bacteroidetes bacteria and lower 

Proteobacteria than cognitively healthy individuals. 
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The conducted studies confirm that PeD, as an infectious and inflammatory 

disease, is an additional significant burden on the immune system of patients suffering 

from AD. This affects the overall condition and status of peripheral immune cells and 

leads to the persistence of chronic low-grade systemic inflammation. Therefore, a 

priority in the field of mental health should be the implementation of diagnostics for 

periodontal inflammation (PeD) among individuals with cognitive impairments and 

dementia, especially of the Alzheimer's type (AD). It should be also considered to 

permanently include periodontal treatment in the protocol for managing patients with 

dementia and those exhibiting mild cognitive impairments. Medical personnel, such as 

nurses, psychiatrists, and dentists, should be trained and continually inform patients 

about the necessary of prevention of PeD to avoid future mental health consequences. 
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WYKAZ SKRÓTÓW 

A   peptyd amyloidu beta; 
A   ; 
A   ; 
AD  choroba Alzheimera, grupa badana; 
API  ; 
APOE  ; 
ApoE  apolipoproteiny E; 
APP (A       ; 
AMP  ; 
ANOVA analiza wariancji; 
ATP  adenozyno- -trifosforan; 
BBB  bariera krew-mózg; 
BDNF  neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego; 
BOP   ; 
BOPxT 

; 
CAL  ; 
CD14  koreceptor i marker powierzchniowy CD14; 
CD18  koreceptor i marker powierzchniowy CD18; 
cDNA  komplementarny DNA; 
CPE  efekt cytopatyczny; 
DAMPs a ; 
DMFT  indeks zepsutych- - ; 
DSM-5               ; 
EDTA  kwas wersenowy; 
EFP  Europejska Federacja Periodontologii; 
EOAD                 ; 
FAD  rodzinna forma choroby Alzheimera; 
FAM  barwnik fluorescencyjny (fluorofor); 
FBS  ; 
gDNA  genomowe DNA; 
GDS  geriatryczna skala oceny depresji; 
H1N1  wirus grypy szczep H1N1; 
H3N2  wirus grypy szczep H3N2; 
HDL  ; 
HHV-1      wirus opryszczki pospolitej typu 1; 
HHV-2                wirus opryszczki pospolitej typu 2 
HHV-3 (VZV)  
HHV-4 (EBV)   wirus Epsteina-Barr; 
HHV-5 (CMV) cytomegalowirus; 
HHV-6                ludzki herpeswirus typu 6; 
HSE  opryszczkowe zapalenie mózgu; 
LDL  ; 
LDLR  receptor dla LDL; 
LOAD  ; 
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LPS  lipopolisacharyd; 
LPS-EC lipopolisacharyd z Escherichia coli; 
LPS-PG lipopolisacharyd z Porphyromonas gingivalis; 
M    
MAD  odchylenie medianowe; 
MCI  ; 
Mdm  mediana; 
MMSE                test Mini-Mental State Examination; 
MoCA  test Montreal Cognitive Assessment; 
NFTs  sploty neurofibrylarne; 
NGS  sekwencjonowanie nowej generacji; 
NHST  ; 
NMDA                kwas N-metylo-D-asparaginowy; 
NMDAR  receptor N-metylo-D-asparaginowy; 
OUN   
PAMPs    ; 
PBLs    ; 
PCR  ; 
PD   ; 
PeD   (paradontoza), ; 
PERMANOVApermutacyjna wielowymiarowa analiza wariancji; 
PET  pozytonowa tomografia emisyjna; 
PMR   
PRR   
PSEN1    -1; 
PSEN2               -2; 
R2    
rDNA   rybosomalne DNA; 
RPMI   ; 
ROS  reaktywne formy tlenu; 
SAD   sporadyczna forma choroby Alzheimera; 
SASP                 fenotyp wydzielniczy SASP; 
SD   odchylenie standardowe z próby; 
SNP   polimorfizm pojedynczego nukleotydu; 
SS   suma kwadratów; 
TCID50     ; 
TLR   receptory Toll-podobne; 
UMW   Uniwersytet Medyczny ; 
VIC   barwnik fluorescencyjny (fluorofor); 
VLDL    
VSV   kowego zapalenia jamy ustnej; 
WHO   ; 
ZDR   grupa osób zdrowych poznawczo (kontrola); 
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1 .

Choroby neurodegeneracyjne to nieuleczalne schorzenia, 

 na skutek degradacji neuronów, co 

(1). 

Demencja dotyka przede wszystkim osoby starsze, niestety zmiany 

-20 lat przed 

jest 

choroba Alzheimera (ang.  AD) (1). Obecnie przy braku 

 

 

Dlatego istnieje pilna potrzeba poszukiwania pierwotnych przyczyn procesów 

neurodegeneracyjnych obserwowanych w AD oraz przyspieszenia rozwoju terapii 

ukierunkowanych.  

 
1.1. Choroba Alzheimera 

AD  (demencji), które , 

i nieodwracalnym uszkodzeniem 

(OUN). 

 pacjentki, 

szpitala we 

urojeniami oraz deficytami poznawczymi (2)  chorej, jej mózg 

 

 blaszki starcze (ang. senile plaques) i ami neurofibrylarnymi 

(ang. neurofibrillary tangles   NFTs) (2).  

 AD stanowi od 50 do 80% wszystkich przypadków demencji na 

 (3,4).  

(ang. ) , 
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(3,4)

przygotowanego w ramach programu Unii Europejskiej w dziedzinie zdrowia na lata 

2014-2020 problem demencji dotyczy obecnie prawie 

chorych (5). 

 

 osób (5). 

, w których 

 raportu WHO z sierpnia 2024 roku, gdzie 

za 2021 rok AD wskazywana jest jako siódma 

a przyczyna (6,7)

ym 

wyzwaniem medycznym  

obszarów 

mózgu w 

(8). 

 oraz 

czuwanie (9)  

N-metylo-D-asparaginowego (NMDAR) (10)

(11). W przebiegu AD obserwuje si

ardziej zaawansowanych stadiach choroby dochodzi do coraz 

 AD dotyczy przede 

wszystkim osób starszych, 

(12) 

(rysunek 1)   
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early- EOAD) oraz 

- LOAD) 

która stanowi nawet 95% wszystkich przypadków AD (13)

(ang. amyloid precursor protein APP) (21q21.3) oraz preseniliny 1 (PSEN1, 14q24.2) 

i 2 (PSEN2, 1q42.13) (13,14) (15), a jego 

Rys. 1. Etapy w przebiegu choroby Alzheimera
MCI choroba Alzheimera.

które dopuszczono niedawno do leczenia na wczesnych etapach AD aducanumab 

i lecanemab a

z których 

(16 18).

skutecznego leczenia i profilaktyk ównie z tego, pierwotne przyczyny 

rozwoju choroby

biomarkera choroby, jest utrudniona i pozwala 

choroby w okresie 

przedklinicznym jej etiologii. 
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1.1.1. Czynniki ryzyka rozwoju choroby Alzheimera 

AD 

 

 (3)  

(rysunek 2). P natomiast po 85 roku 

dotyczy 

roteiny E (APOE

m w procesie tworzenia 

mieliny) i innych rodzaj (19). ApoE  

, 

(20)  

w zdrowych mózgach. Gen APOE  allelami ( 2, 

, 4) APOE  z jej 

 

lipidowane,  

(ang. neuroinflammation

do patogenezy AD (21) -

allelem APOE - APOE 4 (19). 

APOE jak i innymi 

 i r

gionu geograficznego (22).  

Za 30-

m.in.  (rysunek 2). Komisja Lancet ds. zapobiegania demencji, interwencji  

i opieki (ang. the Lancet Commission on dementia prevention, intervention, and care)  

w swoim raporcie z 2024 roku (23) 
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rozwój nawet 40% 

a mózgu , 

(4,24)

hiperlipidemia (4,24) modyfikowalnych 

(24), 

choroby infekcyjne , np. paradontoz (choroba 

) (25). Natomiast ochronny efekt 

w przypadku 

intelektualna, dieta

oraz a (24,26).

Rys. 2. Modyfikowalne czynniki choroby Alzheimera

1.1.2. Patofizjologia choroby Alzheimera

Na przestrzeni lat wiele hipotez 

ci neuronów ce degeneracj mózgu przy 

eniu wszystkich zmian obserwowanych u osób z AD. hipoteza 

cholinergiczna, hipoteza kaskady amyloidu, hipoteza tau, hipoteza stanu zapalnego

(27) oraz hipoteza infekcyjna (28). Mimo to nich samodzielnie nie
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mechanizmu rozwoju AD jej aspekty. 

wszystkie   

zrozumienia tego skomplikowanego schorzenia. 

Jedn  z najstarszych i jest hipoteza kaskady amyloidu 

(29). zaproponowana w wyniku obserwacji 

charakterystycznych w postaci tzw. blaszek 

amyloidowych ( ek starczych) w mózgach pacjentów z AD

 amyloidu beta (A ) 

aminokwasów (27). 

oczyszczania A ich nadmiernego 

 Peptyd A  powstaje w wyniku enzymatycznego 

 (ang. amloid precursor protein  APP) na drodze 

szlaku amyloidogenicznego. , które 

oraz w 

wapnia (30),  

przeciwdrobnoustrojowe (31). Jak wspomniano, n  AD 

  aminokwasów (odpowiednio A 40 i A 42). 

nich n uwalnianego peptydu jest A 42, który charakteryzuje 

i 

40. Mimo to wspólnie  nierozpuszczalne blaszki, które  

jonowe,  , 

uszkodzenia mitochondriów i 

  

(32,33).  

(34)

 dlatego s

  w barierze krew-mózg (ang. 

blood-brain barrier  BBB), wspomaganie powrotu do zdrowia po pourazowym 
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zmian nowotworowych poprzez 

hamowanie wirusów onkogennych (35). Ponadto w miejscu docelowym A  moduluje 

 i wykaz  

antimicrobial peptides 

 AMPs (36). 

Przeciwgrzybicza oraz przeciwbakteryjna  bakterii Gram-

dodatnich i Gram- Candida albicans, Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa (37). A  wykazuje  

 wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (ang. 

Human herpes virus 1  HHV-1), w badaniach in vitro ie jak 

acyklowir, oraz przeciw szczepom grypy H1N1 i H3N2 

wirusa (36). Natomiast w badaniach in vivo na myszach 5XFAD, które konstytutywnie 

Salmonella typhimurium  

  w porównaniu do szczepu dzikiego (36). Zgodnie  

zapocz

procesów neurodegeneracyjnych, takich jak stan zapalny, stres oksydacyjny  

(27). 

 

ych , zbudowanych  

 w podkorowej istocie szarej i korze 

równolegle (34). 

, j

transportu aksonalnego, strukturze i funkcji synaptycznej oraz neuronalnych szlakach 

(38). 

 

positron emission tomography) mózgów 
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tak samo jak skany PET osób z AD. Podczas autopsji mózgów od osób kognitywnie 

zdrowych nawet 30% z nich , podobne do 

tych,  mózgach osób z AD (39).  zmiany 

histopatologiczne w mózgu  

rozpowszechnione u osób z AD,  patologia A  oraz Tau nie jest 

, 

czynniki, i/lub genetyczne, które 

mózgu i neurodegeneracji.  

Hipoteza ponad trzy dekady temu, 

jednak od tamtej pory wiele prób klinicznych z zastosowaniem celowanych terapii 

 , 

 (40). Na przestrzeni lat zaproponowano wiele nowych 

hipotez : hipoteza 

(29). 

AD 

wielu chorób  (41).  

stanu zapalnego w mózgu  

(ang. chronic neuroinflammation) oraz innych 

 o niskim nasileniu, wiekiem oraz coraz 

 u osób starszych

Ponadto o

komórki NK, czy limfocyty  do OUN przez BBB 

m  w ten sposób 

do zaostrzenia stanu zapalnego w mózgu (29). Obecnie c oraz 

 

zmian neurodegeneracyjnych. 

 

1.2.  w przebiegu choroby Alzheimera  

 A  
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markerami zapalnymi a cechami neuropoznawczymi (42). 

 

1.2.1. Stan zapalny w mózgu (neuroinflammation) 

Stan zapalny (ang. inflammation) 

 

W wyniku aktywacji 

 

(ang. acute inflammation) 

(43). Jednak zmiana odpowiedzi 

 (ang. chronic inflammation) 

 

W efekcie  szczególne znaczenie  

  AD (44).  

  

i 

warunkach, a sama 

 (45). 

mózg jest 
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izolowanym organem, na uznanie kluczowej roli mechanizmów odporno ciowych  

i interakcji neuroimmunologicznych w warunkach fizjologicznych i patologicznych.  

 D

reakcji zapalnej w mózgu w odpowiedzi na czynniki stresowe, takie jak uraz mózgu, 

niedokrwienie,  czy reakcje 

autoimmunologiczne (46). 

(47). 

(48). Mikroglej stanowi od  

(49). Ich podstawowym 

 

(50)

 OUN. W normalnych warunkach mikroglej pozostaje  

 (50). W wyniku aktywacji komórek dochodzi 

do zmiany fenotypu komórki, a tym samym zmian w 

(51). Aktywowany 

 

(51)

patogenów i resztek komórkowych, niszczenie uszkodzonych i zainfekowanych 

(51). Aktywowane 

komórki mikrogleju  

i cytokin prozapalnych, takich jak TNF- , IL-6, czy tlenek azotu (NO) (49). Obok 

  

roby.  

 oraz gliotransmitery (52) 
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stan zapalny. Dodatkowo 

  

i metabolizmie energetycznym   (53). 

Aktywacja immunologiczna w OUN zawsze  mikroglej i astrocyty, które  

 

(54,55). 

mikroglej (reaktywny mikroglej) i astrocyty (reaktywne astrocyty), prowadzi do 

zmniejszenia wytwarzania neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego (BDNF) 

 

(41). Ponadto, skutkuje 

(56). 

immunologiczna  w przypadku urazów  

anie 

(42). Ograniczone czasowo, 

e o obserwowane 

proste, ej ostrej 

reakcji zapalnej (42,43)

o niskim stopniu nasilenia (ang. low-grade chronic inflammation

klinicznych lub subklinicznych procesów chorobowych, zmian biologicznych 

na skute  (42)
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funkcjonowania mózgu (57 59) (rysunek 3). Inne, liczne badania kohortowe 

mild cognitive impairment MCI) 

(60 62)

one 

zapalnymi a ryzykiem demencji (42).

Rys. 3. potencjalne mechanizmy biologiczne                    
Alzheimera

1.2.2.

(63)
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(63).  

 

- natomiast komórki tak 

wrodzonego (neutrofile, monocyty/makrofagi, komórki dendrytyczne, komórki NK 

 

a. Cytokiny wytwarzane przez komórki 

go 

limfocyty (64) , 

czynniki takie jak ogólnoustrojowa ekspozycja na lipopolisacharyd (LPS) lub infekcje 

(65). Obwodowy stan zapalny  

 

(66). prozapalne na 

 

 (67). Obwodowe 

toll-podobnych (TLR), co 

 pathogen-associated molecular 

patterns  PAMPs). Z tego powodu 

w OUN (65). Komórki obwodowego 

monocyty, komórki NK, komórki dendrytyczne, limfocyty T, a nawet komórki B, 

 na terenie mózgu. Ostatnie 

one  i kszta towa  

odpowied  zapaln  u osób z AD (29)

one BBB poprzez m.in. uwalnianie wolnych rodników, enzymów proteolitycznych  

i metaloproteinaz macierzy (68). Migracja neutrofili do kory mózgowej i hipokampa 
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-  

tego miejsca i nasila uszkodzenia 

(69)  

neuropatyczne (65) odczas rozwoju AD, 

liczba klasycznych komórek spa ++ 

CD16++ oraz nieklasycznych monocytów CD14+ CD16++  

A  (29)  

AD 

przeciwzapalnego do fenotypu zapalnego podczas rozwoju choroby (29). W stanach 

 

- (70). eplecja 

komórek NK w mysim modelu AD (3xTg-AD) 

w

(71). 

ich 

aktywacji +

prozapalnych cytokin przez inaczej aktywowane limfocyty 

(64).  

w mózgu 

obok A  T  (72). 

e
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dzy obwodem a mózgiem. Ponadto uszkodzona 

 

 

 (64) (rysunek 4). 

 

 

Rys. 4.                       
w patogenezie choroby Alzheimera 

 

 (73). 

aktywacja wrodzonych mechanizmów ych 

przyczyny dysfunkcji 
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zatem b obwodowych wrodzonych komórek 

 i obwodowej wrodzonej odpowiedzi immunologicznej w AD.  

 

1.3. Hipoteza infekcyjna rozwoju choroby Alzheimera 

Hipoteza AD po raz pierwszy 

a zasugerowana 1906, jednak 

, dostarczono 

pierwszych dowodów na jej poparcie (28). Przez wiele lat hipoteza kaskady amyloidu 

Wypowiedzi 

nielicznych naukowców  pomijane lub 

ignorowane

 

ogów (74).  coraz bardziej 

produktu, 

infekcji oraz kontroli rozw

oraz jego 

(75). Pat

(76). nie ma 

konsensusu,  trzy 

AD (28) patogenów  

wytwarzanie A  NFTs 

zaburzenia funkcji poznawczych i w efekcie AD. czynniki 

  

AD, który rozwija  A  
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przyczynowo- skutkowemu AD  

a przebytymi  

patogenezie AD, a AD 

 ze  

spowodowanych mi zmianami neurodegeneracyjnymi (28). Hipoteza 

patogenezie  

infekcje  

(76). 

(77). 

obwodowa   

(77)

APOE 4 m 

fenotypem prozapalnym mikrogleju. Zatem APOE 4, A  

(64). 

-

osób nasilone reakcje zapalne w odpowiedzi na patogeny.  

, np. 

monocytów/makrofagów krwi obwodowej, które w odpowiedzi na antygen (np. LPS) 

(78).

 

1.3.1. Patogeny uznawane za czynniki ryzyka rozwoju choroby Alzheimera 

 

neurodegeneracyjnych i demencji (76).  

dyskutowanych wirusów  wirusy z rodziny 

Herpesviridae (79). który wskaz
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(74). Pierwsze wskazówki 

-1) z rozwojem  

z obserwacji mózgów uszkodzonych w wyniku opryszczkowego zapalenia mózgu  

(ang. herpes simplex encephalitis   HSE)  

, które  zmianami neurodegeneracyjnymi  

w rozwoju AD (80,81) -1 (82). 

(83) -1, wskazuje 

takie jak silny stres, promieniowanie UV, stan zapalny czy inne 

infekcje, 

(reaktywacja infekcji latentnej) jego replikacji i uszkodzenia komórek 

APOE 4 

rozwoju AD (83)  

AD

wirusy opryszczki pospolitej typu 2 (ang. human herpesvirus type 2   HHV-2), ospy 

ang. human herpesvirus type 3  HHV-3), Epsteina-Barr  

(ang. human herpesvirus type 4  HHV-4; Epstein-Barr virus  EBV) (84), cytomegalii 

(ang. human herpesvirus type 5  HHV-5; cytomegalovirus  CMV) oraz rumienia 

ang. human herpesvirus type 6  HHV-6) (83,85)

ang. hepatitis c virus  HCV) (85) oraz grypy  

(ang. influenza viruses) (86).  

zidentyfikowano 

Obecnie bakteryjnym a patogenez  AD 

: Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter pylori,  

(Spirochaetes) . 

C. pneumoniae to przenoszona 

odpowiedzialna za infekcje dolnych dróg oddechowych, a 

oraz oskrzeli. C. pneumoniae , 

mikrogleju oraz komórek nerwowych (87)  
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(88)

komórek i NFTs 

(28) APOE 

u osób z innymi wariantami tego genu (89)

 (formy inwazyjne 

 do powierzchni komórek 

mikrogleju i astrocytów (90,91).  

Gram- AD jest H. pylori (28). 

- -50% 

(92). H. pylori 

(92). 

reaktywnych form tlenu (ROS) (93). H. pylori 

zapalny na drodze aktywacji szlaku NF- B (94)

BBB  

(28)

H. pylori -nosowo-

BBB 

(95). Dowodów na 

H. pylori a AD AD 

 oraz IgA H. pylori 

zdrowych.  

H. pylori   

T -

rdzeniowy) (96).  

AD 

Spirochaetes Gram-ujemne 

Treponema, Borrelia,  
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i Leptospira (97). 

Borrelia burgdorferi, czynnika etiologicznego boreliozy, 

AD (98). Z 

Treponema pallidum spp. pallidum 

 (99)

 

i 

AD (100). Amyloid bakteryjny, podobnie jak 

 adhezji, pomaga w infekcji komórek 

gospodarza oraz interakcji gospodarz-patogen (101)

patologiczny amyloid zarówno bakteryjny jak i ludzki, z wykorzystaniem tych samych 

(102,103) wytwarzanie TNF- ,  

IL-6 oraz IL-1 (bakteryjny amyloid) BBB

 

w mózgu (102)

wytwarzania 

zlokalizowanych w mózgach osób z AD (100). Badania immunohistochemiczne oraz 

PP (ang. amyloid-  protein 

precursor) lub inne amyloidogeniczne bia , obecne 

(100). 

 

AD (28)

osi jelitowo-mózgowej, która stanowi system dwukierunkowej komunikacji oparty na 

biota 

(104). Badania 

Firmicutes oraz rodzaju Bifidobacterium

do Bacteroidetes u pacjentów z AD w porównaniu do osób zdrowych poznawczo (105). 
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Bacteroidetes jest typem Gram-ujemnych bakterii znanych z produkcji prozapalnych 

substancji, np. lipopolisacharydu (LPS) (28) Bacteroides fragilis 

podobnie jak A

(106) in vitro 

szlak NF- B 

zapa  (106)

AD Enterococcus faecalis  

i Salmonella typhimurium (28).  

 

1.3.2. Mikrobiom jamy ustnej, paradontoza a choroba Alzheimera 

aktualnie wszystkich obszarów 

biomedycznych i w tym momencie 

biologicznych (107) , 

 na 

(108)  takie jak 

 

(ang. new generation sequencing, NGS) 

(108). 

znaczna liczba  

  

(109). Ich 

luczowa dla zachowania homeostazy i utrzymywania  

w ryzach 

(109). Wiele z wytwarzanych 

funkcjonowania organizmu 

patogennych mikroorganizmów oraz ich metabolitów do 
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(dysbioza) 

 

Obserwowane 

  mikrobioty jamy ustnej. Mikrobiota 

 jelitowej, najbardziej 

(110). Presja selekcyjna ze strony gospodarza, 

 

powstaw

(110)

 

 

 (110). 

Zdrowie jamy ustnej jest kluczowe dla utrzymania równowagi mikrobiologicznej  

i ochrony przed patogenami. jamy ustnej wspiera 

rozrost patogennych bakterii (110)

 (110). W ostatnich latach coraz 

na temat roli mikrobioty jamy ustnej i patogennych bakterii 

, w patogenezie AD ykazano, 

 z  

i zaburzeniami poznawczymi (111,112). Wraz z wiekiem wzrasta ryzyko rozwoju 

 (paradontozy)
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starszych (113,114). 

Socransky i wsp. (115) 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola i Tanarella forsythia. 

P. gingivalis. 

Stan zapalny , czyli paradontoza (ang. periodontal disease, PeD

 

 ym oddechem (116)

miejscowy stan zapalny, który nieuchronnie prowadzi 

(117)

(118) 

 

(119), czy zaburzeniami neuropsychiatrycznymi (120). Oprócz indywidualnych 

ymi i patogennymi (121).  

P. gingivalis 

(110). 

Bakteria ta wytwarza proteazy cysteinowe  gingipainy  

 

W efekcie P. gingivalis inicjuje powstawanie miejscowego 

jednocz , co z kolei prowadzi do dalszego 

zaburzenia homeostazy i zmiany w funkcjonowaniu mikrobioty. Spowodowana przez 

stan zapalny i gingipainy destrukcja tkanek sprzyja infiltracji P. gingivalis oraz innych 

bakterii do krwiobiegu i okolicznych tkanek. M

(110). Dodatkowo, 

i

 uszkodzenia BBB (113)  

(113). Liczne 
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(114)

krwiobiegu (122) ogólnoustrojowej 

(123)

(124,125) (rysunek 5). 

P. gingivalis znajdowano s oraz 

 w mózgach osób z AD (110).  

w OUN powoduje   

, a p

. U pacjentów z AD 

 

tym P. gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, T. forsythia, Fusobacterium 

nucleatum, czy Prevotella. intermedia (126). 

osoby zdrowe (127)

(128)

j

-  

(126) T. denticola 

(129). Podobny 

T. denticola lub P. gingivalis. 

T. denticola 

apoptozy neuronów (130)

 A   
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Rys. 5. stanu zapalnego (paradontoza) na mózg 

 

periopatogenem (P. gingivalis  

(131). 

P. gingivalis (LPS-PG) prowadzi do rozwoju patologii podobnych 

do AD. Ekspozycja na LPS-

(132). 

mózgów myszy gingipain z P. gingivalis 

hipokampach, podczas gdy zastosowanie inhibitora proteazy o efekt ochronny 

przed (133). Badania in vitro na komórkach 

:  (CHO-7WD10) i ludzkich komórkach 

neuroblastomy (SH-SY5Y) wykaz , P. gingivalis 

 oraz 

prekursora amyloidu (APP)
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i LPS-

wydzielniczego (ang. the senescence-associated secretory phenotype  SASP), w tym 

beta-galaktozydazy, katepsyny B oraz cytokin prozapalnych, jak TNF-  oraz IL-6 (134).  

P  

. 

onowania mikrobioty,  

(135). 
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2. CEL PRACY

infekcji, stanu zapalnego oraz dysbiozy w rozwoju choroby Alzheimera (AD) (73). 

(136) , PeD) 

 

  

.  

cukrzyca. Ponadto z powodu bliskiego umiejscowienia jamy ustnej oraz mózgu 

periopatogeny oraz ich m

. 

 (137)

klinicznym czy eksperymencie medycznym nie wykazano 

obie choroby. 

zatem kompleksowa klinicznym, 

funkcjonowania obwodowych komórek odp , molekularnym oraz 

mikrobiologicznym. 

 

 

H1: 
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C1: 

podstawie analizy parametrów klinicznych, periodontologicznych (BoP, CAL, PD) 

oraz neuropsychologicznych (MMSE, MoCA). 

 

H2: u pacjentów AD oraz PeD prowadzi do rozwoju  

 

wytwarzania  

(ang. peripheral blood leukocytes - 

 

C2a: Analiza poziomu wytwarzanych cytokin: IFN- , TNF- , IL-1 , IL-6, IL-10 oraz 

IL-15 przez PBLs w odpowiedzi na LPS-PG (LPS z Porphyromonas gingivalis)  

u pacjentów z AD i PeD w porównaniu do osób zdrowych. 

C2b: stanu 

zapalnego: COX1, COX2, SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3, IRF1, IRF3, AP-1 (JUN), 

PI3KR1, NFkB u pacjentów z AD i PeD w porównaniu do osób zdrowych. 

 

H3: Poziom nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest skorelowany ze 

  

 

C3a: 

indykatorowym VSV (vesicular stomatitis virus)  

C3b: Analiza poziomu wytwarzanych cytokin pro- i przeciwzapalnych  

w  komórek VSV u pacjentów z AD i PeD w porównaniu 

do osób zdrowych. 

 

H4:  specyficznym fenotypem hiper-

zapalnym, który powoduje nasilone wydzielanie mediatorów stanu zapalnego. 

C4a:  

: HLA-DRB1 (rs9270856), HLA-DRA (rs3135344), 
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HLA-DQA1 (rs9272105), FCGR2A (R/H131) oraz APOE (rs429358;rs7412)  

u pacjentów z AD i PeD w porównaniu do osób zdrowych. 

C4b: 

mediatorów stanu zapalnego przez PBLs w odpowiedzi na LPS-PG. 

 

H5: 

 

 

C5a: u pacjentów z AD i PeD  

w porównaniu do osób zdrowych. 

C5b: 

-PG. 
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3.

3.1.  

3.1.1. Odczynniki chemiczne i  

 1-tioglicerol (TG) Promega, USA 

 alkohol etylowy 96% Chempur, Polska 

 alkohol izopropylowy 100% Avantor, Polska 

 bufor TE wolny od nukleaz (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) EURx, Polska 

 NaHCO3, Na2CO3, pH 9,5) Laboratorium Chemii Ogólnej 

(LChO), IITD PAN, Polska 

 dimetylosulfotlenek (DMSO) Sigma, USA 

 Gradisol G Aqua-med, Polska 

 kwas octowy 5% (CH3COOH) LCHO, IITD PAN, Polska 

 kwas fosforowy 1 M (H3PO4) LCHO, IITD PAN, Polska 

 L-glutamina 200 mM (100x) Biowest, Francja 

 penicylina  streptomycyna roztwór (100x) Biowest, Francja 

 Sigma-Aldrich, USA 

 RPMI-1640  hodowlany Roswell Park Memorial Institute LCHO, IITD PAN, Polska 

 sól fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) LCHO, IITD PAN, Polska 

 sól fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) z EDTA 3 mM LCHO, IITD PAN, Polska 

 trypsyna-EDTA LCHO, IITD PAN, Polska 

 woda demineralizowana LCHO, IITD PAN, Polska 

 woda destylowana LCHO, IITD PAN, Polska 

 woda wolna od nukleaz UltraPure  Invitrogen, USA 

 Tris-HCl 10 mM (pH 7,6) LCHO, IITD PAN, Polska 

 trometamina (Tris) (C4H11NO3) SERVA, Niemcy 

 trypan-blue 0,40% Bio-Rad, USA 

 Tween® 20 (C56H114O26) Sigma-Aldrich, USA 
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3.1.2. Gotowe zestawy 

 BD OptEIA  TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human IL-1  ELISA Set II BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human IL-6 ELISA Set BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human IL-10 ELISA Set BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human IL-15 ELISA Set BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human TNF ELISA Set BD Biosciences, USA 

 BD OptEIA  Human IFN-  ELISA Set BD Biosciences, USA 

 High-Capacity cDNA Reverse Transcription Applied Biosystems , ThermoFisher 

Scientific, USA 

 MiSeq Reagent Kit V3 Illumina, USA 

 QIAamp DNA Mini QIAGEN, USA 

 QIAseq 16S/ITS Region Panels QIAGEN, USA 

 QuantiFluor dsDNA System Promega, USA 

 ReliaPrep  RNA Cell Miniprep System Promega, USA 

 ReliaPrep  Blood gDNA Mini Miniprep System Promega, USA 

 SG qPCR Master Mix (2x) EURx, Polska 

 TaqMan  Genotyping Master Mix (2x) Applied Biosystems , ThermoFisher Scientific, 

USA 

 TaqMan  SNP Genotyping Assay, human (40x) Applied Biosystems , ThermoFisher 

Scientific, USA 

 

3.1.3.  

 analizator hematologiczny Mythic 18 Cormay Diagnostic, Polska  

 fluorymetr Quantus Promega, USA 

 inkubator Galaxy 170S New Brunswick, Eppendorf, Niemcy 

 AJL electronic, Polska 

 mikroskop Olympus CX31 Olympus, Japonia 

 spektrofotometr DS-11+ DeNovix, USA 
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spektrofotometr Multiskan RC Thermo Scientific, USA

 TapeStation 4200 Agilent Technologies, USA 

 termocykler LightCycler® 480 II Roche, USA 

 termocykler T300 Biometra®, Niemcy 

 termoblok TB1 Biometra®, Niemcy 

 waga laboratoryjna Radwag, Polska 

 wirówka Centrifuge 5810 R Eppendorf, Niemcy 

 worteks Mini-Shaker Biosan, USA 

 worteks Multi-Vortex V-32 Biosan, USA 

 worteks V-1 plus Biosan, USA 

 -86 °C Thermo Scientific, USA 

 

3.1.4. Oprogramowanie komputerowe 

 Inkscape Inkscape Team, licencja GPL 

 Pakiet Microsoft 365 Microsoft, licencja OEM 

 R-Studio RStudio, licencja GNU AGPL v3 

 Labsystems Genesis wersja 3.05 

 

3.1.5.  

 butelki do hodowli adherentnej TC 25 cm2 i 75 cm2 GoogLab Scientific, Polska 

 High Sensitivity D1000 ScreenTape® Agilent Technologies, USA 

 filtr Stericup® and Steritop  Vacuum Driven Sterile Filters 0,22 µm Merck, Niemcy 

 filtry strzykawkowe 0,22 µm GoogLab Scientific, Polska 

 folia Adhesive PCR Seal Sarstedt, USA 

 folia LightCycler ® 480 Sealing Foil Roche, USA 

 folia Sealing Tape Thermo Scientific, USA 

 pipety serologiczne 5 ml i 10 ml GoogLab Scientific, Polska 

 - Corning Incorporated, USA 

 - Corning Incorporated, USA 
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- Thermo Scientific, USA

 Sarstedt, USA 

 probówki 0,5 ml Eppendorf, Niemcy 

 probówki 1,5 ml Eppendorf, Niemcy 

 probówki 2 ml Eppendorf, Niemcy 

 probówki CryoTube  Vials 2 ml Thermo Scientific, USA 

 probówki VACUETTE® Greiner Bio-One, Austria 

 probówki wirówkowe 15 ml i 50 ml GoogLab Scientific, Polska 

 GoogLab Scientific, 

Polska 

 

3.1.6. Linia komórkowa i wirus indykatorowy 

L929  linia komórek fibroblastopodobnych otrzymana z podskórnej tkanki 

 (ATCC CCL-1 ). otrzymano z Laboratorium Kolekcji Linii 

 

VSV (vesicular stomatitis virus)  owego zapalenia jamy ustnej 

(ATCC-VR-1238 ), szczep Indiana, rodzina Rhabdoviridae, rodzaj Vesiculovirus. Wirus 

z kolekcji Laboratorium Wirusologii otrzymany od dr C. Bucklera z National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA. VSV  

w postaci ssRNA(-). 

 

3.1.7. Lipopolisacharyd z Porphyromonas gingivalis 

Lipopolisacharyd z P. gingivalis (LPS-

(Francja). Liofilizat rekonstytuowano w 1 ml ultra  

rozporcjowano. Przechowywano w 20 °C.  

 

3.1.8. Oligonukleotydy do reakcji real-time PCR 

Oligonukleotydy (startery) do reakcji real-time PCR (tabela 1) zakupione  

w firmie Genomed (Polska) w zliofilizowanej formie. Pelet oligonukleotydów 

10 mM Tris-HCl o pH 7,6 
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startery przechowywano w 20 °C, gdzie w alkalicznym 

przez ponad rok. 

starterów  

20 °C. 

 

Tab. 1. Startery wykorzystane -time PCR 

Gen NCBI RefSeq   Produkt  

S18 NM_022551 
F: GCAGAATCCACGCCAGTACAAG 

107 pz (138) 
R: GCTTGTTGTCCAGACCATTGGC 

SDHA NM_004168 
F: GAGATGTGGTGTCTCGGTCCAT 

142 pz (139) 
R: GCTGTCTCTGAAATGCCAGGCA 

COX1 NM_173704 
F: TCTCAGGCTACACCCTAGACCA 

137 pz (140) 
R: ATCGGGGTAGTCCGAGTAACGT 

COX2 NM_000963 
F: CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG 

155 pz (141) 
R: GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA 

SOCS1 NM_003745 
F:  GGAACTGCTTTTTCGCCCTTA 

127 pz (142) 
R: AGCAGCTCGAAGAGGCAGTC 

SOCS3 NM_003955 
F: CAAGGACGGAGACTTCGATT 

110 pz (143) 
R: GGAGCCAGCGTGGATCTG 

STAT1 NM_007315 
F: ATGGCAGTCTGGCGGCTGAATT 

144 pz (144) 
R: CCAAACCAGGCTGGCACAATTG 

STAT3 NM_139276 
F: CTTTGAGACCGAGGTGTATCACC 

133 pz (145) 
R: GGTCAGCATGTTGTACCACAGG 

IRF1 NM_002198 
F: GTACCGGATGCTTCCACCTC 

289 pz 
BLAST 

Primer 5 R: GTCCGGCACAACTTCCACTG 

IRF3 NM_001571 
F: ACCAGCCGTGGACCAAGAG 

65 pz (146) 
R: TACCAAGGCCCTGAGGCAC 

AP-1 (JUN) NM_002228 
F: CCTTGAAAGCTCAGAACTCGGAG 

124 pz (147) 
R: TGCTGCGTTAGCATGAGTTGGC 

PI3KR1 NM_181523 
F: CGCCTCTTCTTATCAAGCTCGTG 

108 pz (148) 
R: GAAGCTGTCGTAATTCTGCCAGG 

NFkB NM_003998 
F: AGAAGTCTTACCCTCAGGTCA 

147 pz (149) 
R: CAGTTACAGTGCAGATCCCA 

F: starter przedni (forward), R: starter wsteczny (reverse).  
 

3.1.9. Sondy TaqMan 

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) genotypowano z wykorzystaniem 

sond TaqMan® (tabela 2) dostarczonych przez ThermoFisher Scienctific (USA). 

 alleli podano dla populacji europejskiej na podstawie bazy SNP National 

Library of Medicine (ALFA Project).  przedstawiono w tabeli 3. 
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Tab. 2. Sondy TaqMan® wykorzystane w genotypowaniu SNP

Gen SNP Allele Mutacja  

APOE rs429358 T/C Cys112Arg T93% C7% 

APOE rs7412 C/T Arg158Cys C92% T8% 

HLA-DRB1 rs9270856 A/G  A26% G73% 

HLA-DRA rs3135344 C/T  C29% T72% 

HLA-DQA1 rs9272105 G/A  G46% A54% 

FCGR2A rs1801274 A/G Arg131His A51% G49% 

 

Tab. 3. allele genu APOE 

Allel rs429358 rs7412 

E2 T T 

E3 T C 

E4 C C 

 

3.2. Metody 

3.2.1. Kwestie etyczne 

po uzyskaniu zgody  

nr KB  

z dnia 12 lutego 2019 roku.  

Wszyscy uczestnicy badania zostali poinformowani o charakterze i celach 

 

w badaniach w   

  pacjentów przez osoby 

postronne.  

 

3.2.2. Grupa badana 

: 36 pacjentów Katedry Psychiatrii 

 

(AD) oraz 32 kognitywnie zdrowe osoby. Wszyscy pacjenci zostali poddani 

 

 W tym celu wykonano wywiad z pacjentami i ich opiekunami 
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, w tym: test MMSE (ang. Mini-

Mental State Examination), test MoCA (ang. Montreal Cognitive Assessment) oraz test 

rysowania zegara w  Sunderlanda. 

oceny depresji (GDS) oceniono u pacjentów  

: 

AD lub wskazania badania MRI 

e o niedawno przebytej infekcji w mózgu

 

Badanie periodontologiczne w kierunku  

  

w Katedrze Periodontologii UMW. Badania fizykalne jamy ustnej wykonano  

z wykorzystaniem lusterka dentystycznego oraz sondy periodontologicznej CP-15  

- - ang. Decayed, 

Missing and Filled Teeth index  DMFT). Stan 

ang. Aproximal Plaque Index  API) po uprzednim 

ang. Pocket Depth  PD) oraz utraty przyczepu 

ang. Clinical Attachment Loss  CAL) w 6 miejscach dysto-, 

- i mezjalnopoliczkowych  

wg Langa (ang. Bleeding on Probing  BOP) zmierzone dla 4 punktów pomiarowych  

implantów ropejskiej Federacji 

Periodontologii (EFP) z 2017 roku. W trakcie badania przeprowadzono wywiad w którym 

 

i  
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3.2.3.  

Od wszystkich uczestników z wykorzystaniem 

. 

 

czczo, jamy ustnej. 

 

 

3.2.4. Morfologia krwi 

 

hematologicznego Mythic 18 (Cormay Diagnostic, Polska). W tym celu do probówki 

0,5 ml przeniesiono 50 µl próbki 

poddano  Badanie 

 

 

3.2.5. Prowadzenie hodowli komórkowych 

do hodowli 

adherentnej w temperaturze 37 °C i atmosfe 95% z powietrza i 5% 

z 5% CO2). -1640 

 

  2 mM roztworem L-glutaminy oraz roztworem 

-3 razy  

 

3 ml 0,25% (w/v) trypsyny z 0,53 mM EDTA . Po odklejeniu 

przeniesiono do nowego naczynia hodowlanego w stosunku 1/3-

2) 

do uzyskania konfluentnej hodowli. 
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3.2.6.  

-godzinnej hodowli L929 (konfluencja >90%) 
5 niesiono 20 ml 

inokulum VSV o mianie 105 TCID50/ml. Komórki inkubowano w cieplarce (37°C, 5% CO2) 

ów cytopatycznych (ang. cytopathic effects  CPEs ych 

ponad 90% hodowli. Po 48 godzinach (100% CPEs

80 °C. 

 

3.2.7. 50 

50  

(ang. Tissue Culture Infective Dose 50%

CPEs 

-

-  

1,8×105 kom./ml (konfluencja >90%) i inkubowano 48 godzin w cieplarce (37°C, 5% 

CO2) do momentu ustabilizowania CPEs. Charakterystyczne zmiany CPEs 

przez wirusa  i oceniano 

, gdzie s s s s 

s = 100%. 

CPEs 1. obliczono miano VSV z wykorzystaniem metody Spearmana-

Kärbera (150). Miano otrzymanego wirusa 

6,83 logTCID50 (6,81×107 TCID50/ml).  

 

3.2.8. Izolacja leukocytów z krwi obwodowej 

 ang. peripheral blood leukocytes  

PBLs) izolowano w gradiencie  Gradisolu G (Aqua-med, Polska) 
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: 4 ml krwi obwodowej delikatnie nawarstwiono na 2,4 ml 

PBLs zebrano i przeniesiono do nowej probówki wirówkowej. 

 ponownie 

odwirowano (10 minut, 700 rcf). N  

2-krotnie przez zawieszenie osadu komórek w 5 ml RPMI 2% FBS i zwirowanie (5 minut, 

700 rcf). Po ostatnim wirowaniu komórki zawieszono w 3 ml RPMI 2% FBS i obliczono 

 poprzez 10-krotne (R = 10)  

 

pól siatki zliczeniowej na podstawie czego obliczono s 

wzór: 

4 [kom./ml], 

, w tym celu do 10 µl zawiesiny komórek dodano 

 10 µl zawiesiny z barwnikiem przeniesiono na 

P

 

 

3.2.9. Stymulacja PBLs LPS-PG 

Na 24-  1 mln komórek (leukocytów; PBLs)  

i (RPMI 2% FBS)  

komórek dodano 1 µl LPS-  

komórki nietraktowane  

w dwóch powtórzeniach. Komórki inkubowano przez 24 godziny  

w cieplarce (37°C, 5% CO2). 

  

 

Dodatkowo 

osadem 
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komórkowym

Komórki zawieszono w 250 µl 

 

 

3.2.10. Oznaczanie poziomu nieswoistej odpowiedzi immunologicznej  test 

 

Do probówki wirówkowej przeniesiono 1 mln komórek PBLs 

µ

o mianie 1000 TCID50   inkubowano w temperaturze pokojowej 

przez 40 minut. Po adsorpcji wirusa komórki 3-krotnie . W tym celu do 

 rcf

-krotnie

zawieszono w 1 ml RPMI 2% FBS, który przeniesiono na 24-  . 

Dodatkowo, 50 µl zawiesiny komórek inkubowano w 4 °C przez 12 godzin 

(kontrola ). uwalnianie 

spontaniczne powtórzeniach. 

 komórki inkubowano w 37°C, 5% CO2 przez 24 godziny. Po inkubacji 

 

  

 

Osad  i 

rozdziale 3.2.9.  

 

3.2.11. cytokin 

: IFN- -  IL- -6, IL-10 oraz IL-15 zmierzono  

w -

VSV oraz nietraktowanych 

Bioscience (USA)  
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z badanych analitów (anty-IFN- -TNF- anty-IL- -IL-6, anty-IL-10 lub anty-

IL- Po 100 µl odpowiedniego 

-  

-krotnie  

-

w dodano 200 µl Assay Diluent (PBS z 10% FBS), 

-

naniesiono po 100 µl badanych 

 (blank)

-

-

2O2 

w stosunku 1:1

 50 µl  

1 M kwasu fosforowego (H3PO4  

 Multiskan RC (Thermo Scientific, USA). 

 na podstawie krzywej wzorcowej przez 

oprogramowanie Labsystems Genesis wersja 3.05.  

 

3.2.12. Izolacja RNA i synteza komplementarnego DNA 

RNA wyizolowano z PBLs przy pomocy zestawu ReliaPrep RNA Cell Miniprep 

System (Promega

w BL+TG Buffer osad 
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(tabela 4) po czym inkubowano w temp. pok. przez 15 minut.  

 

Tab. 4.  DNazy I 

Odczynnik  

Yellow Core Buffer 24 µl 

0,09 M MnCl2 3 µl 

DNaza I 3 µl 

 

buforu z wir

-11+ 

(DeNovix, USA).  

odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu High-Capacity cDNA Reverse 

zonej przez producenta. W tym celu przygotowano 

 (tabela 5). 

 

Tab. 5. Mieszanina reakcyjna do odwrotnej transkrypcji 

Odczynnik  

10X RT Buffer 2,0 µl 

25X dNTP (100 mM) 0,8 µl 

10X Losowe startery 2,0 µl 

Odwrotna tranksryptaza MultiScribe  1,0 µl 

H2O 4,2 µl 

 10 µl 

 

 (warunki w tabeli 

6) przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera T300 (Biometra). Otrzymany cDNA 
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Tab. 6. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji

Ustawienia Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 

Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 

Czas 10 min 120 min 5 min  

 
 
3.2.13. Analiza ekspresji genów 

COX1, COX2, SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3, IRF1, IRF3, AP-1 

(JUN), PI3KR1 i NF- B S18  

i SDHA -time PCR) 

z wykorzystaniem systemu SYBR® Green i zestawu SG qPCR Master Mix (2x) (EURx, 

Polska). W tym celu na 96- µl matrycy 

 oraz 10 µl mieszaniny reakcyjnej 

µ mM MgCl2. Wszystkie odczynniki 

rzeprowadzono z wykorzystaniem 

 LightCycler® 480 II  (Roche, USA) w warunkach opisanych w tabeli 7. 

prowadzono w dwóch powtórzeniach technicznych zarówno dla genów badanych jak  

 

 

Tab. 7. Warunki reakcji real-time PCR 

Krok Temperatura Czas Liczba cykli 

Preinkubacja 95°C 10 min 1 

Denaturacja 94°C 15 s 

40 Hybrydyzacja 60°C 30 s 

Elongacja 72°C 30 s 

Krzywa topnienia 95°C 0,05°C/s 1 

 4°C   

 

 W wyniku reakcji amplifikacji t) na 

podstawie którego obliczono w  ekspresj  metody Ct (151).  

W celu normalizacji wykorzystano dwa geny metabolizmu podstawowego: SDHA 

S18 
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t. 

 

3.2.14. Izolacja genomowego DNA 

Genomowe DNA (gDNA

uczestników badania z wykorzystaniem gotowego zestawu ReliaPrep  Blood gDNA 

 µl 

proteinazy K dodano 200 µl krwi (pobranej na EDTA). Krótko wymieszano, dodano  

200 µl Cell Lysis Buffer (Promega, USA)  

w 56°C przez 10 minut. Po tym czasie krótko zwirowano, dodano 250 µl Binding Buffer 

(Promega, USA)  Binding 

Column (Promega, USA)  

poprzez naniesienie 500 µl Column Wash Solution (Promega, USA) i zwirowanie (3 min, 

(Promega, USA). 

-11+ 

 

 

3.2.15. Genotypowanie polimorfizmów pojedynczego nukleotydu 

Genotypowanie polimorfizmów pojedynczego nukleotydu (SNP) wykonano 

HLA-DRB1, HLA-DRA, HLA-DQA1, FCGR2A oraz 

APOE. Sondy z dedykowanymi wraz z zestawem TaqMan® 

SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems , USA). Genotypowanie przeprowadzono 

 

Genomowe DNA wszystkich uczestników badania, wyizolowane zgodnie  

3.2.14., 

ng/ l. tabela 8) 
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Tab. 8.

Odczynnik  

10X TaqMan Master Mix 5,0 µl 

20X TaqMan Genotyping Assay Mix 0,5 µl 

 5,5 µl 

 

w termocyklerze 

tabela 9)

 

 

Tab. 9. Warunki reakcji genotypowania SNP 

Krok Temperatura Czas Liczba cykli 

Aktywacja enzymu AmliTaq Gold 95°C 10 min 1 

Denaturacja 95°C 15 s 
40 

Hybrydyzacja i elongacja 60°C 60 s 

 4°C   

 

Dyskryminacje alleli przeprowadzono w oparciu o automatyczne 

 fluorescencji -510 

nm) oraz VIC (533-580 nm

(tabela 10  z 

 

 

Tab. 10.  Dyskryminacja alleli na 
podstawie odczytu fluorescencji  

SNP FAM VIC 

rs429358 T C 

rs1801274 G A 

rs9270856 G A 

rs3135344 T C 

rs9272105 A G 

rs7412 T C 
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3.2.16. Izolacja bakteryjnego DNA 

80 °C. Bakteryjne DNA wyizolowano  

z wykorzystaniem gotowego zestawu do izolacji QIAamp DNA Mini (QIAGEN, USA) 

pokojowej. Do probówki wirówkowej 1,5 ml dodano 20 l proteinazy K (QIAGEN, USA), 

200 l  

 

i dodano 200 

niesiono 500 l buforu AW1 (QIAGEN, USA), 

p l buforu AW2 (QIAGEN, USA)  

probówki 1,5 ml i naniesiono 200 l buforu do elucji AE (QIAGEN, USA). Próbki 

 DS-11+ (Denovix). Próbki 

DNA przechowywano w 20 °C.  

 
3.2.17. Przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie 16S rDNA 

zdrowych (ZDR). Zastosowano sekwencjonowanie NGS amplikonów regionów 

zmiennych V3-V4 oraz V7-V9 genu 16S rRNA 

prokariotycznego (152) z wykorzystaniem zestawu QIAseq 16S/ITS Region Panels 

 

z listopada 2021. 
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W tym celu, z  

z wykorzystaniem QuantiFluor dsDNA System (Promega, USA) na fluorymetrze Quantus 

µ

reakcyjnej (tabela 11) dodano 4 µl badanej matrycy, próbki wymieszano i krótko 

zwirowano.  

 

Tab. 11.  Mieszanina reakcyjna dla amplifikacji 
regionów zmiennych V3V4 i V7V9 

Odczynnik  

UCP Master Mix 2,5 µl 

V3V4 1,0 µl 

V7V9 1,0 µl 

H2O 1,5 µl 

 6,0 µl 

 

tabela 12). 

 

Tab. 12. Warunki reakcji amplifikacji regionów zmiennych V3V4 i V7V9 

Krok Temperatura Czas Liczba cykli 

Preinkubacja 95°C 2 min 1 

Denaturacja 95°C 30 s 

20 Hybrydyzacja 50°C 30 s 

Elongacja 72°C 120 s 

 72°C 7 min 1 

 4°C   

 

µl wody 

µl QIAseq Beads (QIAGEN, 

USA). Próbki inkubowano w temp. pok. przez 5 minut, po czym kulki odseparowano przy 

µl wody wolnej od nukleaz. Kulki magnetyczne ponownie 

odseparowano po czym 50 µ , , przeniesiono do 
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probówki z 55 µ

µ

powtórzono. Kulki magnetyczne 

µ

zawiesiny przeniesiono 32,5 µ  do nowej probówki reakcyjnej.  

 

z amplifikowanymi fragmentami 16S dodano 17,5 µl mieszaniny reakcyjnej (12,5 µl 

MasterMix + 5 µ

(tabela 13).  

 

Tab. 13. Warunki reakcji  

Krok Temperatura Czas Liczba cykli 

Preinkubacja 95°C 2 min 1 

Denaturacja 95°C 30 s 

20 Hybrydyzacja 60°C 30 s 

Elongacja 72°C 120 s 

 72°C 7 min 1 

 4°C   

 

µl QIAseq Beads  

µ

magnesu i pobrano 25 µ

20 °C.   

µ

Technologies, USA) poprzez naniesienie 1 µ

 

  

  zdenaturowano, w tym celu do 5 µ czonych 
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bibliotek dodano 5 µl roztworu 0,2 N NaOH. wirowano (1 min, 280 rcf),  

 Efektem procedury denaturacji 

 zdenaturowanej 

biblioteki dodano 990 µl buforu do hybrydyzacji z zestawu MiSeq 

Reagent Kit v3 (Illumina, USA)  

10 pM. Sekwencjonowanie przeprowadzono na aparacie MiSeq. Otrzymane sekwencje 

(153)

sekwencji. Klasyfikacja taksonomiczna z

128 (154). 

 

3.2.18. Analiza statystyczna 

A    

przeprowadzono 

2024.04.2 b R (wersja 4.4.1) oraz arkusz kalkulacyjny Microsoft Excel 

(wersja 2406) z pakietu Microsoft 365.  

 zebrane 

odpowiednio przygotowane. W tym celu dokonano weryfikacji i oczyszczania danych, 

które sprawdzono 

Braki w danych  

poszczególnych zmiennych metody 

danych

od charakteru zmiennej. Braki w liczbie granulocytów obliczono na podstawie 

y leukocytów. Dla braków 

 oraz ekspresji genów 

zmiennych  imputowanie danych z wykorzystaniem regresji 

liniowej.  
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obliczono podstawowe statystyki opisowe oraz 

-Wilka 

kwantylowego. Dla wszystkich zmiennych znacznie 

-Coxa (155). W przypadku uzyskania 

 transformacji, zmienne testowano dalej 

Dla 

zastosowano testy parametryczne, natomiast dla zmiennych cech 

  

Wszystkie przytoczone w rozdziale Cel pracy hipotezy badawcze oraz 

 

testów statystycznych: d w 

  chi-kwadrat  

 ) 

 

prób), z

-Weinberga sprawdzono z wykorzy -kwadrat, 

w  

t Studenta dla grup o równych wariancjach oraz test t Welcha dla prób o nierównych 

wariancjach, lub w przypadku prób dla 

, test U Manna-Whitneya.  

przez komórki w odpowiedzi na 

stymulacje. tzn. 

 

t Studenta dla par 

. Przy porównywaniu  , wykonano 

 post hoc Gamesa-Howella dla 

W prz  

Kruskala-Wallisa oraz test post hoc Dunna. 
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testem serii Walda-

Shapiro-

Harrisona-

wymaganych 

 

  

 na podstawie 

  

 

lub próbce, co w odniesieniu do mikrobioty 

ych w analizie 

bioinformatycznej wariantów sekwencji amplikonu (ang. amplicon sequence variants  

adku mikrobioty 

Shannona-

 

(156,157)

, która ocenia rów  

(158)

(159)  

gatunków w próbce (160)   
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grupami wykorzystano nieparametryczny testu Manna-Whitneya dla dwóch 

  

 

dwóch porównywanych próbek prz ci 

-

 

i liczby taksonów, podobnie jak w przypadku miary Jaccarda  0 cechuje próbki 

 

(161) oraz (d) Weighted UniFrac, która 

uw (162)

i-tym i j-

n-

Principal Coordinates Analysis   znalezienie 

n-punktów  

(163) 

 

statystycznym permutacyjnej wielowymiarowej analizy wariancji (ang. permutational 

multivariate analysis of variance; PERMANOVA) dla 999 permutacj
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grupy alzheimer w interakcji ze zmiennymi periodontologicznymi 

bowej. 

 scharakteryzowana na poziomie typu 

(phylum), rodziny (family) oraz rodzaju (genus  

z wykorzystaniem testu U Manna-Whitneya.  

, któr  przeprowadzono w oparciu 

 (ang. Null Hypothesis Statistical Testing  

NHST)  

(164)

efektu 

w pewnym stopniu niweluje niektóre 

ograniczenia  wyników naukowych. W tabeli 14 

 

 

p -

Hochberga. 
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Tab. 14.

Test statystyczny  Interpretacja 

t  Studenta 
t  Welcha 
 

d Cohena 

0,10   
0,20   
0,50  umiarkowany 
0,80  silny 
1,20  bardzo silny 
2,00  ogromnya 

U Manna-Whitneya rG (korelacja dwuseryjna 
Glassa) 

0,00  0,30   
0,31  0,50  umiarkowany 
0,51  0,70  silny 
0,71  1,00  bardzo silny 

Analiza wariancji (ANOVA) 2 (eta-kwadrat) 0,01   
0,06  umiarkowany 
0,14  silny H Kruskala-Wallisa 2 (epsilon-kwadrat) 

Analiza regresji liniowej skorygowane R2 
0,02   
0,13  umiarkowany 
0,26  silny 

Korelacja rang Spearmana  (rho) 

0,00  0,20   
0,20  0,40   
0,40  0,70  umiarkowany (rzeczywisty) 
0,70  0,90  wysoki (znaczny) 
0,90  1,00  bardzo wysoki (pewny)b 

Chi-kwadrat  
0,10   
0,30  umiarkowany 
0,50  silny 

 OR (iloraz szans) 
1,5   
2,5  umiarkowany 
4,0  silny 

(164 167); a  
rozszerzona skala (168);  b  skala wg Guillforda (169). 
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka grupy badanej 

 

-90 lat w tym 20 kobiet (55,6%) w przedziale 

wieku 47-82 lata -90 lat. 

do trzech grup na podstawie 

klasyfikacji DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders): 

 AD (7 osób; 19,4%), umiarkowana  AD (18 osób; 50,0%) oraz 

 AD (11 osób; 30,6%) 2 kognitywnie 

zdrowe osoby (47,1%) (grupa ZDR) w wieku 50-80 lat w tym 18 kobiet (56,3%)  

w przedziale wieku 51-80 lat i 14 -75 lat. Nie 

  

 

 

w tabeli 15.  

(BOP  Bleeding on Probing  

Pocket Depth  Clinical 

Attachment Loss

 Approximal Plaque Index).  

 

w obu grupach 

zamieszczono w tabeli 15. 
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Tab. 15.
 (DSM-5) oraz zmienne periodontologiczne w obu grupach 

Zmienna Grupa Mediana MAD Min-Max 
Wiek AD 71 8,90 44-90 
 Kontrola 64 9,64 50-80 

 Grupa Kobiety   

 AD 20 16 44,4 

 Kontrola 18 14 43,7 

MMSE Grupa AD Mediana MAD Min-Max 

 Kobiety 18,5 5,19 10-23 

  17,0 3,71 9-24 

MoCA Grupa AD Mediana MAD Min-Max 

 Kobiety 15 2,96 5-22 

  14 4,45 4-24 

DSM-5 Grupa AD  Umiarkowana  

 Kobiety 3 12 5 

 % 15,0 60,0 0,25 

  4 6 6 

 % 25,0 37,5 37,5 

BOP [%] Grupa Mediana MAD Min-Max 

 AD 17,0 0,00 0-100 

 Kontrola 10,5 24,46 2-88 

API [%] Grupa Mediana MAD Min-Max 

 AD 100 25,20 10-100 

 Kontrola 37 5,19 0-100 

PD [mm] Grupa Mediana MAD Min-Max 

 AD 2,0 0,00 1,0-3,6 

 Kontrola 2,0 0,35 1,1-2,8 

CAL [mm] Grupa Mediana MAD Min-Max 

 AD 0,5 0,70 0,0-5,0 

 Kontrola 0,7 0,73 0,0-6,3 

MAD  . 

 

Dodatkowo grupa  scharakteryzowana 

socjodemograficznego i ekonomicznego opartego na miejscu zamieszkania i poziomie 

ach 

przedstawione w tabeli 16.  

 

. zdrowe 

poznawczo 
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 (34,4%) , podczas gdy  

 

 .  

higienizacyjnych   

(ang. Decay-Missing-Filled Teeth) (170), która 

 

 i oceny ogólnego stanu jamy ustnej. 

DMFT 

 

 

osób stwierdzono 41%.  

 

Tab. 16. Status socjodemograficzny 
grupy badanej oraz kontrolnej 

Cecha 
AD ZDR 

n % %skum. n % %skum. 

 

podstawowe 4 11,1% 11,1% 0 0% 0,0% 

 15 41,7% 52,8% 20 62,5% 62,5% 

 17 47,2% 100,0% 12 37,5% 100,0% 

Miejsce 
zamieszkania 

 7 19,4% 19,4% 0 0,0% 0,0% 

 8 22,2% 41,7% 1 3,1% 3,1% 

 21 58,3% 100,0% 31 96,9% 100,0% 

Szczotkowanie 
 

rzadziej 5 13,9% 13,9% 0 0,0% 0,0% 

1 raz dziennie  13 36,1% 50,0% 2 6,3% 6,3% 

2 razy dziennie 17 47,2% 97,2% 30 93,8% 100,0% 

 1 2,8% 100,0% 0 0,0% 100,0% 

Nitkowanie 
 

nie 33 91,7% 91,7% 20 62,5% 62,5% 

tak 3 8,3% 100,0% 12 37,5% 100,0% 

 
nie 34 94,4% 94,4% 21 65,6% 65,6% 

tak 2 5,6% 100,0% 11 34,4% 100,0% 
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4.2. Ocena zmian w profilach komórek immunologicznych krwi obwodowej  
 

o   

immunologicznych krwi obwodowej w celu z AD. 

Podstawowe statystyki opisowe dla y przedstawione w tabeli 17. 

 

Tab. 17. Podstawowe statystyki opisowe elementów morfotycznych krwi 

Grupa Zmienna Min. Q1 Mdn MAD Q3 Maks. 

AD 

leukocyty ×103/µl 3,8 4,8 5,9 1,1 6,8 10,4 

limfocyty ×103/µl 0,8 1,3 1,6 0,4 2,0 3,1 

monocyty ×103/µl 0,1 0,2 0,3 0,1 0,4 0,5 

granulocyty ×103/µl 2,2 3,2 4,0 0,8 4,7 7,1 

limfocyty % 15,3 21,3 27,6 5,9 31,3 52,4 

monocyty % 2,5 3,8 4,7 0,9 5,5 10,0 

granulocyty % 44,0 64,0 67,7 7,0 75,2 78,4 

erytrocyty ×106/µl 4,2 5,1 5,8 0,8 6,6 7,4 

hemoglobina g/dl 13,3 16,0 18,1 1,8 19,8 23,5 

trombocyty ×103/µl 59,0 85,8 141,0 53,0 183,0 332,0 

ZDR 

leukocyty ×103/µl 4,2 5,4 7,0 0,95 7,7 10,9 

limfocyty ×103/µl 0,9 1,6 2,0 0,35 2,2 3,6 

monocyty ×103/µl 0,0 0,3 0,4 0,10 0,5 0,8 

granulocyty ×103/µl 2,3 3,6 4,9 0,70 5,2 7,0 

limfocyty % 13,8 25,7 29,9 3,75 33,1 38,9 

monocyty % 0,6 4,4 5,6 1,30 7,1 10,3 

granulocyty % 52,9 61,5 65,0 3,75 68,7 82,6 

erytrocyty ×106/µl 2,2 4,8 5,1 0,50 5,6 6,9 

hemoglobina g/dl 12,4 14,8 15,9 1,40 17,5 19,7 

trombocyty ×103/µl 102,0 155,0 197,0 40,00 231,3 314,0 

Min.  Q1 i Q3 -  kwartyle dolny i górny; Mdn  mediana; 
MAD  Maks.  malna; 
AD   Alzheimera; ZDR  grupa osób zdrowych 
poznawczo. 
 

P  leukocytów) 

(U = 376,5; p = 0,014; p(BH) = 0,027; rG = -0,30) w porównaniu do osób zdrowych (ZDR), 

dlatego celem , które z poszczególnych subpopulacji leukocytów istotnie 

U Manna-Whitneya 

-Hochberga . 

Liczba limfocytów w grupie pacjentów istotnie grupy 

kontrolnej (U = 391; p = 0,023; p(BH) = 0,028; rG = -0,28). Podobne wyniki zaobserwowano 

w przypadku monocytów, pacjentów z AD  
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 osób zdrowych poznawczo (U = 384,5; p = 0,016;  

p(BH) = 0,027; rG = -0,28). Natomiast w przypadku granulocytów nie stwierdzono 

 AD i ZDR (U = 418; p = 0,053;  

p(BH) = 0,053; rG = -0,23). Dodatkowo, zidentyfikowano  

morfotycznych krwi, które   z funkcjonowaniem 

. W przypadku erytrocytów zaobserwowano  pacjenci z AD 

charakteryzowali 

zdrowych (U = 768,5; p = 0,018; p(BH) = 0,027; rG = 0,28). 

 w porównaniu do grupy osób zdrowych (U = 296,5; p<0,001; 

p(BH) = 0,004; rG = -0,41). 

 

4.3. stanem 
paradontoza) 

 
AD  

periodontologicznych (BOP, API, PD 

oraz CAL) oznaczanych w przypadku diagnostyki paradontozy (PeD). W analizie danych 

s AD oznaczono od 1 do 3, klasyfikacj  DSM-5, 

gdzie: 1  2  3  

AD. BOP (H(3) = 13,77;  

p = 0,003; 2 = 0,17) oraz API (H(3) = 30,47; p < 0,001; 2 = 0,43). Nie stwierdzono 

PD (H(3) = 3,37; p = 0,338; 2 = 0,005) oraz 

CAL (H(3) = 4,18; p = 0,243; 2 = 0,02). 
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Rys. 6.
zaawansowania AD

(A) zmienna BOP; (B) zmienna API; (C)
zmienna PD; (D) zmienna CAL

zaawansowania AD -5, gdzie: 1 (n = 7); 2
(n = 18); 3 (n = 11)

osób zdrowych poznawczo (ZDR) zakodowano na skali jako 
0 (n = 32) p

enjamini-Hochberga dla testu post hoc Dunna wykonanego po analizie 
wariancji testem Kruskala-

Q3) oraz 
dolny kwartyl (Q1

×IQR (IQR 

Analiza wybranych 

stopniem klinicznego zaawansowania AD (wg DMS-

periodontologiczny

. Aby 

BOP API

PD CAL
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neuropsychologicznej (wyniki testów MMSE i MoCA) oraz 

periodontologicznym BOP liczby co lepiej odzwierciedla jak 

 krwawieniem i stanem zapalnym 

(BOPxT)   

W tabeli 18 przedstawiono wyniki dla zmiennej MMSE. Jak wykazano na 

przede wszystkim   

(p = 0,004). a i wynosi  

 = -1,434 BOPxT (wzrost stanu zapalnego 

 liczba punktów na skali MMSE  1,434 pkt.) dla pacjentów 

 

pacjentów. W  dla tej zmiennej jest ujemny i wynosi  = -0,150, 

punktu BOPxT. 

Nie stwierdzono MMSE (p = 0,322), czyli 

   

 

Tab. 18. 
zaawansowania AD   

Zmienna   SE CI95% stand. t p 

 30,214 4,779 20,490 39,937 0,000 6,32 <0,001 

 -1,434 0,507 -2,465 -0,450 -0,450 -2,83 0,004 

wiek -0,150 0,064 -0,279 -0,376 -0,376 -2,35 0,012 

F(2;33) = 5,19; p = 0,011; skorygowany R2 = 0,19; 
losowego wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,96; p = 0,224), 

Harrisona-
b = 0,60; p = 0,815), 

serii Walda-Wolfowitza (Z = -1,22; p = 0,223). 
i F(3;33) = 0,19 dla  = 0,1). 

   znormalizowany 
(transformacja: pierwiastek kwadratowy) iloczyn 

i liczby  test oceny dysfunkcji poznawczych; 
  stand.  

liniowej; CI95%  confident interval).  
 

Na rysunku 7

MMSE od  wieku ( [M] = 68,3 lat) osób w grupie AD. 
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MMSE

(M = 1,89)  zaprezentowano na rysunku 7B.

Rys. 7. Analiza regresji liniowej MMSE

punktów 

zmienna (p = 0,032) oraz wiek (p = 0,004). Warto

wsp czynnika kierunkowego prostej dla zmiennej BOPxT jest ujemna i wynosi                 

, co oznacza, e 

jest o 0,975 pkt. mniejsza dla pacjentów 

b d cych w tym samym wieku. Dla wieku w jest 

ujemny i wynosi , wraz z wiekiem liczba punktów uzyskanych 

. W tabeli 19 przedstawiono wynik analizy dla zmiennej 

MoCA od .
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Tab. 19. AD
 

Zmienna   SE CI95% stand. t p 

 28,404 4,809 18,620 38,187 0,000 5,906 <0,001 

 -0,975 0,510 -2,012 0,063 -0,309 -1,912 0,032 

wiek -0,182 0,064 -0,312 -0,052 -0,462 -2,849 0,004 

F(2;33) = 4,631; p = 0,017; skorygowany R2 
wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,96; p  
losowego zbadano testem Harrisona- b = 0,46; p 

-Wolfowitza (Z = -0,66; p = 0,509). Nie stwierdzono 
i F(3;33) = 0,19 dla  = 0,1). 

  znormalizowany (transformacja: 
pierwiastek kwadratowy

   stand. 
 CI95%  

confident interval).  
 

Na rysunku 8A zamieszczono MoCA od 

 M = 68,3 lat), natomiast na rysunku 8B taki 

sam model dla zmiennej wieku   

(M = 1,89). 

(p = 0,942)  

 

 oraz PD  

MoCA  (d -D4). 
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Rys. 8. Analiza regresji liniowej MoCA

4.4. Analiza poziomu wytwarzanych cytokin: IFN- - - -6, IL-10 i IL-15 przez
PBLs w odpowiedzi na LPS-PG

ex vivo wszystkich 

uczestników badania (AD oraz ZDR) traktowano LPS- periopatogenu 

Porphyromonas gingivalis (LPS-PG) o 1 g/ml, w celu oceny 

Po 24 godzinach 

inkubacji w supernatantach zebranych znad hodowli leukocytów zmierzono 

wybranych cytokin pro- i przeciwzapalnych: IFN- - - -6, IL-10 i IL-15

uwolnione przez komórki w odpowiedzi na podany antygen. 

Po pierwsze, zgodnie z oczekiwaniami, PBLs wszystkich uczestników badania 

- - -6 oraz IL-10 w odpowiedzi na 

LPS-PG, ale nie IFN- -

uwalnianych spontanicznie przez komórki nietraktowane LPS-PG
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- -

IL-6 w porównaniu do osób zdrowych. 

IL-10. Po traktowaniu komórek LPS-PG wytwarzania badanych cytokin 

 u pacjentów 

AD i ZDR.  

osób 

kognitywnie zdrowych oraz chorych z AD. 

-

efektu stymulacji (ES

cytokiny  

, 

gdzie i to cytokina badana w odpowiedzi na traktowanie LPS-PG (j). Efekt stymulacji dla 

badanych cytokin zaprezentowano na rysunku 9. Na podstawie miary ES 

zaobserwowano, PBLs ex vivo na LPS-

 w  cytokin: TNF-   

(U = 311; p = 0,001; p(BH) = 0,002; rG = -0,39), IL-  (U = 289; p < 0,001; p(BH) = 0,001; 

rG = -0,43), IL-6  (U = 296; p < 0,001; p(BH) = 0,001; rG = -0,42) oraz IL-10 (U = 340;  

p = 0,003; p(BH) = 0,005; rG = -  ZDR. Poziom wytwarzanych 

cytokin IFN- -15 po traktowaniu PBLs LPS-  
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Rys. 9. efekt stymulacji LPS-PG

MAD), p(BH) p -Hochberga. 

4.5. PBLs na
LPS-PG

izolowane od pacjentów z 

ex vivo wydzielania cytokin po stymulacji LPS-PG

PeD.

i AD na ogólnoustrojowego stanu zapalnego

wytwarzaniem cytokin: IFN- - - -6, IL-10 i IL-15, zbadano 

dalej przy pomocy wielorakiej regresji liniowej. 

D : IFN- - - -6, IL-10 i IL-15 

eksploracyjne w stosunku do zmiennych periodontologicznych (BOP×T, CAL i PD). Jako, 

, która najl obserwowanych

ch badanych cytokin i osób 

zdrowych poznawczo (ZDR).


